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บทที่ 2 
 

ผลงานวิจัยและงานเขียนอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้อง 
 
2.1 Phytic acid 
 

Phytic acid ได้ถกูค้นพบเป็นครัง้แรกโดย Pfeffer ในปี ค.ศ. 1872  (Dvorakova et al. 1998)  
โดย phytic acid เป็นช่ือท่ีมีการใช้โดยทัว่ไปเพ่ือเรียกสบัสเทรตของเอนไซม์ phytase แตย่งัมีช่ือ
อ่ืนๆ ท่ีใช้เรียก phytic acid  อีก ได้แก่ phytate  และ phytin ซึง่ phytate คือ เกลือของ phytic 
acid (myo-inositol -123456-hexakisphosphate; IP6)  สว่น phytin เป็นโครงสร้างของ phytic 
acid ท่ีมีการจบัอยูก่บัแร่ธาตชุนิดตา่งๆ  ซึง่จะเป็นลกัษณะโครงสร้างท่ีพบในพืชในขณะท่ี phytic 
acid คือ โมเลกลุอิสระท่ีไมไ่ด้จบัอยูก่บัแร่ธาตใุดๆ  (Selle et al. 2006)   
 

2.1.1 คุณสมบัตทิางเคมีของ phytic acid  
 

  Myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate  หรือท่ีเรียกกนัทัว่ไปวา่  phytic acid  
โดยสตูรโมเลกลุของ phytic acid คือ  C6H18O24P6 และมีมวลโมเลกลุ เทา่กบั 660.04 gmol -1   
( Kumar et al. 2010)  ซึง่ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของ phytic acid  แสดงได้ดงัภาพ 
ท่ี  2.1  
 

ภาพท่ี 2.1  
โครงสร้างทางเคมีของ phytic acid โดยเลข 1-6 แทนตําแหน่งอะตอม 

ของคาร์บอนในวงแหวน inositol ท่ีสร้างพนัธะกบัหมูฟ่อสเฟต (Haefner et al. 2005) 
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จากช่ือเตม็ของ phytic acid เม่ือแยกแตล่ะสว่นของช่ือจะอธิบายได้ถึงโครงสร้างแตล่ะ
สว่น โดยในสว่นของคําวา่ “myo” จะหมายถงึโครงสร้างของกลุม่ไฮดรอกซลิท่ีอยูบ่นวงแหวน 
inositol และอีกสว่นหนึง่ของช่ือท่ีสามารถเข้าใจได้ง่ายซึง่มีความเก่ียวข้องกบัช่ือของเอนไซม์ 
phytase ด้วย นัน่คือ inositol  phosphates โดยสารในกลุม่นีมี้สว่นประกอบหลกัได้แก่ inositol 
ring และหมูฟ่อสเฟตอยา่งน้อย 1 กลุม่ ซึง่สาร myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate 
ประกอบด้วยหมูฟ่อสเฟต 6 กลุม่ท่ีสร้างพนัธะกบัวงแหวน inositol  โดยใช้คําวา่ “hexakis” แทน
คําวา่ “hexa” เน่ืองจากหมูฟ่อสเฟตนีไ้มไ่ด้เป็นสว่นประกอบในโครงสร้างของวงแหวน inositol 
และจดัเป็นสารท่ีมีความสามารถในการจบัอะตอมของโลหะได้หลายตําแหนง่ (polydentate 
ligand) ดงันัน้ช่ือ myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate สามารถเขียนแทนด้วย IP6 
InsP6 หรือ phytic acid (PA) ก็ได้  และในกรณีท่ีวงแหวน inositol สร้างพนัธะกบัหมูฟ่อสเฟต 
ตัง้แต ่1 ถึง 5 กลุม่ (InsP1~InsP5)  เรียกวา่ lower myo-inositol phosphates (Bohn et al. 2008)  

ในช่วงสภาวะ pH ท่ี 0.5-10.5   phytic acid  จะยงัคงอยูใ่นรูปร่างท่ีมีลกัษณะคล้ายเรือ
คือ  เป็นลกัษณะของโครงสร้างท่ีหมูฟ่อสเฟตกลุม่หนึง่จะอยูใ่นแกนตัง้ ในขณะท่ีหมูฟ่อสเฟตอีก 5 

กลุม่ท่ีเหลือจะอยูใ่นแนวนอน ดงัภาพท่ี  2.2  ซึง่จะแสดงภาพโครงสร้างจําลองของ phytic acid 
แตเ่ม่ือ phytic acid อยูใ่นสภาวะ pH ท่ีสงูกวา่นัน้จะมีการเปล่ียนโครงสร้างไปในทิศทางตรงกนั
ข้ามจากลกัษณะท่ีกลา่วจากข้างต้น  (Bohn  et al.  2008) 

 
ภาพท่ี 2.2 

โครงสร้างจําลองโมเลกลุ phytic acid เม่ืออยูใ่นสภาวะ pH ท่ี 0.5-10.5   
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2.1.2 แหล่งของ phytic acid 
 
แร่ธาตฟุอสฟอรัส จดัวา่เป็นสารอาหารท่ีมีความสําคญักบัสิง่มีชีวิตทกุชนิด ซึง่สะสมอยูใ่น

รูปของ phytic acid เป็นสว่นใหญ่  ทําให้สิง่มีชีวิตสามารถได้รับ phytic acid ได้จากการบริโภค
อาหารท่ีมีพืชผกัเป็นสว่นประกอบ (Xiang et al. 2004)  โดย phytic acid จะเร่ิมมีการสะสม
ในช่วงการพฒันาของเมลด็จนกระทัง่เมลด็มีการเจริญเตบิโตเตม็ท่ี ซึง่จะทําให้แร่ธาตฟุอสฟอรัสท่ี
สะสมอยูใ่นเมลด็ปริมาณถึง 60-90 เปอร์เซนต์ ของปริมาณฟอสฟอรัสทัง้หมดท่ีมีอยูใ่นเมลด็พืช
ชนิดนัน้ๆ  โดยเมลด็พืชท่ีมีการพบ phytic acid ได้แก่ เมลด็ธญัพืช เมลด็พืชตระกลูถัว่ และ oil 
seeds ซึง่โดยสว่นใหญ่แล้วจะพบ phytic acid ในบริเวณสว่นของเนือ้เย่ือของสิง่มีชีวิตจําพวกยู
คาริโอต โดยจะอยูใ่นสว่นของผนงัเซลล์ในรูปของ phosphoinositides หรืออยูใ่นรูปท่ีมีการจบัอยู่
กบัโปรตีนหรือไออนโลหะตา่งๆ  โดยแหลง่ของ phytic acid ท่ีได้จากพืชแสดงได้ดงัตารางท่ี  2.1 

 
ตารางท่ี 2.1 

ปริมาณแร่ธาตฟุอสฟอรัสท่ีสะสมอยูใ่นรูปของ phytates ท่ีสามารถพบ 
ในเมลด็ของพืชชนิดตา่งๆ (Cao et al. 2007) 

 

Sources of phytates 
Total P  
(g/kg) 

Phytate-P  
(g/kg) 

Proportion 
(เปอร์เซนต์) 

Cereals Wheat grain 3.07 2.19 71.6 

Oat 3.60 2.10 59.0 

Corn grain 2.62 1.88 71.6 

Barley  grain 3.21 1.96 61.0 

Sorghum grain 3.01 2.18 72.6 

Rye 3.05 1.95 63.9 
Oilseed meals  Canola meal 9.72 6.45 66.4 

Cottonseed meal 10.02 7.72 77.1 
Corn glutton meal 4.24 2.67 63.0 
Rapeseed meal 9.60 6.34 66.0 
Soybean meal 6.49 3.88 59.9 
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By-products Rice bran 17.82 14.17 79.5 

Wheat bran 10.96 8.36 76.3 
 

2.1.3 คุณสมบัตขิอง phytic acid ในด้านต่างๆ  
 
Phytic acid  ซึง่พบได้ในเมลด็พืชมีหน้าท่ีในการเก็บสะสมสารฟอสเฟตซึง่ถือเป็นแหลง่

พลงังานท่ีสําคญัของสิง่มีชีวิต  และจากการท่ี phytic acid เป็นองค์ประกอบหลกัของพืช  phytic 
acid จงึมีหน้าท่ีสําคญัดงันี ้ คือ  (1)  เป็นแหลง่พลงังานของพืช (2) สะสมแร่ธาตชุนิดตา่งๆ ของ
เมลด็พืช (complexation multivalent cations) (3) ควบคมุระดบัของปริมาณฟอสเฟตในเซลล์พืช 
(Dvorakova et al. 1998) และจากท่ีกลา่วไปในตอนแรกวา่ phytate คือ เกลือของ phytic acid ท่ี
จบัอยูก่บัอะตอมของแร่ธาตชุนิดตา่งๆ  ซึง่ phytate  มีความสําคญัโดยจะเป็นแหลง่สะสมแร่ธาตุ
ชนิดตา่งๆ ไว้ในเมลด็พืช โดยจะเก็บไว้ในสว่นของแวควิโอลของท่ีบริเวณเย่ือหุ้มชัน้ในของเมลด็ 
(aleurone layer) ซึง่ห่อหุ้มเอมบริโออยูน่ัน่เอง โดยทัว่ไปแล้วในสิง่มีชีวิตยคูาริโอต phytic acid  มี
คณุสมบตัท่ีิเดน่ชดั 3 ประการซึง่ได้แสดงให้เห็นวา่ phytic acid นา่จะมีสว่นเก่ียวข้องกบั
กระบวนการเมตาบอลซิึม่ ดงันี ้ (1) คณุสมบตัใินการจบักบัอะตอมของโลหะของหมูฟ่อสเฟตของ 
phytic acid ซึง่จะมีผลตอ่ระบบการทํางานของเซลล์ (2) การท่ีสาร lower inositol phosphates 
(InsP1~InP5) หรือวงแหวน inositol ท่ีสร้างพนัธะกบัหมูฟ่อสเฟต ตัง้แต ่1 ถึง 5 กลุม่ มีสว่นร่วมใน
กระบวนการสง่สญัญาณของเซลล์ (Cell signaling pathways) และ (3) phytic acid มีบทบาท
สําคญัในการเป็นสารตัง้ต้นสําหรับสารประกอบชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถทําหน้าท่ีแตกตา่งกนัออกไป 
(Bohn et al. 2008)   

