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กิตตกิรรมประกาศ 
 

คณะผูวิจัยขอขอบคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่ใหทุนสนับสนุนโครงการวิจัยน้ี 
ขอขอบคุณเจาหนาท่ีศูนยเครื่องมือและหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร 1 และ 3 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี    
สุรนารีท่ีอํานวยความสะดวกในการใชเครื่องมือ และบริษัทอุตสาหกรรมน้ําปลาระยองที่ใหความ
อนุเคราะหตัวอยางเกลือสมุทร และตัวอยางปลา ซ่ึงเปนตัวอยางที่มีความสําคัญสําหรับงานวิจัยน้ี 
ขอขอบคุณ คุณศรชัย สินสุวรรณ คุณนวพร ลาภสงผล คุณวาสนา วงคงาม คุณศศิธร แกวเผือก และคุณ
สิริญญา ปองจันลา ที่ปฏิบัติงานวิจัยและจัดทํารูปเลมรายงานจนสําเร็จลุลวง ขอขอบคุณ คุณศุภกาญจน 
บุญอยู ท่ีชวยจัดทําเอกสารเบิกจายและจัดทําบัญชีดวยความเรียบรอย  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคัดยอ 
 

แบคทีเรีย Virgibacillus sp. SK37 ซ่ึงคัดแยกไดจากตัวอยางเดือนแรกของการหมักน้ําปลามี
ความสามารถในการยอยสลายปลากะตักและเคซีน (Casein) ท่ีความเขมขนโซเดียมคลอไรดรอยละ 
10 และ 25 จึงอาจเปนสายพันธุท่ีมีศักยภาพเปนกลาเช้ือสําหรับกระบวนการหมักน้ําปลา ซ่ึงแนวทาง
ดังกลาวจะนําไปสูการพัฒนากระบวนการลดระยะเวลาการหมัก ดังนั้นวัตถุประสงคของ

โครงการวิจัยนี้ เพื่อศึกษาแนวทางการผลิตโปรติเนสท่ีหล่ังออกมานอกเซลล  (Extracellular 
proteinase) ของ Virgibacillus sp. SK37 โดยใชผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหารเปน
สวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมโปรติเนส และศึกษา
คุณลักษณะทางชีวเคมีของการประยุกตใชเอนไซมท่ีตรึงอยูกับเซลล (Cell-bound proteinase) ในการ
หมักน้ําปลา  

ผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหารท้ัง 5 ชนิด ไดแก กากถั่วเหลือง รําขาว โปรตีนถ่ัว
เขียว กากยีสต และกากนํ้าปลา พบวากากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมท่ีสุดในการสราง     
โปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 โดยการใชกากยีสต 1% ท่ีความเขมขน
ของเกลือโซเดียมคลอไรด 2.5% ท่ี pH 7.5 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใหคากิจกรรมสูงกวาการ
ใชยีสตสกัดทางการคา (Commercial yeast extract) 1.7 เทา โปรติเนสท่ีตรึงอยูท่ีเซลลท่ีผลิตจาก 
Virgibacillus sp. SK37 ถูกสกัดโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate) เขมขน 50 
มิลลิโมลาร ท่ีผสมสารละลายกรดเอธิลีนไดเอมีนเททราอะซิติก (Ethylenediaminetetraacetic acid, 
EDTA) เขมขน 10 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ไซโมแกรม 
(Zymogram) ของโปรติเนสที่ตรึงอยูท่ีเซลลท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Virgibacillus sp. SK37 โดยใช เพป-
ไทดสังเคราะหเปนสารต้ังตนแสดงโมเลกลุขนาด 19 20 22 32 34 และ 44 กิโลดาลตัน โปรติเนสนี้
แสดงลักษณะของเอนไซมสับทิลิซิน (Subtilisin) โดยแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี 50 องศาเซลเซียส พีเอช 
8 และ 11 กิจกรรมของโปรติเนสท่ีสกัดไดเพ่ิมข้ึน 4 เทา ท่ีความเขมขนของแคลเซียมคลอไรด
มากกวาหรือเทากับ 100 มิลลิโมลาร นอกจากนี้แคลเซียมคลอไรดยังเพิ่มความคงทนตออุณหภูมิของ
โปรติเนสดวย เอนไซมแสดงกิจกรรมการยอยสลายกลามเนื้อปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด และเคซีน
ท้ังในสภาวะท่ีไมมีและมีเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี 10 และ 25% การเติมแคลเซียมคลอไรดในระดับ 
0.2% รวมกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ในกระบวนการหมักน้ําปลา พบวามีการยอยสลาย
โปรตีนในระหวางกระบวนการหมักเพิ่มข้ึน (P<0.05) เม่ือวิเคราะหจากปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน 
บงช้ีไดวา โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทตอการ
ยอยสลายโปรตีนปลาในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา  
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การศึกษาผลของโปรติเนสที่ตรึงอยูท่ีเซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 รวมกับการลด
ปริมาณเกลือ หรือ การลดปริมาณเกลือรวมกับการเพิ่มพีเอชในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาโดย
เติมเซลลVirgibacillus sp. SK37 จํานวน 6 Log CFU/กรัม พบวาการลดปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด
ในกระบวนการหมักลงจาก 30% เหลือ 15% แตเพียงอยางเดียว และการลดปริมาณเกลือลงเหลือ 15%  
พรอมกับปรับพีเอชเร่ิมตนใหเปน 6.8 ไมมีผลตอการขยายระยะเวลาการอยูรอดของกลาเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 เนื่องจากตรวจพบเช้ือในระยะเวลา 14 วัน ของกระบวนการหมัก จากการ
สังเกตรูปพรรณสัณฐานของโคโลนีบนอาหาร JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 10% แตการลด
เกลือและเพ่ิมพีเอชสงผลใหเกิดแบคทีเรียหลากหลายชนิดมากกวาตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% หลังจาก
หมักเปนเวลา 180 วัน ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของทุกตัวอยางมีคา 1046-1162 มิลลิโมลาร โดย
การลดปริมาณเกลือแตเพียงอยางเดียวและการลดปริมาณเกลือรวมกับการเพิ่มพีเอชเร่ิมตนของ

กระบวนการหมักมีผลเพิ่มปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนเม่ือเทียบกับการหมักดวยเกลือ 30% (P<0.05) 
ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดของทุกตัวอยางมีคา 2.2-2.7% การลดเกลือแตเพียงอยางเดียวไมมีผลตอ
ปริมาณ ไบโอจินิกเอมีนของผลิตภัณฑแตการลดเกลือรวมกับการเพิ่มพีเอชของกระบวนการหมัก
เปน 6.8 สงผลใหปริมาณฮีสตามีนและคาดาเวอรีนเพิ่มข้ึน (P<0.05) การหมักน้ําปลาโดยการลดเกลือ
รวมกับปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.8 สงผลใหเกิดสารระเหยในปริมาณท่ีสูงโดยเฉพาะไดเมธิลไดซัลไฟด 
(Dimethyl disulfide) ซ่ึงเปนสาเหตุของกล่ินอุจจาระ (Fecal note) ในขณะท่ีการหมักท่ีลดเกลือลง
15% แตเพียงอยางเดียว สงผลใหไดน้ําปลาท่ีมีชนิดและปริมาณสารระเหยใกลเคียงกับการหมักแบบ
ดั้งเดิมท่ีมีสัดสวนของเกลือโซเดียมคลอไรด 30% (P<0.05) 
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Abstract 

 
 Virgibacillus sp. SK37 isolated from fish sauce fermented for 1 month showed high 
proteolytic activity towards anchovy and casein substrates at 10% and 25% NaCl. It could be the 
potential strain for starter culture development for reducing fish sauce fermentation time. Overall 
objective of this research were to elucidate the suitable food industrial byproducts as a part of 
culture medium and conditions affecting extracellular proteinase production of Virgibacillus sp. 
SK37. In addition, to investigate biochemical characteristics of Virgibacillus sp. SK37 cell-bound 
proteinases and to apply cell-bound proteinase to fish sauce fermentation. 

Among 5 food industrial wastes including soybean pomace, rice bran, mungbean protein, 
spent brewery yeast sludge, and fish sauce sludge, yeast sludge was the best nitrogen source for 
extracellular proteinase production from Virgibacillus sp. SK37. The optimum condition of 
proteinase production was obtained in the medium containing 1% yeast sludge, 2.5% NaCl, pH 7.5 
at 40°C. This was about 1.7 times higher than the commercial yeast extract medium. Cell-bound 
proteinases from Virgibacillus sp. SK 37 were extracted into a free form by incubating the washed 
cells in 50 mM Tris-maleate (pH 7.0) containing 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
at 37°C for 2 h. Cell-bound proteinases from Virgibacillus sp. SK37 revealed molecular mass of 
19, 20, 22, 32, 34, and 44 kDa based on a synthetic peptide zymogram. The proteinases showed 
subtilisin-like serine characteristics with the highest activity at 50 °C and pH 8 and 11. Activity of 
the extracted proteinases increased ~4 times at ≥100 mM CaCl2. In addition, CaCl2 enhanced 
thermal stability of the extracted proteinases. Enzymes showed proteolytic activity in either the 
absence or presence of 10 and 25 % NaCl toward fish muscle, soy protein isolate, and casein 
substrates. Addition of 0.2 % CaCl2 (w/w) in conjunction with starter culture of Virgibacillus sp. 
SK 37 increased protein hydrolysis as measured by α-amino group content throughout fermentation 
(P<0.05). Cell-bound proteinases were likely to play an important role in protein hydrolysis during 
fish sauce fermentation. 

The effect of cell-bound proteinase from Virgibacillus sp. SK37 together with reduced salt 
content or reduced salt with increase pH on fish sauce fermentation was investigated by inoculating 
cell pellets of Virgibacillus sp. SK37 of 6 log CFU/g. Salt reduction from 30% to 15% and salt 
reduction in comjuction with pH adjustment to 6.8 at the beginning of fermentation did not increase 
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the survivor of Virgibacillus sp. SK37 during fermentation as cells were detected within 14 days 
based on morphological observation on JCM 168 10% NaCl. But salt reduction alone or together 
with pH adjustment increased diversity of microflora throughout fermentation as compared to 
sample with 30% NaCl. α-Amino group contents of 180-day-old fish sauce samples were 1046-
1162 mM and salt reduction alone and salt reduction along with pH adjustment appeared to 
increase α-amino group content as compared to the control with 30% NaCl (P<0.05). Total 
nitrogen content of all samples was 2.2-2.7%. Salt reduction alone had no effect on biogenic amine 
contents of the finished product, but salt reduction along with pH adjustment to 6.8 increased 
histamine and cadaverine (P<0.05). Salt reduction in combined with pH adjustment to 6.8 increased 
the contents of volatile compounds, particularly dimethyl disulfide contributing to fecal note. While 
volatile compounds of fish sauce fermented with salt reduction to 15% were comparable to those 
fermented conventionally at 30% NaCl (P<0.05). 
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36 

 

 

 

 

 

 

 

 



ช 
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 หนา 
     3.3 บทบาทของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 ตอการยอยปลากะตัก 45 
     3.4 บทบาทของโปรติเนสที่ตรึงอยูท่ีเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ตอกระบวนการ 
           หมักน้าํปลาระดับหองปฏิบัติการ 

47 

บทท่ี 4 บทสรุปและขอเสนอแนะ 79 
เอกสารอางอิง 81 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี   หนา 
1.1 ลักษณะและสมบัติบางประการของ Virgibacillus sp. บางสายพันธุท่ีพบ

ในส่ิงแวดลอมท่ีมีเกลือสูง 
 7 

1.2 ลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรีย  11 
1.3 คุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. ท่ีคัดแยกได

จากแหลงตางๆ 
 13 

3.1 ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Total nitrogen) และปริมาณเกลือของยีสต
สกัดทางการคา (Yeast extract) และผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร 

 29 

3.2 ผลของสารยับยั้งและอิออนตอคากิจกรรมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับ

เซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 
 40 

3.3 ความจํา เพาะตอสารต้ังตนของโปรติ เนสที่ต รึงอยูกับเซลลจาก

Virgibacillus sp. SK37 
 42 

3.4 ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ของนํ้าปลาท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37 ท่ีมีและไมมีแคลเซียมคลอไรด ในระดับ 0.2% 
โดยนํ้าหนัก 

 46 

3.5 องคประกอบทางเคมีของนํ้าปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ เปนเวลา 6 
เดือน 

 71 

3.6 คาสีในระบบ L* a* และ b* ของตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ 
เปนเวลา 6 เดือน 

 72 

3.7 ปริมาณโอจีนกิเอมีน (ppm) ของตัวอยางน้าํปลาหมักท่ีเติม Virgibacillus 
sp. SK37 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 

 74 

3.8 สารระเหยของตัวอยางน้ําปลา ท่ีหมักดวยความเขมขนเกลือและคาพีเอช
ตางๆรวมกับการเติม ตะกอนเซล Virgibacillus sp. SK37 เปนระยะเวลา 
6 เดือน  

 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



สารบัญรูปภาพ 
 
รูปท่ี   หนา 
3.1 ผลของแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ ท่ีระดับ 1% (w/v) ตอกจิกรรมของโปรติ

เนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. 
SK37 (B) 

 30 

3.2 ผลของปริมาณกากยีสตท่ีระดับตางๆ (0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 % (w/v)) ตอ
กิจกรรมโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 32 

3.3 ผลของอุณหภมิูตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการ
เจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 33 

3.4 ผลของพีเอชตอกิจกรรมโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการ

เจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 34 

3.5 ผลความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออก

นอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 35 

3.6 ไซโมแกรมของเอนไซมโปรติเนสที่สกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 โดย
ใชเคซีนเปนสารต้ังตน (a) และ ใช succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-
amino-4-methylcoumarin (AMC) เปนสารต้ังตน (b) S คือสารมาตรฐาน C 
คือ ตัวอยางควบคุม EDTA คือเอนไซมโปรติเนสที่สกัดดวยสารละลาย 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ความเขมขน 10 mM Ca2+ คือ 
ตัวอยางท่ีสกดัดวยสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 10 mM Extract คือ
เอนไซมโปรติเนสสกัด 

 37 

3.7 ไซโมแกรมของการสกัดเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ดวย
สารละลาย EDTAความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีระยะเวลาตางๆ 

 38 

3.8 อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมของโปรติเนสที่สกัดจากเซลล Virgibacillus 
sp. SK37 

 39 

3.9 ผลของแคลเซียมคลอไรดตอกิจกรรม และความคงทนตออุณหภูมิของ
เอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 

 43 

3.10 ผลของโซเดียมคลอไรดตอการยอยสลายโปรตีนปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด 
และเคซีน ของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 

 44 

    

 

 

 

 

 

 

 

 



ญ 
 

 สารบัญรูปภาพ (ตอ)   
    

รูปท่ี   หนา 
3.11 การเปล่ียนแปลงประชากรเชื้อแบคทีเรีย ดวยเทคนิคการ spread plate บน

อาหารเล้ียงเชื้อ plate count agar (PCA) ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียม
คลอไรด 15% ;Control คือ ปลากะตักไมเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37, 
Control+ CaCl2 คือปลากะตักเติมแคลเซียมคลอไรดในระดับ 0.2%, Whole 
cells คือตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลล (Whole cell) ของ Virgibacillus sp. 
SK37, Whole cells + CaCl2 คือ ตัวอยางท่ีเติมเซลลของ Virgibacillus sp. 
SK37 และแคลเซียมคลอไรด เขมขน 0.2% 

 45 

3.12 การเปล่ียนแปลงประชากรในระหวางการหมักน้ําปลาดวย Virgibacillus sp. 
SK37 ตรวจนับจุลินทรยโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ Plate JCM 168 ท่ีเติมเกลือ
โซเดียมคลอไรด 10%  

 48 

3.13 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวัน

แรกของ กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือ

โซเดียมคลอไรดในระดับ 10% 

 50 

3.14 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
7 ของกระบวนการ หมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10%  

 51 

3.15 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
14 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10% 

 52 

3.16 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
21 กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอ
ไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือโซเดียมคลอ
ไรด 30% และเกลือโซเดียมคลอไรด 30% ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 53 

3.17 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
30 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และ 
ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 54 
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 สารบัญรูปภาพ (ตอ)   
    

รูปท่ี   หนา 
3.18 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 

60 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และ 
ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 55 

3.19 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวาง

ในวันท่ี 90 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือ
โซเดียมคลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 
30% และ ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 56 

3.20 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักนํ้าปลาในวันท่ี 
120 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือ

โซเดียมคลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 
30% และ ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 57 

3.21 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวาง

ในวนัท่ี 150 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติม
เกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุม
เกลือ 30% และ ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 58 

3.22 การเปล่ียนแปลงประชากรจลิุนทรียชอบเกลือสูงในระหวางกระบวนการ

หมักน้ําปลาท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 ตรวจนับจุลินทรยโดยใชอาหาร
เล้ียงเช้ือ JCM 169 ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 25% 

 59 

3.23 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
7 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% 

 61 

3.24 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
14  กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% 

 62 

3.25 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
21 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25%  

 63 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฏ 
 

 สารบัญรูปภาพ (ตอ)   
    

รูปท่ี   หนา 
3.26 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 

30 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% 

 64 

3.27 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
60 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ 
เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 65 

3.28 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
90 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ 
เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 66 

3.29 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
120 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือ

โซเดียมคลอไรด 25% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 
6.8 และ เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 67 

3.30 การเปล่ียนแปลงปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของน้ํ าปลาในระหวาง

กระบวนการหมักเปนเวลา 6เดือน 
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3.31 การเปล่ียนแปลงโอลิโกเพปไทดของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมัก

เปนเวลา 6 เดือน 
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คําอธิบายสัญลักษณ 
 

