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บทคดัย่อ 
ยีสต์อีพิไฟต์ ZML2-31 ที่แยกจากผิวใบข้าวโพดมีกิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสที่หลัง่ออกนอกเซลล์ 

46.88±0.49 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมีกิจกรรมของไฟเตสที่จบักับเซลล์ 31.25±0.98 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อ
เพาะเลีย้งในอาหาร LMM ทีเ่ตมิโซเดยีมไฟเตทเขม้ขน้ 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั 
พีเอชที่เหมาะสมและอุณหภูมิที่เหมาะของครูดไฟเตส คือ พีเอช 4.0 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดบั  
กจิกรรมการท างานของไฟเตสทีเ่หลอือยู่มคี่าสงูกว่า 80 เปอรเ์ซน็ต์ ทีอุ่ณหภูม ิ30 ถงึ 60 องศาเซลเซยีส ใน
เวลา 2 ชัว่โมง อุณหภูมใินการเกบ็รกัษาทีม่ผีลต่อความเสถยีรของไฟเตส คอื การเกบ็ครดูไฟเตสไวท้ีอุ่ณหภูมิ
ที่ต ่ากว่าหรอืเท่ากบั 30 องศาเซลเซยีส ภายหลงัเวลา 18 วนั ยงัคงรกัษากจิกรรมเอนไซม์ไว้ได้สูงกว่า 75  
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เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับกิจกรรมเริ่มต้น การเติมครูดไฟเตสลงในถัว่เหลืองและถัว่ลูกไก่ช่วยเพิ่มการ
ปลดปล่อยฟอสเฟตอนินทรยีไ์ดอ้ย่างมนียัส าคญั เมื่อเทยีบกบัชุดควบคุม การวเิคราะหล์ าดบัเบสของยนี 26S 
rRNA ของโดเมน D1/D2 แสดงใหเ้หน็ว่าไอโซเลท ZML2-31 มคีวามใกลช้ดิกบั Rhodotorula mucilaginosa 
โดยมลี าดบัเบสทีเ่หมอืนกนัถงึ 99 เปอรเ์ซน็ต ์

 

ค าส าคญั :  ไฟเตส; ไฟเตท; ผวิใบพชื; ยสีตอ์พีไิฟต;์ Rhodotorula mucilaginosa   

 
Abstract 

Epiphytic yeast ZML2- 31, isolated from corn phylloplane, exhibited high activity of 46. 88 U/mL 
extracellular and 31. 25 U/mL cell bound phytase when grown on LMM supplemented with 0. 5 %  
Na- phytate at 24 and 48 h of cultivation, respectively.  The optimal pH and temperature of crude 
phytase were pH 4.0 and 40˚C, respectively.  The residual phytase activities were more than 80% at 
30- 60 ˚C for 2 h.  Storage stability of phytase was retained more than 75%  of the initial activity after 
18 days at storage temperature  30 ̊ C. Addition of crude phytase to soybean and chickpea significantly 
enhanced inorganic phosphate liberation compared with control. Sequence analysis of D1/D2 domain 
of 26S rRNA gene revealed that the isolate ZML2- 31 was highly related to Rhodotorula mucilaginosa 
with sequence identity of 99%. 

 

Keywords: phytase; phytate; phylloplane; epiphytic yeast; Rhodotorula mucilaginosa   
 
1. บทน า 

กรดไฟติก (Phytic acid) หรือ myo-inositol 
hexakisphosphate เป็นแหล่งของธาตุฟอสฟอรัส
และน ้าตาลอินอซิทอล (inositol) ที่สะสมในเมล็ด
ธญัพชืเพื่อรกัษาสมดุลเกลอืแร่ของเมลด็ กรดไฟตกิ
มสีมบตัิเป็นสารคเีลต (chelate) สามารถจบักบัแร่
ธาตุประจุบวกกลายเป็นโครงสรา้งโมเลกุลเชงิซ้อน
ได้เป็นไฟเตท (Phytate) และถูกเกบ็สะสมไวใ้นแว
คิวโอลที่บริเวณเยื่อหุ้มชัน้ในของเมล็ด (Aleurone 
layer)  ( Dvorakova et al. , 1998)  ก รด ไฟติกมี
บทบาทส าคัญต่อกระบวนการทางชีวภาพของ
สิ่งมีชีวิตยูคาริโอต เช่น Inositol hexaphosphate 
(IP6) ท าหน้าที่เป็นโมเลกุลสื่อสัญญาณระหว่าง
เซลล์  ควบคุ มการแบ่ ง เซลล์  ก ร ะบวนการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์ รวมถึงการซ่อมแซมสาร

พั น ธุ ก ร ร ม ใ น สั ต ว์ เ ลี้ ย ง ลู ก ด้ ว ย น ม  ใ น 
Saccharomyces cerevisiae จ ะ ใ ช้  Inositol 
triphosphate (IP3) เป็นโมเลกุลสื่อสญัญาณในการ
เพิ่มความเข้มข้นของน ้ าตาลกลูโคสและการสื่อ
สญัญาณแคลเซยีมภายในเซลล ์(Shamsuddin and 
Bose, 2012 และ Robinson et al., 1996) กรดไฟ
ติกมีสมบัติเป็นสารต้านโภชนะ (anti-nutritional 
factor) นอกจากจะจบักบัแร่ธาตุต่าง ๆ แล้วยงัจบั
กบัโปรตนีอกีดว้ย ส่งผลท าใหร้่างกายดูดซมึแร่ธาตุ
ต่าง ๆ รวมถงึการใชโ้ปรตนีและกรดอะมโินไดล้ดลง 
(Maga, 1982) สัตว์กระเพาะเดี่ยวไม่สามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ได้เนื่องจากขาดเอนไซม์ส าคญั 
คือเอนไซม์ไฟเตส (Phytase) ไฟเตทจึงถูกขับ
ออกมาพร้อมกับมูลสตัว์ที่จะก่อให้เกิดปัญหาต่อ
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สิ่งแวดล้อมตามมาเมื่อปนเป้ือนลงสู่แหล่งน ้ า  
(Jongbloed et al., 1992) 