แตค่ณุสมบตัิอีกข้อหนึง่ของ phytic acid  ท่ีทราบโดยทัว่ไป นัน่คือความสามารถในการ
เป็นสาร antioxidant ด้วยการจบักบัอะตอมของ Fe ทําให้ Fe ไมส่ามารถทํางานได้ ซึง่จะป้องกนั
การเกิดไอออนของ ferric ions ท่ีเป็นสว่นร่วมในการเกิดปฏิกิริยา Fenton ซึง่เป็นปฏิกิริยาท่ีทําให้
เซลล์ตายนัน่เอง ดงันัน้จงึมีความเป็นไปได้ท่ี phytic acid สามารถเป็นตวัยบัยัง้การเกิดโรคชนิด
ตา่งๆ ในสิง่มีชีวิตก็เป็นได้   นอกจากนีก้ารท่ี phytic acid สามารถจบักบัอะตอมของโลหะชนิด
ตา่งๆ ได้ ทําให้คณุสมบตัข้ิอนีถ้กูนํามาใช้ในการรักษาสภาพของนํา้หมกึ historic ink ท่ีสร้างจาก
กรด gallic โดยได้จากสาร tannins และไอออนของ Fe โดย phytic acid จะป้องกนัการเกิดผลกึ
ซึง่เกิดจากการปฏิกิริยาออกซเิดชัน่ของเซลลโูลสท่ีอยูใ่นกระดาษนัน่เอง ทําให้เพิ่มความคงทนของ
ข้อมลูบนกระดาษเป็นสองเท่า นอกจากนีย้งัมีรายงานเก่ียวกบัการนํา phytic acid มาทดสอบโดย
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ใช้เป็นสว่นผสมในยาสีฟันเพ่ือเป็นเคร่ืองมือในการป้องกนัการเกิดคราบหินปนูจากแบคทีเรียอีก
ด้วย   (Bohn et al. 2008)   

ในกลุม่ของสิง่มีชีวิตเลีย้งลกูด้วยนมได้มีรายงานเก่ียวกบั phytic acid วา่มีสว่นรวมใน
กระบวนการยอ่ยแป้ง และมีสว่นร่วมในการยบัยัง้การลอกรหสัจีโนมของไวรัส HIV-1 และในสว่น
ของระดบัเซลล์  phytic acid ได้ถกูระบวุา่มีสว่นร่วมในกระบวนการควบคมุในระดบัยีน ซึง่เป็น
ควบคมุในรูปแบบของ mRNA RNA-editing และ กระบวนการซอ่มแซม  DNA โดยสาร lower 
inositol phosphate เช่น  Ins(145)P3  เป็นสารตวักลางหนึง่ในกระบวนการสง่สญัญาณของเซลล์
ร่วมกบั Ca2+ ซึง่กระบวนการเร่ิมต้นในการทําหน้าท่ีตา่งๆ ของเซลล์ในวิถีของเมตาบอลซิมึในด้าน
ของการรักษาโรค  ได้มีนกัวิจยัท่ีศกึษาเพ่ือนํา phytic acid มาใช้ในการบําบดัโรคมะเร็ง และมี
ความเป็นไปได้ในการท่ี phytic acid จะมีความสามารถในการรักษา แตอ่ยา่งไรก็ตามยงัไมมี่
ผลการวิจยัท่ีชดัเจน (Bohn  et al. 2008)  จากรายงานวจิยัท่ีได้กลา่วมาทัง้หมดข้างต้นจะเห็นได้
วา่เป็นการวิจยัเพ่ือดงึเอาประโยชน์ของ phytic acid มาใช้ในด้านตา่งๆ  ซึง่จดัเป็นคณุสมบตัใิน
ด้านบวก  

แตใ่นทางตรงกนัข้ามข้อเสียของ phytic acid  ก็มีเชน่กนั โดยพบวา่ phytic acid ท่ีอยูใ่น
อจุจาระเป็นตวัยบัยัง้กระบวนการพีซีอาร์ ในการตรวจหาเชือ้จลุนิทรีย์เพ่ือวิเคราะห์โรคในฟาร์มปศุ
สตัว์ นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่หากร่างกายได้รับ phytic acid ในปริมาณท่ีมากจะทําให้ร่างกาย
ขาดแคลนแร่ธาต ุ และได้รับสารอาหารไมเ่พียงพอ  โดย phytic acid  จะเป็นตวัท่ีขดัขวางการ
ได้รับสารอาหารอยา่งเตม็ท่ีของคนและสตัว์ สาเหตเุกิดจากการท่ี phytic acid ประกอบด้วยหมู่
ฟอสเฟตซึง่มีประจลุบท่ีสามารถจบักบัแร่ธาตโุลหะชนิดตา่งๆ ท่ีมีประจบุวกสองได้ เช่น  Ca2+ 
Mg2+ Zn2+ Cu2+ Fe2+ และ Mn2+ ทําให้เกิดโมเลกลุท่ีอยูใ่นรูปของเกลือ phytate (metal–phytate 
complexes)  ซึง่มีความสามารถในการละลายต่ําท่ีสภาวะ pH ของลําไส้เลก็ทําให้ร่างกายของคน
และสตัว์ไมส่ามารถยอ่ยและดดูซมึแร่ธาตเุหลา่นีเ้พ่ือนําไปใช้ได้และขบัออกจากร่างกายไปในท่ีสดุ 
(Dvorakova et al. 1998; Urbano et al. 2000; Bohn et al. 2008 ) นอกจากนี ้phytic acid ยงั
สามารถจบักบัโปรตีนและโมเลกลุชีวภาพอ่ืนๆ ได้ในทัง้สภาวะท่ีเป็นกรดและเบสด้วยซึง่จะสง่ผล
ให้เกิดความต้านทานตอ่การถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์โปรตเิอสชนิดตา่งๆ  สง่ผลให้เกิดการยบัยัง้การ
ได้รับสารอาหารอ่ืนๆ ตามไปด้วย (Sebastian et al. 1998)  โดยโครงสร้างของการจบักนัระหวา่ง 
phytic acid แร่ธาตชุนิดตา่งๆ และโมเลกลุทางชีวเคมีอ่ืนๆ แสดงดงัภาพท่ี 2.3  และผลจากการจบั
กนัของ phytic acid ในการจบักบัสารอาหารตา่งๆ ( Kumar et al. 2010)   แสดงในตารางท่ี 2.2  
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ภาพท่ี 2.3 
แสดงการจบักนัระหวา่งระหวา่ง phytic acid แร่ธาตชุนิดตา่งๆ และโมเลกลุทางชีวเคมีอ่ืนๆ 

(http://images.google.com/imgres?imgurl=http://en.engormix.com) 
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ตารางท่ี  2.2  
 คณุสมบตัด้ิานลบของ phytic acid ในการจบักบัโมเลกลุทางชีวภาพชนิดตา่งๆ 

( Kumar et al. 2010)   
 

 

Nutrients Mode of action Reference 

Mineral ions (zinc iron 
calcium magnesium 
manganese and 
copper) 

Formation of insoluble phytate-
mineral complexes leads to 
decrease in mineral availability 

(Brune et al. 1992) (Iqbal et al. 
1994) (Lopez et al. 2002) and 
(Konietzny and Greiner 2003) 

Protein 

Formation of non-specific phytate-
protein complex not readily 
hydrolysed by proteolytic 
enzymes 

(O’Dell and de Boland 1976) and 
(Ravindran et al. 1995) 

Carbohydrate 

Formation of phytate 
carbohydrate complexes making 
carbohydrate less degradable. 
Inhibition of amylase activity by 
complexing with Ca++ ion and 
decrease of carbohydrate 
degradation 

(Rickard and Thompson 1997) 
and (Selle et al. 2000) 

Lipid 

Formation of ‘lipophytin’ 
complexes may lead to metallic 
soaps in gut lumen resulting in 
lower lipid availability 

(Matyka et al. 1990) (Leeson 
1993) and (Vohra and 
Satanarayana 2003) 
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ในสตัว์จําพวกสตัว์เคีย้วเอือ้งเช่น ววั และควาย นัน้สามารถยอ่ย phytate ได้เน่ืองจากใน
กระเพาะสว่นรูเมนของสตัว์เหลา่นีจ้ะมีเชือ้จลุนิทรีย์หลากหลายชนิดซึง่ในจํานวนนัน้สามารถผลติ
เอนไซม์ชนิดหนึง่ท่ีสามารถยอ่ย phytate ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ ได้แก่เอนไซม์ phytase ซึง่
เอนไซม์ชนิดนีจ้ะไมพ่บในระบบยอ่ยอาหารของสตัว์กระเพาะเด่ียวเชน่ หม ูหรือสตัว์ปีก ทําให้สตัว์
เหลา่นีไ้มส่ามารถท่ีจะยอ่ยโมเลกลุ phytate ได้ (Schroder et al. 1996) ซึง่เป็นปัญหาสําคญัท่ีทํา
ให้สตัว์จําพวกสตัว์กระเพาะเด่ียวไมส่ามารถนําสารอาหารไปใช้ประโยชน์ได้และมีผลตอ่การเจริญ 
เตบิโตโดยตรง ดงันัน้ในอตุสาหกรรมอาหารของสกุรและไก่จงึได้มีการนําสาร inorganic 
phosphate ซึง่มีสว่นประกอบของสาร dicalcium phosphate และ defluorinated phosphate 
มาผสมลงในอาหารสตัว์เหลา่นีเ้พ่ือให้สตัว์ได้รับแร่ธาตฟุอสฟอรัสอยา่งเพียงพอ (Bohn  et al. 
2008) และมีการเจริญเตบิโตอยา่งมีประสทิธิภาพ แตจ่ากวิธีนีไ้ด้ทําให้เกิดปัญหามลภาวะทาง
สิง่แวดล้อมตามมา โดยทําให้พวกสาหร่ายชนิดตา่งๆ มีการเจริญเตบิโตอยา่งรวดเร็ว เน่ืองจาก
ได้รับแร่ธาตฟุอสฟอรัสจากสาร phytic acid และ สาร inorganic phosphates ท่ีปะปนมากบัมลู
สตัว์ซึง่ถกูปลอ่ยออกมาพร้อมสิง่ปฏิกลูตา่งๆ สูแ่มนํ่า้ลําคลอง โดยพวกสาหร่ายจะเตบิโตแพร่
ขยายปกคลมุผิวนํา้ทําให้ปลาและสิง่มีชีวติตา่งๆ ในนํา้ได้รับก๊าซออกซเิจนลดลงและตายในท่ีสดุ  
ดงันัน้จงึได้เร่ิมมีการค้นหาเอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ย phytate ได้ ซึง่ในเวลาตอ่มาได้พบวา่เอนไซม์  
phytases  เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถตดัหมู ่ phosphate จากโมเลกลุ phytate  ได้ด้วยปฏิกิริยา 
ไฮโดรไลซสิ  ท่ีโมเลกลุ  phytate  ทําให้สตัว์สามารถดดูซมึแร่ธาตฟุอสฟอรัสและแร่ธาตอ่ืุนๆ ไป
ใช้ได้ (Yano et. al 1999)  โดยการทํางานของเอนไซม์  phytase ในการยอ่ยโมเลกลุของ 
phytases แสดงได้ดงัภาพท่ี 2.4  