ANOVA   =  Analysis of variance 
α     =  Alfa 
CFU     =  Colony forming unit 
et al.    =  et alia (and others)  
mM     =  Millimolar 
mmol    =  Millimole 
μmol    =  Micromole 
%   =  Percentage  
sp.     =  Species 
DTT   =  Dithiothreitol 
E-64   =  Trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidine)-butane 
EDTA   =  Ethylenediaminetetraacetic acid 
MW  =   Molecular weight 
MWCO  =  Molecular weight cut-off 
PMSF   =  Phenylmethanesulfonyl fluorid 
SDS-PAGE =   Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
TCA    =  Trichloroacetic acid 
TLCK   =  N-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 
TPCK   =  N-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone 
Tris   =  Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
μL   =  Microliter 
μm   =  Micrometer 
Ym   =  Yeast extract broth 
Unit  =  Unit activity 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญ ท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
          ประเทศไทยเปนผูผลิตน้ําปลาท่ีสําคัญของโลก มูลคาการสงออกน้ําปลาเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องทุก
ปจาก 637.6 ลานบาท ในป พ.ศ. 2541 เปน 858 ลานบาท ในป พ.ศ. 2550 และคาดวาจะสูงถึง 1,200 
ลานบาท ในป พ.ศ. 2554 (www.ops3.moc.go.th) โดยคูคาท่ีสําคัญไดแก สหรัฐอเมริกา ฮองกง ญ่ีปุน 
และลาว ซ่ึงมีการขยายตัวในป พ.ศ. 2554 ถึงรอยละ 5.34 ท้ังนี้เนื่องจากการขยายตัวทางธุรกิจ

รานอาหารไทย และกระแสความนิยมในอาหารเพ่ือสุขภาพของชาวตะวันตก จะเห็นไดวาน้ําปลา
นับเปนเคร่ืองปรุงอาหารท่ีมีความสําคัญตอเศรษฐกิจของประเทศไมนอย อยางไรก็ตามการผลิต
น้ําปลายังคงอาศัยกระบวนการหมักตามธรรมชาติ ซ่ึงใชเวลาในการผลิตนานถึง 12-18 เดือนในการ
ผลิตหัวน้ําปลา และตองใชเวลาอีกประมาณ 3-4 เดือนหลังจากนั้นเพื่อผลิตน้ําปลาช้ันคุณภาพท่ี 2 รวม
เบ็ดเสร็จแลวใชเวลารวม 2 ป เพื่อใหไดน้ําปลาทางการคา จะเหน็ไดวาอุตสาหกรรมน้ําปลาขาดการ
ประยุกตใชเทคโนโลยีเพื่อเพิ่มผลผลิต และควบคุมคุณภาพ ซ่ึงเปนจุดออนท่ีทําใหอุตสาหกรรมนี้ไม
สามารถเติบโตและเพ่ิมผลผลิตไดตามความตองการของตลาดท้ังภายในและภายนอกประเทศ  หากยัง
ไมมีการประยุกตใชองคความรูทางวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเพื่อเพิ่มผลผลิตและควบคุมคุณภาพ

ของน้ําปลาแลว น้ําปลาซ่ึงเปนสินคาท่ีแสดงเอกลักษณของความเปนไทยยอมจะไมสามารถแขงขันใน
ตลาดโลกได  

น้ําปลาคือ ผลิตผลท่ีไดจากการยอยสลายโปรตีนปลาในสภาวะท่ีมีเกลือสูง (25-30%) โดย     
โปรติเนสจากปลา (Endogenous proteinases) และจากจุลินทรียท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติในระหวาง
กระบวนการหมักซ่ึงเปนกลุมจุลินทรียชอบเค็ม และ/หรือ จุลินทรียทนเค็ม (Halophilic/halotolerant 
bacteria) เนื่องจากสภาวะท่ีเกลือความเขมขนสูง กิจกรรมของเอนไซมเหลานี้มีอยูอยางจํากัด ดังนั้น
แนวทางในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน คือ การเติมเอนไซมโปรติเนสทางการคา ซ่ึงมี
รายงานวาคุณภาพทางประสาทสัมผัสของน้ําปลาท่ีไดเทียบเทากับการหมักแบบธรรมชาติ และ
สามารถลดระยะเวลาในการหมักลงได (Beddows and Ardeshir,1979; Raksakulthai et al., 1986; 
Raksakulthai and Haard, 1992) อยางไรก็ตาม ยังไมมีการนําไปประยุกตใชในเชิงการคา ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากเอนไซมโปรติเนสทางการคามีราคาแพง  

อีกแนวทางหนึ่งคือการใชโปรติเนสจากจุลินทรีย ซ่ึงทางคณะผูวิจัยไดประสบความสําเร็จใน
การคัดเลือก จุลินทรียชอบเค็มและทนเค็มจากตัวอยางน้ําปลาหมักในชวงระยะเวลาตางๆไดมากกวา 
200 ไอโซเลท โดยในจํานวนนี้มีอยู 5 ไอโซเลทท่ีแสดงกิจกรรมของโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล
และโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลในระดับสูงและมีศักยภาพท่ีสามารถนํามาประยุกตใชเพื่อเรงปฏิกิริยา
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การยอยสลายโปรตีนได การใชประโยชนจากเช้ือจุลินทรียเหลานี้เปนแนวทางที่นาสนใจ เนื่องจาก (1) 
มีตนทุนท่ีถูกกวาการใชเอนไซมทางการคาซ่ึงตองนําเขาจากตางประเทศ (2) เนื่องจากจุลินทรียชอบ
เค็ม/ทนเค็ม คัดแยกจากตัวอยางน้ําปลา เอนไซมท่ีผลิตไดจึงนาท่ีจะแสดงกิจกรรมไดในสภาวะเกลือ
สูงและมีความคงทนตอเกลือไดดีกวาเอนไซมทางการคา (3) เปนการลดการพ่ึงพาเทคโนโลยีจาก

ตางชาติ อยางไรก็ตาม การใชประโยชนเอนไซมโปรติเนสจากแบคทีเรียเหลานี้ใหมีประสิทธิภาพ
สูงสุด จําเปนตองมีองคความรูเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซมเหลานี้ เชน อุณหภูมิ พีเอช 
ความเขมขนของเกลือ ท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา เปนตน นอกจากนี้ยังจะตองมีความเขาใจถึง
ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางโปรติเนสของแบคทีเรียเหลานี้ เชน องคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสมตอการสรางโปรติเนส และหากสามารถพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือโดยใชแหลงไนโตรเจน
จากวัสดุท่ีมีในประเทศและราคาถูก เชนเศษปลาที่เหลือจากอุตสาหกรรมอาหารทะเล หรือกากปลาท่ี
เหลือท้ิงจากกระบวนการหมักน้ําปลา แทนการใชอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูปท่ีตองนําเขาจาก
ตางประเทศ จะทําใหสามารถผลิตกลาเช้ือและ/หรือเอนไซมในตนทุนท่ีถูก และยังเปนการนําวัสดุ
เหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมมาใชใหเกิดประโยชนสูงสุดอีกทางหนึ่งดวย ปจจัยหนึ่งท่ีจําเปนตอง
พิจารณาในการใชประโยชนจากโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล คือปจจัยแวดลอมท่ีมีผลตอการเจริญของ
แบคทีเรียนั้น กลาวคือหากกลาเช้ือท่ีใชมีกิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล กลาเช้ือนั้นควร

สามารถเพ่ิมจํานวนไดดีภายใตสภาวะการหมัก เพื่อเปนการเพ่ิมกิจกรรมของโปรติเนสดวย นอกจากนี้
ปริมาณกรดอะมิโน โอลิโกเพปไทด ปริมาณแหลงคารบอน ความเขมขนของเกลือ และสารอาหารอ่ืน 
ในกระบวนการหมักอาจมีผลตอการเจริญของกลาเช้ือท่ีสรางโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลดวย ปจจัย
เหลานี้ควรมีการควบคุมและปรับเพื่อใหกลาเช้ือสามารถเจริญไดสูงสุด นอกจากสภาวะที่กลาเช้ือจะ
สามารถเจริญไดดีแลว ปจจัยท่ีจะตองพิจารณาคือสภาวะท่ีโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลสามารถเรง
กิจกรรมไดดี องคความรูเกี่ยวกับปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญของกลาเช้ือและคุณสมบัติทางชีวเคมีของ 
โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลลวนแลวแตมีความสําคัญท่ีจะนําไปสูประยุกตใชกลาเช้ือในกระบวนการ

หมักน้ําปลาอยางมีประสิทธิภาพ 
 

ทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวของ 
            1.1 น้ําปลา 

      น้ําปลาเปนผลิตภัณฑอาหารที่ไดจากการหมักปลา เปนของเหลวใส สีน้ําตาล มีรสชาติเค็ม 
ใชเปนเครื่องปรุงรสท่ีนิยมและรูจักกันมานาน เปนผลิตภัณฑท่ีผลิตในแถบทวีปเอเชีย โดยมีชื่อ
แตกตางกันไปในแตละประเทศ เชน ประเทศไทยและลาวเรียกวา น้ําปลา ประเทศมาเลเซีย เรียกวา  
บูดู (Budu) ประเทศอินโดนเีซีย เรียกวา เคทจับอิคาน (Ketjabikan) ประเทศเวียดนาม เรียกวา นอคนัม 
(Nouc-mam) ประเทศกัมพูชา เรียกวา ตึกตรัย (Teuk-trei) ประเทศญ่ีปุน เรียกวา อิชิรุ (Ishiru) 
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ประเทศพมา เรียกวา งามยายี (Ngam-ya-ye) ประเทศฟลิปปนส เรียกวา พาทิส (Patis) เปนตน 
(Lapetcharat et al., 2001) ปลาที่นิยมใชในการผลิต ไดแกปลาไสตันหรือปลากะตัก (Stolephorus 
spp.) โดยนําปลาผสมกับเกลือสมุทรในอัตราสวน 3:1 บรรจุในถังซีเมนตในสภาวะท่ีมีอากาศแบบ
จํากัด เปนเวลาประมาณ 12-18 เดือน ในระหวางการหมักของเหลวภายในตัวปลาจะซึมออกสู

ภายนอกเซลลดวยผลจากแรงดันออสโมซิส (Osmosis effect) จากน้ันกรองเพื่อแยกสวนตะกอนออก
แลวนําสวนท่ีเปนของเหลวท้ิงไวใหตกตะกอนเปนระยะเวลา 2-12 สัปดาห ไดน้ําปลาเกรดเอ หรือ
เกรดท่ี 1 สวนกากปลาท่ีเหลือจากการผลิตน้ําปลาเกรดท่ี 1 จะนํามาใชผลิตน้ําปลาเกรดรองลงมาโดย
การเติมน้ําเกลือ แตงสีและเติมสารท่ีไมเปนอันตรายตอผูบริโภคเพื่อเพิ่มสีและรสชาติ (Lopetcharat et 
al., 2001) น้ําปลามีลักษณะพิเศษเฉพาะตัว เนื่องจากเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ เคมี และ
จุลินทรียระหวางการหมัก เชน กล่ินของน้ําปลาเกิดจากการยอยโปรตีนโดยเอนไซมโปรติเนสจากตัว
ปลา และจากแบคทีเรียทําใหไดเพปไทด และอาจถูกยอยตอไปไดอีกเปนเอมีน คีโตเอซิด แอมโมเนีย 
และคารบอนไดออกไซด สวนไขมันจะถูกยอยโดยเอนไซมทําใหเกิดกรดไขมันท้ังท่ีระเหยไดและ
ระเหยไมได รวมท้ังสารประกอบคีโตน และอัลดีไฮด (Raksakulthai and Haard, 1992; Beddows et 
al., 1979) น้ําปลาเปนผลิตภัณฑท่ีความเขมขนของเกลือสูง ถึงประมาณ 25-30% ดังนั้นจุลินทรียท่ีมี
บทบาทสําคัญในกระบวนการหมักน้ําปลา เปนกลุมแบคทีเรียชอบเค็มท่ีสามารถเจริญไดในท่ีท่ีมี
ความเขมขนของเกลือสูง ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับการยอยสลายโปรตีนและการสรางสารใหกล่ินรสท่ีเปน
ลักษณะเฉพาะตัวในน้ําปลา (Beddows et al., 1979 และ Lopetcharat et al., 2001)  
                     2.1.1 จุลินทรียในกระบวนการหมักน้ําปลา 

          Thongthai and Suntinanalert (1991) ไดแยกจุลินทรีย Halobacterium  จากนํ้าปลา 
และพบวาเช้ือดังกลาวสามารถสรางโปรติเนสไดสูง นอกจากนี้ยังพบเช้ือ Bacillus และ Coryneform 
ในน้ําปลาซ่ึงสามารถสรางโปรติเนสไดสูงเชนกัน ตอมา Thongthai et al. (1992) ไดรายงานการแยก
Halobacterium salinarium จากน้ําปลาซ่ึงเช้ือดังกลาวสามารถสรางเอนไซมโปรติเนสท่ียังคงแสดง
กิจกรรม (Activity) ท่ีความเขมขนของเกลือ 4 โมลาร อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานวาโปรติเนสดัง 
กลาวเปนประเภทใดและเช้ือดังกลาวเกิดข้ึนชวงใดของการหมักน้ําปลา Chaiyanan et al. (1999) แยก
แบคทีเรียสายพันธุใหม Halobacillus thailandensis sp. nov. จากนํ้าปลา เช้ือดังกลาวสามารถสราง  
โปรติเนสกลุม Serine proteinase และ Metalloproteinase ซ่ึงคาดวาเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทตอการ
ยอยสลายโปรตีนในน้ําปลา Porntaveewat et al. (2002) ไดศกึษาโปรติเนสจาก Halobacterium ท่ีแยก
ไดจากกระบวนการหมักน้ําปลา และพบวาเปนเอนไซมในกลุม Serine proteinase โดยเอนไซมท่ีทํา
บริสุทธ์ิสามารถแสดงกิจกรรมไดสูงสุดท่ีพีเอช 6.0, 55 องศาเซลเซียส และความเขมขนของเกลือ 
25% วิไลลักษณ (2538) พบวาการใชเช้ือ H. salinarium รวมกับ S. saprophyticus และ B. 
pantothenticus ในการหมักน้ําปลา ทําใหไดคาการละลายของโปรตีนสูง นอกจากน้ีมีรายงานการพบ
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แบคทีเรียในกลุมชอบเกลือปานกลาง (Moderately halophilic bacteria) โดยเฉพาะในกลุมท่ีเซลลมี
รูปรางเปนแทง แกรมบวก ใชออกซิเจนในการเจริญ (Aerobic) และสรางสปอร  Namwong et al. 
(2005) ไดคัดแยกและระบุสายพันธุใหมคือ Lentibacillus juripiscarius sp. nov. จากนํ้าปลา และยัง
พบ Lentibacillus salicampi อีกดวย นอกจากนี้ Bacillus สายพันธุใหมจากน้ําปลาเวียดนามคือ B. 
vietnamensis sp. nov. (Noguchi et al., 2004) ซ่ึงสามารถเจริญไดท่ีโซเดียมคลอไรดเขมขนไมเกิน 
15% Hiraga et al. (2005) คัดแยก Filobacillus sp. RF2-5 จากน้ําปลาท่ีผลิตในประเทศไทย ซ่ึง
แบคทีเรียนี้สามารถเจริญไดท่ีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 0-25% โดยเจริญไดดีท่ีสุดท่ีความ
เขมขนโซเดียมคลอไรด 15%  และสามารถผลิตโปรติเนสในกลุมซีรีน (Serine proteinase) ได และ
เปนโปรติเนสที่ มี เสถียรภาพท่ีความเขมขนของเกลือสูง  (25%) นอกจากนี้ยังมีการคนพบ 
Staphylococcus sp. ในน้ําปลาท่ีหมักจากปลาแมคเคอเรล (Mackerel) ของประเทศญ่ีปุน และยังพบใน
น้ําปลาท่ีผลิตจากประเทศไทยและเวียดนาม (Fukami et al., 2004b) โดย Staphylococcus sp. มี
บทบาททําใหน้ําปลามีกล่ินท่ีออนลง (Fukami et al., 2004a) นอกจากนี้มีแบคทีเรียบางสายพันธุ ซ่ึง
พบในน้ําปลาท่ีมากับเกลือสมุทรท่ีใชในกระบวนการหมักน้ําปลา โดย Nawong (2006) ไดคัดแยก
แบคทีเรียในตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักในเดือน 1, 3, 5, 7, 9 และ 12 จากตัวอยางน้ําคาวปลาและเกลือ
สมุทร ซ่ึงพบวาแบคทีเรียท่ีแยกไดสามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีเกลือสูงถึง 25% นอกจากน้ีพบวา

แบคทีเรียท่ีแยกไดมีศักยภาพในการพัฒนาเปนกลาเช้ือเพื่อเรงกระบวนการของนํ้าปลา ไดแก 
Staphylococcus, Virgibacillus, Brevibacterium, Halomonas, Coronebacterium และ Bacillus โดย
แบคทีเรียในกลุม Virgibacillus sp. SK33 และ SK37 เปนแบคทีเรียชอบเกลือปานกลาง ซ่ึงคัดแยกได
จากตัวอยางน้ําปลาของไทยท่ีหมักได 1 เดือน เจริญไดท่ี pH คอนขางกวางในชวง 5-11 อุณหภูมิ 10-
45 องศาเซลเซียส และในสภาวะท่ีมีเกลือเขมขน 0-20% อีกท้ังยังมีศักยภาพในการผลิตโปรติเนส ซ่ึง
โปรติเนสที่ไดนั้นถูกกระตุนการทํางานโดยเกลือท่ีมีความเขมขนคอนขางสูง 20-30% นอกจากน้ี    
โปรติเนสที่ผลิตไดยังมีเสถียรภาพในเกลือท่ีมีความเขมขน 20-30% (Sinsuwan et al., 2007, 2008, 
2010a, 2010b, Phrommao et al., 2011) ยิ่งไปกวานั้น Yongsawatdigul et al., 2007 สามารถนํา 
Virgibacillus sp. SK37 และ Staphylococcus sp. SK1-1-5 มาประยุกตและพัฒนาเปนกลาเช้ือสําหรับ
กระบวนการหมักน้ําปลาเพ่ือลดระยะเวลาการหมักใหส้ันลงจาก 12  เดือน เปน   4  เดือน ไดสําเร็จ 
จากงานวิจัยดังกลาวขางตนแสดงใหเห็นวาจุลินทรียท่ีสรางโปรติเนสท่ีคัดแยกไดจากกระบวนการ

หมักน้ําปลานั้นมีหลากหลายสายพันธุ 
 
            2.2 แบคทีเรียชอบเค็ม 
                  แบคทีเรียชอบเค็ม เปนกลุมของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูและปรับตัวใหอยูรอดในสภาวะ
แวดลอมท่ีมีความเค็มสูง (Ventosa et al., 1998) แบคทีเรียชอบเค็มตองการเกลือในการเจริญและ
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ปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญนั้นข้ึนอยูกับองคประกอบของอาหารและอุณหภูมิท่ีใชในการ