ไ ฟ เ ต ส  ( myo- inositol hexakisphosphate 
phosphohydrolase EC 3.1.3.8 และ EC 3.1.3.26) 
เป็นเอนไซมก์ลุ่มฟอสฟาเตสทีเ่ร่งปฏกิริยิาไฮโดรไล
ซสิในการสลายพนัธะฟอสโฟโมโนเอสเทอรข์องกรด
ไฟตกิ ปลดปล่อยฟอสเฟตอนินทรยีแ์ละน ้าตาลอนิอ
ซทิอลออกมา (Mullaney and Ullah, 2003) ไฟเตส
พบได้ในพชื สตัว์ และจุลนิทรยี ์ การเติมไฟเตส
เพิม่ลงไปในอาหารสตัว์จะช่วยเพิม่ปรมิาณธาตุ
ฟอสฟอรสัที่ร่างกายสามารถดูดซมึน าไปใชไ้ดแ้ละ
ลดปรมิาณฟอสฟอรสัทีถู่กขบัออกมาพร้อมกบัมูล
สตัว์ ไฟเตสจากจุลนิทรยี์ถูกเสรมิลงในอาหารสตัว์
ต่าง ๆ เช่น อาหารไก่กระทง อาหารลกูสกุรหย่านม 
และอาหารปลานิล เป็นต้น ในปริมาณตัง้แต่ 500-
3000 FTU ต่ อ กิ โ ล ก รั ม  ( Broch et al. , 2018; 
Ingelmann et al., 2019; Li et al., 2020; Mesina et 
al., 2019 และ Maas et al., 2018)  สตัวแ์ต่ละชนิด
จะมีระดับพีเอชในทางเดินอาหารแตกต่างกันไป 
เช่น กระเพาะอาหารและล าไส้เล็กส่วนต้นของลูก
สุกรหย่านมมคี่าพเีอชระหว่าง 3.5-5.5 ส่วนสตัวปี์ก
บรเิวณถุงพกัอาหาร (crop) มคี่าพเีอชระหว่าง 5.2-
5.8 และทีบ่รเิวณกระเพาะจรงิ (proventiculus) มคี่า
พเีอชประมาณ 2.8 และบรเิวณล าไสเ้ลก็สว่นตน้ของ
ปลาคารพ์ซึง่เป็นปลาทีไ่ม่มกีระเพาะอาหาร มคี่าพี
เอชระหว่าง 6.17-7.73 (Li et al., 2015 และ Pires 
et al., 2019) การประยุกต์ใช้ไฟเตสจากจุลินทรีย์
เพื่อเสรมิลงในอาหารสตัวต์้องพจิารณาว่าไฟเตสที่
เสริมลงไปสามารถเกิดกิจกรรมท างานในระดับพี
เอชของทางเดินอาหารสัตว์ได้หรือไม่  ดังนั ้น
การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการกจิกรรมท างาน
ของไฟเตสจงึเป็นสิง่จ าเป็น  ไฟเตทยงัถูกพบได้ที่
ใบพืชสีเขียวซึ่งจะมีไฟเตทอยู่ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ 
( Alkarawi and Zotz, 2014)  บ ริ เ วณผิ ว ใ บพืช 
(phylloplane) เป็นแหล่งที่พบจุลินทรีย์อีพิไฟต์ 