ดงันัน้เอนไซม์ phytase จงึถกูนํามาผสมลงในอาหารสตัว์จําพวกสตัว์กระเพาะเด่ียวเพ่ือ
ช่วยในการยอ่ย phytate ทําให้ได้ธาตฟุอสฟอรัสและแร่ธาตอ่ืุนๆ ท่ีจบัอยูก่บัโมเลกลุ phytate 
ออกมาซึง่ทําให้สตัว์สามารถดดูซมึธาตฟุอสฟอรัสและแร่ธาตตุา่งๆ เหลา่นัน้ไปใช้ในการเตบิโตได้
อยา่งมีประสทิธิภาพ ทัง้นีย้งัเป็นการลดคา่ใช้จ่ายในจากการเตมิสาร inorganic phosphorus ลง
ในอาหารสตัว์โดยไมจํ่าเป็นอีกทางหนึง่  รวมทัง้ยงัช่วยลดปัญหาทางมลภาวะดงัท่ีกลา่วไว้ข้างต้น
อีกด้วย 
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ภาพท่ี 2.4 

การทํางานของเอนไซม์ phytase ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิทําให้พนัธะท่ีเช่ือมระหวา่ง phytates 2 
โมเลกลุและแร่ธาตตุา่งๆ ถกูทําลายทําให้ได้ phytate โมเลกลุเด่ียว 

และฟอสฟอรัสแคลเซียมเหลก็ และสงักะสี(Lei et al.2003) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2. Phytase 
 
Phytase  เป็นช่ือท่ีมีการใช้โดยทัว่ไป เพ่ือเรียกเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา 

ไฮโดรไลซสิ เพ่ือสลายพนัธะฟอสโฟโมโนเอสเทอร์ กบั phytic acid  ซึง่เป็นสบัสเทรตท่ีดีของ
เอนไซม์ phytase ตามท่ีกลา่วมาแล้วข้างต้น ทําให้ได้สาร inorganic phosphates ออกมาโดยช่ือ
อยา่งเป็นทางการของเอนไซม์ phytase คือ myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate 
phosphohydrolase ซึง่จดัอยูใ่นกลุม่ของเอนไซม์จําพวก phosphatases โดยสามารถทํา
ปฏิกิริยากบั  phytic acid  และได้ผลติภณัฑ์เป็นหมูฟ่อสเฟตอยา่งน้อยหนึง่กลุม่ และอะตอมของ
โลหะตา่งๆ ท่ีจบัอยูก่บั phytic acid (Mullaney et al. 2003) 

เอนไซม์ phytase ได้มีการกลา่วถึงเป็นครัง้แรกในปี ค.ศ. 1907 จากรายงานวิจยัของ Suzuki  
ซึง่กลา่ววา่ใน rice bran นัน้มีการทํางานของเอนไซม์ phytase ซึง่ตอ่มาพบวา่เอนไซม์ phytases  
สามารถพบได้ทัว่ไปในพืช โดยจะพบในพืชหลายสายพนัธุ์ เชน่ ข้าวสาลี ข้าวไรย์ ข้าวบาร์เลย์ พืช
ตระกลูถัว่ ข้าวโพด ข้าว white mustard มนัฝร่ัง หวัไชเท้า lettuce ผกัขม กญัชา ละอองเกสรของ

Ca 2+  

Fe 2+   
Zn 2+ 
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ดอกลลิล่ี ฯลฯ โดยจะพบวา่ในระหวา่งการงอกของเมลด็จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ phytases 
เพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็ว ดงันัน้จงึมีการยอมรับวา่ในระหวา่งการงอกของเมลด็  phytate จะถกูนําไปใช้
ในรูปของฟอสเฟต  inositol และ โดย เอนไซม์ phytases นอกจากนีย้งัมีบางงานวิจยัลงความเห็น
วา่ activity ของ เอนไซม์ phytases จะเพิ่มขึน้ในระหวา่งกระบวนการงอกของเมลด็พืช ในขณะท่ี
บางงานวิจยัได้ให้เหตผุลวา่อตัราของ activity ของเอนไซม์ phytases ท่ีมีการเพิ่มขึน้ เกิดจาก
เอนไซม์ phytases ท่ีมีในเซลล์ตัง้แตต้่นแล้วแตอ่ยา่งไรก็ตาม ข้อสรุปในท่ีสดุก็คือ ในเมลด็พืชจะ
ประกอบเอนไซม์ phytases ท่ีมีอยูแ่ล้วในเซลล์ กบั เอนไซม์ phytases ท่ีมีการผลติขึน้ระหวา่งการ
งอกของเมลด็พืช (Dvorakova et al. 1998) 

และในปี ค.ศ. 1908 คณะวิจยัของ McCollum และ Hart พบวา่มีการทํางานของเอนไซม์ 
phytase ในเลือดของปลาฉลามเป็นครัง้แรก  และยงัมีรายงานวิจยัท่ีกลา่วถงึเอนไซม์ phytases 
ซึง่พบในตบัและเลือดของลกูววั  อยา่งไรก็ตามในเวลาตอ่มาการค้นหาเอนไซม์ phytases ในเลือด
ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมยงัไมป่ระสบความสําเร็จ ซึง่รายงานวา่พบเอนไซม์ phytases ในเลือดของ
สตัว์มีกระดกูสนัหลงัชัน้ต่ําเท่านัน้ เชน่ นก สตัว์เลือ้ยคลาน ปลา batrachians และ เตา่ทะเล เป็น
ต้น และจากการท่ี phytate ท่ีอยูใ่นธญัพืชชนิดตา่งๆ ซึง่เป็นวตัถดุบิหลกัของอาหารสตัว์รวมไปถงึ
อาหารของมนษุย์ ทําให้นกัวิจยัได้พยายามตรวจสอบหาเอนไซม์  phytases ในบริเวณสว่นของ
กระเพาะไปจนถึงลําไส้เลก็ของสตัว์หลากหลายชนิด จากนัน้ได้มีรายงานครัง้แรกเก่ียวกบัปฏิกิยา 
ไฮโดรไลซสิ phytate ในลําไส้เลก็ของหน ู โดยนกัวิจยับางคณะได้ลงความเห็นวา่การทํางานของ
เอนไซม์ phytases ในลําไส้เลก็ของหนมีูลกัษณะไมเ่หมือนกบัเอนไซม์ในกลุม่ของ alkaline 
phosphatases ในลําไส้เลก็ (Dvorakova et al. 1998)  อยา่งไรก็ตาม ในปี 1972 Bitar และ 
Reinhold ได้แสดงให้เห็นวา่เอนไซม์ phytases จากลําไส้เลก็ของ หน ูลกูววั และ คน แตกตา่งจาก
เอนไซม์ในกลุม่ของ alkaline phosphatase และได้มีการสนบัสนนุข้อคดิเห็นท่ีวา่เอนไซม์ 
phytases จากลําไส้เลก็ของหนตูา่งจากเอนไซม์ในกลุม่ phosphatase โดย Rao และ 
Ramakrishnan ในปี 1985 และดเูหมือนวา่เอนไซม์ phytases ในสว่นของสําไส้เลก็จะไมไ่ด้มี
บทบาทท่ีสําคญัในการนํา phytate ไปใช้ประโยชน์ในร่างกาย แตอ่าจจะเป็นไปได้วา่ phytate จะ
ถกูนําไปใช้โดยการทํางานของเอนไซม์ phytases ท่ีผลติได้จากเชือ้จลุนิทรีย์ท่ีอยูใ่นกระเพาะ
อาหารสว่น rumen  ซึง่เป็นเชือ้ราและแบคทีเรียชนิด anaerobic ดงันัน้การได้รับฟอสเฟตจาก 
phytate ของสตัว์เคีย้วเอือ้งมาจากการทํางานของเอนไซม์ phytases ท่ีผลติจากเชือ้จลุนิทรีย์ท่ี
อาศยัอยูใ่นระบบยอ่ยอาหารของสตัว์เคีย้วเอือ้งนัน่เอง (Frolich  et al. 1990) 
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จากรายงานวจิยัตา่งๆ แสดงให้เห็นวา่เอนไซม์ phytase เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถพบได้ใน
สิง่มีชีวิตท่ีหลายชนิด ซึง่ในเวลาตอ่มานกัวิจยักลุม่ตา่งๆ ก็ได้ค้นพบเอนไซม์ phytase จากหลาย
แหลง่ ได้แก่แบคทีเรีย ยีสต์ และเชือ้ราหลากหลายชนิด  โดยเหตผุลหลกัในการค้นคว้าวิจยั
เก่ียวกบัเอนไซม์ phytase นัน้ก็เน่ืองมาจากการขาดเอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ย phytic acid  ท่ีอยูใ่น
ระบบยอ่ยอาหารของสตัว์กระเพาะเด่ียวได้  ซึง่รวมถึงในมนษุย์ท่ีต้องอาศยัเอนไซม์จากแบคทีเรียท่ี
อยูใ่นสําไส้และอาศยัสภาวะความเป็นกรดในระบบสําไส้เป็นตวัช่วยในการยอ่ย phytic acid  
เท่านัน้ ดงันัน้ในช่วงเวลาหลายปีท่ีผา่นมาจงึมีรายงานเก่ียวกบัเอนไซม์ phytase ออกมาเป็น
จํานวนมากโดยกลา่วถงึคณุสมบตัใินการทํางานของเอนไซม์เป็นสว่นใหญ่ (Bohn et al. 2008) 

จากท่ีกลา่วในตอนต้น เอนไซม์ phytases (IP6 phosphohydrolase) จดัอยูใ่นกลุม่ของ
เอนไซม์ phosphatases ท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ ในโมเลกลุ phytate ทําให้ได้ผลติภณัฑ์
คือ (1) myo-inositol  และ/หรือ (2) 1- 2- 3- 4- และ/หรือ 5-phosphates (IP5-IP1) และ (3) 
inorganic phosphate (Wyss et al. 1999) โดยโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์  phytase แสดง
บริเวณ active site ของเอนไซม์ ซึง่ประกอบด้วยกรดอะมิโนเป็นบริเวณเร่งปฏิกิริยา (catalytic 
center) (R58 H59 R62 R142 H338 และ D339) (Kostrewa et al. 1997) และกรดอะมิโนท่ีทํา
หน้าท่ีจบักบัสารตัง้ต้น (substratr binding site) (K91 K94 E228 D262 K300 และ K301) 
(Mullaney et al. 2002) แสดงในภาพท่ี  2.5 

ภาพท่ี  2.5 
โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์  phytases  โดยบริเวณในวงกลมเป็นสว่น active site ของเอนไซม์

ซึง่ประกอบด้วยสว่นของ (catalytic center) (R58 H59 R62 R142 H338 และ D339) 
(Kostrewa et al. 1997) และสว่น สบัสเทรต specificity site (K91 K94  

