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บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

วตัถปุระสงค์ของงานวิจยันี ้ คือศกึษาความสําคญัของกรดอะมิโน Q50 ตอ่อตัราการเร่ง
ปฏิกิริยาและการจบัของสบัสเตรทของเอนไซม์  phytase  จากเชือ้รา Aspergillus niger TR170 
และนําความรู้ท่ีได้ไปปรับปรุงเอนไซม์ให้มีอตัราการเร่งปฏิกิริยาดีขึน้ และมีความหลากหลายตอ่
สบัสเทรตมากขึน้ โดยการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีบริเวณตา่งๆ ทําให้ได้เอนไซม์ phytase จาก
เชือ้รา Aspergillus niger TR170 ท่ีมีคณุสมบตัท่ีิเหมาะสมและมีประสทิธิภาพมากขึน้ในการ
นําไปใช้ในกระบวนการผลติอาหารสตัว์ 

จากการศกึษาในงานวิจยัก่อนหน้านีพ้บวา่กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 27 (ตรงกบั
กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50 ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger TR170 )  มี
ความสําคญัตอ่ความจําเพาะของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา Aspergillus fumigatus ดงันัน้ใน
งานวิจยันีจ้งึทําการศกึษาความสําคญัของกรดอะมิโน Q50 ตอ่การจบัของสบัสเตรทและอตัราการ
เร่งปฏิกิริยา ของเอนไซม์  phytase  จากเชือ้รา Aspergillus niger TR170  โดยทําการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50  ซึง่มีคณุสมบตัไิมมี่ประจแุละมีขัว้ เป็นกรดอะ
มิโนชนิดอ่ืน 9 ชนิด ซึง่ในกลุม่ hydrophobic และไมมี่ขัว้ ได้แก่ Asparagine Threonine Leucine 
Isoleucine Valine Alanine Glycine Serine และ Proline  ด้วยเทคนิค site directed 
mutagenesis ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้พลาสมิดสายผสม pPICZαA-rPhyA170 เป็นต้นแบบ ได้พ
ลาสมิดดีเอ็นเอกลาย 9 ชนิด และนํามาแสดงออกในยีสต์เจ้าบ้าน P. pastoris  ทําให้ได้โปรตีน
กลาย PhyA170  ทัง้หมด  9 ชนิด ได้แก่  โปรตีนกลาย  Q50A Q50G Q50I Q50L Q50N Q50P 
Q50S Q50T และ Q50V  ซึง่มีขนาดประมาณ 66 kDa ซึง่เป็นขนาดเดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ   จาก
การศกึษาการทํางานของเอนไซม์ phytases  จากโปรตีนกลายทัง้  9 ชนิด โดยในการทดลองเพ่ือ
หาคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytase พบวา่โปรตีนกลายเกือบทกุชนิดมีคา่ 
pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานอยูท่ี่ 5.5 เชน่เดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิ โดยพบวา่โปรตีนกลาย Q50P 
ให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูท่ีสดุ และสงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เท่า ยกเว้นโปรตีนกลาย 
Q50G และ Q50L  จะมีคา่ pH ท่ีเหมาะสมในการทํางานอยูท่ี่  4.5  อยา่งไรก็ตามคา่กิจกรรมของ
เอนไซม์ท่ีได้มีคา่น้อยกวา่โปรตีนดัง้เดมิอยูม่าก และในสว่นของการทดลองหาคา่อณุหภมูิท่ี
เหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytases พบวา่ทกุชนิดของโปรตีนกลายมีคา่อณุหภมูิท่ี
เหมาะสมตอ่การทํางานอยูท่ี่  50 องศาเซลเซียส ซึง่เป็นคา่เดียวกบัโปรตีนดัง้เดมิโดยโปรตีนกลาย 
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Q50P จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูท่ีสดุโดยสงูกวา่โปรตีนดัง้เดมิเกือบ 2 เทา่ ในขณะท่ีโปรตีน
กลาย Q50L จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ต่ําท่ีสดุ  ในสว่นของการทดลองเพ่ือทดสอบความ
