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บทที่ 5 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 จากรายงานการวิจยัของ Tomschy และคณะ ซึง่ได้ทําการศกึษาเอนไซม์ phytase  
จากเชือ้รา A. fumigatus เพ่ือท่ีจะจําแนกหากรดอะมิโนท่ีมีความสําคญัตอ่การทํางานของเอนไซม์ 
โดยทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27 (ตรงกบักรดอะมโิน Glutamine 
ตําแหนง่ท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170) เป็นกรดอะมโินชนิดอ่ืนด้วย
เทคนิค site-directed mutagenesis ซึง่พบวา่กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 27 มี
ความสําคญัตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ ผลตอ่ความจําเพาะตอ่คา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของ
เอนไซม์ และความหลากหลายตอ่สบัสเทรต ซึง่จากการศกึษาโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ 
phytase จากเชือ้รา A. fumigatus   โดยใช้โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. 
niger NRRL 3135   เป็นโครงสร้างต้นแบบ พบวา่หมูข้่างของกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 
27 อยูใ่กล้บริเวณกรดอะมิโนท่ีมีความสําคญัในบริเวณเร่งปฏิกิริยารวมทัง้อยูใ่กล้กบับริเวณท่ีจบั
กบัสบัสเทรตในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิด้วย จากการวิเคราะห์โครงสร้างสามมิติ
จําลองการจบักนัระหวา่งเอนไซม์ phytases และสบัสเทรต นกัวจิยัได้สนันิษฐานวา่กรดอะมโิน 
Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27  ของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  กบั หมูฟ่อสเฟต
ตําแหนง่ท่ี 6 ของ myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate   หรือ สบัสเทรต phytic acid  
อาจมีการสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งกนั ทําให้เกิดการขดัขวางกลไกของการเร่งปฏิกิริยาเพ่ือให้
มีการปลดปลอ่ยผลติภณัฑ์ท่ีแท้จริง หรือ กลุม่ inorganic phosphate ออกมา ซึง่สง่ให้ผลคา่
กิจกรรมของเอนไซม์ phytases-wild type มีคา่ท่ีคอ่นข้างต่ํา (Tomschy et al. 2006) 
 ดงันัน้ในงานวจิยันีจ้งึได้ทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50 
เพ่ือศกึษาความสําคญัของกรดอะมิโน Glutamine 50 ตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytase  จาก
เชือ้รา Aspergillus niger TR170  โดยเม่ือทําการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ 
phytases  ระหวา่งเชือ้รา  4 สายพนัธุ์  ได้แก่ A. niger TR170 A. fumigatus A. japonicus 
TR86 และ A. niger  NRRL 3135 (เป็นสายพนัธุ์ท่ีทราบโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase 
เป็นท่ีแน่นอนแล้ว) พบวา่เอนไซม์ phytases  ท่ีต้องการศกึษา จากเชือ้รา A. niger  TR170  มี
กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50  เช่นเดียวกบัเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus 
(64 เปอร์เซนต์ sequence identity)   โดยผลการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ 