เจริญ สามารถจําแนกไดเปน 3 กลุม ตามความเขมขนของเกลือท่ีเจริญไดดีท่ีสุดไดแก 1) กลุมชอบ
เกลือเล็กนอย (Slight halophile) เปนแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารท่ีมีเกลือ 0.2–0.85 โมลาร หรือ 2–5% 
2) แบคทีเรียท่ีชอบเกลือปานกลาง (Moderate halophile) แบคทีเรียกลุมนี้เจริญไดดีในอาหารที่มีเกลือ 
0.5-2.5 โมลาร หรือ 3-15% 3) แบคทีเรียชอบเกลือสูง (Extreame halophile) แบคทีเรียกลุมนี้เจริญได
ดีในอาหารที่มีเกลือ 5 โมลาร (Oren, 2008) ซ่ึงแบคทีเรียชอบเกลือสูงนี้ถูกคนพบตั้งแตป ค.ศ. 1980 
เนื่องจากเกิดพื้นท่ีท่ีมีสีแดงเปนบริเวณกวาง ในบริเวณท่ีมีความเขมขนของเกลือสูงเนื่องจากการ
ระเหยของน้ํา โดยพบในทะเลสาบ และยังพบแบคทีเรียที่สรางสารสีแดงในปลาและเคร่ืองหนัง 
(Oren, 2003) แบคทีเรียกลุมนี้เจริญไดในส่ิงแวดลอมท่ีมีความเขมขนของเกลืออยางนอย 15% จนถึง
อ่ิมตัว และความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญคือ 20-25% แตไมสามารถเจริญไดใน

สภาวะที่ไมมีเกลือ แบคทีเรียกลุมนี้มีท้ังรูปรางเซลลเปนทอน กลม และไมแนนอน ลักษณะโคโลนี
ของแบคทีเรียท่ีชอบเค็มสูงมีสีแดงเนื่องจากมีการสรางสารแคโรทีนอยด (Carotenoid) เพื่อทําหนาท่ี
ปองกันอันตรายจากแสงแดด จึงมักพบแบคทีเรียท่ีชอบเค็มสูงนี้ในบริเวณท่ีมีแสงแดด โดยแสงแดด
จะทําใหเกิดการระเหยของนํ้าทําใหความเขมขนของเกลือสูงมากจนเกือบอ่ิมตัว ในบางคร้ังมีการสราง 
แวคิวโอลซ่ึงสามารถทําหนาท่ีเก็บสะสมแกส (Gas vacuoloes) ทําใหโคโลนีมีสีชมพูหรือขาว (Oren, 2003) 
                2.2.1 Virgibacillus 
            Virgibacillus เปนแบคทีเรียท่ีชอบเกลือปานกลาง เจริญไดในสภาวะท่ีมีเกลือเขมขน 
0-25% Virgibacillus มีรูปรางเปนทอน (0.3-0.8 ×2-8 ไมครอน) มีการจัดเรียงเซลลท้ังแบบ เซลลเดี่ยว 
(Single) จัดเรียงเปนคู (Pair) และ เปนเรียงตอกันเปนสายส้ันๆ (Short chain) ยอมติดสีแกรมบวก 
และยอมติดสีท้ังแกรมบวกและแกรมลบ (Variable) สรางเอนโดสปอร (Endospore) โคโลนีเปนทรง
กลม หรือมีรูปรางไมแนนอน (Circular and slightly irregular) เรียบ  (Smooth) เปนมันวาว (Glossy) 
ความนูนตํ่า (Low convex) และโปรงใสเล็กนอยไปจนถึงทึบแสง  (Slightly transparent to opaque) 
และใหผลทดสอบบวกในปฏิกิริยา Catalase และ Oxidase เจริญไดดีในสภาวะท่ีมีออกซิเจน มี
ปริมาณเบส (G-C) อยูท่ี 30.7-42.8 mol% มีองคประกอบของควิโนน (Quinone) ชนิด เมนาควิโนน-7 
(MK-7) เปนองคประกอบหลัก และมี anteiso-C15:0 เปนกรดไขมันหลักของเซลล (Heyrman et al., 
2003, Chen et al., 2008) ปจจุบันสายพันธุของ Virgibacillus ท่ีมีการรายงานพบวามีท้ังหมด 28 สาย
พันธุ โดยท่ัวไปพบ ไดในส่ิงแวดลอมท่ีมีความเค็มเชน ดินเค็ม น้ําทะเล นาเกลือ ทะเลสาบน้ําเค็ม 
(Chen et al., 2009, Peng et al., 2009, Wang et al., 2008, Carrasco et al, 2009) นอกจากน้ียังพบไดใน
ผลิตภัณฑอาหารหมัก เชนน้ําปลา (Nawong, 2006) ปลารา (Chamroensaksri et al., 2008) อาหาร
ทะเลหมักแบบเกาหลี (Kim et al., 2011) และผลิตภัณฑนม (Seiler and Wenning, 2013) ตารางท่ี 1.1 
แสดงลักษณะและสมบัติของ Virgibacillus บางสายพันธุท่ีพบในส่ิงแวดลอมท่ีมีความเค็ม  
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ตารางที่ 1.1 ลักษณะและสมบัติบางประการของ Virgibacillus งสายพันธุที่พบในสิ่งแวดลอมที่มีเกลือสูง 

Characteristic 
Type culture straind 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Habitat 
marine 
solar 

saltern 

Chigu 
saltern 

salt lake 
salt 
field 

saline 
soil 

Dead 
sea 

salt lake 
solar 

saltern 

Thai 
fermented 

fish 
salt lake 

saline 
lake 

subsurface 
saline soil 

marine 
solar 

saltern 

marine 
solar 

saltern 

salt-
fermented 
seafood 

permafrost core 
(Canadian high 

Arctic) 
salt lake sea water 

Spore shapea E S, E E, S E E, S E E, S E E E, S E E, S S S, O E E E E, S 
Spore positionb S,T T,  S T T T S S C, S, T S T, S S, T T T T T, S C, S S T 
Gram stain v + + + + + + + + + + + v v + + + + 
Colony pigmentation - - - - Cream - White - Red Cream Cream - - - Cream Light pink - Cream 
Anaerobic growth + + - + ND - - - + - - - + - - + - ND 
Growth in the presence of:                   
     0.5 % NaCl v (-) + + w - - + - - + - + + + + + - - 
     25 % NaCl v(+) + + - + - + w - - - + - - + - - - 
     pH 10 - - + - +  + + - - + - -  + - + + 
Growth temperature (°C) 10-45 15-55 10-50 10-45 10-45 15-50 10-15 15-45 15-40 8-52 10-40 10-50 15-40 4-45 4-40 0-30 10-55 10-45 
Nitrate reduction + + + - + + - - - + + + ND ND ND + + + 
Hydrolysis of:                   
     Aesculin - + - + - + + + - - + + - - ND ND + + 
     Casein + + - + - + + + w + - - - - - + - - 
     Gelatin + + - - + + w + + - - - - - - + + + 
     Strach - + + ND - ND - ND + - - - ND + - ND - - 
Growth on:                   
     D-Glucose + + + ND + + ND w ND + - + + - ND + + + 
     D-Fructose + v (+) - ND + + + + ND + - + - ND ND ND - - 
     Sucrose + + - ND ND + ND + ND ND + + - - ND + - - 

7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

ตารางที่ 1.1 (ตอ)  

Characteristic 

Type culture straind 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Acid production from:                   

     N-Acetylglucosamine + - - - ND + + w ND ND ND + ND ND + - + ND 

     D-Galactose + + - - + - - w - - + + - ND - ND - - 

     D-Glucose + + + w + + + w + + + + - - - w + + 

     D-Fructose v + - + - + + w - + + + - w - w + - 

     D-Mannose + + - - + + + w - -   - - - w + - 

     D-Trehalose + - w w - - - - - ND + - - - - + ND - 

     D-Mannitol + w w - + - - - ND - - - - ND ND + - - 

Major polar lipidsc PG, 
DPG 

PG, 
DPG,PE, 

PLs 

PG, 
DPG, 
PLs 

PG, 
DPG, 
PLs 

PG, 
DPG 

PG, 
DPG, 

PE 

DPG, 
PG, PE 

PG, 
DPG 

PG, 
DPG 

PG, 
DPG 

PG, 
DPG 

PG, 
DPG 

DPG, 
PG, 
PLs 

ND 
DPG, PG, 

PE 

PG, 
DPG, 
PLs 

DPG, 
PG, PE, 
PLs 

PG, 
DPG 

DNA G+C (mol %) 38-39 37.3 41.8 41 40.2 
39.0-
42.8 

37.3 
36.3-
39.5 

38 44.5 38.8 37.1 39.5 37.6 37 38.2 40.9 39.5 

Note: ND, no data available; w,  weakly positive; v, variable; aE, Ellipsoidal; S, spherical; O,  oval;  bC, Central; S, subterminal; T, terminal 
cDPG, Diphosphatidylglycerol; PE, phosphatidylethanolamine; PG, Phosphatidylglycerol; PLs, unidentified phospholipids 
d1. V.halodenitrificans (Yoon et al., 2004), 2. V. chigensis (Wang et al., 2008), 3. V. kekensis (Chen et al., 2008), 4. V. koreensis (Lee et al., 2006), 5. V. lioralis (Chen, Liu et al., 2009), 6. V. marismortui               
(Arahal et al., 1999), 7. V. salaries (Hua et al., 2008), 8. V. salexigeus (Garabito et al., 1997), 9. V. siammensis (Tanasupawat et al., 2010), 10. V. xinjiangensis (Jeon et al., 2009), 11. V. salinus (Carrasco    
et al., 2009), 12. V.subterraneus (Wang et al., 2010), 13. V. campisalis (Lee et al., 2011), 14. V. byunsanensis (Yoon et al., 2010), 15. V. alimentarius (Kim et al., 2011), 16. V. arcticus (Niederberger et   
al., 2009), 17. V. sediminis (Chen, Cui et al., 2009), 18. V. zhanjiangensis (Peng et al., 2009) 
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            2.3 โปรติเนส 
                 โปรติเนส (Proteinase) คือกลุมเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรไลซิสของโปรตีน 
ซ่ึงสามารถยอยพันธะเพปไทดของสายโปรตีนรวมท้ังพันธะเอไมด (Amide) และเอสเทอรของ

กรดอะมิโนทําใหไดโอลิโกเพปไทด ไดเพปไทดหรือกรดอะมิโน โปรติเนสเปนเอนไซมท่ีถูก
นํามาใชในหลากหลายอุตสาหกรรม  เชน อุตสาหกรรมผลิตสารทําความสะอาด อุตสาหกรรมผลิต
เพปไทด อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมอาหารสัตว อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมนม 
อุตสาหกรรมการหมัก และอุตสาหกรรมยา (Shimogaki et al., 1991; Rao et al., 1998) โปรติเนส 
สามารถจําแนกประเภทตามตําแหนงของพันธะเพปไทดท่ียอยสลายไดเปน 2 ประเภท คือ เอนโด- 
โปรติเนส (Endoproteinase) และ เอกโซโปรติเนส (Exoproteinase) โดยเอนโดโปรติเนสเปน

เอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเพปไทดท่ีอยูในสายโปรตีนทําใหเกิดเฟปไทดสายส้ัน 
(Oligopeptide) ในขณะท่ีเอกโซโปรติเนสจะสลายพันธะเพปไทดท่ีอยูดานนอกของสายโปรตีนได
ผลิตภัณฑเปนกรดอะมิโน (Rawling and Barrett, 1992) โปรติเนสสามารถจําแนกออกเปน 4 
ประเภท ตามชนิดของกรดอะมิโนท่ีบริเวณเรงปฏิกิริยา (Active site) ไดเปนโปรติเนสซีรีน (Serine) 
โปรติเนสซีสติอีน (Cysteine) โปรติเนสแอสปาติก (Aspastic) และโปรติเนสเมทาลโล (Metallo)  
โปรติเนสซีรีนเปนเอนไซมท่ีตัดพันธะเพปไทดภายในสายโปรตีน (Endoproteinease) โดย catalytic 
triad ประกอบดวยซีรีน ฮีสติดีน และแอสพาเตท นอกจากนี้โปรติเนสซีรีนยังถูกยับยั้งโดย 3,4-
Dichloro isocoumarin (3,4-DCI), Diiopropylfluro phosphate (DFP), Phenylmethysulfonyl fluoride 
(PMSF) และ Tosyl-L-lysind chloromethyl ketone (TLCK) นอกจากนี้ โปรติเนสซีรีนยังสามารถ
จําแนกออกเปน 4 กลุมยอย ตามตําแหนงการตัดพันธะบนสายโปรตีน คือโปรติเนสที่มีสมบัติคลาย 
ทริปซิน (Trypsin-like serine proteinase) โปรติเนสที่มีสมบัติคลายไคโมทริปซิน (Chymotrypsin-
like proteinase) หรือซับทิลิซิน (Subtilisin-like proteinase) โปรติเอสท่ีทําหนาท่ีคลายอีลาสเตส 
(Elastase-like proteinase) และเมทาลโลซีรีนโปรติเนส (Serine metallo proteinase) (Morihara, 
1947) นอกจากน้ีสามารถแบงประเภทของโปรติเนสตามคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา ได
เปนโปรติเนสที่สามารถเรงปฏิกิริยาในสภาวะกรด (Acid proteinase) สภาวะท่ีเปนกลาง (Neutral 
proteinase) และสภาวะดาง (Alkaline proteinase)  
              โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะท่ีเปนดางแสดงกิจกรรมไดสูงในชวง พีเอช 8.1-12.0 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการแสดงกิจกรรมของโปรติเนสกลุมนี้คือประมาณ 50-80 องศาเซลเซียส 
และมีความจําเพาะเจาะจงกับสารต้ังตนท่ีหลากหลาย ดวยเหตุผลนี้ทําใหโปรติเนสกลุมนี้เหมาะ
สําหรับอุตสาหกรรมสารชําระลาง (Detergent) (Roa et al., 1998; Maurer, 2004) เชน Bacillus sp. 
B001 ผลิตเอนไซมท่ีมีคากิจกรรมการยอยสลายโปรตีนสูง เอนไซมแสดงกจิกรรมไดสูงท่ี พีเอช 10 
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาคือ 60 องศาเซลเซียส (Deng et el., 2010) B. mojavensis 
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A21 ผลิตซีรีนโปรติเนสซ่ึงแสดงกิจกรรมไดดีท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอชท่ีเหมาะสมคือ 8.5 
นอกจากนี้ B. clausii GMBAE 42 ผลิตซีรีนโปรติเนส ซ่ึงแสดงกิจกรรมไดสูงท่ี 50 องศาเซลเซียส 
และพีเอช 11.3 (Kazan et al., 2005)  
             โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะเปนกลางแสดงกิจกรรมไดในชวงพีเอช ท่ีแคบ 5.0-8.0 
สามารถทนความรอนไดต่ํา สงผลใหอัตราการเรงปฏิกิริยาตํ่า และโปรติเอสกลุมนี้ยังมีความจําเพาะ
ตอเจาะจงตอกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัว (Hydrophobic amino acid) ดวยสมบัติในการทนความรอนท่ีต่ํา
ของโปรติเนสกลุมนี้จึงสามารถใชเพื่อควบคุมระดับการยอยของโปรตีน (Degree of hydrolysis) ซ่ึง
สามารถทําการปรับอุณหภูมใิหสูงข้ึนเพื่อชะลอหรือหยุดปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนได (Godfrey and West, 
1996) โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะท่ีเปนกลางสวนใหญจัดเปนซีรีนโปรติเนสซ่ึงโลหะไมมี
ผลตอการเรงปฏิกิริยา (Rao et al., 1998) เชน B. subtilis JB1 ผลิตเอนไซมท่ีหล่ังออกนอกเซลล      
พีเอชท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาคือ 7.5 (Sung et al., 2010) B. laterosporus ผลิตโปรติเนสที่
ทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 (Usharani and Muthuraj, 2010) 
                     2.3.1 โปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล (Cell-bound proteinase) 
                           โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลเปนเอนไซมท่ีฝงปลายสายคารบอกซิล (C-terminus) 
อยูในสวนเซลลหอหุม (Cell envelop) และสวนผิวของแบคทีเรีย (Cell surface) สวนหอหุม 
หมายถึง สวนท่ีทําหนาท่ีหุมโครงสรางและองคประกอบตางๆที่อยูภายในเซลลท้ังหมด ซ่ึงมี
องคประกอบหลักคือ ไขมันท่ีมีข้ัว (amphipatic lipids) และ เพปติโดไกลแคน (peptidoglycan) 
(McKane and Kandel 1985) ซ่ึงมีการศึกษาคุณลักษณะของโปรติเอสกลุมนี้อยางกวางขวางใน
แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีใชเปนกลาเช้ือในการผลิตเนยแข็ง โดยพบวาโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลมี
บทบาทสําคัญตอการผลิตเนยแข็งและผลิตภัณฑนมหมักอ่ืนๆ โดยท่ัวไปแลวโปรติเนสที่ตรึงอยูกับ
เซลลจะถูกสกัดดวย เกลือ การใชอัตราซาวน การใชสารลดแรงตรึงผิว (Detergent) สภาวะดาง สาร
ยึดจับโลหะ (Chelating agent) ตัวทําละลายอินทรีย และการใชเอนไซมในกลุมฟอสโฟไลเปส 
(Phospholipase) (Scopes 1994; Martín-Hernández  et al. 1994) โปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล 
Lactobacillus helveticus L89 ซ่ึงมีขนาด 180 กิโลดาลตัน สกัดดวย Triton x-100 และ Nonidet P40 
แตสําหรับการสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก Streptococcus thermophilus CNRZ385 ทําได
โดยการเล้ียงเซลลในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมไกลซีนเพื่อยับยั้งการสรางเพปติโดไกลแคนของผนัง

เซลล และใช Alumina powder รวมกับการใชไลโซไซม (Fernadez-epla et el., 2000) Fricke et al. 
(2001) รายงานการสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก B. cereus ท่ีมีขนาด 17 kDa โดยใช 
Sulfobetain SB-12 ซ่ึงเปนสารลดแรงตรึงผิวในขณะท่ี Exterkate และ de Veer (1985) พบวาโปรติ-
เนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจาก Streptococcus cremoris HP ถูกสกัดไดงายๆโดยการเขยาเซลลใน