( epiphytic microorganisms)  ห ล ากหลายชนิ ด
รวมถงึยสีต์ การเจรญิเตบิโตและด ารงชวีติของยสีต์
บนผวิใบพชืในสภาพแวดลอ้มทีม่สีารอาหารและแร่
ธาตุต ่านัน้ นอกจากความต้องการใชค้ารโ์บไฮเดรต
ทีไ่ดจ้ากการสงัเคราะหด์้วยแสงทีพ่ชืขบัออกมาเป็น
แหล่งคาร์บอนและความต้องการใชไ้นโตรเจนทีไ่ด้
จากแบคทเีรยีตรงึไนโตรเจน (N2 fixing bacteria) ที่
อยู่บรเิวณผวิใบพชืเป็นธาตุอาหารหลกัแลว้ ยสีต์ก็
ยงัต้องการธาตุฟอสฟอรสัเพื่อใช้ในการเจรญิ การ
สร้างพลังงาน รวมถึงน าไปสังเคราะห์เป็นกรด
นิ ว คลีอิก ด้ ว ย เ ช่ นกัน   (Whipps et al. , 2008; 
Miyamoto et al., 2004)  ดงันัน้ยีสต์ที่เจริญบนผิว
ใบทีอ่ยู่ในสภาวะแวดลอ้มทีม่ธีาตุฟอสฟอรสัต ่า อาจ
มกีารสรา้งเอนไซมไ์ฟเตสออกมาย่อยสลายไฟเตท
ทีส่ะสมในใบพชื เพื่อน าฟอสฟอรสัไปใชใ้นการเจรญิ
ของยีสต์ ยีสต์อีพิไฟต์ที่ด ารงชวีติอยู่บนต้นพชืก่อ
คุณประโยชน์ต่อพืชหลายประการ เช่น ป้องกัน
จุลนิทรยี์ก่อโรคในพชื หรอืป้องกนัแมลงดว้ยชวีวธิ ี
เช่น การสรา้งสารลดแรงตงึผวิทางชวีภาพ การสรา้ง
สารปฏิชีวนะ (McCormack et al., 1994) รวมถึง
การสร้างฮอร์โมนออกซินที่ช่ วยส่ง เสริมการ
เจรญิเติบโตของพชื และยงัเป็นแหล่งของเอนไซม์
หลายชนิด (Limtong et al., 2014) และมีรายงาน
ถึงยสีต์หลากหลายชนิดที่สามารถผลติเอนไซม์ไฟ
เ ต ส ไ ด้  ( Vohra and Satyanarayna, 2001; 
Olstorpe et al. , 2009 แ ล ะ  Yu et al. , 2015) 
งานวิจยันี้เป็นการแยกยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไฟเตส
และศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อกจิกรรมการท างาน
ของ เอนไซม์   รวมถึงศึกษาการปลดปล่อย
ฟอสเฟตอนินทรยี์จากถัว่เหลอืงและถัว่ลูกไก่ เพื่อ
ประเมนิศกัยภาพของเอนไซมไ์ฟเตสทีย่สีต์อพีไิฟต์
ผลิตได้ และระบุชนิดยีสต์ ZML2-31 ด้วยเทคนิค
ทางชวีโมเลกุล 
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2. วิธีการ 
2.1 จลิุนทรียท่ี์ใช้ในการศึกษา  
ยสีต์ไอโซเลท ZML2-31 สายพนัธุบ์รสิทุธิท์ีใ่ช้

ในการศกึษานี้ แยกไดจ้ากผวิใบขา้วโพดโดยวธิกีาร
ชะตวัอย่างและเกลี่ยบนบนอาหารแขง็ YM (yeast 
extract-malt extract agar) พีเอช 5.0 ที่เติมคลอ
แรมเฟนิคอลและเติมโซเดียมโพรพิโอเนตที่
อุณหภูมิห้อ ง  และ เก็บรักษายีสต์ที่ ไ ด้ ไ ว้ ใ น
สารละลายกลเีซอรอลทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

2.2 การเพาะเลี้ยงและการเตรียมครูด
เอนไซม ์

ครูดเอนไซม์เตรยีมโดยการเพาะเลี้ยงยสีต์ใน
อ า ห า ร  LMM ( Liquid minimal medium)  ที่
ประกอบด้วย (เปอร์เซ็นต์) กลูโคส 1.5, NH4NO3 
0.5, MgSO47H2O 0.05, KCl 0.05, FeSO47H2O 
0.001, MnSO47H2O 0.001 และเติมโซเดียมไฟ
เตท (Na-phytate)  0.5 เปอร์เซ็นต์  พีเอช 5.5 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มลิลลิติร ใชก้ล้าเชื้อเริม่ต้นเมื่อวดัค่าดูดกลนืแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 บ่มบน
เครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างวัดการ
เจรญิโดยการวดัค่าดดูกลนืแสงทีค่วามคลื่น 600 นา
โนเมตร ปัน่เหวี่ยงเกบ็ส่วนใสด้วยความเร็ว 8000 
รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส แยกเก็บส่วนใสน าไปวเิคราะห์กิจกรรม
ของเอนไซม์ไฟเตสที่หลัง่ออกนอกเซลล์  ส่วน
ตะกอนเซลล์น ามาล้างด้วยบฟัเฟอร์อะซเิตทปลอด
เชือ้ 0.2 โมลาร ์พเีอช 5.0 ซ ้า 2 ครัง้ และแขวนลอย
เซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ชนิดเดียวกัน น าไปวิเคราะห์
กจิกรรมของเอนไซมไ์ฟเตสทีจ่บักบัเซลล ์เกบ็รกัษา
ครูดเอนไซมไ์วใ้ชใ้นการศกึษาทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศา
เซลเซยีส  

 

2.3 การวิเคราะหกิ์จกรรมเอนไซมไ์ฟเตส 
วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสโดย

วิธีการดดัแปลงจาก (Olstorpe et al., 2009) โดย
บ่มส่วนผสมที่ประกอบด้วยบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิ
เตทเขม้ขน้ 20 มลิลโิมลาร์ พเีอช 5.0 ปรมิาตร 40 
ไม โครลิต ร  ที่ มี โ ซ เดียมไฟ เตท เข้มข้น  0. 2 
เปอร์เซ็นต์โดยน ้าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ีเติมครูดเอนไซม์
ปรมิาตร 10 ไมโครลติร บ่มต่อทีอุ่ณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส นาน 15 นาท ีเมื่อครบเวลาทีก่ าหนด เตมิ
กรดไตรคลอโรอะซิติกเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
ปรมิาตร 50 ไมโครลติร เพื่อหยุดปฏกิริยิา ตรวจวดั
ปริม าณฟอส เฟต โดยวิธีก ารดัดแปลงจาก 
Heinonen and Lahti (1981) โดยเติมสารละลาย
กรดโมลบิเดท 800 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนัแล้ว
น าไปวดัค่าดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 355 นาโน
เมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ความเขม้ขน้ตัง้แต่ 
0.0 ถึง 100.0 ไมโครโมลต่อมลิลลิติร ก าหนดให ้1 
ยูนิตของเอนไซม์ไฟเตส คือเอนไซม์ที่ปลดปล่อย
ฟอสเฟตอนินทรีย์ 1 ไมโครโมล ภายใน 1 นาที 
ภายใตส้ภาวะการทดลองทีศ่กึษา  

