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ABSTRACT 

 

Phytase is one enzyme widely used in feed industry. Feed enzymes are 

expected to have high thermostability to withstand the high temperature during feed 

processing. The main purpose of this research is to isolate the thermotolerant bacteria 

for using as phytase producer that may be have the appropriate properties for 

industrial utilizing in the future and to optimize the medium compositions and 

condition for phytase production. Screening of phytase producing thermotolerant 

bacteria from hot spring was studied. It was found that bacteria MHW14 was able to 

produce the highest clear zone as 0.40 centimeter on phytase screening medium 

(PSM) plate. Phytase activity as 0.10 unit per milliliter was produced in culture broth 

containing rice bran as phytate source at 12 hours. The suitable source of phytate, 

carbon and nitrogen for phytase production was rice bran, glucose and ammonium 

sulfate, respectively. Plackett and Burman design was used for analysis the factors 

affected on phytase production. The results showed that rice bran and ammonium 

sulfate were two positively significant effective factors (P<0.05). Central Composite 

Design (CCD) was used to predict the maximum phytase activity as
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0.2007 unit per milliliter by adding 10.35%(w/v) rice bran and 2.64% (w/v) 

ammonium sulfate in optimized medium. However, the maximum phytase activity as 

0.1962 unit per milliliter was obtained after growing the bacteria at 45°C for 12 hours 

which was calculated to be 96% validation. Effect of temperature and pH on phytase 

production was determined. The condition was carried out at 37, 45, 50, 55, 60 and 

65°C and pH was adjusted to 5, 6, 7, 8, 9 and 10. The temperature at 45°C and pH 7.0 

was found to be the best condition for phytase production. The phytase was partially 

purified to 32 purification folds with specific activity of 0.833 unit/mg protein by heat 

treatment, DEAE-Sephadex A-50, Sephacryl S-100 column chromatography, and 3% 

recovery was obtained. The molecular weight was estimated to be 12.1 and 11.3 kDa 

by gel filtration and SDS-PAGE respectively. The partial purified phytase was 

characterized and found that the optimum temperature for the enzyme was 60°C and it 

was stable up to 60oC for 1 hour incubation. The enzyme was stable at pH 6.0-8.0 and 

had a broad range of optimal pH from 2.0-10.0. The enzyme had 4.57 mM and 0.048 

μmole/minute of Km and Vmax, respectively. 
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บทคัดยอ 
 

ไฟเตสเปนเอนไซมที่มีการนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวอยางแพรหลาย ทั้งนี้
เอนไซมตองสามารถทนอุณหภูมิสูงจากขั้นตอนการผลิตอาหารสัตวได งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายใน
การแยกจุลินทรียที่ทนอุณหภูมิสูงเพื่อใชเปนแหลงเอนไซมไฟเตสที่มีคุณสมบัติเหมาะสม และ
นําไปใชงานไดจริงในการผลิตระดับอุตสาหกรรม จากการคัดเลือกแบคทีเรียทนรอนจากตัวอยาง
น้ําพุรอนที่สามารถผลิตเอนไซมไฟเตสได พบวา แบคทีเรีย MHW14 สามารถสรางวงใสกวาง
ที่สุดบนอาหารที่ใชคัดเลือก (Phytase Screening Medium, PSM) เทากับ 0.4 เซนติเมตร และ
แบคทีเรียดังกลาวยังสามารถผลิตเอนไซมไฟเตสไดสูงสุด เทากับ 0.10 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียง
แบคทีเรียนี้ในอาหารเหลวที่ใชรําขาวเปนแหลงไฟเตทเปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง การหาสูตรอาหาร
ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไฟเตส พบวา รําขาว กลูโคสและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไฟ
เตท แหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม ตามลําดับ จากนั้นจึงใชแผนการทดลอง 
Plackett and Burman design เพื่อหาปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไฟเตส พบวา รําขาว และ
แอมโมเนียมซัลเฟตเปนปจจัยเชิงบวกที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไฟเตสอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 

แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ทํานายปริมาณเอนไซมสูงสุดที่
แบคทีเรีย MHW14 สามารถผลิตไดมีคาเทากับ 0.201 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใชรําขาวและ
แอมโมเนียมซัลเฟต รอยละ 10.35 และ  2.64 โดยมวลตอปริมาตร ในสูตรอาหารที่ใชศึกษา 
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อยางไรก็ตามปริมาณเอนไซมสูงสุดที่สามารถผลิตได เทากับ 0.193 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียง
แบคทีเรียในสูตรอาหารนี้ ณ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 12 ช่ัวโมง คิดเปน 96.5 

%validation เมื่อทําการแปรผันอุณหภูมิ 37, 45, 50, 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียสและความ
เปนกรด-ดาง เทากับ 5 6 7 8 9 และ 10 พบวา ณ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และความเปนกรด-
ดาง เทากับ 7.0 เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไฟเตส สําหรับการทําบริสุทธิ์เอนไซม 
สามารถทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวนดวยการใชความรอน โครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ 
DEAE-Sephadex A-50 และเจลฟลเทรชั่น Sephacryl S-100 ไดเอนไซมที่มีความบริสุทธิ์
เพิ่มขึ้น 32 เทา โดยเอนไซมมีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 0.833 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และไดคา
ผลผลิตกลับคืนเทากับรอยละ 3 การประมาณขนาดโมเลกุลของเอนไซมโดยเจลฟวเทรชั่นและ 
SDS-PAGE พบวาเอนไซมมีขนาดประมาณ 12.1 และ 11.3 กิโลดาลตัน ตามลําดับ อุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 60 องศาเซลเซียส และมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิดังกลาวเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง เอนไซมสามารถทํางานไดในสภาวะความเปนกรด-ดางที่กวาง คือ ในชวงความเปน
กรด-ดางเทากับ 2.0-10.0 และมีเสถียรภาพที่คาความเปนกรด-ดาง 6.0-8.0  คา Km และ Vmax 

ของเอนไซมเทากับ 4.57 มิลลิโมลาร และ 0.048 ไมโครโมลตอนาที ตามลําดับ 
 