สารละลายบัฟเฟอร pH 6.5 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที Sinsuwan et al. (2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

รายงานวาโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรียชอบเกลือ Virgibacillus sp. SK33 สามารถสกัด
ออกไดโดยใชไลโซโซมเขมขน 0.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
ชั่วโมง โปรติเนสที่ถูกสกัดสวนใหญมีขนาดโมเลกุลประมาณ 17, 32 และ 65 กิโลดาลตัน สภาวะท่ี
เหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติ-เนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีสกัดไดคือ 50 องศาเซลเซียส pH 8 และ 11 
โปรติเนสดังกลาวจัดอยูในกลุม ซีรีนและมีคุณสมบัติคลายซับทิลิซิน (Subtilisin-like) และยังคง

แสดงกิจกรรมที่ความเขมขนโซเดียมคลอไรด 25% (ตารางท่ี 1.2) โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก
จุลินทรียชนิดตางๆมีขนาดโมเลกุลประมาณ 45-180 กิโลดาลตัน ดังแสดงในตารางท่ี 1.2  
 
ตารางท่ี 1.2 คุณลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรีย 

Species Classification 
Optimum condition MW 

(kDa) 
Reference 

pH Temperature (ºC) 
Lactococcus casei NCDO Serine 7.5 45 - Ezzat et al. (1998) 

Serine-matallo 7 40 - 

L. casei subsp. 
Casei IFPL 731 

Serine 6 40 150 Fernandez de 
Palencia et al. (1997) 

L. casei NCDO 151 Serine 4.8, 5.6 35-37 36×4 Naes et al. (1991) 

L.bugaricus NCDO 1489 Metallo 5.2-5.8 45-50 - Argyli et al. (1976) 

L.delbrueckii subsp. lactis 
ACA-DC 178 

Serine 6 40 - Tsakalodou et al. 
(1999) 

L.delbrueckii subsp. 
bulgaricus CNRZ 397 

Cysteine 5.5-6 42-45 170 Laloi et al. (1991) 

L. helveticus L89 Serine 7 50 180 Martin-Hernandez et 
al. (1994) 

Streptococcus 
thermophilus CNRZ 385  

Serine 7 37 153 Shanbal et al. (1993) 

S. thermophilus CNRZ 
703 

Serrine 7 45 - Fernandez-Espla et 
al. (2000) 

S.cremoris AC1 Serine 40 5.5-6 145 Geis et al. (1985) 
Virgibacillus sp. SK33 Subtilisin-like 50 8, 11 17, 32,

65 
Sinsuwan et al. 
(2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 สภาวะท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลสวนใหญคือสภาวะท่ีมีพี-
เอชอยูในชวงเปนกรดถึงกลาง และมีคา isoelectic point (pI) ในชวงของความเปนกรด ความจําเพาะ
ตอสารต้ังตนอยางเคซีนของ โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลแตกตางตามสายพันธุ เชน โปรติเนสที่ตรึง
อยูกับเซลลจาก Lcatococcus casei NH14, L.lactis subsp. Lactis NCDO 763, Streptococcus 
cremoris HP, S.cremoris C13 มีความจําเพาะตอ β-casein (Exterkate and de Veer 1985; Geis et al., 
1985; Visser, Exterkate, Slaygen and de Veer 1986; Monnet, Bockelmann, Gripon and Teuber, 
1989; Kojic et al., 1991) ในขณะที่โปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจาก S.cremoris AM1 และ 
S.cremoris SK11 มีความจําเพาะตอ αs-1 β และ κ-Casein (Visser et al., 1996) อยางไรก็ตาม ยังไม
มีการศึกษาโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรียชอบเค็มมากนัก 
 
            1.4 โปรติเนสท่ีสรางโดย Virgibacillus 
                  แบคทีเรียในกลุม Virgibacillus มีความสามารถในการผลิตโปรติเนสที่หล่ังออก

นอกเซลล Rohban และคณะ (2009) ไดแยกแบคทีเรียชอบเกลือปานกลางและชอบเกลือสูงจาก
ทะเลสาบน้ําเค็มซ่ึงบางไอโซเลทเปนแบคทีเรียในกลุม Virgibacillus ซึ่งสรางเอนไซมโปรติเนส 
นอกจากนี้มีการรายงานที่แสดงถึงความสามารถในการผลิตโปรติเนสของ Virgibacillus ดัง
แสดงในตารางที่ 1.3 Nawong (2006) ไดรายงานการแยกแบคทีเรียกลุม Virgibacillus จาก
กระบวนการหมักน้ําปลา และพบวา Virgibacillus sp. SK33 และ SK37 สามารถผลิต

เอนไซมโปรติเนส ซ่ึงสามารถยอยปลากะตักและเคซีนไดดีและเช้ือดังกลาวสามารถเจริญไดดี
ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีโปรตีนจากปลากะตักเปนองคประกอบสําคัญ และมีเกลือโซเดียมคลอ-
ไรดเขมขน 25% ดังนั้นผลที่ไดจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงแนวโนมในการใชประโยชน
จากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ เพื่อเรงกระบวนการหมักน้ําปลา ตอมา Sinsuwan et al. (2007, 
2008, 2010, 2011) ศึกษาถึงคุณลักษณะของเอนไซมที่หลั่งออกนอกเซลลจาก Virgibacillus 
sp. SK37 และ Virgibacillus sp. SK33 โดยโปรติเนสจาก ทั้ง 2 สายพันธุจัดอยูในกลุมซีรีน  
โปรติเนสมีคุณสมบัติคลายซับทิลิซินและถูกกระตุนกิจกรรมที่ระดับความเขมขนเกลือคอนขาง

สูงคือ 20-25% และ 20-30% ตามลําดับ และเอนไซมจาก Virgibacillus sp. SK37 แสดง
กิจกรรมไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส และ pH 8 สวนเอนไซมจาก Virgibacillus 
sp. SK33 แสดงกิจกรรมไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ pH 7.5 เอนไซมยังมี
เสถียรภาพที่เกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 4 โมลาร และแคลเซียมคลอไรด 500 มิลลิโมลาร 
นอกจากนี้ Sinsuwan et al (2011) ศึกษาถึงโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก Virgibacillus sp. 
SK33 เอนไซมมีขนาดโมเลกุลประมาณ 17, 32 และ 65 กิโลดาลตัน สภาวะท่ีเหมาะสมตอกิจกรรม
ของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีสกัดไดคือ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 8 และ 11 อีกทั้ง Phrommao 
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et al. (2011) ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมที่หลั่งออกนอกเซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 
จากรายงานดังกลาวพบวาโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. นั้นถูกกระตุนกิจกรรมที่ระดับ

ความเขมขนของเกลือคอนขางสูงคือ 20-30% และมีความเสถียรในเกลือที่มีความเขมขนสูง 
0-30% นอกจากนี้ยังมีรายงานวา V.pantothenticus ซึ่งหลั่งโปรติเนสออกนอกเซลลที่จัดอยู
ในกลุมซีรีนโปรติเนส และมีคุณสมบัติทนอุณหภูมิสูงและทํางานไดดีในสภาวะที่เปนดาง ซึ่ง
คัดแยกมาจากตัวอยางเน้ือไกสด (ตารางท่ี 1.3) โดยเอนไซมแสดงกิจกรรมไดสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส และ พีเอช 10 อีกทั้งเอนไซมมีการสูญเสียกิจกรรมเล็กนอยในสภาวะเปน
ดางที่ 10 โดยมีคากิจกรรมเหลืออยู 85% และเอนไซมไมสูญเสียกิจกรรมเลยที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส (Gupta et al., 2008) Chamroensaksri et al (2008) รายงานถึงเอนไซมที่หลั่ง
ออกนอกเซลลจาก V.marismortui NB2-1 ซึ่งเปนแบคทีเรียชอบเกลือปานกลางที่คัดแยกได
จากปลาราวามีสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโปรติเนสที่โซเดียมคลอไรด 15% พีเอช 9 และ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส กิจกรรมของโปรติเนสที่ผลิตไดจากแบคทีเรียสายพันธุนี้ถูก
กระตุนดวยโซเดียมคลอไรดเขมขน 5% พีเอช 10 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
Tanasupawat, et al. (2011) ศึกษาถึงเอนไซมที่หลั่งออกมานอกเซลลจาก V. halodenitrificans 
TKNR13-3 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากกะปวาจัดอยูกลุมซีรีนโปรติเนสที่มีคุณสมบัติ

คลายกับไคโมทริปซินและกระตุนดวยโซเดียมคลอไรดเขมขน 15% พีเอช 8 และอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส โปรติเนสจาก V. dokdonensis VIPT 14 จัดอยูในกลุมซีรีนโปรติเนสท่ีมีมวล 
     
ตารางท่ี 1.3 คุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรติเนสจาก Virgibacillus ท่ีคัดแยกไดจากแหลงตางๆ 

Species Classification 
Optimum condition 

Mass 
(kDa) 

Source Reference Temperature 
(°C) 

pH 
NaCl 
(%) 

V.pantothenticus MTCC 
6729 

Alkaline serine 
proteinase 

50 10 - - Fresh chicken 
meat sample 

Gupta et al. 
(2008) 

V.marismortui  
NB2-1 

Alkaline serine 
proteinase 

50 10 5 17, 19, 24, 
29, 35 

Pla-ra Chamroensaksri 
et al. (2008) 

Virgibacillus sp. SK 33 Subtilisin-like 
serine proteinase 

55 7.5 20-25 19, 32 Thai fish 
sauce 

Sinsuwan et al. 
(2008) 

Virgibacillus sp. SK 37 Subtilisin-like 
serine proteinase 

55-60 8 20-30 19, 34,  
44 

Thai fish 
sauce 

Phrommao et 
al.(2011) 

V.halodenitrificans TKNR 
13-3 

Chymotrypsin-like 
serine proteinase 

60 8 15 12, 21,  
29, 39, 49 

Ka-pi Tanasupawat, et 
al. (2011) 

V.dokdonensis VIPT 14 Serine proteinase 40 7 9 36 Saltern of 
Kumta 

Rajeswari et al. 
(2012) 
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โมเลกุลขนาด 36 กิโลดาลตัน เอนไซมแสดงกิจกรรมไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
และ pH 7 (ตารางท่ี 1.3) อยางไรก็ตามจะเห็นไดวามีรายงานเกี่ยวกับคุณสมบัติของโปรติเนส

ท่ีผลิตจาก Virgibacillus ชนิดท่ีตรึงอยูกับเซลลอยูนอย  
 
วัตถุประสงคของโครงการวจัิย 
1. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการสรางโปรติเนสของแบคทีเรียสายพันธุท่ีคัดแยกไดจากน้ําปลาซ่ึง

แสดงกิจกรรมโปรติเนสสูง  
2. ศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของไอโซเลทท่ีคัด 
       แยกจากน้ําปลาซ่ึงแสดงกิจกรรมโปรติเนสสูง 
3.  ศึกษาการใชโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลในกระบวนการหมักน้ําปลา 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

มุงเนนการใชประโยชนแบคทีเรีย Virgibacillus sp. SK37 ท่ีแยกและคัดเลือกไดวามี
ศักยภาพในการใชเปนแหลงผลิตโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลลและโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล 
เพื่อยอยสลายโปรตีนในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา ศึกษาองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เปนแหลงโปรตีนราคาถูก ท่ีสามารถกระตุนการสรางโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล รวมถึงศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสม และศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล นอกจากนี้
ทดสอบศักยภาพของ Virgibacillus sp. SK37 ในการเรงกระบวนการหมักน้ําปลา 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ และหนวยงานท่ีนําผลการวิจัยไปใชประโยชน   

เกิดองคความรูเกี่ยวกับโปรติเนสจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากกระบวนการหมักน้ําปลา 
ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก Virgibacillus sp. 
SK37 ซ่ึงเปนขอมูลสําคัญตอการนําเอนไซมไปใชประโยชน และความรูเกี่ยวกับโครงการวิจัยนี้จะ
เปนประโยชนตออุตสาหกรรมน้ําปลาของประเทศไทย ทําใหเกิดการพัฒนาปรับปรุงกระบวนการ
ผลิตน้ําปลาใหทันสมัย สามารถแขงขันกับประเทศคูแขงได หนวยงานของรัฐท่ีจะไดประโยชนคือ 
กรมประมงและนักวิจัยท่ีศึกษาคนควาเกี่ยวกับน้ําปลา 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทที่ 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

            2.1 วัสดุและสารเคมี 
                ขนสงตัวอยางปลากะตัก (Stolephorus sp.) จากสะพานปลาชองแสมสาร จังหวดัชลบุรี โดย
เก็บปลาในกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งหลังจากจับทันที มายังหองปฏิบัติการ มหาวทิยาลัยเทคโนโลยี   
สุรนารี จังหวดันครราชสีมา ซ่ึงใชเวลา 6 ชั่วโมงหลังการจับ ปลามีขนาดน้ําหนักตวัเฉล่ีย 2.610.47 
กรัม และมีความยาวประมาณ 7.590.34 เซนติเมตร ซ่ึงเปนขนาดปลาท่ีใชในอุตสาหกรรมน้ําปลา  
                 สารเคมีจากบริษัท Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.) ไดแก Boc-Gln-Ala-Arg-AMC, 
Boc-Val-Leu-Lys-AMC, Z-Arg-Arg-AMC, azocasein, leupeptin, soybean trypsin inhibitor I 
(SBTI), N-tosyl-l-lysine chloromethyl ketone (TLCK), N-tosyl-l-phenylalanine chloromethyl 
ketone (TPCK), phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), bestatin, pepstatin A, trans-
epoxysuccinyl-l-leucylamido-(4-guanidine)-butane (E-64), N-ethylmaleimide (NEM),  2-
mercaptoethanol (β-ME), bovine serum albumin, L-tyrosine และ casein  สารเคมีจากบริษัท 
Bachem A.G. (Bubendorf, Switzerland) ไดแก t-Butyloxycarbonyl(Boc)-Asp(oBzl)-Pro-Arg-7-
amino-4-methylcoumarin (AMC), succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC และ carbobenzoxy (Z)-
Phe-Arg-AMC สารเคมีจากบริษัท Fluka (Buchs, Switzerland) ไดแก Ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) สารเคมีจากบริษัท Merck (KGaA, Darmstadt, Germany)  ไดแก plate count agar 
(PCA) สารเคมีจากบริษัท Abbra Corporation Limited ไดแก Soy protein isolate (Bangkok, 
Thailand) และสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีใชในการวิจัยเปนคุณภาพท่ีใชในงานวิเคราะหหองปฏิบัติการ 
(Analytical grade)            
 

            2.1 ศึกษาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillu sp. SK37 
    2.1.1 การคัดเลือกชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนราคาถูก 
              แหลงไนโตรเจนราคาถูกเพื่อใชในการคัดเลือกมีท้ังหมด 5 ชนิด ไดแก กากถ่ัว

เหลือง ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากกระบวนการหมักซีอ๊ิว รําขาว โปรตีนถ่ัวเขียวซ่ึงเปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตวุนเสน กากยีสตซ่ึงเปนผลพลอยไดจากโรงงานเบียร และกากน้ําปลาซ่ึงเปนผล
พลอยไดจากกระบวนการหมักน้ําปลา เตรียมกลาเช้ือ (Inoculum) โดยถายโคโลนี 1 ลูป (Loop) ของ
เช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Ym (1%Yeast extract,  0.3%Trisodium 
citrate, 0.2% KCl, และ 2.5% MgSO4.7H2O) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 5% และ 
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พีเอช 7 บมท่ี 35 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 rpm  เปนเวลา 1 วัน วัดคาดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร(GBC UV/VIS 916; GBC Scientific Equipment PTY, LTD., 
Australia) ใหไดประมาณ 0.3 ซ่ึงเทียบเทาจํานวนเซลลประมาณ 107 เซลล/มิลลิลิตร  

              เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเขมขนของแหลงไนโตรเจนขางตนในระดับ 1% (w/v) 
ใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันปนเหวี่ยงท่ี 8,000×g เปนเวลา 20 
นาที เติมไตรโซเดียมซิเตรท (Trisodium citrate) เขมขน 0.3%, โปแตสเซียมคลอไรด (Potassium 
chloride, KCl) เขมขน 0.2%, และแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) เขมขน 2.5% เติมโซเดียมคลอ-
ไรดใหไดความเขมขน 5% ปรับใหได พีเอช 7  สูตรอาหารควบคุมใช Yeast extract 1% เปนแหลง
ไนโตรเจนแทน ถายกลาเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 45 มิลลิลิตร บรรจุใน
ขวดรูปชมพูฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0-6 วัน เขยาท่ี
ความเร็วรอบ 100 rpm ติดตามการเจริญของเช้ือทุก 48 ช่ัวโมง ดวยเทคนิค Spread plate โดยใช 
Modified JCM 168 agar medium ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 5% บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน และวิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล โดยเลือกชนิดของแหลง

ไนโตรเจนท่ีใหคากิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลสูงสุด เพื่อศึกษาความเขมขนท่ี
เหมาะสม และปจจัยแวดลอมท่ีมีผลตอการเจริญและสรางโปรติเนสตอไป 

             2.1.1.2 วิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล 
                           ดัดแปลงจาก Barrett and Kirschke (1981) โดยในปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ใช

เอนไซม 0.05 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนสังเคราะห Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC เขมขน 1 
ไมโครโมลาร โดยใชสารละลายบัฟเฟอร McIlvain พีเอช 8.0 ไตรโซเดียวฟอสเฟต (Trisodium 
phosphate) เขมขน 0.2 โมลาร และไตรโซเดียมซิเตรท เขมขน 0.1 โมลาร) บมท่ีอุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารผสมบิวทานอล: เมทานอล: น้ํากล่ันปราศจากไอออน 
(Deionized water) ในอัตราสวน 30: 35: 35 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร วัดคาการเรืองแสง (Fluorescence) 
ดวยเคร่ือง Spectrofluorometer (RF-1501; Shimadzu Co., Kyoto, Japan) ท่ีคาความยาวคล่ืนกระตุน 
380 นาโนเมตร และคาความยาวคล่ืนการปลอยพลังงานท่ี 460 นาโนเมตร  กําหนดใหคากิจกรรม 1 
หนวย (Unit activity, U) คือ ปริมาณสาร AMC 1 นาโนโมลที่ถูกปลดปลอยตอ 1 นาที  
                  2.1.2 ความเขมขนท่ีเหมาะสมและปจจยัแวดลอมตอการการเจริญและสรางโปรติเนส 
         2.1.2.1 ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 