phytases  ระหวา่งเชือ้ราทัง้ 4 สายพนัธุ์ แสดงในภาพท่ี  4.1   
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 จากโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytases จากเชือ้รา A. niger  NRRL 3135   
พบวา่กรดอะมิโนท่ีอยูใ่นบริเวณ active site  ของเอนไซม์บริเวณเร่งปฏิกิริยา (catalytic site)  
ได้แก่  R58 H59 R62 R142 H338 และ D339 (Kostrewa et al. 1997) และบริเวณท่ีจบักบัสาร
สบัสเทรต (substrate binding site) ได้แก่ K91 K94 E228 D262 K300 และ K301 (Mullaney et 
al. 2002)   ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึได้ใช้โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytases จากเชือ้รา A. 
niger  NRRL 3135  เป็นต้นแบบในการสร้างโครงสร้างสามมิตจํิาลองของเอนไซม์ phytase  จาก
เชือ้รา  A. niger TR170  ซึง่ลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phytases จากเชือ้ราทัง้สองชนิดมี
ความคล้ายคลงึกนัมาก (97 เปอร์เซนต์ sequence identity)   โดยผลจากการสร้างโครงสร้างสาม
มิตจํิาลองของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา  A. niger  TR170 พบวา่ตําแหนง่ของกรดอะมิโน 
Glutamine 50 อยูร่ะหวา่งกลุม่ของกรดอะมิโนท่ีทําหน้าท่ีเป็นบริเวณจบักบัสบัเสทรต (substrate 
binding site) ได้แก่ K91 K94 E228 D262 K300 และ K301 กบักลุม่ของกรดอะมิโนในบริเวณเร่ง
ปฏิกิริยา (catalytic site) ได้แก่ R81 H82 R85 R165 H361 และ D362  โดย กรดอะมิโน 
Glutamine 50 มีตําแหนง่ท่ีใกล้ชิดกบักลุม่ของกรดอะมิโนในบริเวณเร่งปฏิกิริยา (catalytic site)  
มากกวา่ ดงัภาพท่ี 4.2   ดงันัน้จงึมีความเป็นไปได้วา่กรดอะมิโนในตําแหนง่นีน้่าจะมีความสําคญั
ตอ่การเร่งปฏิกิริยา  หรืออาจจะมีผลตอ่การจบักบัสบัสเทรตของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา  A. 
niger  TR170   จงึได้ทําการศกึษากรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 โดยทําการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน Glutamine ซึง่มีคณุสมบตัไิมมี่ประจแุละมีขัว้เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืน 9 ชนิด ในกลุม่ 
hydrophobic และไมมี่ขัว้ รวมถึงการเปล่ียนแปลงขนาดหมูข้่างของกรดอะมิโนด้วย ดงัตารางท่ี  
4.1 ซึง่จะทําให้ได้โปรตีนกลาย PhyA170  ทัง้หมด  9 ชนิด ได้แก่  โปรตีนกลาย  Q50A Q50G 
Q50I Q50L Q50N Q50P Q50S Q50T และ Q50V  โดยจากการแสดงออกของโปรตีนกลายทัง้ 9 
ชนิดสามารถผลติโปรตีนกลายซึง่มีขนาดประมาณ 66 kDa  ซึง่เป็นขนาดเดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ    
 จากการศกึษาการทํางานของเอนไซม์ phytases  จากโปรตีนกลายทัง้  9 ชนิด โดย
ในการทดลองเพ่ือหาคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytase พบวา่ โปรตีนกลาย 
Q50A Q50I Q50N Q50P Q50S Q50T และ Q50V  มีคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานอยูท่ี่ 5.5 