E228 D262 K300 และ K301) (Mullaney et al. 2002) 
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2.2.1. การจัดกลุ่มเอนไซม์ phytase 
 
ในปัจจบุนัเอนไซม์ phytase แบง่ออกเป็น 3 กลุม่ โดยสถาบนั  IUPAC-IUBMB (the 

International Union of Pure and Applied Chemistry and the International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology) โดยใช้หลกัเกณฑ์คือ แบง่กลุม่ตามตําแหนง่เร่ิมต้นของ
อะตอมคาร์บอนในวงแหวน inositol ท่ีมีการตดัพนัธะฟอสโฟโมโนเอสเทอร์ (dephosphorylation) 
ทําให้ได้สาร inorganic phosphates และ lower inositol phosphates ออกมา  ซึง่ตําแหนง่
อะตอมคาร์บอนท่ีเกิดปฏิกิริยาก็จะมีความแตกตา่งกนัไปในสิง่มีชีวิตแตล่ะชนิด โดยจะพบวา่
เอนไซม์ phytase ในแตล่ะกลุม่จะมีโครงสร้างท่ีแตกตา่งกนั นอกจากนีเ้อนไซม์ท่ีถกูจดัอยูใ่นกลุม่
เดียวกนัอาจจะมีกลไกในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิตอ่สบัสเทรต phytic acid ได้แตกตา่งกนัด้วย 
(Bohn et al. 2008)  

นอกจากนีเ้อนไซม์ phytase ยงัสามารถจดักลุม่ตามสภาวะความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสม
กบัการทํางานได้อีกด้วย  ซึง่ก็จะแบง่ได้เป็น 3 กลุม่ ได้แก่ (1)  acidic phosphatases (2) alkaline 
phosphatases (3) neutral phosphatases และเน่ืองจากในปัจจบุนังานวิจยัสว่นใหญ่มุง่ศกึษา
เก่ียวการทํางานของเอนไซม์ phytase ในบริเวณระบบทางเดนิอาหารของสตัว์กระเพาะเด่ียวเพ่ือ
ปรับปรุงประสทิธิภาพให้สงูขึน้ ดงันัน้ข้อมลูงานวิจยัตา่งๆ จงึกลา่วถึงเอนไซม์ acidic  
phosphatases   เป็นสว่นใหญ่  ซึง่เอนไซม์ acidic  phosphatases  สามารถแบง่เป็นกลุม่ยอ่ยได้ 
3 กลุม่ คือ  (1) histidine  acid phosphatases(HAP)  (2) ß-propeller phytase (BPP) และ (3) 
purple acid phosphatases (PAP) (Mullaney et al. 2003) โดยรายละเอียดของเอนไซม์ 
phytase  แตล่ะกลุม่จะกลา่วในหวัข้อถดัไป 

 
2.2.1.1.     EC 3.1.3.8: the 3-phytases 
 

      จดัเป็นกลุม่ของเอนไซม์ phytase ท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสดุโดยจะพบได้ทัว่ไปใน เชือ้ราและ
แบคทีเรีย โดยลกัษณะโครงสร้างของเอนไซม์ในกลุม่นีท้ัง้หมดจะมีลกัษณะท่ีคล้ายคลงึกนั คือ มี
ลกัษณะเป็นแบบ ß-propeller phosphatase (BPP) หรือแบบ  histidine acid phosphatases 
(HAP) โดยโครงสร้างแบบ BPP จะมีการสร้างพนัธะท่ีแข็งแรงกบัไออนของ Ca2+ ได้ถึง 3 ไอออน
และต้องมีหมูฟ่อสเฟตสองหมู ่ เพ่ือสร้างพนัธะในบริเวณ cleavage site และ affinity site ก่อนท่ี
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จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ โดยผลติภณัฑ์สดุท้ายของการเกิดปฏิกิริยายงัไมส่ามารถระบไุด้ชดัเจน 
อาจจะเป็น inositol-triphosphate หรือ Ins(1,3,5)P3 หรือ Ins(2,4,6)P3 (Kerovuo et al. 2000; 
Shin et al. 2001)  แตเ่ม่ือเร็วๆ นีไ้ด้มีข้อมลูท่ีชดัเจนวา่อาจจะเป็น  Ins(2,4,6)P3 ท่ีเป็นผลติภณัฑ์
สดุท้ายของปฏิกิริยา(Bohn et al. 2008) 

เอนไซม์  phytases ท่ีได้จากแบคทีเรีย เชือ้รา และ พืช สว่นใหญ่จดัอยูใ่นกลุม่ลกัษณะ
โครงสร้าง HAPs ซึง่สามารถแบง่ออกเป็นกลุม่ยอ่ยได้อีก 2 กลุม่ โดยกลุม่แรกจะเป็นเอนไซม์ท่ีมี
ความจําเพาะตอ่สารตัง้ต้นท่ีหลากหลาย (broad substrate specificity) แตเ่อนไซม์อีกกลุม่จะมี
ความจําเพาะตอ่ชนิดของสบัสเทรตได้น้อยกวา่ โดยเอนไซม์ phytase ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่ของ HAPs 
จะมีบริเวณ active site 2 บริเวณท่ีมีลําดบักรดอะมิโนเหมือนกนัได้แก่  RHGXRXP และ HD โดย
ตวัอกัษร X หมายถงึ กรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ ซึง่ขึน้อยูก่บัสิง่มีชีวติแตล่ะชนิด และสามารถเร่ง
ปฏิกิริยา hydrolysi กบัโมเลกลุ metal-free phytate ในสภาะ pH ท่ีเป็นกรดได้ แตอ่ยา่งไรก็
ตามลําดบัอะมิโนบริเวณอ่ืนๆ ของเอนไซม์ในกลุม่นีไ้มมี่ความคล้ายคลงึกนัมากนกั (Bohn et al. 
2008)  

เอนไซม์ในกลุม่ของ HAPs นีจ้ะสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิกบัโมเลกลุ phytic acid ท่ี
บริเวณตําแหน่ง C3 หรือ C6 ของวงแหวน inositol เป็นตําแหนง่แรกและให้ผลติภณัฑ์สดุท้าย
ออกมาเป็น myo-inositol monophosphate ในบางกรณีอาจจะเป็น InsP2 (Greiner and 
Carlsson 2006; Mullaney and Ullah 2003; Oh et al. 2006) ซึง่กลไกของการเร่งปฏิกิริยา 
ไฮโดรไลซสิของเอนไซม์ phytase ในกลุม่ HAPs ถกูเสนอโดย Xiang ในปี 2004  ซึง่อธิบายการ
ทํางานของเอนไซม์ HAP phytase จากเชือ้รา Aspergillus fumigatus ไว้ดงันี ้ โดยกรดอะมิโน 
Histidine ในบริเวณ conserved motif  จะถกูทําให้เป็น nucleophilic  ซึง่จะเข้าไปทําลายพนัธะท่ี
บริเวณอะตอมคาร์บอนเป้าหมาย จากนัน้กรดอะมิโน Aspartic acid ท่ี C-terminal ของเอนไซม์
จะทําให้หมูฟ่อสเฟตมีเสถียรภาพ โดยการทําหน้าท่ีเป็นตวัให้โปรตอนและโมเลกลุของนํา้จะถกูใช้
เป็นตวักลางในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ แตโ่ครงสร้างจากการทําปฏิกิริยาระหวา่งหมูฟ่อสเฟต
กบักรดอะมิโน Histidine จะมีความเสถียรเพียงพอในการเกิดผลกึระหวา่งเอนไซม์กบัสบัสเทรตจะ
ต้องมีการใช้ความร้อนในการทําปฏิกิริยาด้วย  
  เอนไซม์ phytase ในกลุม่ของ 3-phytases จากแหลง่ของยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae  ได้ถกูนํามาใช้เป็นตวัอยา่งของการศกึษาการทํางานของเอนไซม์ phytase โดย
เอนไซม์ท่ีผลติได้จะเป็น extracellular enzyme ซึง่ถกูเหน่ียวนําให้ผลติเอนไซม์ phytase โดยการ
เตมิสาร InsP6 ลงไปในอาหารเลีย้งเชือ้ซึง่จะใช้เป็นแหลง่ฟอสฟอรัสเพียงแหลง่เดียวในการ
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เจริญเตบิโต และในงานวิจยัตอ่มาก็ได้พฒันาความสามารถในการผลติเอนไซม์ phytase จากยีสต์
ชนิดนีโ้ดยใช้เซลล์เจ้าบ้านชนิดอ่ืนในการผลติทําให้ได้เอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัใินการทนร้อนได้ดี 
กลไกการเกิด dephosphorylation กบัสบัสเทรต phytic acid ด้วยเอนไซม์ S. cerevisiae  
phytase แสดงได้ดงัรูปท่ี 2.6 (Andlid et al. 2004; Greiner and Alminger 2001) 

 
ภาพท่ี 2.6 

การทํางานเอนไซม์ 3-phytase จากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
 

 
 

โดยการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิกบัโมเลกลุ phytic acid โดยเข้าทําปฏิกิริยาท่ีอะตอม
คาร์บอนตําแหนง่ท่ี 3 ของวงแหวน inositol เป็นตําแหนง่แรก ทําให้ได้หมูฟ่อสเฟตออกมา โดย
เคร่ืองหมายลกูศรหนาแสดงถึงกลไกหลกัของการทําปฏิกิกริยา และเคร่ืองหมายลกูศรบางจะ
แสดงถึงกลไกการทําปฏิกิริยาท่ีมีความเป็นไปได้แตย่งัไมมี่ข้อสรุปท่ีชดัเจน ซึง่ผลติภณัฑ์สดุท้าย
ของปฏิกิริยาได้แก่  InsP2 จากในรูป P แทน inorganic phosphate (ปรับปรุงจาก Greiner et al. 
2001). 