             เม่ือคัดเลือกชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมแลว ศึกษาความเขมขนท่ี
เหมาะสมของแหลงไนโตรเจน ท่ีระดับความเขมขน 0.5, 1.0, 3.0 และ 5% (w/v) ปรับความเขมขน
ของโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ 5% และ พีเอช 7 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0-5 วัน เขยา
ท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ติดตามการเจริญของเช้ือเม่ือครบ 4 วัน ดวยเทคนิค Spread plate โดย
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ใชอาหารแข็ง Ym ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 5% บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน และ
วิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลลทุกวันตามรายละเอียดขางตน โดยเลือกความ
เขมขนของแหลงไนโตรเจน ท่ีใหคากิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลสูงสุด เพื่อใชใน
การศึกษาปจจัยทางส่ิงแวดลอมท่ีมีผลตอการเจริญและสรางโปรติเนสตอไป 

             2.1.2.2 อุณหภูมิ 
                          ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการสรางโปรติเนสในอาหารราคาถูกท่ีคัดเลือกได 

โดยบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส ปรับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดท่ี
ระดับ 5% และ พีเอช 7 เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ติดตามการเปล่ียนแปลงกิจกรรมโปรติ
เนสเปนเวลา 5 วัน ติดตามการเจริญของเช้ือเม่ือครบ 4 วัน และวิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ัง
ออกนอกเซลลทุกวัน ตามรายละเอียดขางตน โดยเลือกอุณหภูมิท่ีใหคากิจกรรมของโปรติเนสสูงสุด 
เพื่อใชในการศึกษา คาพีเอช และ ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด ท่ีมีผลตอการเจริญและสราง    
โปรติเนสตอไป 

             2.1.2.3 คาพีเอช (pH) 
                                         ศึกษาผลของพีเอชโดยปรับพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือใหไดเทากับ 7.0, 7.5, 
8.0, 8.5 และ 9.5 จากนัน้ปรับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ 5% บมเช้ือท่ีอุณหภมิูท่ี
เหมาะสมจากผลการทดลองขางตน เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ติดตามการเปล่ียนแปลง

กิจกรรมโปรติเนสเปนเวลา 5 วัน ติดตามการเจริญของเชื้อเม่ือครบ 4 วัน และวิเคราะหกจิกรรมของ
โปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลลทุกวัน ตามรายละเอียดขางตน โดยเลือกคาพีเอชท่ีใหคากิจกรรม

ของโปรติเนสสูงสุด เพื่อใชในการศึกษาความเขมขนของโซเดียมคลอไรดท่ีมีผลตอการเจริญและ

สรางโปรติเนสตอไป 
             2.1.2.4 ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 
                          ศึกษาผลของความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดท่ีระดับความเขมขน 0, 

2.5, 5, 7.5 และ 10% ปรับคาพีเอชเทากบัคาพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ติดตามการเจริญของเช้ือ
และวเิคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลลทุกวัน เปนเวลา 6 วนั ตามรายละเอียด
ขางตน  
 
            2.3 การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรียท่ีชอบเกลือปาน

กลาง Virgibacillus sp SK37 
   2.3.1 การเตรียมและการสกดัเอนไซมโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล 

              ถายเช้ือบริสุทธ์ิ Virgibacillus sp. SK37 ปริมาตร 1 ลูป (loop) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
yeast extract broth (Ym; yeast extract 1%, trisodium citrate 0.3%, KCl 0.2% และ MgSO47H2O 
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2.5%) พีเอช 7.0 ตามวิธีของ Sinsuwan และคณะ (2008) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบในการเขยา 100 rpm เปนเวลา 3 วัน จากนั้นเก็บเซลลโดยปนเหวี่ยงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลท่ีเก็บเกี่ยวได 2 คร้ัง ดวยสารละลายบัพเฟอรทริสมาลิเอต 
(Tris-maleate) พีเอช 7 แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เทากับปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท้ิง
ไป ปนเหวี่ยง (centrifuged) ท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และเติม
สารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (พีเอช 7) แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ท่ีประกอบดวย
สารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) เขมขน 10 
มิลลิโมลาร หรือสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร ในปริมาตร 1/30 ของบัพเฟอรท่ี
ท้ิงไป บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบของการเขยาท่ี 100 รอบ/นาที เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
เก็บเอนไซมท่ีสกัดไดโดยการปนเหว่ียงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นํา
เอนไซมท่ีสกัดไดไปผานโดยกระบวนการ dialysis กับสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต ท่ีระดับ
ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร, พีเอช 7 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง จากน้ันเปล่ียนสารละลายบัพเฟอรเพื่อ dialysis อีกคร้ัง ใชเยื่อ dialysis ท่ีมี molecular weight 
cutoff (MWCO) 10 กิโลดาลตัน (Pierce Chemical Company, Rockford, IL USA) เก็บสารละลายใน
ถุง dialysis เพื่อวิเคราะหกิจกรรมโปรติเนสและวิเคราะหตอไป  

            หลังจากคัดเลือกวิธีการสกัดเอนไซมท่ีเหมาะสม ศึกษาระยะเวลาการยอยสลายสาร
ตั้งตนของเอนไซมสกัดในชวงระยะเวลา 0-2 ช่ัวโมง โดยวิเคราะหกิจกรรมการยอยสลายโปรตีน 
(Proteolytic activity) และวิเคราะหไซโมแกรม (Zymography) ดังวิธีขางตน 

    2.3.2 การวิเคราะหไซโมแกรม (Zymography) 
              แยกโปรตีนดวยวิธี Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) โดยใชเจลอะคริลาไมด (Acrylamide) ในช้ัน Stacking ท่ีความเขมขน 4% และ 
Separating gel ท่ีความเขมขน 12.5% (Laemmli, 1970) ผสมเอนไซมกับบัพเฟอร (SDS เขมขน 4%, 
2-mercaptoethanol (-ME) เขมขน 10%, กลีเซอรอลเขมขน 20%, สารละลายบัฟเฟอรทริสไฮโดร-
คลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 125 มิลลิโมลาร (พีเอช 6.8), โบรโมฟนอลบูล เขมขน 0.1%) ใน
อัตราสวน 1:1 ยอมโปรตีนดวยวิธี Silver staining  

              เตรียม Casein zymography ตามวิธีของ García-Carreño และคณะ (1993) โดยแช
แผนเจลในสารละลายเคซีน (casein) เขมขน 2% และสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-
HCl) ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร (พีเอช 8) เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นลางแผนเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 100 มิลลิโมลาร 
(พีเอช 8) แชเย็นสองคร้ัง จากน้ันบมตัวอยางในสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl), 
พีเอช 8 ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และยอมสีแผน
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เจลดวยสารยอมสี Coomassie brilliant blue R-250 ท่ีเขมขน 0.1% ในเมทานอลเขมขน 40% และ 
กรดอะซิติกเขมขน 10% เปนเวลา 30 นาที กําจัดสียอมโดยใชสารละลายเอทานอล (Ethanol) เขมขน 
25% และ กรดอะซิติกเขมขน 10% แถบใส (clear zone) บนพื้นน้ําเงินเขมแสดงถึงแถบเอนไซม  

               วิเคราะหไซโมแกรมโดยใชสารตั้งตนเรืองแสง (Fluoregenic peptide) ตามวิธีของ 
Yasothomsrikul and Hook (2000) โดยทําการแยกเอนไซมบนเจลอะคริลาไมดตามข้ันตอนท่ีกลาวมา
ขางตนยกเวน separating gel เตรียมโดยเติม succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-amino-4-
methylcoumarin (AMC) เปนสารต้ังตนท่ีความเขมขน 500 ไมโครโมลาร เก็บในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากแยกโดยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซีส ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นําเจลไปลางดวย Triton X-100 เขมขน 2.5% ท่ีแชเย็นเปนเวลา 5 นาที และลางอีก
สองคร้ังดวยน้ําปราศจากอิออนแชเย็น กับสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl), พีเอช 
8.0 ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร นําแผนเจลไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
แถบฟลูออเรสเซนส (Fluorescent bands) แสดงตําแหนงเอนไซมโปรติเนส และบันทึกผลโดยใช Gel 
Doc XR system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) สารโปรตีนมาตรฐานเพ่ือคํานวณ
โมเลกุลของเอนไซมคือ ไมโอซิน (209 กิโลดาลตัน), -galactosidase (124 กิโลดาลตัน), ซีรัมอัลบู-
มิน (80 กิโลดาลตัน), ovalbumin (49.1 กิโลดาลตัน), คารบอนิกแอนไฮเดรส (34.8 กิโลดาลตัน), สาร
ยับยั้งทริปซิน (28.9 กิโลดาลตัน), และไลโซไซม (20.6 กิโลดาลตัน) (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA)  

    2.3.3 อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมและเสถียรภาพเอนไซม 
              ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติเนสสกัดท่ีอุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 

55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส ท่ี พีเอช 7.0 ศึกษาคาพีเอชท่ีเหมาะสมโดยแปรคาพีเอชท่ี 3, 
4, 5, 5.5, 6 โดยใชสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate) เขมขน 100 มิลลิโมลาร, 
สวน พีเอช 6, 6.5, 7, 7.5 ใชสารละลายบัฟเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate) เขมขน 100 มิลลิโมลาร, 
พีเอช 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5 ใชสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 100 มิลลิ-  
โมลาร, พีเอช ท่ี 9.5, 10, 11,12 ใชสารละลายบัพเฟอรบอเรต เขมขน 100 มิลลิโมลาร และ สารละลาย
บัฟเฟอรไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด (glycine-NaOH) เขมขน 100 มิลลิโมลาร และ พีเอช 11, 12 
ใชสารละลายบัพเฟอรคารบอเนตเขมขน 100 มิลลิโมลาร วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Barrett และ Kirschke (1981) ตามรายละเอียดขางตน 

    2.3.4 ผลของสารยับยั้งและอิออน 
              ศึกษาผลของสารยับยั้งตางๆ คือ leupeptin, soybean trypsin inhibitor I (SBTI), N-

tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK), N-p-tosyl-l-phenylalanyl chloromethyl ketone 
(TPCK), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), EDTA, L-histidine, imidazole, bestatin, pepstatin 
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A, (1S,2S)-2-(((S)-1-((4-guanidinobutyl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)carbamoyl) 
cyclopropanecarboxylic acid (E-64), N-ethylmaleimide (NEM), iodoacetic acid, และ reducing 
agents (dithiothreitol (DTT) และ -ME) โดยควบคุมคาพีเอชของปฏิกิริยาโดยใชสารละลาย

บัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 100 มิลลิโมลาร พีเอช 8 บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

    2.3.5 ความจําเพาะของสารต้ังตน  
             วิเคราะหความจําเพาะตอสารต้ังตนสังเคราะหชนิดตางๆ คือ t-butyloxycarbonyl 

(Boc)-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC, Boc-Gln-Ala-Arg-AMC, Boc-Val-Leu-Lys-AMC, Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-AMC, carbobenzoxy (Z)-Phe-Arg-AMC, and Z-Arg-Arg-AM ตามวิธีของ Barrett และ 
Kirschke (1981) ทําปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) ความเขมขน 
100 มิลลิโมลาร พีเอช 8 บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

    2.3.6 ผลของแคลเซียมคลอไรด 
              ศึกษาผลของแคลเซียมคลอไรด โดยบมเอนไซมสกัดในสารละลายแคลเซียมคลอ

ไรดท่ีความเขมขนตางๆตั้งแต 0-500 มิลลิโมลาร และศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิ (Thermal 
stability) โดยการบมเอนไซมในสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (EDTA) เขมขน 10 
มิลลิโมลาร หรือ สารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิตั้งแต 35-80 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ันทําใหเย็นทันทีดวยน้ําเย็น คํานวณคากิจกรรมความสัมพัทธ 
(Relative activity) โดยกําหนดใหตัวอยางท่ีไมไดบมคิดเปน 100% 

    2.3.7 ผลของเกลือโซเดียมคลอไรด  
              เตรียมตัวอยางโปรตีนชนิดตางๆ ดังนี้คือ โปรตีนกลามเนื้อของปลานิล 

(Oreochromis niloticus) เคซีน (Casein) และโปรตีนถ่ัวเหลืองสกัดทางการคา (Soy protein isolate) 
เพื่อศึกษาผลของเกลือโซเดียมคลอไรดตอการยอยสลายโปรตีนของเอนไซมโปรติเนส สกัดโปรตีน
กลามเนื้อของปลานิล โดยปนเนื้อปลาบดกับสารละลายบัพเฟอรแชเย็น (สารละลายบัฟเฟอรทริส-
ไฮโดรคลอไรด เขมขน 50 มิลลิโมลาร ประกอบดวยโซเดยีมคลอไรดเขมขน 0, 10 และ 25%, พีเอช 
8) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 และ กวนผสมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง เก็บ
สารละลายสวนใสท่ีประกอบดวยสารละลายโปรตีนโดยการปนเหวี่ยงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ละลายเคซีน (2% โดยนํ้าหนักตอปริมาตร) ในสารละลายบัพเฟอรท่ีมี
เกลือเขมขนตางๆดังกลาวขางตน ละลายโปรตีนถ่ัวเหลืองสกัดทางการคาในสารละลายโซเดียมไฮ-
ดรอกไซดเขมขน 100 มิลลิโมลาร แชเย็น และกวนผสมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 
ชั่วโมง ปนเหวี่ยงที่ 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และเก็บสารละลายสวนใส 
จากน้ันเติมโซเดียมคลอไรดโดยความเขมขนสุดทายมีคา 10 และ 25% กวนผสมท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
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เซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง เก็บสารละลายสวน โดยการปนเหวี่ยง ท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ในหลอดปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ประกอบดวยเอนไซมโปรติเนสสกัด
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โปรตีนต้ังตนท่ีมีความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีระดับความเขมขน
โซเดียมคลอไรดตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ันเติมสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, TCA) เขมขน 50% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเก็บใน
น้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที เก็บสารละลายสวนโดยการปนเหวี่ยงท่ี 13000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5นาที วิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทดโดยใชวิธี Lowry (Lowry, 1951) โดยใชไทโรซีน 
(Tyrosine) เปนสารมาตรฐาน 
  
            2.4 บทบาทของเอนไซมโปรติเนสสกัดตอการยอยสลายโปรตนีในระหวางกระบวนการหมัก
น้ําปลา 

     2.4.1 การเตรียมกลาเช้ือ 
              ถายเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ปริมาตร 1 ลูป (Loop) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Ym ท่ี

มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 5% (พีเอช 7) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยเขยาท่ีความเร็ว
รอบ 100 รอบ/นาที เปนเวลา 2 วัน ถายเช้ือลงใน fish juice broth ในปริมาตร 1% โดย fish juice 
broth มีโซเดียมคลอไรด 10% ของปริมาตรท้ังหมด บมตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ท่ี
ความเร็วรอบของการเขยา 100 rpm เปนเวลา 3 วัน fish juice broth เตรียมจากของเหลวสวนท่ีซึม
ออกมาจากการผสมปลาและเกลือ (น้ําคาวปลา) ซ่ึงจัดเปนผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมน้ําปลา 
และมีปริมาณโซเดียมคลอไรดประมาณ 25-30% การเตรียม fish juice broth ทําไดโดยการเติมน้ํา
ปราศจากอิออน (Deionized water) ลงในน้ําคาวปลาซ่ึงเก็บตัวอยางจากโรงงานนํ้าปลาใหไดความ
เขมขนสุดทายของโซเดียมคลอไรดเปน 10% นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที  

  เก็บเซลลท่ีไดจากการเล้ียงในอาหาร fish juice broth โดยการปนเหวี่ยง ท่ี 10000×g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ละลายตะกอนเซลลในสารละลายโซเดียมคลอไรด
เขมขน 0.85% ปริมาตร 1/10 ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท้ิงไป  

             ละลายปลากะตักแชแข็ง (Stolephorus sp.) ในน้ําท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง นําปลาท่ีทําละลาย (Thaw) แลวจํานวน 750 กรัม ผสมกับเกลือสมุทร 250 กรัม และ
เติมเซลล Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเตรียมขางตน (จํานวนเซลลประมาณ 8.26 log CFU/ml) ผสมให
เขากันจากนั้นเติมแคลเซียมคลอไรดในระดับ 0.2% โดยนํ้าหนัก นําสวนผสมท้ังหมดใสในภาชนะ
แกวท่ีมีขนาด 10.8 × 10.8 × 18.1 ซม. (กวาง×ยาว× สูง) บมตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 เดือน เตรียมตัวอยางควบคุมเหมือนกับตัวอยางทดลอง ยกเวนเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด
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ท่ีความเขมขน 0.85% แทนการเติมเซลล ติดตามการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial growth) โดย
ใชเทคนิค Spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate count agar (PCA) มีสวนผสมของโซเดียมคลอไรด
เขมขน 15% 

              ติดตามการยอยสลายของโปรตีนท่ีระยะเวลาตางๆของการหมักโดยผสมปลาหมัก
จํานวน 3 กรัมกับสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, TCA) ท่ีมีความเขมขน 
5% (โดยนํ้าหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 27 มิลลิลิตร และเก็บตัวอยางบนน้ําแข็งเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยการปนเหวี่ยงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที วัดปริมาณกลุมแอลฟา   
อะมิโน (-amino acid) โดยใชวิธี trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) (Adler-Nissen, 1979) โดย
ใชลูซีน (Leucine) เปนสารมาตรฐาน หลังจากสัปดาหท่ี 4 ของการหมัก โปรตีนปลาจะกลายเปน
ของเหลว ดังนั้นการเก็บตัวอยางในสัปดาหท่ี 6 หลังจากนั้นทําโดยการปนเหวี่ยงท่ี 13000×g อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และกรองสารละลายสวนใสดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
สารละลายสวนใสท่ีกรองไดนําไปวเิคราะหหาปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-amino group) 

 
    2.5. บทบาทของโปรติเนสท่ีตรึงอยูท่ีเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ในกระบวนการ