เช่นเดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ แสดงให้เห็นวา่การเปล่ียนแปลงชนิดของกรดอะมิโนไมมี่ผลตอ่การ
ทํางานของโปรตีนดัง้เดมิ ท่ี pH ท่ีเหมาะสม   อยา่งไรก็ตามโปรตีนกลาย Q50G และ Q50L  จะมี
คา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานอยูท่ี่  4.5  ซึง่เป็นสภาวะท่ีมีความเป็นกรดมากขึน้ ซึง่เม่ือดจูาก
หมูข้่างของกรดอะมิโนทัง้ 2 ชนิดนีจ้ะพบวา่ Glycine ซึง่มีขนาดเลก็และไมมี่ประจ ุและ Leucine  
ท่ีหมูข้่างมีคณุสมบตัไิมช่อบนํา้ และเม่ือเปรียบเทียบคา่กิจกรรมของเอนไซม์ของการทํางานท่ี
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สภาวะ pH 4.5 และ 5.5  นัน้มีความแตกตา่งกนัน้อย ดงันัน้การท่ีกรดอะมโินท่ีตําแหน่งนี ้
เปล่ียนเป็นกรดอะมิโนท่ีมีขนาดเลก็และไมมี่ขัว้จงึอาจมีผลตอ่ความเสถียรของโครงสร้างท่ีบริเวณ 
active site ของเอนไซม์ทําให้สามารถทํางานได้ท่ี pH ท่ีเป็นกรดมากขึน้  ในสว่นของการทดลอง
หาคา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytases พบวา่ทกุชนิดของโปรตีนกลายมี
คา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานอยูท่ี่ 50 องศาเซลเซียส ซึง่เป็นคา่เดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ โดย
โปรตีนกลาย Q50P จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูท่ีสดุ ซึง่สงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เท่า   
โดยเม่ือพิจารณาจากโครงสร้างสามมิตจํิาลองของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170  
จะพบวา่กรดอะมิโนตําแหน่งท่ี 50  จะอยูใ่นบริเวณ active site ซึง่คอ่นไปทางบริเวณเร่งปฏิกิริยา 
แตก็่มีความใกล้ชิดกบับริเวณท่ีจบักบัสบัสเทรต เชน่เดียวกนั ดงันัน้ จงึมีความเป็นไปได้วา่  
ในขณะทําปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซม์กบัสบัเทรต หมูข้่างของกรดอะมิโนตําแหนง่ท่ี 50  อาจจะไป
รบกวนการทําปฏิกิริยาได้ โดยโปรตีนดัง้เดมิท่ีมี กรดอะมิโน Glutamine อยูใ่นตําแหนง่ท่ี 50  มีหมู่
ข้างมีขัว้ท่ีสร้างพนัธะไฮโดรเจนได้ ดงันัน้ กรดอะมิโน Glutamine อาจมีผลรบกวนตอ่การจบัของ
เอนไซม์กบัสบัเสทรตได้ดงัท่ีไว้แล้วกลา่วข้างต้น ดงันัน้เม่ือทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหน่ง
ท่ี 50 จาก Glutamine เป็น Proline  ซึง่มีหมูข้่างเป็นวงแหวนและไมช่อบนํา้ อาจสง่ผลให้ไมเ่กิด
การรบกวนการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรต phytic acid โดยหมูข้่างเป็นวงแหวนของกรดอะมิโน 
Proline  อาจทําให้เพิม่พืน้ท่ีในการเข้าจบักบัสบัสเทรต phytic acid และกรดอะมิโน Proline  มีหมู่
ข้างท่ีไมช่อบนํา้ทําให้ไมส่ามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนได้ จงึไมไ่ปรบกวนสบัสเทรต phytic acid  
ทําให้อตัราการทําปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซม์กบัสบัสเทรตดีกวา่ในโปรตีนดัง้เดมิ ดงัภาพท่ี 5.1 
เปรียบโครงสร้างระหวา่งโปรตีนดัง้เดมิ กบัโปรตีนกลาย Q50P 
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ภาพท่ี 5.1 
การเปรียบเทียบโครงสร้างจําลองของเอนไซม์ phytases  