2.4 การศึกษาสภาวะ ท่ี เหมาะสมของ
กิจกรรมไฟเตส 

2. 4. 1 ก า รศึ กษ าสภ าว ะ พี เอช ท่ี
เหมาะสมของกิจกรรมไฟเตส 

ศกึษาสภาวะพเีอชที่เหมาะสมในการท างาน
ของเอนไซม์ไฟเตสตามวธิทีี่อธบิายในขอ้ 2.3 โดย
วเิคราะห์กจิกรรมไฟเตสที่บ่มอยู่ในบฟัเฟอร์พีเอช
ต่าง ๆ คือ บัฟเฟอร์อะซิเตท (Acetate buffer) พี
เอช 3.0-6.0 บฟัเฟอรฟ์อสเฟต (Phosphate buffer) 
พเีอช 6.0-8.0     และบฟัเฟอร์ไกลซนี-โซเดยีมไฮ
ดรอกไซด ์ (Glycine-NaOH buffer) พเีอช 9.0-10.0 
ที่มีโซเดียมไฟเตท 0.2 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที โดยท าการ
ทดลองชุดละ 3 ซ ้า 

2.4.2 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ของกิจกรรมไฟเตส 

ศกึษาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการท างานของ
เอนไซม์ไฟเตสตามวิธีที่อธิบายในข้อ 2.3  โดย
วเิคราะหก์จิกรรมไฟเตสในบฟัเฟอรช์นิดทีม่พีเีอชที่
เหมาะสมที่มโีซเดยีมไฟเตท 0.2 เปอร์เซน็ต์ บ่มที่
อุณหภูมต่ิาง ๆ คอื 25.0 30.0 40.0 50.0 60.0 และ 
70.0 องศาเซลเซยีส ตามล าดบั นาน 15 นาท ีโดย
ท าการทดลองชุดละ 3 ซ ้า 

2.5 การศึกษาอุณหภูมิ ท่ีมีผลต่อความ
เสถียรของเอนไซมไ์ฟเตส 

2.5.1 อุณหภมิูท่ีมีผลต่อความเสถียร
ต่อกิจกรรมการท างานของไฟเตส 

ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อความเสถียรต่อ
กจิกรรมของเอนไซม์ไฟเตส โดยบ่มครูดไฟเตสใน
บฟัเฟอรช์นิดทีม่พีเีอชทีเ่หมาะสมทีอุ่ณหภูมต่ิาง ๆ 
คอื 30.0 40.0 50.0 60.0 และ 70.0 องศาเซลเซยีส 
ตามล าดบั ตามระยะเวลาต่าง ๆ ที่ก าหนด ท าการ
ทดลองชุดละ 3 ซ ้า น ามาวเิคราะหก์จิกรรมของไฟ
เตสทีค่งอยู่ 

2.5.2 อุณหภูมิในการเก็บรกัษาท่ีมี
ผลต่อความเสถียรของเอนไซมไ์ฟเตส 

ศึกษาอุณหภูมิในการเก็บรักษาที่มีผลต่อ
ความเสถยีรของไฟเตส โดยเกบ็รกัษาครูดเอนไซม์
ที่อุณหภูมต่ิาง ๆ คอื 0.0 4.0 10.0 30.0 และ 40.0 
องศาเซลเซียส ตามล าดบั ท าการทดลองชุดละ 3 
ซ ้า เก็บตัวอย่างตามเวลาที่ก าหนด วิเคราะห์
กจิกรรมของไฟเตสทีค่งอยู่ 

2. 6 ศึ กษ า ก า รปลดปล่ อ ยฟอส เฟต             
อนินทรียจ์ากเมลด็ถัว่ 

การศกึษานี้ผูว้จิยัเลอืกใชเ้มลด็ถัว่เหลอืง ตรา
ไร่ทิพย์  และ เมล็ดถั ว่ ลูกไก่  สายพันธุ์กาบูลี  

(Chickpea, Kabuli type) ตรามายช้อยส์ โดยเลอืก
เมล็ดถัว่ที่ไม่มีรอยแมลงและไม่มีเชื้อราปนเป้ือน 
น ามาบดแล้วร่อนผ่ านตะแกรงร่อน 250 mesh 
แขวนลอยธัญพืช 1.0 กรัม ในบัฟเฟอร์อะซิเตท 
เขม้ขน้ 20 มลิลโิมลาร์ พเีอช 4.0 ท าให้ปลอดเชื้อ
ด้วยหม้อนึ่งอดัความดนัไอ เมื่อตัวอย่างเยน็ลงถึง
อุณหภูมหิอ้งจงึเตมิครูดเอนไซมป์ลอดเชือ้ทีป่รบัให้
มคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยของไฟเตสเท่ากบั 7 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ในส่วนผสมของปฏิกิริยาที่ปรบัปริมาตร
รวมเป็น 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิที่  40 องศา
เซลเซยีส ตามล าดบั โดยท าการทดลองชุดละ 3 ซ ้า 
เกบ็ตวัอย่างทีเ่วลา 0 10 40 และ 70 นาท ีน าไปปัน่
เหวี่ยงด้วยความเรว็ 8000 รอบต่อนาท ีที่อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียส ปิ เปตส่วนใสปริมาตร 50 
ไมโครลิตร และเติมกรดไตรคลอโรอะซติิกเขม้ขน้ 
10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อหยุด
ปฏิกิริยา ตรวจวัดปริมาณฟอสเฟต โดยวิธีการ
ดดัแปลงจาก Heinonen and Lahti (1981)  น าไป
วิเคราะห์ฟอสเฟตอนินทรีย์ที่ปลดปล่อยออกมาที่
เวลาต่าง ๆ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมที่ไม่มกีาร
เตมิครดูเอนไซม ์ 