ทนทานตอ่สภาวะความเป็นกรด-เบส และ ความร้อนท่ีอณุหภมูิระดบัตา่งๆ จะพบวา่ทกุชนิดของ
โปรตีนกลายสามารถทนตอ่สภาวะความเป็นกรด-เบสได้ในช่วงกว้างโดยพบวา่ในช่วง pH 2 ถึง 10  
โปรตีนกลาย Q50N Q50S Q50T มีคา่ relative activity มากวา่ 60 เปอร์เซนต์   และโปรตีนกลาย 
Q50A Q50G Q50I Q50L  และ  Q50V   มีคา่ relative activity มากกวา่ 50 เปอร์เซนต์ ในขณะท่ี
โปรตีนดัง้เดมิมีคา่ relative activity มากกวา่ 60 เปอร์เซนต์ ในช่วง pH 2 ถึง 9   และโปรตีนกลาย 
Q50P มีคา่ relative activity มากกวา่ 70 เปอร์เซนต์ ในช่วง pH 3 ถึง 10  ดงัตารางท่ี  4.2 แสดง
ให้เห็นวา่โปรตีนกลายทกุชนิดสามารถทนตอ่สภาวะความเป็นกรด-เบสได้ในช่วงกว้างเช่นเดียวกบั
โปรตีนดัง้เดมิ และในสว่นของการทดสอบการทนทานตอ่อณุหภมู ิ พบวา่โปรตีนดัง้เดมิมีคา่ 
relative activity มากกวา่ 60 เปอร์เซนต์  เม่ือได้รับความร้อนท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส นาน 
10 นาที  ดงัภาพท่ี 4.18  แตโ่ปรตีนกลาย Q50I และ Q50L  มีคา่ relative activity มากวา่ 50
เปอร์เซนต์   เม่ือได้รับความร้อนท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที   ดงัภาพท่ี 4.19 และ 
4.20 ตามลําดบั  และโปรตีนกลาย Q50P   มีคา่ relative activity  มากกวา่  50 เปอร์เซนต์  เม่ือ
ได้รับความร้อนท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดงัภาพท่ี 4.21  ซึง่โปรตีนกลายยงัคง
รักษาคณุสมบตัใินการทนร้อนของโปรตีนดัง้เดมิไว้ และผลการคํานวณคา่พารามิเตอร์ทาง
จลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytases  โดยใช้หลกัการของสมการ Michaelis-Menten ด้วยโปรแกรม 
KALEIDA-GRAPH version 3.51 (Synergy)  พบวา่โปรตีนดัง้เดมิมีคา่ 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 -ตามลําดบั   
ดงัภาพท่ี 4.23  และโปรตีนกลาย Q50P มีคา่ Km  Vmax และ  kcat เทา่กบั   0.731  mM 513.81  
U/mg และ 962.52 s -1 ตามลําดบั   ดงัภาพท่ี 4.24  โดยพบวา่คา่ Km   ของโปรตีนกลาย Q50P 
และ Q50L มีคา่มากกวา่ Km  ของโปรตีนดัง้เดมิ แสดงให้เห็นวา่การจบัของสบัสเทรตกบัเอนไซม์ใน
โปรตีนดัง้เดมิดีกวา่โปรตีนกลาย Q50P และ Q50L ดงันัน้การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง่ท่ี 
50 จาก Glutamine ซึง่มีหมูข้่างแตไ่มมี่มีขัว้ ซึง่เป็นตําแหน่งท่ีคาดวา่อาจจะมีความสําคญัตอ่การ
จบักนัระหวา่งสบัสเทรตกบัเอนไซม์ phytase เป็นกรดอะมิโน Proline และ Leucine ซึง่มี
โครงสร้างเป็นวงแหวน ไมมี่ขัว้ และเป็นไฮโดรคาร์บอนสายยาว ไมมี่ขัว้ ตามลําดบั  อาจสง่ผลตอ่
การเปล่ียนแปลงโครงสร้างการเรียงตวัของกรดอะมิโนบริเวณท่ีจบักบักบัสบัสเทรตสง่ผลให้การจบั
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กนัของสบัสเทรต phytic acid กบัโปรตีนกลาย Q50P และ Q50L เกิดขึน้ได้ไมดี่เท่ากบัโปรตีน
ดัง้เดมิ   

แตเ่ม่ือพิจารณาอตัราการเร่งปฏิกิริยาพบวา่ จะพบวา่คา่ Vmax และ  kcat  ของโปรตีน
ดัง้เดมิและโปรตีนกลาย Q50L มีคา่น้อยกวา่โปรตีนกลาย Q50P แสดงให้เห็นวา่อตัราการเร่ง
ปฏิกิริยาของโปรตีนกลาย Q50P ดีกวา่โปรตีนดัง้เดมิและโปรตีนกลาย Q50L  ซึง่สอดคล้องกบัผล
จากการวิเคราะห์การจําลองการจบักนัระหวา่งโปรตีนดัง้เดมิ โปรตีนกลาย Q50L และ โปรตีน
กลาย Q50P  ซึง่พบวา่ระยะหา่งระหวา่งอะตอมไฮโดรเจนของหมูข้่างของกรดอะมิโน D362 กบั 