 
2.2.1.2.   EC 3.1.3.72: the 5-phytases 
 

     เอนไซม์ในกลุม่นีจ้ดัเป็นเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัเิป็น alkaline phytase โดยเอนไซม์ 
phytase จากละอองเกสรของดอกลลิล่ีเป็นตวัอยา่งเอนไซม์ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่นี ้ โดยเอนไซม์ 
phytase จากละอองเกสรจะมีคา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูท่ีสดุท่ี pH 8.0 ณ อณุหภมูิ 55 องศา
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เซลเซียส  และเร่ิมต้นเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิด้วยการเข้าทําปฏิกิริยากบัหมูฟ่อสเฟตตําแหนง่ท่ี 5  
โดยภาพจําลองการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์กบั phytic acid  แสดงได้ดงัภาพท่ี 2.7  
 

ภาพท่ี 2.7 
การทํางานเอนไซม์ 5-phytase จากละอองเกสรของดอกลลิล่ี 

 
 
 
 
 
 

โดยการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิกบัโมเลกลุ phytic acid โดยเข้าทําปฏิกิริยาท่ีอะตอม
คาร์บอนตําแหนง่ท่ี 5 ของวงแหวน inositol เป็นตําแหน่งแรก ทําให้ได้หมูฟ่อสเฟตออกมา ซึง่
ผลติภณัฑ์สดุท้ายของปฏิกิริยาได้แก่  Ins(1,2,3)P3  จากในรูป P แทน inorganic phosphate 
(ปรับปรุงจาก Barrientos et al. 1994) 

 
2.2.1.3.      EC 3.1.3.26: the 4/6-phytases 
 

     เอนไซม์ในกลุม่นีจ้ะมีการเข้าทําปฏิกิริยากบั phytic acid ท่ีตําแหนง่อะตอมคาร์บอน
ท่ีอยูถ่ดัจากคาร์บอนอะตอมท่ี 5 ของวงแหวน inositol ดงันัน้ช่ือท่ีถกูต้องของเอนไซม์ phytase 
กลุม่นีคื้อ 4-phytase  แตช่ื่อท่ีมีการเรียกกนัโดยทัว่ไปจะเป็น 6-phytase  โดยเอนไซม์ในกลุม่นีจ้ะ
มีโครงสร้างท่ีมีความหลากหลาย ได้แก่ โครงสร้างแบบ purple acid phosphatase (PAP)  ADP 
phosphoglycerate phosphatase (มีความเก่ียวข้องกบักบัเอนไซม์ในกลุม่  EC 3.1.3.28) ซึง่
ก่อนหน้านีเ้อนไซม์ในกลุม่ HAP ถกูจดัอยูใ่นเอนไซม์กลุม่นีม้าก่อน รวมทัง้เอนไซม์ในกลุม่ acid 
phosphatase (มีความเก่ียวข้องกบัเอนไซม์ในกลุม่ EC 3.1.3.2) เอนไซม์ phytase ท่ีได้จากพืชจะ
ถกูจดัอยูใ่นกลุม่นีซ้ึง่จะเข้าทําปฏิกิริยาอยา่งจําเพาะท่ีอะตอมคาร์บอนตําแหน่งท่ี 6 โดยทัว่ไป 
เอนไซม์  4/6-phytases จะทํางานได้ดีท่ีสภาวะความเป็นกรดต่ํา (pH 4 ถึง 6)  โดยอณุหภมูิท่ี
เหมาะสมในการทํางานอยูใ่นช่วง 40-60 องศาเซลเซยีส (Bohn et al. 2008) 
 

2.2.2.   การจัดกลุ่มของเอนไซม์ phytase ตามคุณสมบัตทิางชีวเคมี 
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จากท่ีกลา่วไว้วา่ นอกจากจดักลุม่ของเอนไซม์ phytase โดยสถาบนั  IUPAC-IUBMB ซึง่
ใช้หลกัเกณฑ์การแบง่กลุม่ตามตําแหน่งเร่ิมต้นของอะตอมคาร์บอนในวงแหวน inositol ท่ีมีการตดั
พนัธะฟอสโฟโมโนเอสเทอร์ (dephosphorylation)  แล้วเอนไซม์ phytase ยงัสามารถจดักลุม่ตาม
สภาวะความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมกบัการทํางานได้อีกด้วย โดยสามารถแบง่ได้เป็น 3 กลุม่ 
ได้แก่ (1)  acidic phosphatases (2) alkaline phosphatases (3) neutral phosphatases แต่
เน่ืองจากในปัจจบุนังานวิจยัสว่นใหญ่มุง่ศกึษาเก่ียวการทํางานของเอนไซม์ phytase ในบริเวณ
ระบบทางเดนิอาหารของสตัว์กระเพาะเด่ียวเพ่ือปรับปรุงประสทิธิภาพให้สงูขึน้ ดงันัน้ข้อมลู
งานวิจยัสว่นมาก จงึกลา่วถึงเอนไซม์ acidic phosphatases เป็นสว่นใหญ่และข้อมลูในสว่น 
neutral phosphatases  จงึไมไ่ด้นํามากลา่วถงึในท่ีนี ้ 

เอนไซม์ acidic phosphatases   สามารถแบง่เป็นกลุม่ยอ่ยได้ 3 กลุม่ คือ  (1) histidine  
acid phosphatases (HAP)  (2) ß-propeller phytase (BPP) และ (3) purpleacid 
phosphatases (PAP) โดยตวัอยา่งของเอนไซม์ในกลุม่ acidic  phosphatases แสดงได้ดงัตาราง
ท่ี 2.3 (Mullaney et al. 2003)   

 
ตารางท่ี 2.3 

ตวัอยา่งของเอนไซม์ในกลุม่ acidic  phosphatases (Mullaney et al. 2003)   
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โดยเอนไซม์ในกลุม่  histidine acid phytase (HAP; EC 3.1.3.8)  พบได้ใน แบคทีเรีย 
เชือ้รา และพืช   ซึง่เอนไซม์กลุม่นีจ้ะมีคา่ pH  ท่ีเหมาะสมในการทํางานอยูใ่นช่วง 4.5 ถึง 5.5  โดย
เอนไซม์ phytase ในกลุม่ของ histidine acid phytase จะสามารถเข้าทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ กบั
สบัสเทรตได้หลากหลายได้แก่ phytates และ โมเลกลุ phosphate esters ชนิดตา่งๆ และใน
สภาวะท่ีเป็นกรดนัน้โมเลกลุ phytates จะอยูใ่นรูปท่ีเป็น free-metal phytate คือไม่สามารถจบักบั
แร่ธาตโุลหะใดๆ ได้ ซึง่โครงสร้างโมเลกลุในลกัษณะนีจ้ะเหมาะในการเข้าทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ 
ด้วยเอนไซม์ phytase ในกลุม่ HAP ทําให้ได้ผลติภณัท์สดุท้ายเป็น myo-inositol 
monophosphate โดยการเข้าทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิของเอนไซม์ในกลุม่ histidine acid phytase 
(Oh et al. 2004)   แสดงได้ดงัรูปภาพท่ี 2.8 

 
ภาพท่ี 2.8 

 ปฏิกิริยา ไฮโดรไลซสิ ของเอนไซม์ในกลุม่ histidine acid phytases 
 

 
 

 เอนไซม์ phytase ในกลุม่ของ histidine acid phytases นัน้มีบริเวณลําดบักรดอะมิโนท่ี
เป็น consensus ได้แก่บริเวณ RHGXRXP ซึง่จะอยูใ่นสว่นของ phosphate-binding domain ซึง่
ประกอบด้วย C-terminal HD โมทีฟ ซึง่เป็นโมทีฟท่ีเป็นสว่น active site ของเอนไซม์ โดยบริเวณนี ้
จะเป็นบริเวณท่ีมีการจบักบัหมู ่ phosphate ของโมเลกลุสบัสเทรต เช่น phytates (Liu et al. 
1998)  

จากตวัอยา่งของเอนไซม์ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่ของ acidic  phosphatases  ในตารางท่ี  2.3   จะ
พบวา่เอนไซม์ phytase มีคณุสมบตัแิตกตา่งกนัไป เชน่  เอนไซม์ phytase ชนิด  PhyA PhyB และ 
PhyC จะมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางาน และตําแหน่งอะตอมคาร์บอนท่ีจบักบัหมูฟ่อสเฟตใน
วงแหวน inositol ของโมเลกลุ phytate ตําแหน่งแรกท่ีเอนไซม์ phytases เข้าทําปฏิกิริยาไฮโดรไล-
ซสิแตกตา่งกนั โดย PhyA และ PhyB จะมีตําแหน่งแรกของการเข้าทําปฏิกิริยาท่ีตําแหนง่เดียวกนั
คือ ตําแหนง่ท่ี 3 ดงันัน้จะมีช่ือเรียกอีกช่ือหนึง่วา่ (myo-inositol hexaphosphate 3-

Histidine acid phytase 
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phosphohydrolase EC 3.1.3.8) แต ่ PhyA และ PhyB จะมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานท่ี
แตกตา่งกนัโดย PhyA จะมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางาน 2 คา่ คือ 2.5 และ 5 ในขณะท่ี  PhyB 
จะมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานเพียงคา่เดียวคือ 2.5 แสดงให้เห็นวา่เอนไซม์ทัง้สองกลุม่นี ้
จะต้องมีบริเวณ active site  ท่ีมีความแตกตา่งกนั (Ullah et al. 1998) โดยเอนไซม์ทัง้สองกลุม่นี ้
สามารถแยกได้จากเชือ้จลุนิทรีย์หลากหลายชนิดเช่น  Aspergillus niger (Piddington et al. 
1993) A. fumigatus (Pasamontes et al. 1997) Saccharomyces cerevisiae (Bajwa et al. 
1984) และ Schizosaccharomyces pombe (Elliott et al. 1986) ในทางตรงกนัข้ามเอนไซม์ 
phytase ในกลุม่ PhyC นัน้จะมีการเข้าทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิกบัโมเลกลุ phytate ท่ีตําแหนง่
คาร์บอนท่ี 6 ซึง่จบัอยูก่บัหมู ่phosphate และมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานเพียงคา่เดียวคือ 
5 ถึง 6 ดงันัน้จงึเรียกเอนไซม์ในกลุม่นีว้า่ 6-phytase (myo-inositol hexakisphosphate 6-
phosphohydrolases; 3.1.3.26) ซึง่เอนไซม์ในกลุม่นีส้ว่นใหญ่จะพบได้ในพืช ซึง่เป็นแบบเดียวกบั
เอนไซม์ในกลุม่  4/6-phytases  จากหวัข้อ  2.2.1.3       

นอกจากเอนไซม์ในกลุม่ acidic phosphatases ท่ีมีการกลา่วถงึเป็นจํานวนมากแล้ว 
เอนไซม์ในกลุม่  alkaline phosphatases ก็ได้รับการกลา่วถึงพอสมควร  ซึง่เอนไซม์ในกลุม่นี ้
สามารถพบได้ทัว่ไปในธรรมชาตเิช่นกนั มีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานอยูท่ี่  7 ถึง 8   เอนไซม์
ในกลุม่ alkaline phosphatases จะมีความจําเพาะตอ่สบัสเทรตเพียงชนิดเดียวคือ phytate โดย
เอนไซม์ในกลุม่นีจ้ะสามารถทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิกบัโมเลกลุ  calcium-phytate complex ได้ 
โดยจะให้  myo-inositol triphosphate เป็นผลติภณัฑ์สดุท้าย ดงันัน้เอนไซม์ phytases ท่ีจดัอยูใ่น
กลุม่ของ alkaline phytases จําเป็นอยา่งยิ่งท่ีจะต้องมี Ca2+ มาชว่ยในการเร่งปฏิกิริยา โดยการ
เข้าทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิของเอนไซม์ในกลุม่ alkaline phytases (Oh et al. 2004)   แสดงได้ดงั
รูปภาพท่ี 2.9 