ระหวา่งโปรตีนกลาย Q50P กบั โปรตีนดัง้เดมิ 
 

 
 
ในขณะโปรตีนกลายชนิดอ่ืน จะมีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ต่ํากวา่โปรตีนดัง้เดมิ โดยเฉพาะโปรตนี
กลาย Q50L จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ต่ําท่ีสดุ ทัง้นีเ้ม่ือพจิารณาหมูข้่างของกรดอะมิโน 
Leucine  ท่ีมีสมบตัไิมมี่ขัว้ ซึง่อาจจะไมมี่ผลรบกวนสบัสเทรตในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไล
ซสิกบัเอนไซม์ phytase แตจ่ากลกัษณะหมูข้่างท่ีเป็นไฮโดรคาร์บอนสายยาวและมีขนาดใหญ่กวา่
โปรตีนดัง้เดมิ อาจจะมีผลในการลดพืน้ท่ีของบริเวณจบักบัสบัสเทรต (substrate binding site) 
ทําให้รบกวนการจบัของสบัสเทรตสง่ผลให้อตัราเกิดปฏิกิริยาลดลง 
 
 ในสว่นของการทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ท่ีความเป็นกรด-เบส และ ความร้อน
ท่ีอณุหภมูิระดบัตา่งๆ พบวา่ทกุชนิดของโปรตีนกลายสามารถทนตอ่สภาวะความเป็นกรด-เบสได้
ในช่วงกว้าง  โดยพบวา่ในชว่ง pH 2 ถึง 10  โปรตีนกลาย Q50N Q50S Q50T มีคา่ relative 
activity มากกวา่  60 เปอร์เซนต์ และ โปรตีนกลาย Q50A Q50G Q50I Q50L  และ  Q50V   มีคา่ 
relative activity มากกวา่ 50 เปอร์เซนต์ ในขณะท่ีโปรตีนดัง้เดมิมีคา่ relative activity มากกวา่ 
60 เปอร์เซนต์ ในช่วง pH 2 ถึง 9 และ โปรตีนกลาย Q50P มีคา่ relative activity มากกวา่ 70
เปอร์เซนต์ ในช่วง pH 3 ถึง 10ด ั งตารางท่ี 4.2 ซึง่ในการทดลองนีไ้ด้เปล่ียนแปลงกรดอะมิโน
ตําแหนง่ท่ี 50 เอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170  เป็นกรดอะมิโนในกลุม่ท่ีไมมี่ประจ ุ
ดงันัน้การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหน่งนี ้ จงึมีผลตอ่การทํางานในสภาวะความเป็นกรด-เบส 

P50 
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น้อย ซึง่ยงัคงรักษาคณุสมบตักิารทนทานตอ่สภาวะความเป็นกรด-เบสในช่วงกว้างของเอนไซม์ 
phytase  จากเชือ้รา  A. niger  TR170  ได้  และในสว่นของการทดสอบความเสถียรของเอนไซม์
ท่ีอณุหภมูิตา่งๆพบวา่ โปรตีนดัง้เดมิมีคา่ relative activity มากกวา่ 60 เปอร์เซนต์  หลงัจากให้
ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที  ดงัภาพท่ี 4.18  แตโ่ปรตีนกลาย Q50I 
และ Q50L  มีคา่ relative activity มากวา่ 50 เปอร์เซนต์   หลงัจากให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 90 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที   ดงัภาพท่ี 4.19 และ 4.20 ตามลําดบั  และโปรตีนกลาย Q50P   มีคา่ 
relative activity มากกวา่  50 เปอร์เซนต์  หลงัจากให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซยีส 
นาน 5 นาที ดงัภาพท่ี 4.21  แสดงให้เห็นวา่โปรตีนกลาย Q50I Q50L และ Q50P  มีความเสถียร
ของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิสงู  
  
 เม่ือคํานวณคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytases  ซึง่คํานวณโดยใช้
หลกัการของสมการ Michaelis-Menten ซึง่จะใช้โปรแกรม KALEIDA-GRAPH  version 3.51 
(Synergy)   สรุปคา่ได้ดงัแสดงในตารางท่ี 5.1  
 

ตารางท่ี 5.1 
   สรุปคา่พารามเิตอร์จลนศาสตร์ Km และ Vmax 
 

 
 

ชนิดเอนไซม์ phytases 

ค่าพารามิเตอร์ 

Km 
(mM) 

Vmax 
(U/mg) 

kcat 
(s -1) 

Wild-type 0.416 387.09 720.61 

Q50L 0.758 216.97 429.82 

Q50P 0.731 513.81 962.52 

 
 พบวา่ โปรตีนดัง้เดมิ  มีคา่ Km Vmax และ kcat เท่ากบั 0.4160 mM 387.09 U/mg  
และ  720.61 s -1 ตามลําดบั ดงัภาพท่ี 4.22 สว่นโปรตีนกลาย Q50L มีคา่ Km Vmax และ kcat 

เท่ากบั 0.758 mM 109.47 U/mg และ 429.82 s -1 ตามลําดบั  ดงัภาพท่ี 4.23  และ โปรตีนกลาย 
Q50P มีคา่ Km Vmax และ kcat เท่ากบั 0.731 mM 513.81 U/mg และ 962.52 s -1  ตามลําดบั  ดงั
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ภาพท่ี 4.24  ซึง่เม่ือพิจารณา Km  ของโปรตีนกลาย Q50P และ Q50L จะพบวา่มีคา่มากกวา่ Km  