อะตอมของออกซเิจนท่ีทําพนัธะเช่ือมระหวา่งวงแหวน inositol กบัอะตอมฟอสฟอรัสของกลุม่ 
inorganic phosphate เป้าหมาย ของโปรตีนกลาย Q50P นัน้สัน้กวา่โปรตีนดัง้เดมิ และโปรตีน
กลาย Q50L  โดยมีคา่เท่ากบั 4.13 Å 5.14 Å และ 6.07 Å  ตามลําดบั  ซึง่ระยะห่างท่ีสัน้กวา่จะทํา
ให้ระยะเวลาในการปลดปลอ่ยกลุม่ inorganic phosphate เป้าหมาย หลดุออกจากโมเลกลุสบัส
เทรต phytic acid นัน้น้อยกวา่และสง่ผลให้อตัราการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phytase ของโปรตีน
กลาย Q50P ดีกวา่โปรตีนดัง้เดมิและโปรตีนกลายชนิดอ่ืนนัน่เอง  ซึง่นา่จะเป็นผลมาจากการ
เปล่ียนแปลงกรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50 เป็นกรดอะมิโน Proline ซึง่มีหมูข้่างท่ีมีขนาด
ใกล้เคียงกบัโปรตีนดัง้เดมิและไมมี่ประจเุช่นเดียวกนั ทําให้เกิดการรบกวนกลุม่กรดอะมิโนใน
บริเวณเร่งปฏิกิริยาไมม่ากและอาจสง่ผลให้การจดัเรียงตวัของกลุม่กรดอะมิโนบริเวณเร่งปฏิกิริยา
เปล่ียนไปเลก็น้อยแตใ่ห้ผลท่ีดีขึน้ตอ่การเร่งปฏิกิริยากบัสบัสเทรต phytic acid ในขณะท่ีเม่ือ
เปล่ียนเป็นกรดอะมิโน Leucine  ซึง่มีหมูข้่างท่ียาวกวา่โปรตีนดัง้เดมิอาจมีผลไปขดัขวางการทํา
หน้าท่ีของกลุม่กรดอะมิโนในบริเวณเร่งปฏิกิริยา ทําให้โปรตีนกลาย Q50L มีอตัราการเร่งปฏิกิริยา
ท่ีไมดี่  เม่ือเปรียบเทียบกบัโปรตีนดัง้เดมิ และ โปรตีนกลายชนิดอ่ืน  

จากผลการทดลองทัง้หมดท่ีได้จากงานวิจยันี ้สรุปได้วา่กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 
50  ของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา  A. niger  TR170 น่าจะมีสว่นช่วยในการสง่เสริมการเข้าถงึ
บริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ของสบัสเทรต phytic acid เพ่ือทําให้ปฏิกิริยาในการปลดปลอ่ย
กลุม่ inorganic phosphate เป้าหมาย ซึง่เป็นผลติภณัฑ์สดุท้ายของปฏิกิริยาสามารถดําเนิน
ตอ่ไปได้ ซึง่สามารถวิเคราะห์ได้จากผลของการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหน่งท่ี 50 จาก 
Glutamine ซึง่มีหมูข้่างท่ีไมมี่ประจแุตมี่ขัว้เป็น Proline ซึง่มีหมูข้่างเป็นวงแหวนท่ีไมมี่ขัว้ อาจ
สง่ผลโอกาสในการจบัสบัสเทรตเกิดขึน้ได้ไมดี่เท่ากบัโปรตีนดัง้เดมิ แตเ่ม่ือจบัแล้วอตัราเร่งของ
ปฏิกิริยาสามารถดําเนินได้เร็วกวา่โปรตีนดัง้เดมิ ในขณะท่ีโปรตีนกลาย Q50L ซึง่มีหมูข้่างท่ียาว
กวา่ อาจสง่ผลให้โอกาสในการจบักบัสบัสเทรตและอตัราเร่งของปฏิกิริยาเกิดขึน้ได้ไมดี่  
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ดงันัน้จากงานวิจยัครัง้นีทํ้าให้เข้าใจความสําคญัของกรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 
50  ตอ่เอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170  มากขึน้ และข้อมลูท่ีได้จากการทดลอง 
แสดงให้เห็นวา่กรดอะมิโน Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50  นัน้มีความสําคญัตอ่อตัราการเร่งปฏิกิริยา
และการเข้าจบักบัสบัสเทรตของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170   โดยคาดวา่
ความรู้ท่ีได้นีจ้ะสามารถนําไปประยกุต์และปรับปรุงเอนไซม์ให้มีอตัราการเร่งปฏิกิริยา และความ
หลากหลายตอ่สบัสเทรตมากขึน้ เพ่ือท่ีจะสามารถผลติเอนไซม์ phytase ท่ีมีคณุสมบตัท่ีิเหมาะสม
และมีประสทิธิภาพสงูสดุในการนําไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ตอ่ไป 
 