 
ภาพท่ี 2.9 

ปฏิกิริยา ไฮโดรไลซสิ สบัสเทรตของเอนไซม์ในกลุม่  alkaline phytases  (Oh et al. 2004) 
 

 
 Alkaline phytase 
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จากข้อมลูท่ีกลา่วมาจะเห็นวา่เอนไซม์ phytases ในกลุม่ alkaline phytase นัน้ตา่งจาก 
เอนไซม์ในกลุม่ของ HAP ในด้านของคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ ความจําเพาะ
เจาะจงตอ่สบัสเทรต โครงสร้างตตยิภมู ิและความจําเป็นของ Ca2+ ในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
โดยตวัอยา่งของเอนไซม์ในกลุม่ alkaline phytases เชน่ เอนไซม์ phytase ชนิด PhyD โดย
สามารถสกดัได้จากพืชบางชนิด และ แบคทีเรียจําพวก Bacillus เช่น  Bacillus 
amyloliquefaciens และ B. licheniformis  (Idriss et al. 2002; Tye et al. 2002) และมีคา่ pH ท่ี
เหมาะสมในการทํางานอยูใ่นช่วง 7 ถึง 8 และได้มีการวิเคราะห์ความหลากหลายของเอนไซม์ 
phytases ในกลุม่ของ histidine acid phytases และ alkaline phytases โดยการทํา 
phylogenetic  ผลการวิเคราะห์แสดงได้ดงัภาพท่ี 2.10 
 

ภาพท่ี 2.10  
การทําการวิเคราะห์ความหลากหลายของเอนไซม์ phytases(Oh et al.2004) 

 

 
โดยแบง่ออกเป็นกลุม่ของ histidine acid phytases และ alkaline phytases  ด้วยการทํา 

phylogenetic โดยใช้โปรแกรม  MagAlign ของบริษัท Lasergene  ซึง่ผลการวิเคราะห์จะแสดงให้
เห็นถึงภาพรวมของการแบง่กลุม่ท่ีชดัเจนของเอนไซม์ phytase จากสิง่มีชีวิตแตล่ะชนิด โดยความ
ยาวของเส้นท่ีมีการเช่ือมกนัระหวา่งสิง่มีชีวิตจะแปรผนัตรงกบัความเก่ียวข้องกนัของสิง่มีชีวิตแต่
ละชนิด 
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2.2.3. แหล่งของเอนไซม์  phytase จากเชือ้จุลินทรีย์ 
 

เอนไซม์ phytases สามารถพบได้ในพืช จลุนิทรีย์ และสตัว์บางชนิด  โดยแหลง่ของ
เชือ้จลุนิทรีย์ท่ีสามารถพบเอนไซม์ได้มากท่ีสดุได้แก่ จลุนิทรีย์จําพวกเชือ้รา โดยมีนกัวิจยักลุม่หนึง่
ได้คดัแยกจลุนิทรีย์มากกวา่ 2000 ชนิดจากดนิท่ีสามารถผลติเอนไซม์ phytases ได้  ซึง่พบวา่มีจ-ุ
ลนิทรีย์ท่ีสามารถผลติ extracellular phytases เพียง 30 ไอโซเลท โดยทัง้หมดเป็นจลุนิทรีย์
จําพวกเชือ้รา filamentous fungi  ซึง่จดัอยูใ่น  genus Aspergillus จํานวน 28  ไอโซเลท และอีก 
2 ไอโซเลทจดัอยูใ่น Penicillium และ  Mucor โดยเอนไซม์ phytase จากเชือ้ราในกลุม่ของ A. 
niger  จะสามารถผลติเอนไซม์ phytase ท่ีเป็น extracellular enzyme ท่ีทํางานได้ดีท่ีสดุ สว่นใน
ไอโซเลทท่ีเหลือจะผลติ intracellular phytases สว่นในจําพวกแบคทีเรียจะพบวา่จะมีการผลติ
เฉพาะ intracellular enzyme เทา่นัน้ จะมีเพียง  Bacillus subtilis และ  B. subtillis  var. natto  
ท่ีสามารถผลติ extracellular phytase ได้ (Dvorakova et al. 1998) นอกจากนีน้อกจากนีย้งัได้มี
การศกึษายีสต์ชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามาถผลติ เอนไซม์ phytases ได้นอกจาก S. cerevisiae ได้แก่  
Candida tropicalis  Torulopsis candida Debaryomyces castelii Kluyveromyces fragilis  
and Schwanniomyces castellii  (Lamb-rechts et al.  1992) โดยแหลง่ของเชือ้จลุนิทรีย์ท่ี
สามารถผลติ เอนไซม์ phytases  แสดงได้ดงัตารางท่ี 2.4 
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ตารางท่ี 2.4 
ตารางแหลง่ของเชือ้จลุนิทรีย์ท่ีสามารถผลติ เอนไซม์ phytase (Heafner et al. 2005) 

 

Phytase source Production straina 
Phytase activity  

(U ml−1)b 
Reference 

Bacteria  

Bacillus sp.  <1 Choi et al. (1999) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

Bacillus subtilis 2 
Kim et al. 
(1999ab) 

Bacillus licheniformis Bacillus subtilis 28 Tye et al. (2002) 

Bacillus subtilis  <1 
Powar and 

Jagannathan 
(1982) 

Bacillus subtilis  35 Tye et al. (2002) 

Citrobacter braakii  1 Kim et al. (2003) 

Escherichia coli  105 
Miksch et al. 

(2002) 

Escherichia coli  650 
Golovan et al. 

(2000) 

Escherichia coli 
Streptomyces 
lividans 

950 Stahl et al. (2003) 

Escherichia coli Pichia pastoris 114 
Rodriguez et al. 

(1999) 
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Escherichia coli Pichia pastoris 117 Stahl et al. (2003) 

Escherichia coli Pichia pastoris 4946 Chen et al. (2004) 

Klebsiella sp.  <1 
Shah and Parekh 

(1990) 

Klebsiella sp.  2 Hwang (1999) 

Lactobacillus 
amylovorus 

 146 
Sreeramulu et al. 

(1996) 

Lactobacillus 
fructivorans 

 <1 
De Angelis et al. 

(2003) 

Lactobacillus 
sanfranciscensis 

 <1 
De Angelis et al. 

(2003) 

Megasphaera elsdenii  <1 
Yanke et al. 

(1998) 

Mitsuokella jalaludinii  13 Lan et al. (2002) 

Prevotella ruminicola  <1 
Yanke et al. 

(1998) 

Pseudomonas 
mendocina 

 <1 
Richardson and 
Hadobas (1997) 

Pseudomonas putida  <1 
Richardson and 
Hadobas (1997) 

Selenomonas 
ruminatum 

 <1 
Yanke et al. 

(1998) 
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Weissela confuse  <1 
De Angelis et al. 

(2003) 

Fungi  

Aspergillus sp.  17 
Kim et al. 
(1999ab) 

Aspergillus awamori  200 
Martin et al. 

(2003) 

Aspergillus ficuum  15c 
Bogar et al. 

(2003a) 

Aspergillus fumigatus Pichia pastoris 55 
Rodriguez et al. 

(2000ab) 

Aspergillus fumigatus Aspergillus awamori 62 
Martin et al. 

(2003) 

Aspergillus fumigatus 
Hansenula 
polymorpha 

 
Mayer et al. 

(1999) 

Aspergillus niger  7 
Hong et al. 

(2001) 

Aspergillus niger  8 
van Hartingsveldt 

et al. (1993) 

Aspergillus niger  108c 
Mandviwala and 

Khire (2000) 

Aspergillus niger  1008c 
Krishna and 

Nokes (2001) 
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Aspergillus niger Escherichia coli  
Phillippy and 

Mullaney (1997) 

Aspergillus niger 
Saccharomyces 
cerevisiae 

3 Han et al. (1999) 

Aspergillus niger Pichia pastoris 39 
Xiong et al. 

(2004) 

Aspergillus niger Pichia pastoris 64 
Han and Lei 

(1999) 

Aspergillus oryzae  <1 Shimizu (1993) 

Aspergillus terreus 
Hansenula 
polymorpha 

 
Mayer et al. 

(1999) 

Mucor hiemalis  12c 
Bogar et al. 

(2003b) 

Mucor racemosus  26c 
Bogar et al. 

(2003b) 

Rhizopus microsporus  1c 
Bogar et al. 

(2003b) 

Rhizopus oligosporus  5c 
Bogar et al. 

(2003b) 

Rhizopus oligosporus  14d Sabu et al. (2002) 

Rhizopus oryzae  6c 
Bogar et al. 

(2003b) 

Rhizopus thailandensis  3c Bogar et al. 
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(2003b) 

Consensus d 
Hansenula 
polymorpha 

 
Mayer et al. 

(1999) 

Yeasts  

Arxula adininivorans  3 Sano et al. (1999) 

Fellomyces 
fuzhouensis 

 <1 Sano et al. (1999) 

Pichia anomala  3 
Vohra and 

Satyanarayana 
(2004) 

Pichia farinose  <1 Sano et al. (1999) 

Rhodotorula gracilis  <1 
Bindu et al. 

(1998) 

Schwanniomyces 
occidentalis 

 <1 
Lambrechts et al. 

(1993) 

Schwanniomyces 
occidentalis 

 <1 Sano et al. (1999) 

Sporidiobolus johnsonii  <1 Sano et al. (1999) 

Sporobolimyces sp.  <1 Sano et al. (1999) 

Sterigmatosporus 
polymorphum 

 <1 Sano et al. (1999) 
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aIn cases where no production strain is listed phytase source and production system are 
identical  
bOne Unit is the amount of phytase required to liberate 1 μmol of inorganic phosphate 
per minute from phytate  
cCases where solid state cultivations were performed and hence data are expressed as 
U g−1 and U kg−1 h−1 respectively  
dConsensus phytase  