หมักน้ําปลาระดับหองปฏิบัตกิาร 
2.5.1. การเตรียมกลาเช้ือ 

                           เตรียมกลาเช้ือสําหรับหมักน้ําปลาโดยถายเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 1 ลูป 
ลงในอาหารเหลว JCM 168 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 10% 
และปรับคาพีเอชใหได 7.0±0.2 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน เม่ือไดจํานวนเซลล
ประมาณ108 CFU ตอมิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000×g, 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพื่อ
เก็บเกี่ยวเซลล จากนั้นเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 10% ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เพื่อ
เตรียมสารละลายเซลล (Cell suspension) สําหรับใชเปนกลาเช้ือ 

2.5.2 การเตรียมตัวอยางปลาหมัก 
                                    เตรียมตัวอยางปลาหมัก 3 สภาวะ โดยทุกตัวอยางใชปลากะตัก 1.5 กิโลกรัม 
และใชเกลือสมุทรจากสถานประกอบการ ชุดการทดลองที่ 1 เติมเกลือสมุทรในระดับ 30% ของ
น้ําหนักท้ังหมด ชุดการทดลองท่ี 2 เติมเกลือสมุทรเพื่อใหมีปริมาณเกลือท้ังหมด 15% และ ชุดการ
ทดลองท่ี 3 ปรับปริมาณเกลือเหมือนชุดท่ี 2 และปรับคาพีเอชในระบบหมักใหมีคาประมาณ 7.0 ดวย
สารละลายโซเดียมคารบอเนต จากน้ันเติมสารละลายเซลลท่ีเตรียมไว โดยใหปริมาณเซลลเร่ิมตนใน
ระบบหมักอยูท่ี 106 CFU ตอมิลลิลิตร เตรียมชุดควบคุม (Control) ของแตละชุดการทดลองโดยเติม
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 10% ท่ีปลอดเช้ือในปริมาตรท่ีเทากับสารละลายเซลล 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

คลุกเคลาผสมใหเขากัน บรรจุในโหลแกวปดปากโหลดวยพลาสติก บมตัวอยางในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส ทําการสุมตัวอยางท่ีระยะเวลา 0, 7, 14, 21, 30, 60, 90, 120 และ 180 วัน ติดตามการ
เปล่ียนแปลงคาพีเอช กิจกรรมโปรติเนสโดยวิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทด ปริมาณกลุมแอลฟา- 
อะมิโน ปริมาณเกลือ และติดตามจํานวนจุลินทรียท่ีมีชีวิต (Viable cell count) ดวยอาหารเล้ียงเชื้อ 
JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 10% และ JCM 169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% เม่ือบม
ครบ 6 เดือน กรองตัวอยางน้ําปลา วิเคราะหคาตางๆตามท่ีกลาวมาแลวขางตน รวมถึงปริมาณ
ไนโตรเจนท้ังหมดและปริมาณแอมโมเนีย 

2.5.3 การเปล่ียนแปลงจุลินทรียในระหวางกระบวนการหมัก  
         สุมเก็บตัวอยางน้ําปลาจํานวน 25 กรัม ผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด

เขมขน 0.85% (สําหรับตรวจนับจุลินทรียท้ังหมดและแบคทีเรียกลาเช้ือ) หรือสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 25% (สําหรับตรวจนับ Extreme halophiles) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางดวย
เคร่ือง Stomacher (Stomacher 400, Seward Ltd., West Sussex, England) วิเคราะหจํานวนจุลินทรีย
ดวยวิธี Standard plate count โดยใชเทคนิค Spread plate เจือจางตัวอยางแบบ Serial dilution ดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 ตรวจนับประชากรจุลินทรียท้ังหมดและ extreme halophiles 
ตามลําดับ ดวยอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 168 agar ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 10% และตรวจนับ
แบคทีเรียประเภท extreme halophiles ดวยการเจือจางตัวอยางแบบ Serial dilution ดวยสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ในอาหาร JCM 169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ทําการ
ทดลองสองซํ้า 

2.5.4 สมบัติทางเคมีของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมัก  
2.5.4.1 คาพีเอช  (pH)  
           วัดคาพเีอช (pH) โดยใชเคร่ือง pH meter (Mettler-Toledo MP220, 

Schwerzenbach, Switzerland) 
2.5.4.2 ปริมาณโอลิโกเพปไทด (Oligopeptide content) 
            วิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทดในตัวอยางน้ําปลาดวยวิธี Lowry 

(Lowry et al., 1951) โดยใชไทโรซีน (Tyrosine) เปนสารละลายมาตรฐาน แสดงปริมาณโอลิโกเพป-
ไทดในหนวยมิลลิโมลาร ปเปตตัวอยางน้ําปลา 100 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Alkaline CuSO

4 

(สารละลายผสมระหวาง โซเดียมคารบอเนตเขมขน 2% ใน สารสะลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 
0.1 นอรมัล กับสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO

4
.5H

2
O) เขมขน 0.5% ในโซเดียมซิเทรต เขมขน 

1% ในอัตราสวน 1:50) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 
นาที เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu (เจือจางดวยน้ํากล่ัน 1:1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
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กันและต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร โดยใช
เคร่ือง Spectrophotometer (SmartSpecTM Plus, Bio-Rad Laboratories, California, U.S.A.)  

2.5.4.3 ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (α-Amino group content)  
            วิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทดในตัวอยางน้ําปลาในคาของ

ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-Amino acids) โดยทําปฏิกิริยากับ 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic 
acid ตามวิธีของ Field (1972) โดยใชลูซีน (Leucine) เปนสารมาตรฐาน แสดงคาการยอยสลายของ
โปรตีนในระหวางกระบวนการหมักในหนวยมิลลิโมลารของกรดอะมิโนแอลฟา ปเปตตัวอยาง
น้ําปลา 50 ไมโครลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 8.2) เขมขน 0.2125 โมลลาร ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน เติมสารละลาย Picrylsulfonic acid เขมขน 0.05% ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย
ไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 นอรมัล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา เขยาใหเขากันแลวตั้งท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร โดยใชเคร่ือง 
Spectrophotometer (SmartSpecTM Plus, Bio-Rad Laboratories, California, USA)  

2.5.4.4 ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Total nitrogen)  
             วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดดวยการยอย กล่ัน และไทเทรต 

ตาม AOAC (2005) ปเปตตัวอยางน้ําปลา 1 มิลลิลิตร (สําหรับตัวอยาง Blank ใชน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร) 
เติมสารผสมระหวาง คอปเปอรซัลเฟต (CuSO

4
) และ โพแทสเซียสซัลเฟตในอัตราสวน 1:10 ปริมาณ 

5 กรัม และเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 96% ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอย จากน้ันนําเขาเคร่ือง
ยอย (Block digestion unit KB205, Gerhardt UK Ltd., Northamptonshire, UK) โดยใชอุณหภูมิ 380 
องศาเซลเซียส ยอยจนสารละลายเปนสีเขียวใส ท้ิงใหเย็น แลวนํามากล่ัน โดยการเตรียมสารละลาย
กรดบอริกเขมขน 4% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร หยด Mixed 
indicator (สารละลายผสมระหวาง Bromocresol green 0.1 กรัม และ Methyl red 0.2 กรัม ละลายใน 
Ethyl alcohol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) จํานวน 2-3 หยด นําไปวางรองรับ distillate จากเคร่ืองกล่ัน 
(Kjeltec 8100, FOSS, Hillerød, Denmark) โดยใหปลายหลอดแกวจุมอยูในสารละลายกรดบอริก 
แลวนําหลอดกล่ันท่ีมีสารละลายตัวอยางมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 32% 
จํานวน 50 มิลลิลิตร กล่ันประมาณ 4 นาที ใหไดปริมาตรประมาณ 150 มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรต
ดวยสารละลายไฮโดรคลอริก เขมขน 0.1 นอรมัล ท่ีทราบความเขมขนแนนอน 

2.5.4.5 ปริมาณไนโตรเจนในรูปแอมโมเนีย (Ammonical nitrogen)  
วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียดวยการกล่ัน และ

ไทเทรต ตาม AOAC (2005) ปเปตตัวอยางน้ําปลา 1 มิลลิลิตร (ใชน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร เปน Blank) 
เติมแมกนีเซียมออกไซด 1.50 กรัม และนํ้ากล่ัน 40 มิลลิลิตร ลงในหลอดกล่ัน แลวนํามากล่ัน โดย
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การเตรียมสารละลายกรดบอริกเขมขน 4% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร หยด Mixed indicator (สารละลายผสมระหวาง Bromocresol green 0.1 กรัม และ Methyl 
red 0.2 กรัม ละลายใน Ethyl alcohol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) จํานวน 2-3 หยด นําไปรองรับ distillate 
จากเคร่ืองกล่ัน (Kjeltec 8100, FOSS, Hillerød, Denmark) โดยใหปลายหลอดแกวจุมอยูใน

สารละลายกรดบอริก แลวนําหลอดกล่ันท่ีมีสารละลายตัวอยางมากล่ันประมาณ 4 นาที ใหได

ปริมาตรประมาณ 150 มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรตดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 0.02 
นอรมัล ท่ีทราบความเขมขนแนนอน 

2.5.4.6 ความเขมขนของเกลือ (Salt concentration)   
            วิเคราะหความเขมขนของเกลือดวยหลักการ Volhard ตามวิธี 

AOAC (1995) ปเปตตัวอยางน้ําปลา 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (Silver nitrate, 
AgNO

3
) เขมขน 0.1 นอรมัล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมกรดไนตริกเขมขน 65% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

นําไปใหความรอนประมาณ 15 นาที จนสารละลายเปล่ียนเปนสีเหลืองออน ตั้งท้ิงไวใหเย็น เติม 
Ferric alum indicator 5 มิลลิลิตร ไทเทรตกับสารละลายแอมโมเนียมไทโอไซยาเนต (Ammonium 
thiocyanate) เขมขน 0.1 นอรมัล (ท่ีทราบความเขมขนแนนอน) จนเกิดตะกอนสีสมอิฐ คํานวณ
ปริมาณเกลือในรูปโซเดียมคลอไรด  

2.5.4.7 การวิเคราะหปริมาณไบโอจีนกิเอมีน 
                                         วิเคราะหปริมาณ ฮีสตามีน คาดาเวอรีน ทริปทามีน ไทรามีน พิว-

เทรสซีน สเปอรมิดีน และ สเปอรมีน ในตัวอยางน้ําปลา โดยดัดแปลงจากวิธีของ Dadakova et al. 
(2009) โดยนําน้ําปลา 1 มิลลิลิตร เติมลงใน 1.5 มิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมคารบอเนตบัพเฟอร 
พีเอช 11 (เตรียมโดยละลายโปแตสเซียมคารบอเนต (K2CO3) 16.65 กรัม ในสารละลายบัพเฟอรพีเอช 
9.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมจากสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) เขมขน 0.5       
โมลาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมคารบอเนตเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 12 
มิลลิลิตร ปรับพีเอช ใหได 9.2 จากน้ันเติมสารละลายแดนซิลคลอไรด (Dansyl chloride) เขมขน 15 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงละลายในอะซีโตน (Acetone) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี 50 องศา-
เซลเซียส นาน 30 นาที กําจัดแดนซิลอิสระโดยเติมสารละลายแอมโมเนียเขมขน 30% ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ปรับปริมาตรใหได 5 มิลลิลิตร โดยใชขวดวัด
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันปราศจากไอออน นําสารละลายท่ีไดมาสกัดดวยเฮปเทน ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 คร้ัง เก็บสารละลายสวนใสดานบน นําไประเหยแหงดวยกาซไนโตรเจน ดวย Tubo Vap® 
LV (Caliper LifeSciences, Massachusetts, USA) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 1 
ช่ัวโมง จากน้ันนํามาละลายดวย acetonitrile  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร กรองตัวอยางผานแผนเยื่อกรอง 
0.45 ไมครอน (Vertical Chromatography,Co., LTD., Bangkok, Thailand) กอนนําไปวิเคราะหดวย
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เคร่ือง HPLC ซ่ึงใช DAD detector ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตรโดยต้ังคาความยาวคล่ืนอางอิงท่ี 
550 นาโนเมตร วิเคราะหไบโอจีนิกเอมีนดวยคอลัมน Zorbax Eclipse-XDB-C18 (4.6150 mm, 
5μm, Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA., U.S.A.) โดย mobile phase ท่ีใชคือ 50% 
acetonitrile (solvent A) และ 100% acetonitrile (solvent B) ท่ีอัตราการไหล 0.8 มล. ตอนาที  เร่ิมตน
ใช isocratic elution คือนาทีท่ี 0-5, solvent B 30-40%, นาทีท่ี  5-10, solvent B 40-80%, นาทีท่ี 10-15, 
solvent B 80-95%, นาทีท่ี 15-20, solvent B 95-30%  คงไวเปนเวลา 5 นาที จากน้ันปรับคอลัมนให
สมดุลดวย slovent B 30% เปนเวลา 2 นาที กอนการฉีดตัวอยางคร้ังตอไป ปรับอุณหภูมิของคอลัมนท่ี 
28 องศาเซลเซียส ปริมาตรของการฉีดตัวอยางคือ 10 ไมโครลิตร  

2.5.4.8 การวิเคราะหองคประกอบของสารระเหยในนํ้าปลา 
                                         วิเคราะหองคประกอบของสารระเหยของตัวอยางน้ําปลาหมัก

เดือนท่ี 6 ดวยวิธี Headspace Solid-Phase Microextraction (SPME) โดยการแยกสารและระบุชนิด
ของสารดวยเทคนิค Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) โดยดัดแปลงจากวิธีของ 
Pham et al. (2008) ใชตัวอยางน้ําปลา 1 มล. เติม Cyclohexanol ซ่ึงเปนสารมาตรฐานภายใน (Internal 
standard) ความเขมขน 100 ppm ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใหความรอนท่ี 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
10 นาที และดูดซับสารระเหยดวยไฟเบอร 50/30 ไมโครเมตร DBV/Carboxen/PDMS Stable Flex 
(Supelco, Bellefonte, PA., U.S.A) เปนเวลา 30 นาที แยกสารระเหยดวยคอลัมน DB-WAX 
polyethylene glycol (0.25 ไมโครเมตร, 60 เมตร, Agilent Technologies, Redwood, CA., U.S.A.) ตั้ง
คาการเพ่ิมข้ึนของอุณหภูมิ (Oven temperature) จาก 25 จนถึง 250 องศาเซลเซียส ในอัตรา 15 องศา-
เซลเซียสตอนาที วิเคราะหมวลสารดวย ionization energy ท่ี 70 eV ระบุชนิดของสารประกอบท่ี
ระเหยไดโดยการเปรียบเทียบ mass spectral ท่ีไดกับฐานขอมูลของ National Institute of Standards 
            2.6. วิเคราะหผลทางสถิติ 
      ทําการทดลองสองซํ้าโดยทุกการทดลองวัดอยางนอย 2-3 คา ผลของ Virgibacillus sp. 
SK37 ตอการยอยโปรตีนของตัวอยางน้ําปลาใชการทดลองแบบ Completely Randomized Design 
(CRD) และแฟคทอเรียลแบบ CRD สวนผลของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของเอนไซมใชการ

ทดลองแฟคทอเรียลแบบ CRD วิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียโดยใช Duncan Multiple Range 
Test (DMRT) โดยใชโปรแกรมวิเคราะหทางสถิติ SPSS for Windows (version 14.0; SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA) ท่ีระดับนัยสําคัญ p<0.05 
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            3.1 แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillu sp. SK37 
     3.1.1 การคัดเลือกชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนราคาถูก 
            จากการทดสอบเบ้ืองตนพบวาการใชเศษปลาและนํ้าคาวปลาสามารถเพ่ิมจํานวน

เซลลไดแตไมสามารถเหนี่ยวนําใหสรางโปรติเนสไดจึงศึกษาแหลงไนโตรเจนราคาถูกอ่ืนแทนเศษ

ปลา ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดของผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร ท้ัง 5 ชนิด ท่ีใชในการศึกษา
แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 แสดงดัง

ตารางท่ี 3.1 โดยโปรตีนถ่ัวเขียวมีปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดสูงกวาตัวอยางอ่ืนๆ ในขณะท่ี รําขาวมี
ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดนอยท่ีสุด  

 
ตารางท่ี 3.1 ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Total nitrogen) และปริมาณเกลือของยีสตสกัดทางการคา   
                    (Yeast extract) และผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร 
% (w/w) Ym Mp Fs Rb Ys Sp 

Total nitrogen 10.79±0.05 12.29±0.09 2.22±0.14 2.16±0.01 7.79±0.01 3.47±0.14 
NaCl - 0.52±0.16 74.67±0.74 0.48±0.11 0.46±0.13 19.82±0.08 
Ym= ยีสตสกัดทางการคา Mp=โปรตีนถ่ัวเขียว Fs=กากนํ้าปลา Rb=รําขาว Ys=กากยีสต Sp=กากถ่ัว
เหลือง 

 
           ผลการศึกษาสรางโปรติเนสระหวางการใช Ym กับแหลงไนโตรเจนจากผลพลอยได

จากอุตสาหกรรมอาหาร พบวาการใช Ym เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือมีคากิจกรรมของ
โปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลสูงท่ีสุด (7.51±0.63 หนวย/มิลลิลิตร) และระหวางแหลงไนโตรเจน
ราคาถูกท้ัง 5 ชนิด กากยีสตจากอุตสาหกรรมเบียรเปนสารอาหารท่ีกระตุนการสรางโปรติเนสที่หล่ัง
ออกนอกเซลลสูงท่ีสุด คือประมาณ  6.60±0.53  หนวย/มิลลิลิตร (P<0.05) (รูปท่ี 3.1A) โดยคา
กิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลมีคาสูงท่ีสุดในวนัท่ี 4 และแหลงไนโตรเจนจากกากถ่ัว