ของโปรตีนดัง้เดมิ แสดงให้เห็นวา่ความสามารถในการจบัของเอนไซม์กบัสบัสเทรตของโปรตีน
ดัง้เดมิดีกวโ่ปรตีนกลาย Q50P และ Q50L ซึง่ขดัแย้งกบัข้อคดิเห็นก่อนหน้าท่ีวา่การเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโนตําแหน่งท่ี 50 เป็น Proline ซึง่มีหมูข้่างเป็นวงแหวนอาจเพิ่มพืน้ท่ีในบริเวณจบักบัสบัส
เทรตของเอนไซม์ทําให้การเข้าจบักบัสบัสเทรตดีกวา่โปรตีนดัง้เดมิ   ซึง่เม่ือพิจารณาหมูข้่างของ
กรดอะมิโน Proline  ซึง่มีโครงสร้างเป็นวงแหวนซึง่จะทําให้การเปล่ียนโครงรูปในโปรตีนได้ไมดี่และ
ไมมี่ความยืดหยุน่ ดงันัน้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีสงูขึน้อาจไมไ่ด้เกิดจากความเสถียรของการจบั
กนัของเอนไซม์และสารตัง้ต้น 

 
 แตเ่ม่ือพิจารณาคา่  Vmax และ คา่ kcat จะพบวา่คา่พารามิเตอร์ทัง้สองชนิดของโปรตีน
ดัง้เดมิและโปรตีนกลาย Q50L มีคา่น้อยกวา่โปรตีนกลาย Q50P แสดงให้เห็นวา่อตัราการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ในโปรตีนกลาย Q50P ดีกวา่โปรตีนดัง้เดมิและโปรตีนกลาย Q50L  ซึง่นา่จะ
มีผลจากการท่ีหมูข้่างของกรดอะมิโน Proline เป็นวงแหวนและไมมี่ขัว้ทําให้ไมมี่โอกาสสร้างพนัธะ
ไฮโดรเจนกบัหมูฟ่อสเฟตกลุม่อ่ืนๆ  ซึง่ไมใ่ช่ตําแหน่งเป้าหมายในการทําปฏิกิริยาของโมเลกลุสบัส
เทรต phytic acid  ทําไมเ่กิดการรบกวนในการจบักนัของเอนไซม์กบัสบัสเทรต และมีอตัราเร็วของ
ปฏิกิริยาท่ีสงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิ และโปรตีนกลาย Q50L ซึง่ผลท่ีได้นีส้อดคล้องกบัข้อคดิเห็นท่ีได้
จากการทดลองก่อนหน้าท่ีกลา่วไว้วา่ หมูข้่างกรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 ในโปรตีน
ดัง้เดมิ ซึง่มีหมูข้่างมีขัว้อาจสง่ผลรบกวนการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรตโดยการสร้างพนัธะ
ไฮโดรเจนกบัหมูฟ่อสเฟตกลุม่อ่ืนในโมเลกลุ phytic acid ทําให้อตัราเร็วของปฏิกิริยาลดลง  ดงันัน้ 
เม่ือทําการเปล่ียนแปลงเป็นกรดอะมิโนตําแหนง่ท่ี 50 จาก Glutamine เป็น Proline จะทําให้ไม่
สง่ผลรบกวนการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรต ดงันัน้ผลของคา่ Km และ Vmax จากการศกึษา
จลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytase ซึง่ใช้ในการอธิบายกลไกการทํางานของเอนไซม์น่าจะช่วยยืนยนั
ผลการทดลองท่ีได้ก่อนหน้าอีกทางหนึง่ 
 