 
ในการผลติ extracellular phytase จากเชือ้ราจะต้องมีการจํากดัความเข้มข้นของ

ฟอสเฟตในอาหารเลีย้งเชือ้ให้มีความเหมาะสม เน่ืองจากความเข้มข้นของฟอสเฟตท่ีมากเกินไป
จะไปยบัยัง้การสงัเคราะห์เอนไซม์ phytases  (Shieh and Ware 1968)  ซึง่ในการควบคมุสภาวะ
ในการผลติเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา Aspergillus niger var. ficuum NRRL 3135 (ตอ่มา
เรียกวา่ A. niger NRRL 3135)  ได้ถกูรายงานเป็นครัง้แรกโดย Shieh และคณะ ในปี 1969 ตอ่มา
จงึได้มีการปรับปรุงสภาวะของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความเหมาะสมในการผลติเอนไซม์ phytases  
(Han and  Gallagher 1987; Kujawski and Zyla 1992) นอกจากนีย้งัพบวา่ A. niger spp. จะมี
ความเก่ียวข้องกนัระหวา่งการผลติ  citric acid  ด้วยวธีิ  solid surface  และการผลติ 
intracellular phytases กบั acid phosphatase จากการผลติ extracellular phytases ใน
เชือ้จลุนิทรีย์จําพวกเชือ้ราท่ีได้กลา่วมานัน้จะมีความแตกตา่งจากการผลติ extracellular 
phytases จากเชือ้แบคทีเรีย B. subtillis ซึง่จะมีการเหน่ียวนําให้ผลติ extracellular phytases   
ด้วย  phytates  ซึง่จะสามารถทํางานได้เม่ือมีไอออนของ Ca 2+ (Powar et  al. 1982) 
เช่นเดียวกบั เอนไซม์ phytases ท่ีผลติได้จาก  Klebsiella  terrigena  ท่ีสามารถผลติได้ในอาหาร
ท่ีมี phytates ภายใต้สภาวะท่ีมีการจํากดัปริมาณคาร์บอนให้มีความเหมาะสม ในสว่นของ 
เอนไซม์ phytases ท่ีสามารถผลติได้จาก E. coli  จะเป็น intracellular phytases  ซึง่ในการผลติ
ของเซลล์จะมีอตัราการผลติสงูขึน้ในระยะ stationary phase ของการเจริญเตบิโตของเซลล์ 
ภายใต้สภาวะ anaerobic (Dvorakova et al. 1998) 
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2.2.4. การใช้ประโยชน์ของเอนไซม์ phyases ในทางอุตสาหกรรม 
                 

จากคณุสมบตัขิองเอนไซม์ phytases ท่ีสามารถยอ่ย phytates ได้ และได้มีการนํา
เอนไซม์ phytases มาใช้ในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ โดยได้มีการศกึษาเก่ียวกบัเอนไซม์ phytases 
มากมาย ซึง่มุง่ความสนใจไปท่ีคณุลกัษณะตา่งๆ ของเอนไซม์ phytases  ท่ีสามารถผลติได้จาก 
เชือ้จลุนิทรีย์หลากหลายชนิดโดยเฉพาะ เชือ้จลุนิทรีย์ท่ีอยูใ่นกลุม่เชือ้ราท่ีเป็นเส้นใย เชน่  A. 
ficuum (Gibson et al. 1987) A. fumigatus (Pasamontes et al. 1997) และ Rhizopus 
oligosporus (Liu et al. 1998) เป็นต้น โดยเอนไซม์ phytase ท่ีผลติได้จากเชือ้รา A. niger var. 
ficuum NRRL 3135 ได้มีการพฒันาผลติภณัฑ์ออกทางมาในทางการค้าโดยใช้ช่ือวา่ Natuphos 
และตอ่มาได้มีผลติภณัฑ์ของเอนไซม์ phytases ท่ีผลติออกมาในทางการค้าซึง่ผลติได้จาก
เชือ้จลุนิทรีย์ชนิดอ่ืนๆ อีกหลายชนิด โดยจนถงึขณะนีผ้ลติภณัฑ์ของเอนไซม์ phytases ในทาง
การค้าท่ีใช้เตมิในอาหารสตัว์สว่นใหญ่มาจากผู้ผลติในสหภาพยโุรป ซึง่ผลติภณัฑ์นัน้จะเป็น
ลกัษณะของรีคอมบแินนท์โปรตีน โดยใช้เชือ้ราเป็นเซลล์เจ้าบ้านในการผลติ (Haefner et al. 
2005) ดงัแสดงในตารางท่ี  2.5 

 
ตารางท่ี  2.5 

  ผลติภณัฑ์ของเอนไซม์ phytases ในทางการค้าท่ีมีลขิสทิธ์ิอยู ่
ในสหภาพยโุรป (Haefner et al 2005) 

 
Company Trademark  Phytase source Production strain 

BASF Natuphos 
Aspergillus niger var 

ficuum. 
Aspergillus niger 

AB Enzymes 
(former Röhm) 

Finase Aspergillus awamori Trichoderma reesei 

Novozymes Bio-Feed Phytase Peniophora lycii Aspergillus oryzae 

 
ในกระบวนการผลติอาหารสตัว์โดยมีการเตมิเอนไซม์ phytase ลงไปด้วยนัน้จะมีการผสม

อาหารและเอนไซม์ก่อนจากนัน้จงึนําไปอบด้วยความร้อนก่อนนําเข้าสูเ่คร่ืองอดัเม็ดเพ่ือทําการอดั
เป็นเม็ดอาหารสตัว์ออกมาโดยอณุหภมูิท่ีใช้ในกระบวนการนีจ้ะอยูใ่นช่วง 60-95°C  
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โดยในทางปฏิบตันิัน้ในการผลติทางการค้าโดยทัว่ไปเอนไซม์ phytase จะถกูปกป้องจาก
อณุหภมูิสงูๆ ในกระบวนการผลติอาหารสตัว์ด้วยการผสมเอนไซม์กบัตวั stabilizers ก่อนเข้าสู่
กระบวนการอดัเม็ด ซึง่ด้วยเทคนิคนีเ้อนไซม์จงึไมไ่ด้รับผลกระทบจากกระบวนการอดัเม็ดมาก
เกินไป ดงันัน้เอนไซม์ท่ีเตมิลงในอาหารสตัว์จําเป็นจะต้องมีคณุลกัษณะท่ีดี ได้แก่ มีคา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ท่ีสงู มีความคงทนในระหวา่งการเก็บรักษาและมีความทนตอ่ความร้อนได้สงูด้วย จาก
งานวิจยัตา่งๆ พบวา่มีงานวิจยัหนึง่ได้ผลติเอนไซม์ phytase จาก A. fumigatus ท่ีมีคณุลกัษณะ
ในการทนตอ่ความร้อนได้สงูอยา่งมากโดยเอนไซม์ phytase นัน้มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์คงอยูถ่ึง 
90 เปอร์เซนต์ หลงัจากท่ีมีการผา่นความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาที 
(Pasamontes et al. 1997 แตต่อ่มาคณะวิจยัของ Ullah ไมส่ามารถยืนยนัผลการทดลองนีไ้ด้ 
(Heafner et al. 2005) โดยสว่นใหญ่เอนไซม์ phytases ท่ีสกดัได้จากเชือ้ราอ่ืนๆ รวมทัง้จาก A. 
niger (รวมถงึ natuphos) และแบคทีเรีย จะมีความสามารถในการทนร้อนได้ต่ํากวา่  70 องศา
เซลเซียส และมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานต่ําด้วยเช่นกนั แสดงได้ดงัตารางท่ี 2.6  
 

ตารางท่ี 2.6  
คณุสมบตัทิางชีวเคมีของเอนไซม์ phytases จาก 

สิง่มีชีวิตชนิดตา่งๆ (Oh et al. 2004) 
 

Source Origin 
Molecular 

Mass (kDa) 

Optimum Heat 
inactivation 

(°C) 
Temperature 

(°C) 
pH 

Fungi  
Aspergillus niger 
(PhyA) 

85 58 2.5 5.0 60 

 A. niger (PhyB)  85–100 60 2.5 60 

 A. fumigatus  85–100 58 5.0 60 

 A. terreus  214 70 4.5 60 

 A. oryzae  120–140 50 5.5 60 

 A. nidulans  77.8 55 5.5 60 

Yeast  
Saccharomyces 
cerevisiae  

– 45 4.6 40 
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Schwanniomyces 
castellii  

490 77 4.4 65 

Bacteria  Bacillus subtilis  37 60 7.5 - 

 B. subtilis (natto)  38 60 6.0–6.5 - 

 B. subtilis  42 55 7.0–7.5 60 

 B. amyloliquefaciens  44 70 7.0–7.5 80 

 Escherichia coli  42 55 4.5 60 

 Klebsiella oxytoca  40 55 5.0–6.0 50 

 K. terrigena  40 58 5.0 50 

 Pseudomonas sp.  – – 5.0 – 

Plant  Canola seed  – 50 5.2 – 

 Cucurbita maxima  66.5 48 4.8 – 

 Lilium longiflorum  36 88 55–60 8.0 – 

 Legume seeds  – – 8.0 – 

 Maize  76 55 4.8 – 

 Mung beans  158 57 7.5 – 

 Soybean seeds  119 60 4.5–4.8 – 

 Spelt  60 55 6.0 – 

 Typa latifolia L.  – – 8.0 – 

 Wheat brane  – 47 5.0 – 

 
นอกจากคณุลกัษณะท่ีเอนไซม์ต้องทนตอ่อณุหภมูิได้สงูแล้ว อีกลกัษณะหนึง่ท่ีเอนไซม์ท่ีดี 

ควรจะมี คือ สามารถทํางานได้ดีในสภาวะท่ีอยูใ่นระบบยอ่ยอาหารของสตัว์ซึง่มี คา่ pH อยูท่ี่ 3.5 
ดงันัน้ เอนไซม์ควรจะทํางานได้ดีในสภาวะท่ีมีคา่ pH ตัง้แต ่ 2 ถึง 5 สว่นลกัษณะอ่ืนๆ ท่ีเอนไซม์ 
phytase ท่ีจะผสมในอาหารสตัว์ควรจะมีคือ ความสามารถในการทนทานตอ่เอนไซม์ในกลุม่ 
proteolytic enzymes ซึง่พบอยูใ่นระบบยอ่ยอาหารของสตัว์ และควรจะมีคา่กิจกรรมของเอนไซม์
ท่ีสงูในสภาวะอณุหภมูิ และ pH ของสรีระร่างกายสตัว์ โดยเอนไซม์ phytase จากเชือ้ราและ
แบคทีเรียชนิดตา่งๆ นัน้ก็จะมีคณุสมบตัใินการต้านทานตอ่ proteolytic enzymes ท่ีแตกตา่งกนั
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ออกไป (Kerovuo et al. 1998) ดงันัน้จงึสรุปได้วา่เอนไซม์ท่ีมีความสมบรูณ์แบบเหมาะสมในการ
นําไปใช้ในกระบวนการผลติอาหารสตัว์นัน้ต้องมีคณุลกัษณะท่ีสําคญั 3 ข้อคือ  

 
1.มีประสทิธิภาพในการปลดปลอ่ยหมู ่phosphates ออกจากโมเลกลุของ phytates ใน 
   ระบบยอ่ยอาหารของสตัว์สามารถทํางานได้ดีในสภาวะของระบบทางเดนิอาหารของ  

                สตัว์ 
2. มีความทนตอ่ความร้อนในกระบวนการผลติอาหารสตัว์และระหวา่งการเก็บรักษา 
3. มีราคาถกู 
 
ซึง่ในคณุสมบตัทิัง้ 3 ข้อท่ีกลา่วมานัน้ข้อท่ีสําคญัมากท่ีสดุคือข้อท่ี 1 (Lei et.al 2001) โดย