2.7 การระบุชนิดยีสต์โดยเทคนิคทางชีว
โมเลกลุ 

การจดัจ าแนกยีสต์ไอโซเลท ZML2-31 ด้วย
เทคนิคทางชวีโมเลกุล ใชบ้รกิารการจดัจ าแนกจาก
บรษิทั Macrogen (Korea) ผ่านทาง บรษิทักบิไทย 
จ ากดั โดยใชไ้พรเมอร์ LROR 5' (ACC CGC TGA 
ACT TAA GC) 3' และไพรเมอร ์LR7 5' (TAC TAC 
CAC CAA GAT CT) 3' ในการเพิม่ชิ้นส่วนบรเิวณ
ล าดบัเบสบรเิวณ 26S rRNA  

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้
โปรแกรม BLASTN 2.9.0 และน ามาเทยีบกบัล าดบั
นิวคลโีอไทดข์องสปีชสีท์ีใ่กลเ้คยีงกนัจากฐานขอ้มูล 
NCBI database โ ด ย ใ ช้  mutiple alignment-
program CLUSTAL_W แล ะส ร้ า ง  Phylogenetic 
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tree ต า ม  Kimura’ s two parameter system 
(Kimura, 1980) ดว้ยวธิ ีNeighbor-Joining (Saitou 
and Nei, 1987)  ด้วย โปรแกรม MEGA 7.0.26 
ประเมินความเชื่อถือของ phylogenetic tree โดย
การทดสอบทางสถิติด้วย bootstrap method ซึ่งมี
การท าซ ้า 1,000 ครัง้ (Felsenstien, 1985) 

 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 

3.1 การเจริญและการผลิตเอนไซมไ์ฟเตส 
เอนไซมไ์ฟเตสทีย่สีตไ์อโซเลท ZML2-31 ผลติ

ขึน้มทีัง้ไฟเตสทีจ่บัอยู่กบัเซลลแ์ละทีห่ลัง่ออกนอก
เซลล ์แสดงดงั Figure 1 โดยจะมไีฟเตสทีห่ลัง่ออก
นอกเซลลส์งูสดุเท่ากบั 46.88±0.49 ยนูิตต่อ
มลิลลิติร ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง และมไีฟเตสทีจ่บัอยู่กบั
เซลลส์งูถงึ 31.25±0.98 ยนูิตต่อมลิลลิติร ทีเ่วลา 48 
ชัว่โมง การผลติไฟเตสจะลดลงเมื่อเวลาเพิม่ขึน้เป็น 
72 ชัว่โมง สว่นการเจรญิของ ZML2-31 จะเพิม่ขึน้
เมื่อระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเพิม่ขึน้ อย่างไรก็
ตามค่าการเจรญิของยสีตม์คีวามสมัพนัธส์อดคลอ้ง
กบัชนิดของอาหารเพาะเลีย้งทีใ่ช ้ เน่ืองจากอาหาร 
LMM ทีใ่ชเ้พาะเลีย้งจดัเป็น minimal medium จงึให้
ค่าค่าดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
เพยีง 0.73 แมเ้พาะเลีย้งนานถงึ 72 ชัว่โมง ยสีต์
หลากหลายสปีชสี ์ เช่น Arxula adeninivorans, 
Candida bombi, C. lambi, Cryptococcus laurentii, 
Pichia anomala, Rhodotorula mucilaginosa, 
Zygosaccharomyces bisporus, Z. priorinous, 
Williopsis saturnus, Schizosaccharomyces 
octosporus และ Saccharomyces cerevisiae 
สามารถผลติไฟเตสไดท้ัง้ชนิดทีอ่ยู่ภายในเซลลช์นิด
ทีจ่บัอยู่กบัเซลล ์ และชนิดทีห่ลัง่ออกนอกเซลล ์
(Sano et al., 1999; Vohra and Satyanarayna, 
2001; Olstorpe et al., 2009; Pable et al., 2014; 
Yu et al., 2015 และ Chaud et al., 2016) ใน

การศกึษานี้ ยสีตไ์อโซเลท ZML2-31 ผลติไฟเตสที่
หลัง่ออกนอกเซลลไ์ดป้รมิาณสงูในเวลาระยะเวลา
สัน้กว่าไฟเตสทีจ่บัอยู่กบัเซลล ์ ดงันัน้ผูว้จิยัจงึ
เลอืกใชค้รดูเอนไซมท์ีเ่ตรยีมไดจ้ากสว่นใสของ
อาหารเลีย้งเชือ้ LMM ทีเ่ตมิโซเดยีมไฟเตทที่
เพาะเลีย้ง ZML2-31 ตลอดงานวจิยันี้ 

 
Figure 1 Activity of crude extracellular and cell 
bound-phytase and growth of isolate ZML2-31 
grown on LMM supplemented 0.5% Na-phytate 
on 200 rpm rotary shaker, at 30˚C.  
 