 และจากรายงานการวิจยัของ Tomschy และคณะ ท่ีได้กลา่วไว้ก่อนหน้า ซึง่ใช้เป็น
แหลง่ข้อมลูอ้างอิงในงานวิจยันี ้   โดยทําการศกึษาเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus 
โดยทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 27 (ตรงกบักรดอะมโิน Glutamine 
ตําแหนง่ท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170)  เป็น Leucine  และพบวา่ 
เอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ในการทําปฏิกิริยากบัสบัส
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เทรต phytic acid ท่ี pH 5.0 สงูขึน้ 4 เทา่  เม่ือเทียบกบัเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. 
fumigatus  ดัง้เดมิ แตใ่นทางตรงข้ามเม่ือทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 
27    เป็น Proline   กลบัพบวา่เอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  มีคา่กิจกรรมของ
เอนไซม์ในการทําปฏิกิริยากบัสบัสเทรต phytic acid ท่ี pH 5.0  ลดลงเม่ือเทียบกบัเอนไซม์ 
phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  ดัง้เดมิและมีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ phytase ต่ําท่ีสดุ เม่ือ
เทียบกบัโปรตีนกลายชนิดอ่ืน  
 ดงันัน้จะเห็นวา่ผลการวิจยัของ Tomschy นัน้แตกตา่งจากผลการทดลองท่ีได้จาก
การทําวิจยัครัง้นี ้ โดยพบวา่ในสว่นของการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ phytase และการหา
คา่พารามิเตอร์ของเอนไซม์ phytase พบวา่โปรตีนกลาย Q50P ซึง่ถกูเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน
ตําแหนง่ท่ี 50 จาก Glutamine เป็น Proline  ให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ phytase สงูท่ีสดุ และสงู
กวา่โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เท่า รวมทัง้ให้คา่พารามิเตอร์ของเอนไซม์ phytase ตอ่สบัสเทรต  
phytic acid  Vmax และ  kcat  สงูกวา่ โปรตีนดัง้เดมิ และโปรตีนกลาย Q50L ในขณะท่ีโปรตีนกลาย 
Q50L ซึง่ถกูเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง่ท่ี 50 จาก Glutamine เป็น Leucine  ให้คา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ phytase ต่ํา และให้คา่พารามิเตอร์ของเอนไซม์ phytase  ตอ่ สบัสเทรต  phytic acid  
Vmax และ  kcat  ต่ํากวา่โปรตีนดัง้เดมิ และ Q50P  ดัง้นัน้เพ่ือหาคําอธิบายของผลการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 ตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytases จากเชือ้รา A. niger  
TR170  จงึได้ทําการจําลองการจบักนัระหวา่งเอนไซม์ phytase กบัสบัสเทรต phytic acid เพ่ือ
ศกึษาลกัษณะโครงสร้างสามมิตขิองการจบักนัระหวา่ง เอนไซม์ phytase กบัสบัสเทรต phytic 
acid  โดยใช้โปรแกรม Arguslab จากเวบไซต์ http://www.arguslab.com/ ซึง่จะเปรียบเทียบ
ลกัษณะในการจบักบัสบัสเทรต phytic acid ระหวา่ง โปรตีนดัง้เดมิ โปรตีนกลาย Q50L และ 
Q50P โดยผลจากการจําลองการจบักนัระหวา่งเอนไซม์ phytase กบั สบัสเทรต phytic acid  ของ 
โปรตีนดัง้เดมิ โปรตีนกลาย Q50L และ Q50P ซึง่ในรูปเส้นประจะแสดงระยะห่างระหวา่งอะตอม 
(Å) ของกรดอะมิโนในบริเวณเร่งปฏิกิริยากบัอะตอมออกซเิจนและอะตอมฟอสฟอรัสในกลุม่  
inorganic phosphate ของโมเลกลุ phytic acid  แสดงดงัในภาพท่ี  5.2 5.3  และ  5.4 
ตามลําดบั  
 
 
 