สามารถพิจารณาได้จากคณุลกัษณะตา่งๆ ของเอนไซม์ดงัตอ่ไปนี ้คือ  
 
1. คณุสมบตัใินการเร่งปฏิกิริยา (Catalytic efficiency) 
2. ความจําเพาะในการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรต( สบัสเทรต specificity) 

            3. คา่อณุหภมูิ และ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางาน 
4. คา่ความต้านทานตอ่เอนไซม์จําพวก proteolysis ในระบบยอ่ยอาหารของสตัว์      
    (Resistance to proteolysis) 
 
และถึงแม้วา่ในปัจจบุนัจะมีการค้นพบเอนไซม์ phytases  ท่ีมีคณุสมบตัท่ีิหลากหลาย

แตก็่ยงัไมมี่เอนไซม์ phytases จากแหลง่ผลติแหลง่ใดท่ีมีคณุลกัษณะของเอนไซม์ท่ีสมบรูณ์แบบ
ท่ีสดุดงันัน้จงึมีวิธี 2 วิธีท่ีใช้ในการพฒันาประสทิธิภาพของเอนไซม์ phytases ให้มีความสมบรูณ์
แบบท่ีสดุคือ (Lei et.al 2001) 

 
1. การคดัแยกเชือ้จลุนิทรีย์สายพนัธุ์ใหม ่หรือพืชชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถผลติเอนไซม์   
    phytases ท่ีมีความสมบรูณ์แบบได้ 
2. การนําพนัธวุิศกรรมมาใช้ในการปรับปรุงลกัษณะทางพนัธกุรรมของยีนท่ีผลติเอนไซม์  
   phytases ให้สามารถผลติเอนไซม์ท่ีมีความสมบรูณ์แบบได้ 
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โดยทางห้องปฏิบตักิารเอนไซม์ในศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ
(BIOTEC) ได้ทําการคดัเลือกหาเชือ้ราท่ีสร้าง phytase จาก BIOTEC Culture Collection (BCC) 
เพ่ือหาเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตัทินร้อนและสามารถทํางานได้ดีในสภาวะท่ีเป็นกรด โดยพบวา่มีเชือ้-
ราท่ีมีศกัยภาพ 2 สายพนัธ์ท่ีสร้างเอนไซม์ phytases ท่ีมีคณุสมบตัดิงักลา่วซึง่นบัวา่เป็นเอนไซม์ท่ี
สามารถนําเอาไปใช้ให้เกิดประโยชน์ตอ่อตุสาหกรรมอาหารสตัว์ได้เป็นอยา่งดี ได้แก่ A. japonicus 
TR86 และ A. niger TR170  โดยได้แยกยีนท่ีมีขนาด 1404 คูเ่บส ท่ีกําหนดการสร้างเอนไซม์ 
phytase และนําไปแสดงออกในเซลล์เจ้าบ้าน Pichia pastoris ซึง่ยีสต์เจ้าบ้านสามารถผลติ 
recombinant phytases ทัง้ 2 ชนิดได้แก่ r-PhyA86 และ r-PhyA170 ออกนอกเซลล์ โดยเกิดการ 
glycosylation ของโปรตีนด้วย และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีผลติได้มีคา่อยูท่ี่ 140 U/ml และ 100 
U/ml ตามลําดบั จากการศกึษาคณุสมบตัขิองเอนไซม์พบวา่ recombinant phytases ทัง้ 2 มี
ความสามารถในการจบักบัสบัสเทรต phytic acid อยา่งจําเพาะ และทํางานได้ดีท่ีอณุหภมู ิ 50 
องศาเซลเซยีส ในสภาวะ pH 5.5  จากการศกึษาในงานวิจยันีพ้บวา่การเกิด glycosylation มีผล
ตอ่ความสามารถในการทนตอ่อณุหภมูิสงูของเอนไซม์ โดยพบวา่คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีอยูใ่นรูป 
deglycosylated protein จะลดลงกวา่ 50 เปอร์เซนต์ หลงัจากท่ีนําเอนไซม์ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 100 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที นอกจากนัน้ recombinant phytases ยงัทนได้ในสภาวะ pH ท่ี
กว้าง ตัง้แต ่ 2 ถึง 8 จากการทํา in vitro digestibility test พบวา่ recombinant phytases r-
PhyA86 และ r-PhyA170 มีประสทิธิภาพในการปลดปลอ่ยฟอสฟอรัสได้ดีเทียบเท่ากบัเอนไซม์ 
phytases ทางการค้า ดงันัน้ recombinant phytases ท่ีได้จากงานวจิยันีจ้งึมีศกัยภาพท่ีจะใช้เป็น
อีกทางเลือกหนึง่ของเอนไซม์ phytases สําหรับอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ โดยคณุสมบตัทิางชีวเคมี
ของเอนไซม์ phytases จากเชือ้ราทัง้ 2 สายพนัธุ์แสดงได้ตงัตารางท่ี  2.7 
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ตารางท่ี  2.7  
คณุสมบตัทิางชีวเคมีของเอนไซม์ phytases จากเชือ้ราAspergillus japonicus  TR86  

และ Aspergillus niger TR170 (Promdonkoy et al. 2008) 
 

Biochemical  Properties 
Aspergillus niger 
TR170 phytase 

Aspergillus japonicus TR86 
phytase 

Temperature  optimum (°C) 50 50 

pH optimum 3  5.5 3  5.5 

Molecular weight 66 kDa 66 kDa 

Retaintion of heating 
at 100°C for 10 min 

More than 50% activity More than 50% activity 

Broad pH stability 2.5-7 
2.0-8.0 

(with higher enzyme activity) 

 
 แตอ่ยา่งไรก็ตาม ปัญหาหนึง่ท่ีพบคือเอนไซม์ phytases ท่ีได้จากเชือ้ราทัง้สองสายพนัธุ์นี ้

ยงัมีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีต่ําในการทําปฏิกิริยาตอ่สบัสเทรตชนิดอ่ืนๆ เชน่ สารประกอบของ
นํา้ตาลท่ีมีหมู ่ phosphate เป็นองค์ประกอบ ดงันัน้ในงานวิจยัจงึต้องการปรับปรุงกิจกรรมของ
เอนไซม์ จากเชือ้รา Aspergillus niger TR170  ซึง่จากการศกึษาข้อมลูงานวจิยัท่ีผา่นมาได้พบวา่
มีงานวจิยัหนึง่ได้ทํา site-directed mutagenesis เอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. fumigatus  
เพ่ือเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27 ซึง่เป็นกรดอะมิโนในบริเวณ active site 
ของเอนไซม์ phytase เป็น Leucine โดยผลจากการเปล่ียนแปลงพบวา่เอนไซม์ phytase ท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตําแหนง่ท่ี 27 จาก Glutamine เป็น  Leucine มีคา่กิจกรรมของ
เอนไซม์เพิม่ขึน้เม่ือเทียบกบั wild-type แตก็่ยงัคงรักษาคณุสมบตัขิองความหลากหลายตอ่สบัส
เทรตท่ีดีไว้อยู ่  จากผลการวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่กรดอะมิโนในตําแหนง่ท่ี 27 น่าจะมีความสําคญั
ตอ่การเปล่ียนแปลงคณุสมบตัใินการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase อยา่งมาก เช่น  คณุสมบตัิ
ของกิจกรรมของเอนไซม์ ความจําเพาะตอ่คา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ และ 
ความหลากหลายตอ่สบัสเทรต (Tomschy et al. 2000)   

ดงันัน้ในงานวจิยันีจ้งึนําลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา  A. 
fumigatus  phytase มาเปรียบเทียบกบัลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. 
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niger NRRL 3135 (มีการศกึษาโครงสร้างสามมิตแิล้ว) A. niger  TR170  และ A. japonicus  
TR86 ซึง่คดัแยกได้จากประเทศไทยโดยศนูย์พนัธวุศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง่ชาติ
(BIOTEC) โดยใช้โปรแกรม CLUSTAL 2.0.8  จากเว็บไซต์  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  เพ่ือ
เปรียบเทียบวา่ในเอนไซม์ phytase ท่ีเราต้องการศกึษาสายพนัธุ์ TR170 นัน้มีกรดอะมิโน 
Glutamine ในตําแหน่งท่ี 50 เหมือนกบั A. fumigatus  หรือไม ่ จากนัน้จงึจะทํา site-directed  
mutagenesis เพ่ือเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตําแหนง่ Glutamine ท่ี 50 เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ 
และศกึษาคณุสมบตัด้ิานตา่งๆ  ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170  เพ่ือการ
ปรับปรุงอตัราการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytases ในการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรตให้สงูขึน้และ
สามารถนําเอนไซม์ phytases ท่ีได้รับการปรับปรุงแล้วไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ได้อยา่งมี
ประสทิธิภาพตอ่ไป 
 

2.2.5. โครงสร้างแบบจาํลองของเอนไซม์ phytase  
 
          จากการค้นหาข้อมลูโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase พบวา่ได้มีการศกึษา
โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase อยา่งหลากหลาย โดยในจํานวนนัน้พบวา่เอนไซม์ 
phytase จากเชือ้รา A. niger NRRL 3135  ได้มีการศกึษาโครงสร้างสามมติแิล้ว ดงันัน้ใน
งานวิจยันีจ้งึได้นําเอาโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger NRRL 3135 
มาเป็นต้นแบบในการจําลองโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase  ท่ีได้จากเชือ้รา  
A. niger  TR170  เน่ืองจากมีลําดบักรดอะมิโนท่ีมีความคล้ายคลงึกนัมาก โดยใช้โปรแกรม 
Swiss-Model ซึง่เป็นโปรแกรมท่ีให้บริการจากเวบไซต์ http://www.expasy.org/spdbv/  ทําให้ได้
โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170 หรือ PhyA170 ซึง่นําไปใช้ใน
การศกึษาตอ่ไป โดยภาพจําลองโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase TR170  แสดงได้ดงัภาพท่ี  
2.11 
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ภาพท่ี 2.11 
แบบจําลองโครงสร้างสามมติขิองเอนไซม์ phytase 

จากเชือ้รา A. niger  TR170 หรือ PhyA170 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โดยกรดอะมิโนท่ีอยูใ่นวงกลมคือ กรดอะมิโน Q50 ซึง่จะอยูใ่กล้ชิดกบักรดอะมิโนท่ีอยูใ่น
บริเวณ เร่งปฏิกิริยา (catalytic site) ได้แก่ R81 H82 R85 R165 H361 และ D362 (Kostrewa et 
al. 1997)  รวมทัง้อยูใ่กล้กบับริเวณจบักบัสารตัง้ต้น (substratr binding site) ได้แก่ K91 K94 
E228 D262 K300 และ K301อีกด้วย (Mullaney et al. 2002) 
 