3.2 สภาวะท่ีเหมาะสมของกิจกรรมไฟเตส 
อทิธพิลของพเีอชทีม่ต่ีอกจิกรรมไฟเตสทีห่ลัง่

ออกมานอกเซลล์ แสดงดัง Figure 2 (A) ครูดไฟ
เตสของ ZML2-31 มีกิจกรรมสูงสุดเมื่อบ่มใน
บฟัเฟอร์อะซเิตท พเีอช 4.0 โดยให้ค่ากจิกรรมไฟ
เตสสูงสุดเท่ากับ 61.11±3.52 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาคอื ทีพ่เีอช 5.0 มคี่ากจิกรรม 51.74±2.98 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดเป็นค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ที่
เหลืออยู่ เท่ากับ 84.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
อทิธพิลของอุณหภูมทิีม่ต่ีอกจิกรรมไฟเตส แสดงดงั 
Figure 2 (B) ครูดไฟเตสมกีจิกรรมสูงสุดเมื่อบ่มใน
บฟัเฟอร์อะซิเตท พีเอช 4.0 ที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซล เซียส  โ ดย ให้ค่ า กิจ กร รมสู ง สุ ด เท่ ากับ 
67.01±0.00 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือที่ 30 
องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากับ 59.03±0.00 ยูนิตต่อ
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มิลลิลิตร คิดเป็นค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ที่เหลืออยู่
เท่ากบั 88.09 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั 
 

 

 
 
Figure 2 Optimum pH of phytase from ZML2-31 
(A) , the influence of pH on phytase activity was 
determined at 30˚C using 20 mM of different 
buffers.  And optimum temperature of phytase 
( B) , the influence of temperature on phytase 
activity was determined after 15 min incubation 
at different temperatures at pH 4.0. 
 
สภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมของครูดไฟเตส 
ZML2-31 คือ พีเอช 4.0 และอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เมื่อเทียบกับสภาวะที่เหมาะสมของ

กจิกรรมไฟเตสทีผ่ลติโดยยสีตส์ปีชสีอ์ื่น ๆ ทีม่พีเีอช
ทีเ่หมาะสมระหว่าง 4.0 ถงึ 5.0 และ ทีอุ่ณหภูม ิ40 
ถึง 75 เซลเซียส เช่น ไฟเตสจาก Cryptococcus 
laurentii AL27 คือ พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส (Pavlova et al. , 2008)  ในขณะที่  C. 
laurentii ABO510 คอื พเีอช 5.0 อุณหภูม ิ62 องศา
เซล เซีย ส  ( Staden et al. , 2007)  ไฟ เตสของ 
Rhodotorula mucilaginosa JMUY14 ที่ จ า กแยก
ตะกอนในทะเลลึกทวีปแอนตาร์กติก คือ ที่พีเอช 
5.0 อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส (Yu et al., 2015) 
ไฟเตสของ Pichia anomala ทีแ่ยกจากตาดอกตน้พู่
ไ ฟ  (Woodfordia fruticose)  คื อ  ที่ พี เ อ ช  4. 0 
อุ ณ ห ภู มิ  60 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  ( Vohra and 
Satyanarayana, 2001)  ไฟ เตสขอ ง  Kodamea 
ohmeri BG3 ที่แยกจากทางเดินอาหารปลาทะเล 
Hexagrammes otakii คือ พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส (Li et al., 2008)  และจาก Arxula 
adeninivorans คอื ที่พเีอช 4.5 อุณหภูม ิ75 องศา
เซลเซยีส (Sano et al., 1999) อุณหภูมทิีเ่หมาะสม
ของครูดไฟเตส ZML2-31 คือ 40 องศาเซลเซียส 
เช่นเดียวกันกับ C. laurentii AL27  ซึ่ง เ ป็นค่า
อุณหภูมิที่ต ่ ากว่ ายีสต์อื่น  ๆ อย่างไรก็ตามที่
อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส คือ ที่ 50 60 
และ 70 องศาเซลเซยีส ครดูไฟเตส ZML2-31 ยงัคง
ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ได้ถึง 76.0 59.0 และ 36.0 
เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั  

3.3 อุณหภูมิท่ีมีผลต่อความเสถียรของ
เอนไซมไ์ฟเตส 

ผลของอุณหภูมิที่มีผลต่อความเสถียรต่อ
กจิกรรมการท างานของไฟเตสในบฟัเฟอร์อะซเิตท 
แสดงดงั Figure 3 (A) พบว่า ครูดไฟเตสมกีจิกรรม
เพิม่ขึน้และมคี่าสงูกว่าค่ากจิกรรมเริม่ต้น ภายหลงั
การบ่มเอนไซมใ์นบฟัเฟอรอ์ะซเิตททีอุ่ณหภูมต่ิางๆ 
ทีใ่ชใ้นการทดสอบ นาน 1 ชัว่โมง และมคี่ากจิกรรม
ไฟเตสสงูสุดที ่40 องศาเซลเซยีส โดยมคี่ากจิกรรม