ภาพท่ี 5.2 
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การจําลองการจบักนัระหวา่งโปรตีนดัง้เดมิ กบั สบัสเทรต phytic acid 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ภาพท่ี 5.3 
  การจําลองการจบักนัระหวา่งโปรตีนกลาย Q50L กบั สบัสเทรต phytic acid 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 ภาพท่ี 5.4 
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 การจําลองการจบักนัระหวา่งโปรตีนกลาย Q50P  กบัสบัสเทรต phytic acid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 จากการศกึษาข้อมลูเก่ียวกบักลไกในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase ตอ่สบัส
เทรต phytic acid พบวา่ในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase เพ่ือปลดปลอ่ยกลุม่ inorganic 
phosphate ออกจากโมเลกลุ phytic acid โดยจะใช้กรดอะมิโนในกลุม่บริเวณเร่งปฏิกิริยา 
(catalytic site) ได้แก่ R81 H82 R85 R165 H361 และ D362 เป็นสว่นช่วยสง่เสริมในการเร่ง
ปฏิกิริยาโดยการสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบัอะตอมออกซเิจนของกลุม่ inorganic phosphate 
เป้าหมาย และจะมีกรดอะมิโน 2 ตวัหลกัท่ีมีความสําคญัท่ีสดุในการเร่งปฏิกิริยาได้แก่ H82 และ 
D362 โดยกรดอะมิโน H82 จะถกูทําให้มีคณุสมบตัเิป็น nucleophile จากการสร้างพนัธะ
ไฮโดรเจนกบักรดอะมิโน G83 ซึง่เป็นกรดอะมิโนในบริเวณใกล้เคียง ทําให้อิเลคตรอนคูโ่ดดเด่ียว
ของอะตอมไนโตรเจนในวงแหวนอิมิดาโซลซึง่เป็นหมูข้่างกรดอะมิโน H82 ถ่ายทอดให้กบัอะตอม
ของฟอสฟอรัสของหมู ่ inorganic phosphate เป้าหมาย และสง่ตอ่อิเลคตรอนให้กบัอะตอม
ออกซเิจนทําให้อะตอมออกซเิจนมีประจเุป็นลบ จงึต้องการโปรตอนเข้ามาเพ่ือทําให้อะตอม
ออกซเิจนมีความเสถียรมากขึน้ ซึง่จะสง่ผลให้อะตอมออกซเิจนท่ีสร้างพนัธะอยูก่บัอะตอม
ฟอสฟอรัสของหมู ่ inorganic phosphate เป้าหมาย ดงึเอาโปรตอนจากหมูข้่างของกรดอะมิโน 
D362 เข้ามาทําพนัธะด้วย โดยเม่ือโปรตอนเข้ามาทําพนัธะกบัอะตอมของออกซเิจนของกลุม่ 
inorganic phosphate เป้าหมาย จะสง่ผลให้หมู ่ inorganic phosphate หลดุออกจากโมเลกลุ
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ของ phytic acid  ซึง่เป็นผลติภณัฑ์ของการทําปฏิกิริยา (Kostrewa et al. 1997; Lim et al. 2000) 
โดยกลไกการเร่งปฏิกิริยาแสดงดงัภาพท่ี 5.5  
 ดงันัน้ในการวเิคราะห์ผลของการจําลองการจบักนัระหวา่งเอนไซม์ phytase กบัสบัส
เทรต phytic acid  จงึได้ตรวจสอบหาระยะห่างระหวา่งอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวนอิมิดาโซล
ของหมูข้่างของกรดอะมิโน H82  กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ inorganic phosphate เป้าหมาย 
และระยะหา่งระหวา่งอะตอมไฮโดรเจนของหมูข้่างของกรดอะมิโน D362 กบั อะตอมของ
ออกซเิจนท่ีทําพนัธะเช่ือมระหวา่งวงแหวน inositol กบัอะตอมฟอสฟอรัสกลุม่ inorganic 
phosphate เป้าหมาย  โดยจากการวิเคราะห์โครงสร้างการจําลองการจบักนัระหวา่งโปรตีนกลาย 
Q50L กบั สบัสเทรต phytic acid พบวา่ระยะห่างระหวา่งอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวนอิมดิา
โซลของหมูข้่างของกรดอะมิโน H82 กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ inorganic phosphate 
เป้าหมาย และ ระยะห่างระหวา่งอะตอมไฮโดรเจนของหมูข้่างของกรดอะมิโน D362 กบั อะตอม
ของออกซเิจนท่ีทําพนัธะเช่ือมระหวา่งวงแหวน inositol กบัอะตอมฟอสฟอรัสกลุม่ inorganic 