A 

B 
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เพิม่ขึน้จาก 46.88±0.49 เป็น 74.23±0.33 ยูนิตต่อ
มลิลลิติร และภายหลงัการบ่มเอนไซมท์ีอุ่ณหภูม ิ30 
ถึง 60 องศาเซลเซียส นาน 1.5 ชัว่โมง  กิจกรรม
การท างานของไฟเตสทีเ่หลอือยู่มคี่าสงูใกลเ้คยีงกบั
ค่ากจิกรรมเอนไซม์เริม่ต้น และยงัคงค่ากจิกรรมที่
เหลอือยู่มากกว่า 80 เปอรเ์ซน็ต ์ทีอุ่ณหภูมเิดยีวกนั
ภายหลงัการบ่มนาน 2 ชัว่โมง กจิกรรมของไฟเตส 
มีแนวโน้มลดลงเมื่ออุณหภูมแิละระยะเวลาในการ
บ่มเพิม่ขึน้  เอนไซมเ์ป็นตวัเร่งปฏกิริยิาโดยเป็นตวั
ลดพลังงานกระตุ้น อุณหภูมิมีผลต่ออัตราการ
เกดิปฏกิริยิาของเอนไซม์ การเพิม่อุณหภูมจิะช่วย
เพิ่มพลังงานให้แก่โมเลกุลซับสเตรตให้อยู่ ใน 
transition state ท า ใ ห้ จับ กับ  active site ข อ ง
เอนไซม์และเปลี่ยนไปเป็นผลิตภัณฑ์ได้ดีขึ้น 
อย่างไรกต็ามอุณหภูมทิี่เพิม่ขึน้จนถงึระดบัทีท่ าให้
โครงสร้างสามมติขิองเอนไซมเ์ปลี่ยนแปลงไปหรอื
เสยีสภาพ จะท าให้ไม่สามารถจบัซบัสเตรตได้อกี 
ส่วนการเกบ็ครูดไฟเตสไว้ที่อุณหภูมทิี่ต ่ากว่าหรือ
เท่ากบั 30 องศาเซลเซยีส นาน 18 วนั ยงัคงรกัษา
กจิกรรมเอนไซมไ์วไ้ดส้งูกว่า 75 เปอรเ์ซน็ต ์Figure 
3 (B) เมื่อเทยีบกบักจิกรรมเริม่ตน้ และการเกบ็ครูด
ไฟเตสไวท้ีอุ่ณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส นาน 12 วนั 
จะมกีจิกรรมเอนไซมเ์หลอืประมาณ 50 เปอรเ์ซน็ต์ 
เมื่อเทยีบกบักจิกรรมเริม่ตน้  

ผลการวจิยันี้สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ (Yu et 
al. , 2015)  ที่ ร า ย ง านว่ า ไฟ เตสจ ากยีสต์  R. 
mucilaginosa JMUY14 ที่ผ่านกระบวนการท าให้
บรสิทุธิ ์มอุีณหภูมทิีเ่หมาะสมคอื 50 องศาเซลเซยีส 
ความเสถียรของกจิกรรมไฟเตสลดลงเมื่ออุณหภูมิ
และระยะเวลาเพิม่ขึน้ และสอดคลอ้งกบัรายงานของ 
(Staden et al., 2007) ทีร่ายงานว่าความเสถยีรของ
ไฟเตสจาก C. laurentii ABO510 ลดลงเมื่ออุณหภูมิ
และระยะเวลาเพิม่ขึน้  

 
 

 

 
 

 
 
Figure 3 Thermostability (A) and storage 
stability (B) of phytase from ZML2-31. For   
determination of thermostability, the residual 
activity of phytase was measured after pre-
incubation for time interval at different 
temperatures at pH 4.0.  For storage stability, 
was determined by monitoring residual 
enzymatic activity after storage crude enzyme 
for various periods at various temperatures.   

 
 

A 

B 
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3.4 การปลดปล่อยฟอสเฟตอนินทรียจ์าก
เมลด็ถัว่ 

การปลดปล่อยฟอสเฟตอนินทรยีจ์ากถัว่ลกูไก่
และถัว่เหลืองด้วยครูดไฟเตส ZML2-31 ในหลอด
ทดลองแสดงดงั Figure 4 จะเหน็ไดว้่าชุดทดสอบที่
เตมิครูดไฟเตสจะมฟีอสเฟตทีป่ลดปล่อยสงูกว่าชุด
ควบคุมทีไ่ม่เตมิครูดไฟเตส และปรมิาณฟอสเฟตที่
ปลดปล่อยออกมามแีนวโน้มสงูขึน้เมื่อระยะเวลาใน
กา รบ่ ม เพิ่ม ขึ้น  โ ดย จ ะ ให้ฟอส เฟต เท่ ากับ 
28.65±0.29 และ 35.47±0.22 ไมโครโมล เมื่อบ่มถัว่
ลกูไก่และถัว่เหลอืงในบฟัเฟอรอ์ะซเิตทพเีอช 4.0 ที่
มคีรูดไฟเตท ที่ 40 องศาเซลเซยีส นาน 100 นาท ี
และปลดปล่อยฟอสเฟตได้สูงกว่าชุดควบคุมที่ไม่
เตมิครดูไฟเตสไดถ้งึ 2.0-2.9 เท่า ทีส่ภาวะเดยีวกนั 
ผลการวจิยันี้สอดคล้องกบัรายงานที่ใช้ครูดไฟเตส
จากยสีต์ Z. bisporus, Z. priorinous, W. saturnus, 
S. octosporus และไฟเตสจากรา Aspergillus niger 
NCIM563  ในการเร่งการปลดปล่อยฟอสเฟตอนิน 
ทรีย์จากเมล็ดธัญพืชรวมถึงถัว่ต่างๆ ที่ใช้เป็น
อาหารมนุษย์และสัตว์ (Pable et al. , 2014 และ 
Shah et al. , 2009) อย่างไรก็ตามฟอสเฟตอนิน 
ทรีย์อิสระที่ปลดปล่อยจากถัว่เหลืองมีปริมาณสูง
กว่าทีป่ลดปล่อยจากถัว่ลกูไก่ อาจเน่ืองจากเอนไซม์
มีความจ าเพาะต่อซบัสเตรตที่แตกต่างกัน อีกทัง้
เมลด็ถัว่เหลอืงมปีรมิาณกรดไฟตกิซึง่เป็นซบัสเตรต
ของไฟเตสสงูถงึ 36.4 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนัก ส่วน
ถัว่ลูกไก่มีกรดไฟติกเพียง 9.6 เปอร์เซ็นต์โดย
น ้าหนกั ดงัรายงานของ (Chitra et al.,1995)  