phosphate เป้าหมาย มีระยะหา่งเท่ากบั  7.37 Å และ 6.07 Å ตามลําดบั ในขณะท่ีโปรตีนดัง้เดมิ
มีคา่เทา่กบั 3.51 Å และ 5.14 Å ซึง่จะพบวา่ระยะหา่งของโปรตีนกลาย Q50L มีคา่มากกวา่ 
ระยะหา่งของโปรตีนดัง้เดมิมาก แสดงให้เห็นวา่ในการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine 
ตําแหนง่ท่ี 50 เป็น Leucine มีผลทําให้โครงสร้างเอนไซม์ phytase บริเวณ active site 
เปล่ียนแปลงไป  ซึง่สง่ผลให้ความสามารถของกรดอะมโินหลกัในการเร่งปฏิกิริยากบั phytic acid  
ได้แก่ H82 และ D362  ลดลง และทําให้อตัราการเร่งปฏิกิริยาลดลงเม่ือเทียบกบัโปรตีนดัง้เดมิ ซึง่
ผลท่ีได้มีความสอดคล้องกบัคา่พารามิเตอร์ท่ีได้  
 ในขณะโปรตีนกลาย Q50P มีระยะหา่งระหวา่งอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวนอิมิ
ดาโซลของหมูข้่างของกรดอะมิโน H82 กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ inorganic phosphate 
เป้าหมาย และ ระยะห่างระหวา่งอะตอมไฮโดรเจนของหมูข้่างของกรดอะมิโน D362 กบั อะตอม
ของออกซเิจนท่ีทําพนัธะเช่ือมระหวา่งวงแหวน inositol กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ inorganic 
phosphate เป้าหมาย เทา่กบั  5.59 Å และ 4.13 Å ตามลําดบั ซึง่เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีน
ดัง้เดมิจะพบวา่ระยะห่างระหวา่งอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวนอิมดิาโซลของหมูข้่างของ
กรดอะมิโน H82 กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ inorganic phosphate เป้าหมายของโปรตีน
กลาย Q50P นัน้มากกวา่โปรตีนดัง้เดมิ แสดงให้เห็นวา่ความสามารถในการทํางานของกรดอะมิโน 
H82 นัน้ด้อยกวา่โปรตีนดัง้เดมิ โดยในการท่ีระยะหา่งระหวา่งอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวนอิมิ
ดาโซลของหมูข้่างของกรดอะมิโน H82 กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ inorganic phosphate 
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เป้าหมายนัน้มากกวา่โปรตีนดัง้เดมิ จะทําให้ความสามารถในการถ่ายทอดอิเลคตรอนคูโ่ดดเด่ียว
ของอะตอมไนโตรเจนในวงแหวนอิมิดาโซลซึง่เป็นหมูข้่างกรดอะมิโน H82 ให้กบัอะตอมของ
ฟอสฟอรัสของหมู ่ inorganic phosphate นัน้ต่ํากวา่โปรตีนดัง้เดมิ สง่ผลให้ในขัน้ตอนนีต้้องใช้
เวลามากกวา่โปรตีนดัง้เดมิ  
 แตด้่วยผลจากระยะห่างระหวา่งอะตอมไฮโดรเจนของหมูข้่างของกรดอะมิโน D362 
กบั อะตอมของออกซเิจนท่ีทําพนัธะเช่ือมระหวา่งวงแหวน inositol กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ 
inorganic phosphate เป้าหมายของโปรตีนกลาย Q50P นัน้สัน้กวา่โปรตีนดัง้เดมิ แสดงให้เห็นวา่
ความสามารถในการทํางานของกรดอะมิโน D362 นัน้ดีกวา่โปรตีนดัง้เดมิ ซึง่ระยะห่างท่ีสัน้กวา่
นัน้จะทําให้อตัราการเร่งปฏิกิริยาของการเกิดผลติภณัฑ์คือ หมู ่ inorganic phosphate จาก
โมเลกลุสบัสเทรต phytic acid  สงูขึน้ ซึง่สอดคล้องกบัคา่พารามิเตอร์ Vmax และ  kcat   ของโปรตีน
กลาย Q50P  ท่ีมีคา่สงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิ นัน่แสดงให้เห็นวา่โปรตีนกลาย  Q50P มีอตัราการเร่ง
ปฏิกิริยาท่ีดีกวา่โปรตีนดัง้เดมินัน่เอง 
 

ภาพท่ี 5.5 
กลไกการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase ตอ่สบัสเทรต phytic acid 

 (ปรับปรุงจาก Chu et. al 2004)  
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