3.5 การระบุชนิดของยีสต ์ 
ยสีต์อพีไิฟต์ ZML2-31 ทีใ่ชใ้นงานวจิยันี้ เมื่อ

เจริญบนอาหารแข็ง YM จะปรากฏโคโลนีเป็นสี
ชมพูอมส้ม โคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวหน้ามนั
วาว มลีกัษณะเป็นเมอืก การระบุชนิดของยสีต์อพีิ
ไฟต ์ZML2-31 ดว้ยวธิทีางชวีวทิยาโมเลกุล 

 

 
Figure 4 Inorganic phosphate liberation from 
chick pea and soy bean after the treatment of 
crude cell-free phytase at 40˚C in 20 mM acetate 
buffer ( pH 5. 0) .  Results are expressed as the 
mean  SD of replicated thrice measurements 
(n=3). 

 
โดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 26S rRNA บริเวณ
โดเมน D1/D2 พบว่า ล าดบันิวคลโีอไทด์ของไอโซ
เลท ZML2-31 มีความเหมือนของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์กับ  Accession number ใ น  GenBank คือ 
Rhodotorula mucilaginosa DQ832198. 1 ถึ ง  99 
เปอร์เซน็ต์ จงึระบุไดว้่ายสีต์ไอโซเลท ZML2-31 ที่
ผลิตไฟเตสได้ที่ คือ R. mucilaginosa ZML2-31 
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากล าดับ      
นิวคลีโอไทด์ของ 26S rRNA ของยีสต์แสดงดัง 
Figure 5 R.  mucilaginosa เ ป็ น ยี ส ต์ ใ น ไฟลัม 
Basidiomycota พบได้ทัว่ไปในสิ่งแวดล้อมตาม
ธรรมชาติ เป็นยีสต์ที่มีความสามารถในการสร้าง
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สารเมตาบอไลท์ รวมถึงเอนไซม์ไฟเตส เช่น มี
รายงานการแยก R. mucilaginosa JMUY14 และ 
R. mucilaginosa L7 จากตะกอนในทะเลลึกทวีป
แอนตารก์ตกิ ซึง่เป็นสายพนัธุท์ีผ่ลติไฟเตสได ้(Yu 
et al., 2015 และ Chaud et al., 2016) งานวจิยัของ 
( Limtong et al, 2014)  ที่ แ ย ก  R.  mucilaginosa 
DMKU-RK354 ได้จากผวิใบอ้อย และงานวจิยัของ 
(Xin et al., 2009) ทีแ่ยก R. mucilaginosa PDT2 ที่
สามารถสร้างกรดอินโดลอะซติิก (indole-3-acetic 
acid) ได้จากต้นฝ้ายสีด า (Populus trichocarpa) 

และรายงานการใช้ R. mucilaginosa ที่แยกจากผวิ
กลบีดอกทอ้ร่วมกบัการใชก้รดไฟตกิความเขม้ขน้ที่
เหมาะสมในการควบคุมโรคเน่าและลดการสร้าง
สา รพิษพาทู ลิน  (Patulin)  ที่ เ กิด จ าก เชื้ อ ร า 
Penicillium expansum ใ น ผ ลแ อป เ ป้ิ ล โ ดยวิธี
ชวีภาพ (Yang et al., 2015) ทีอ่าจบ่งบอกไดว้่า R. 
mucilaginosa และเอนไซมจ์าก R. mucilaginosa มี
ความปลอดภัยเพียงพอในการน ามาใช้กบัมนุษย์
และสตัว ์

 

 
Figure 5 Phylogeny of yeasts based on the D1/D2 domains of the LSU rRNA gene. 

 
4. สรปุ 

เอนไซม์ไฟเตสที่ Rhodotorula mucilaginosa 
ZML2-31 สรา้งขึน้มทีัง้ชนิดทีจ่บักบัเซลลแ์ละทีห่ลัง่
ออกนอกเซลล ์ครูดเอนไซม์ไฟเตสที่หลัง่ออกนอก
เซลล์ของ R. mucilaginosa ZML2-31 มีศักยภาพ
ในการปลดปล่อยฟอสเฟตอนินทรีย์จากถัว่เหลอืง
และถัว่ลูกไก่ ได้ดีที่พีเอช 4.0 อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส  จึงอาจน า เอนไซม์ไฟเตสจาก  R. 
mucilaginosa ZML2-31 มาประยุกต์ใชใ้นการเสรมิ
ลงในอาหารสัตว์ปีกหรืออาหารส าหรับลูกสุกร 
หย่านมได ้
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยทัว่ไป 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ประจ าปีงบประมาณ 
2556 ขอขอบคุณกลุ่มวิสาหกิจชุมชนข้าวโพดบด
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