เหลืองและโปรตีนถ่ัวเขียวทําใหการผลิตโปรติเนสมีคาตํ่าท่ีสุด Kumar และ Tagaki (1999) รายงานวา
โปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลท่ีผลิตจากจุลินทรียตางๆ ถูกเหน่ียวนาํดวยแหลงไนโตรเจนท่ีจําเพาะ 
โดย beef extract เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดท่ีีสุดของ B. cereus 146 ในขณะท่ีกากถ่ัวเหลืองเปนแหลง
ไนโตรเจนท่ีดท่ีีสุดในการผลิตโปรติเนสจาก B. cereus MCM B-326 เม่ือพิจารณาถึงปริมาณเซลล
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พบวารําขาวใหผลผลิตเซลลสูงท่ีสุดในวนัท่ี 2 ขณะท่ี Ym จะใหปริมาณเซลลสูงสุดในวันท่ี 4 (รูปท่ี 
3.1B) และปริมาณเซลลระหวางแหลงไนโตรเจนราคาถูกและ Ym มีคาไม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 ผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ท่ีระดับ 1% (w/v) ตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ัง  
              ออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 
ตางกันในวันท่ี 4 (P>0.05)  เนื่องจากปริมาณเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเล้ียงโดยใชรําขาว
เปนแหลงไนโตรเจนมีปริมาณมากท่ีสุดในวันท่ี 2 แตกิจกรรมของโปรติเนสมีคาต่ํากวาการใช Ym 
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และ กากยีสต (P<0.05)  แสดงวาการผลิตโปรติเนสไมไดข้ึนอยูกับปริมาณเซลลแตข้ึนอยูกับ

องคประกอบของอาหาร ถึงแมวาปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดของโปรตีนถ่ัวเขียวจะมีคาสูงท่ีสุดแตเม่ือ
นํามาเล้ียงเช้ือพบวาใหคากิจกรรมของโปรติเนสตํ่ากวากากยีสต เปนไปไดวาโปรตีนในโปรตีนถ่ัว
เขียวสวนใหญเปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ในขณะที่กากยีสตอุดมไปดวยกรดอะมิโน เพปไทด วิตามิน 
และเกลือแร  ซ่ึงสารอาหารขนาดเล็กในกากยีสตจะถูกนําไปใชในการสรางโปรติเนสของ 
Virgibacillus sp. SK37 มากกวาโปรตีนโมเลกุลใหญในโปรตีนถ่ัวเหลือง นอกจากน้ียังมีรายงานวา 
yeast extract ชวยเพิ่มความสามารถในการผลิตโปรติเนสใน Bacillus หลายสายพันธุ (Boominadham 
et al., 2009) เม่ือเร็วๆนี้ มีรายงานการใชกากยีสตในอุตสาหกรรมเบียรแทนยีสตสกัดทางการคา 
(Yeast extract) ในอาหารเล้ียงเช้ือในการผลิตเอนไซม (do Nascimento et al., 2011; Xiros et al., 
2012) ดังนั้นจากการศึกษาน้ีสรุปไดวากากยีสตในอุตสาหกรรมเบียรซ่ึงเปนวัตถุดิบราคาถูกสามารถ
นํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนหลักสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 แทนการใช
ยีสตสกัดทางการคา (Yeast extract) 

     3.1.2 ความเขมขนท่ีเหมาะสมและปจจยัแวดลอมตอการเจริญและสรางโปรติเนส 
             เม่ือศึกษาระดับความเขมขนของกากยีสตท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนส พบวา

ในวนัท่ี 3 ของการเล้ียงเช้ือท่ีความเขมขนของกากยีสต 1% (w/v) มีคากจิกรรมของโปรติเนสหล่ังออก 
สูงท่ีสุด (6.72±0.44 หนวย/มิลลิลิตร) ดังแสดงในรูปท่ี 3.2A เม่ือเพิ่มระดับกากยีสต เปน 3% และ 5%  
พบวา Virgibacillus sp. SK37 สามารถสรางโปรติเนสไดชาในชวง 3 วันแรก และเร่ิมสรางโปรติเนส
ท่ีหล่ังออกนอกเซลลในวันท่ี 4 โดยมีคากิจกรรมประมาณ 2.5-3.5 หนวย/มิลลิลิตร สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Moon and Parulekar (1991) ท่ีพบวา  การสรางโปรติเนสของ Bacillus firmus ลดลง 
เม่ือใชยีสตสกดัเปนแหลงไนโตรเจนในระดับความเขมขนสูงเกินไป จากการศึกษานี้พบวาท่ีระดับ

ความเขมขนของกากยีสต 0.5% Virgibacillus sp. SK37 สามารถสรางโปรติเนสไดเร็วกวาท่ีระดับ
ความเขมขนอ่ืนๆ คือในวันท่ี 1 ก็แสดงการสรางโปรติเนสแลว แตคากิจกรรมของโปรติเนสเพ่ิมข้ึน
และเร่ิมคงท่ีในวันท่ี 2-4 ซ่ึงไมสูงเม่ือเทียบกับกากยีสตท่ีระดับ 1% อาจเปนไปไดวาท่ีระดับ 0.5% นี ้
มีปริมาณไนโตรเจน (N-source) จํากัด (รูปท่ี 3.2B) Moon and Parulekar (1991) รายงานวาโดยท่ัวไป
การสรางโปรติเนสของแบคทีเรียจะมีการนําแหลงไนโตรเจน เชน กรดอะมิโน หรือ เกลือ

แอมโมเนียม ไปใชอยางรวดเร็ว นอกจากนี้มีรายงานการสรางโปรติเนสจาก Bacillus sp. SIMA-2 ท่ี
ตองใชยีสตสกัดทางการคามากกวา 0.3% และมีเพปโตนมากกวา 0.2% จึงจะมีการสรางโปรติเนส (do 
Nascimento et al., 2011) ในขณะท่ีการสรางโปรติเนสของ alkaliphalic actinomycete ตองมีเพปโตน
มากกวา 1.5% หรือมียีสตสกัดทางการคามากกวา 1% (Mehta et al., 2006) สําหรับ Virgibacillus sp. 
SK37 ตองมีกากยีสต 1% ถึงจะมีการสรางโปรติเนสสูงสุด (P<0.05) เปนท่ีนาสังเกตวาจํานวนเซลล
ในวนัท่ี 4 ท่ีความเขมขน 1, 3 และ 5% มีปริมาณไมตางกนั (P>0.05) (รูปท่ี 3.2B) จากผลการทดลองนี้
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แสดงใหเห็นวาปริมาณไนโตรเจนมีความจําเปนตอการสรางโปรติเนสแตไมสงผลกระทบตอการเพ่ิม

จํานวนเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 
/ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.2 ผลของปริมาณกากยีสตท่ีระดับตางๆ (0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 % (w/v)) ตอกิจรรมโปรติเนส 
              ท่ีหล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 

 Virgibacillus sp. SK37 สามารถผลิตโปรติเนสไดสูงท่ีสุดในวนัท่ี 4 ท่ีอุณหภูมิ 35 
และ 40 องศาเซลเซียส โดยมีคากิจกรรมของโปรติเนสเทากับ 6.80±0.35 และ 6.84±0.34 หนวย/
มิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปท่ี 3.3A) อุณหภมิูท่ีสงเสริมการเจริญของเช้ือสูงสุดคือที่ 40 องศาเซลเซียส 
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และเม่ือเพิ่มอุณหภูมิเปน 45 องศาเซลเซียส พบวามีการสรางโปรติเนสและการเจริญของเช้ือลดลง 
(รูปท่ี 3.3B) แสดงวาอุณหภมูิท่ี 40 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสและ
การเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับรายงานของ Sinsuwan และ
คณะ (2008) ท่ีพบวาในอุณหภูมิท่ีเหมาะตอการเจริญและการสรางโปรติเนสของ Virgibacillus sp. 
SK33  

รูปท่ี 3.3 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโต  
              ของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 

 

(A) 

(B) 
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                           เม่ือศึกษาผลของพีเอชท่ีระดับความเขมขนโซเดียมคลอไรด 5% และบมท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส พบวาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสมากท่ีสุดคือท่ีพีเอช 7.5 (รูปท่ี 3.4, 
P<0.05) เม่ือพิจารณาท่ีพีเอช 8.0 และพีเอช 8.5 พบวามีการสรางโปรติเนสลดลง อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
คาพีเอช 6.0 และ 6.5 ไมเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสและการเจริญของเช้ือ  Virgibacillus sp. 
SK37 (รูปท่ี 3.4) Ryu (1994) รายงานถึงอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญและการสราง-   
โปรติเนสของแบคทีเรียท่ีชอบเกลือ Halobacterium sp. PB407 และหรือ H. halobium ATCC43214 
คือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท่ีพีเอช 7.0 

รูปท่ี 3.4 ผลของ pH ตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของ 
              เช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 

 

(A) 

(B) 
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                           เม่ือศึกษาผลของโซเดียมคลอไรดตอการสรางโปรติเนสที่พีเอช 7.5 บมท่ี 40 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 0-6 วัน ท่ีเกลือระดับ 0% คือ ไมเติมโซเดียมคลอไรด ซ่ึงในตัวอยางกากยีสตมี
ปริมาณเกลืออยูประมาณ 0.46% ดังนั้นในอาหารท่ีไมเติมเกลือจึงมีปริมาณโซเดียมคลอไรดจากกาก
ยีสตอยูเล็กนอย จากผลการทดลองพบวา ท่ีระดับความเขมขนของเกลือ 2.5% บมเปนเวลา 4 วัน เปน
ระดับท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสที่สุดไดคากจิกรรมของโปรติเนสประมาณ 12.50 หนวย/
มิลลิลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชอาหาร Y-broth ซ่ึงไดคากิจกรรมของโปรติเนสที่ต่ํากวา (7.50 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 3.5   ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล    
                (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
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หนวย/มิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังพบวาเม่ือเพิ่มระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรด มีผลทําให

กิจกรรมของโปรติเนสมีคาลดลง (รูปท่ี 3.5A) ท่ีความเขมขนเกลือ 7.5% พบการเจริญสูงสุดเทียบกับ
ความเขมขนเกลืออ่ืนๆ (รูปท่ี 3.5B) ใน 2 วันแรก โดยมีปริมาณเซลลอยูท่ี 8.21 Log CFU/มิลลิลิตร 
ซ่ึงแสดงใหเหน็วา Virgibacillus sp. SK37 เปนแบคทีเรียชอบเกลือ นอกจากนี้ Virgibacillus sp. 
SK37 ความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการสรางโปรติเนสของ Virgibacillus sp. 
SK37 ต่ํากวาแบคทีเรียในกลุม Bacillus อ่ืนๆ โดยความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญและ
การสรางโปรติเนสของ B. halophilus และ B.salexigens คือ 15 และ 10% ตามลําดับ (Garabito et al., 
1997; Kim et al., 2006) 
 
            3.2 ลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล 
                  3.2.1 การสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล 
                        ไซโมแกรม (Zymogram) ของเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 เม่ือใช 
fluoregenic peptide เปนสารต้ังตนปรากฏแถบใสซ่ึงแสดงถึงแถบของโปรติเนส พบวาการสกัด

เอนไซมโปรติเนสโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate), พีเอช 7 แชเย็น ความ
เขมขน 50 มิลลิโมลาร ท่ีผสมสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิดความเขมขน 10 มิลลิ-  
โมลาร สามารถสกัดเอนไซมโปรติเนสออกมาไดดีกวาการสกัดโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-   
มาริเอต (Tris-maleate), พีเอช 7 แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ท่ีผสมสารละลายแคลเซียมคลอ
ไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร และท่ีสกัดโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate), พีเอช 
7 แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร แตเพียงอยางเดียว เนื่องจากเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติก-   
แอซิด (EDTA) มีผลจับยึดแคลเซียมอิออนเพ่ิมการยอยสลายตัวเองโดยเอนไซม ในแบคทีเรียกรด
แล็กติกการใชบัพเฟอรท่ีปราศจาก Ca2+ โดยการเติมสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด 
(EDTA) มีผลสงเสริมการปลดปลอยโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล เนื่องจากเหนี่ยวนําใหเกิดการยอย
สลายตัวเองของโปรติเนส อยางไรก็ตามการปลดปลอยโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจะแตกตางกัน
ตามแตชนิดของแบคทีเรีย การแยก PrtL cell-bound proteinase จาก Lactobacillus delbrueckii subsp. 
lactis CRL581 สามารถทําไดโดยใชคาพีเอชท่ีมากกวาหรือเทากับ 6 และอุณหภูมิสูงกวา 25 องศา-
เซลเซียส ในขณะท่ีการแยกโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล จาก Bacillus cereus สามารถทําไดโดยสาร
ลดแรงตึงผิว sulfobetain SB-12 (Fricke et al., 1995) และการแยกโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ 
Virgibacillus sp. SK33 ท่ีไดผลคือการใชไลโซไซม (Sinsuwan et al., 2011) เม่ือพิจารณาไซโมแกรม
ของสารต้ังตนสังเคราะหพบวามวลโมเลกุลของเอนไซมท่ีพบในการศึกษานี้คือ 20 32 34 และ 44 
กิโลดาลตัน และเอนไซมท่ีมีขนาดขนาด 32 และ 34 กิโลดาลตัน เปนเอนไซมท่ีสามารถยอยสลาย
สารต้ังตนสังเคราะหไดมากท่ีสุด             
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รูปท่ี 3.6 ไซโมแกรมของเอนไซมโปรติเนสที่สกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 โดยใชเคซีนเปนสาร
ตั้งตน (A) และ ใช succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-amino-4-methylcoumarin (AMC) 
เปนสารต้ังตน (B) S คือสารมาตรฐาน C คือ ตัวอยางควบคุม EDTA คือเอนไซมโปรติเนสที่
สกัดดวยสารละลาย ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ความเขมขน 10 mM Ca2+ คือ 
ตัวอยางท่ีสกัดดวยสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 10 mM Extract คือเอนไซมโปรติเนสสกัด 

 
           จากรูปท่ี 3.6(B) พบวาการใช succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-amino-4-

methylcoumarin (AMC) เปนสารต้ังตน (substrate) จะพบแถบโมโลกุลมากกวาโดยแสดงมวล

โมเลกุล 19 20 22 32 34 และ 44 กิโลดาลตัน แสดงใหเห็นถึงความไว (Sensitivity) ของสารต้ังตน
เพปไทดสังเคราะหเม่ือเทียบกับโปรตีนเคซีน ขนาดของเอนไซมท่ีตรวจพบดวยไซโมแกรมมีขนาด

เล็กกวาท่ีมีการรายงานในแบคทีเรียกรดแล็กติก  (Laan and Konings, 1989)  แตมีขนาดใกลเคียงกับท่ี 

 

(A) 

 

(B) 
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พบใน Virgibacillus sp. SK33 คือ 17, 32, 43, 56 และ 65 กิโลดาลตัน (Sinsuwan et al., 2011)  
           มวลโมเลกุลของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากเช้ือ B. cereus, B. subtilis 168, 

และ St. lactis NCDO 763  คือ 19, 52, และ 80 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (Monnet et al, 1987; Fricke 
et al, 2001; Marqot and Karamata 1996) ในสวนโปรติเนสท่ีตรึงอยูกบัเซลลจากเชื้อ B. subtilis IFO 
3027, Lb. helveticus L89, Lb. casei subsp. casei IFPL 731 และ St. cremoris AC1 มีมวล
โมเลกุลขนาดใหญคือ 540, 180, 150, และ145 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (Shimizu et al., 1983; Geis et 
al., 1985; Martin-Hernandez et al., 1994; Fernanadez de Palencia et al., 1997)  

 

 
 

รูปท่ี 3.7 ไซโมแกรมของการสกัดเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ดวยสารละลาย 
EDTA ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีระยะเวลาตางๆ 

 
                 สารละลายท่ีเหมาะสมสําหรับสกัดเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 คือ

สารละลาย EDTA เขมขน 10 มิลลิโมลาร และเม่ือศึกษาระยะเวลาการสกัดท่ีเหมาะสม พบวา

ระยะเวลาการสกัด 2 ช่ัวโมง แถบใสของเอนไซมโปรติเนสมีความเดนชัดมากกวาท่ีระยะเวลาอื่นๆ 
(รูปท่ี 3.7) ดังนั้นท่ีระยะเวลาสกัดโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเหมาะสมคือ 2 ชั่วโมง  

   3.2.2 อุณหภมิูและพีเอชท่ีเหมาะสมตอกจิกรรมและเสถียรภาพ 
           กิจกรรมสูงสุดของโปรติเนสที่สกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 คือท่ีอุณหภูมิ 50 
 องศาเซลเซียส (ดังรูปท่ี 3.8A) ซ่ึงบงช้ีวาเอนไซมนี้ สามารถถูกกระตุนท่ีชวงอุณหภูมิสูง 

สวนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลของแบคทีเรียกรดแล็กติกแตละสายพันธุจะ
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แตกตางกัน เชน เอนไซมจาก St. thermophilus,  St. cremoris  AC1,  Lb. delbrueckii  subsp. 
bulgaricus  CNRZ 397,  Lb. casei  subsp.  casei  IFPL 731 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูในชวง 37–
42 องศาเซลเซียส (Geis et al, 1985; Laloi et al, 1991; Shahbal et al, 1993; Fernandez de Palencia et 
al, 1997) จากการศึกษาพบวาเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 มีคากิจกรรมสูงในชวง
อุณหภูมิกวางท่ี 35–60 องศาเซลเซียส ซ่ึงอาจทําใหสามารถประยุกตใชไดหลากหลาย โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 30–40 องศาเซลเซียส 

                   

 

 

 

รูปท่ี 3.8 อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของโปรติเนสที่สกัดจากเซลล Virgibacillus sp. SK37 
 

(A) 

(B) 
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                 พีเอชท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
คือ 11 (ดังรูปท่ี 3.8B) ซ่ึงเหมือนกับเอนไซมจาก B. subtilis  IFO 3027 (Shimizu et al, 1983) เปนท่ี
นาสังเกตวาพีเอชที่เหมาะสมของ Virgibacillus sp. SK37 มีคาเทากับ Virgibacillus  sp. SK33 
(Sinsuwan et al, 2011) แตอยางไรก็ตามพีเอชที่เหมาะสมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลของ

แบคทีเรียกรดแล็กติกเชน Lb. casei,  St. cremoris  AC1, และ  Lb. casei  subsp.  casei  IFPL 731 
จะอยูในชวงพีเอช ท่ี 5.5-6 (Geis et al, 1985; Naes et al, 1991; Fernandez de Palencia et al, 1997) 
                 3.2.3 ผลของสารยับยั้งและอิออน 
                       PMSF ซ่ึงเปนสารยับยั้งโปรติเนสในกลุมซีรีน (Serine proteinases) สามารถยับยั้ง
กิจกรรมของโปรติเนสโดยสมบูรณ (ตารางท่ี 3.2) แตอยางไรก็ตาม สารยับยั้งโปรติเนสในกลุมซีรีน 
และซิสเทอีน (Serine and cysteine proteinases) คือ Leupeptin และสารยับยัง้โปรติเนสในกลุม        
ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) คือ TPCK สามารถยับยั้งกิจกรรมของโปรติเนสไดเพยีง 30-40% สวน
สารยับยั้งเอนไซมทริปซิน (Trypsin-like proteinase) ไดแก soybean trypsin inhibitor (SBTI) และ 
TLCK สารยับยั้งโปรติเนสกลุมซิสเทอีน (E-64, Iodoacetate และ NEM ) โปรติเนสกลุมแอซิด 
(Pepstatin A) และ โปรติเนสกลุมเมทาโล (EDTA, L-histidine, Imidazole และ Bestatine) ยับยั้ง
กิจกรรมของโปรติเนสเพียงเล็กนอย ผลการทดลองบงช้ีวาโปรติเนสทีส่กัดจาก Virgibacillus sp. 
SK37 เปนซีรีนโปรติเนส  
 
ตารางท่ี 3.2 ผลของสารยบัยั้งและอิออนตอคากิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก 

Virgibacillus sp. SK37 
 
Substance Targeted proteinase Final concentration Relative activity (%)a 

Leupeptin Serine and cysteine proteinases 100 μM 69 
SBTI Trypsin-like proteinase 0.02 mg/mL 84 
TLCK Trypsin-like proteinase 100 μM 77 
TPCK Chymotrypsin-like proteinase 100 μM 64 
PMSF Serine proteinase 1 mM 0 
EDTA Metalloproteinase 10 mM 101 
L-histidine Metalloproteinase 10 mM 101 
Imidazole Metalloproteinase 10 mM 95 
Bestatine Metallo aminopeptidase 10 μM 93 
Pepstatine A Acid proteinase 10 μM 75 
E-64 Cysteine proteinase 10 μM 98 
Iodoacetate Cysteine proteinase 1 mM 92 
N-et Cysteine proteinase 1 mM 98 
DTT  10 mM 82 
-ME  10 mM 88 
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ตารางท่ี 3.2 (ตอ)    

Substance Targeted proteinase Final concentration Relative activity (%)a 

Mono- and di-valent cations   
Li+  10 mM 103 
Na+  10 mM 98 
K+  10 mM 97 
Mg2+  10 mM 149 
Ca2+  10 mM 140 
Sr2+  10 mM 141 
Ba2+  10 mM 139 
Metal ions    
Cu+  1 mM 97 
Cd+  1 mM 125 
Fe2+  1 mM 83 
Mn+  1 mM 115 
Hg+  1 mM 83 
Zn+  1 mM 121 

a Maximum activity was taken as 100% 

 
                  3.2.4 ความจําเพาะตอสารตั้งตน  
                        กิจกรรมของโปรติเนสตอสารต้ังตนสังเคราะหชนิดตางๆ แสดงดังตารางท่ี 3.3 
เอนไซมสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 สามารถยอยสลายสารต้ังตนสังเคราะห Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-AMC ไดสูงสุด ซ่ึงเปนสารต้ังตนท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเอนไซมโปรติเนสในกลุมไคโม-   
ทริปซิน และซับทิลิซิน (Chymotrypsin-like and subtilisin-like) (Graycar et al.,  2004) เนื่องจาก
สามารถยอยสลายสารตั้งตนท่ีมีกรดอะมิโนท่ีเปนอะโรมาติก (Aromatic amino acid) ในตําแหนง P1 
ไดดี สวน Boc-Val-Leu-Lys-AMC และ Boc-Gln-Ala-Arg-AMC ซ่ึงเปนสารตั้งตนของพลาสมิน 
(Plasmin) และทริปซิน ถูกยอยสลายไดนอยมาก ในขณะท่ี Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC ซ่ึงมี
ความจําเพาะเจาะจงตอเอนไซม แอลฟาธรอมบิน (-Thrombin) และ ทริปซิน (Trypsin) สารตั้งตนท่ี
มีความจําเพาะเจาะจงตอคาเธพซิน-บี (Cathepsin B) และคาเธพซิน-แอล (Cathepsin L) ซ่ึงไดแก Z-
Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ตามลําดับ ไมสามารถถูกยอยสลายโดยโปรติเนสสกัดจาก 
Virgibacillus sp. SK37 
 ผลของสารต้ังตนสอดคลองกับผลของสารยับยั้งซ่ึง แสดงลักษณะของซับทิลิซิน 
(Subtilisin-like characteristics) มีรายงานวาโปรติเนสที่หล่ังจากเซลลของ Filobacillus sp. RF2-5 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารตั้งตนท่ีมี phenylalanine methionine และ threonine ในตําแหนง P1 
ไดดี (Hiraga et al, 2005) ในขณะท่ีโปรติ-เนสจาก Halobacillus sp. SR5-3 มีประสิทธิภาพในการยอย
สลายสารต้ังตนท่ีมี leucine, glutamine และ alanine ในตําแหนง P1 ไดดี (Namwong et al, 2006)     
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โปรติเนสจาก B. licheniformis SMI 4.C.1 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารตั้งตนท่ีมี 
phenylalanine และ leucine ในตําแหนง P1 ไดดี (Manachini and Fortina 1998) ในขณะที่โปรติ-      
เนสจาก B. thermoruber  สามารถยอยสลายสารตั้งตน Z-Ala-Ala-Leu-p nitroanilide (pNA) ซ่ึงเปน
ลักษณะของโปรติเนสที่อยูในของซับทิลิซิน (Subtilisin-like) (Manachini et al, 1988) นอกจากนี้   
โปรติเนสจาก Bacillus sp. PS 719 ยังสามารถยอยสลายสารต้ังตนท่ีมี arginine ในตําแหนง P1 ไดดี 
ซ่ึงเปนลักษณะของโปรติเนสที่อยูในกลุมทริปซิน (Trypsin-like) (Hutadilok-Towatana et al., 1999) 
 
ตารางท่ี 3.3. ความจําเพาะตอสารต้ังตนของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากVirgibacillus sp. SK37 

 

Synthetic substrates Specificity Relative activity (%) 

Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC Trypsin-like, -thrombin-like 0 
Boc-Gln-Ala-Arg-AMC Trypsin-like 1 
Boc-Val-Leu-Lys-AMC Plasmin-like 1 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC Chymotrypsin-like, subtilisin-like 100 

Z-Phe-Arg-AMC Cathepsin L-like 0 
Z-Arg-Arg-AMC Cathepsin B-like 0 

a Maximum activity was taken as 100% 

 
               3.2.5   ผลของแคลเซียมคลอไรด 

           การเพิม่ความเขมขนของ Ca2+ สงผลใหคากิจกรรมของโปรติเนสเพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 3.9A) 
โดยเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วท่ีความเขมขนของ Ca2+ ตั้งแต 0-100 มิลลิโมลาร และ เพิ่มข้ึนเล็กนอยที่
ความเขมขน 200-500 มิลลิโมลาร ผลของ Ca2+ ตอกิจกรรมของโปรติเนสจากแบคทีเรียแตกตางกัน
ตามสายพันธุ ซ่ึงกิจกรรมของโปรติเนสจาก Bacillus sp. PS719 มีคาเพิ่มข้ึนเม่ือความเขมขนของ 
Ca2+ มีคามากกวา 2 มิลลิโมลาร ข้ึนไป (Hutadilok-Towatana et al., 1999) กจิกรรมของเอนไซม     
โปรติเนสจาก Salinivibrio costicala 18AG จะเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา ท่ีความเขมขนของ Ca2+  2 มิลลิ-    
โมลาร (Lama et al., 2005) ในขณะท่ีกิจกรรมของโปรติเนสจาก Halobacterium halobium S9 
เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา ท่ีความเขมขนของ Ca2+ ในระดบั 1 มิลลิโมลาร (Capiralla et al., 2002) อยางไรก็
ตามเอนไซมโปรติเนสจาก Pseudoalteromonas sp. CP76 ซ่ึงเปนแบคทีเรียชอบเกลือปานกลาง 
(Moderately halophilic bacteria) จะถูกยับยั้งท่ีความเขมขนของ Ca2+ ท่ี 5 และ 10 มิลลิโมลาร 
(Sanchez-Porro et al., 2003) นอกจากนี้ Ca2+ ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสจาก 
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Salinivibrio sp. AF-2004 และ Bacillus subtilis Y-108 (Yang et al, 2000; Karbalaei-Heidari et al, 
2007) ผลของแคลเซียมตอกจิกรรมจึงแตกตางตามแหลงของเอนไซม 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.9   ผลของแคลเซียมคลอไรดตอกิจกรรม และความคงทนตออุณหภูมิของเอนไซมโปรติเนสจาก 
Virgibacillus sp. SK37 

 
              เอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ในสารละลาย Ca2+ เขมขน 10 มิลลิ-

โมลาร เสถียรภาพอยูในชวงอุณหภูมิ 35-65 องศาเซลเซียส แตกิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 75% 
ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ในสารละลาย 
EDTA เขมขน 10 มิลลิโมลาร มีเสถียรภาพต่ํากวาคือแสดงกิจกรรมสูงเฉพาะท่ี 35-60 องศาเซลเซียส 

(A) 

(B) 
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และกิจกรรมจะลดลงเหลือ 20% ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ดังรูปท่ี 3.9B ผลดังกลาวแสดงวา Ca2+ 
มีผลชวยเพิ่มเสถียรภาพของเอนไซม  
 ผลของ Ca2+ ตอความคงทนตออุณหภูมขิองเอนไซมโปรติเนสแตกตางกันไปตาม
สายพันธุ (Strains) ความคงทนตออุณหภมูิของ B. mojavensis จะเพิม่ข้ึนเม่ือเพิ่มความเขมขนของ 
Ca2+ จนถึง 10 มิลลิโมลาร (Beg and Gupta 2003) ความคงทนตออุณหภูมิของโปรติเนสจาก B. 
stearothermophilus F1 เพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ Ca2+ จนถึง 20 มิลลิโมลาร (Rahman et al, 1994) 
ในขณะท่ีความคงทนตออุณหภูมิของโปรติเนสจาก Bacillus sp. KSM-K16 จะเพิ่มข้ึนท่ีความเขมขน
ของ Ca2+ ในระดับ 5 มิลลิโมลาร (Kobayashi et al, 1994) โปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
มีความคงทนตออุณหภูมิสูงเม่ือมีแคลเซียมไอออน 
                 3.2.6 ผลของเกลือโซเดียมคลอไรด 

          ผลของความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของการยอยสลายโปรตีน
ของเอนไซม โดยใชสารต้ังตน กลามเน้ือปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด และเคซีน แสดงดังรูปท่ี 3.10 การ
เพิ่มความเขมขนของโซเดียมคลอไรดทําใหคากิจกรรมการยอยสลายโปรตีนเพ่ิมข้ึน โดยโปรติเนสส
กัดจาก Virgibacillus sp. SK37 สามารถยอยเคซีนไดดีท่ีสุดท่ีโซเดียมคลอไรด 0 และ 10% สวนท่ี
โซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ความสามารถในการยอยสลายโปรตีนของโปรติเนสสกัดจาก 
Virgibacillus sp. SK37 ลดลง โดยสามารถยอยโปรตีนตั้งตนท้ังสามชนิดไมตางกัน (P>0.05) มี
รายงานกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสจาก St. thermophilus CNRZ 385 และ Lc. lactis subsp. 
cremoris SK11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.10 ผลของโซเดียมคลอไรดตอการยอยสลายโปรตีนปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกดั และเคซีน   
                ของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
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มีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเพิ่มขนท่ี 7 และ 9.4% ตามลําดับ 
(Exterkate 2000; Fernandez-Espla et al., 2000) งานวิจัยนี้บงช้ีวาโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. 
SK37 สามารถยอยสลายโปรตีนท้ังในสภาวะท่ีไมมีเกลือโซเดียมคลอไรดและท่ีมีโซเดียมคลอไรดสูงถึง 
25% ดังนั้นเอนไซมจึงอาจมีผลตอการยอยโปรตีนในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาซ่ึงเปนสภาวะท่ีมี
เกลือสูง  
 
            3.3 บทบาทของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 ตอการยอยปลากะตัก 
                      การเปล่ียนแปลงจํานวนแบคทีเรียระหวางกระบวนการหมัก เม่ือวิเคราะหดวยอาหาร

เล้ียงเช้ือ Plate count agar (PCA) ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 15% แสดงดังรูปท่ี 3.11 
ตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 และแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.2% มี
ปริมาณเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตนประมาณ 6 Log CFU/มิลลิลิตร ในชวง 4 เดือนแรก ยกเวนเดือนท่ี 1 
ประชากรแบคทีเรียลดลงประมาณ 1.8 Log CFU/มิลลิลิตร สวนตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลล 
Virgibacillus sp. SK37  โดยไมเติมแคลเซียมคลอไรดมีการเจริญของแบคทีเรียในทํานองเดียวกนัโดย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.11 การเปล่ียนแปลงประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate 

count agar (PCA) ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 15%; Control คือ ปลา
กะตักไมเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37, Control+CaCl2 คือปลากะตักเติม CaCl2 ใน
ระดับ 0.2%, Whole cells คือตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลล (whole cell) ของ 
Virgibacillus sp. SK37, Whole cells + CaCl2 คือ ตัวอยางท่ีเติมเซลลของ Virgibacillus 
sp. SK37 และCaCl2 เขมขน 0.2% 
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มีประชากรแบคทีเรียในชวง 4 เดือนแรกท่ี 6 Log CFU/มิลลิลิตร และสัปดาหท่ี 2 มีประชากรเชื้อ
แบคทีเรียลดลงประมาณ 2 Log CFU/มิลลิลิตร สวนตัวอยางควบคุม และตัวอยางควบคุมท่ีเติม
แคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.2% ไมพบประชากรแบคทีเรียต้ังแตเดือนท่ี 0-4 แสดงวาแบคทีเรียท่ีตรวจ

นับไดในตัวอยางมีแนวโนมสูงท่ีจะเปน Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเติมลงไป แมวาตัวอยางท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37 ไมไดมีประชากรแบคทีเรียเพิ่มข้ึนในระหวางกระบวนการหมัก ปริมาณกลุม
แอลฟาอะมิโนเพ่ิมข้ึนมากกวาตัวอยางควบคุม (ตัวอยางท่ีไมมีการเติมกลาเช้ือ) ดังแสดงในตารางท่ี 
3.4 
 
ตารางท่ี 3.4 ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ของน้ําปลาท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 

ท่ีมีและไมมีแคลเซียมคลอไรด ในระดับ 0.2% โดยนํ้าหนัก 
 

Fermentation 
time (month) 

State of 
sample 

-Amino acid group1 

Control Control+CaCl2 Cell pellets Cell pellets +CaCl2 

0 

Mash 
0.072  0.002a 0.070  0.006a 0.108  0.009a 0.112  0.019a 

0.5 0.386  0.011b 0.415  0.017b 0.520  0.017b 0.467  0.110b 

1 0.375  0.025b 0.468  0.006c 0.538  0.009b 0.567  0.001b 

1.5 

Liquid 

819  25A 916  5A 910  1A 938  45A 

2 979  11B 949  5B 1205  4B 1237  26B 

3 1018  3BC 1007  4C 1253  1B 1282  7B 

4 1099 53B 1157  12D 1395  53C 1520  5C 

1A unit of -amino acid group in samples at 0-1 and 1.5-4 months was expressed as mmol leucine/g sample and 
mM leucine, respectively.  
Different superscripts indicate significant differences (P<0.05) in row 
 

             การเพิ่มข้ึนของปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนบงบอกถึงการยอยสลายโปรตีนใน

ระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาซ่ึงอยูในรูปของโอลิโกเปปไทด (Oligopeptides) และ/หรือกรดอะ-
มิโน (Amino acids) (Adler-Nissen, 1979) เม่ือระยะเวลาการหมักเพ่ิมข้ึน ปริมาณแอลฟาอะมิโนของ
น้ําปลาเพ่ิมข้ึน (P<0.05) โดยตัวอยางท่ีเติมเซลล Virgibacillus sp. SK37 และแคลเซียมคลอไรด
เขมขน 0.2% มีปริมาณแอลฟาอะมิโนสูงสุด ท่ีระยะเวลาการหมักเดือนท่ี 4 สวนตัวอยางปลากะตัก
ควบคุมมีปริมาณแอลฟาอะมิโนตํ่าสุด โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 อาจมี
บทบาทตอการยอยสลายโปรตีนปลา เนื่องจากเอนไซมนี้ไดรับการกระตุนดวยแคลเซียมคลอไรด 
ตัวอยางท่ีเติมท้ังเซลลและแคลเซียมคลอไรดมีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนสูงสุด ผลการจําลองการ
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หมักนี้บงช้ีไดวา โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาท
ตอการยอยสลายโปรตีนปลาในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา 

 

            3.4. บทบาทของโปรติเนสท่ีตรึงกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ตอกระบวนการหมัก
น้ําปลาระดบัหองปฏิบตัิการ 
                  แบคทีเ รีย ท่ี คัดแยกไดจากน้ํ าปลาสามารถผลิตโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล 
(Extracellular proteinase) และโปรติเนสท่ีตรึงกับเซลล (Cell-bound proteinase) โดยแบคทีเรียท่ี
นํามาทดสอบในกระบวนการหมักน้ําปลาคือ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีคัดแยกไดจากกระบวนการ
หมักน้ําปลาเดือนท่ี 1 ท่ีสามารถเจริญไดดีในสภาวะท่ีมีเกลือ 5-20% และผานการทดสอบศักยภาพใน
การใชเปนกลาเช้ือในกระบวนการหมักน้ําปลาระดับหองปฏิบัติการ แบคทีเรีย Virgibacillus sp. 
SK37 มีรูปรางเซลลเปนทอนเรียงตัวตอกันเปนสายส้ัน 2-6 เซลล มีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอ-
ไทดของ 16S rRNA gene ไมนอยกวา 98% กับ Virgibacillus halodenitrificans สายพันธุอางอิง แตมี
ลักษณะทางสรีรวิทยาหลายลักษณะท่ีแตกตางกันโดย Virgibacillus sp. SK37 สามารถเจริญไดท่ี pH 
6.0-11.0 ในขณะท่ี Virgibacillus halodenitrificans สายพันธุอางอิง เจริญไดท่ี pH 5.0-9.0 นอกจากน้ี 
Virgibacillus sp. SK37 สามารถแสดงกจิกรรมของท้ังโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล และ ตรึงอยูกับ
เซลล (Sinsuwan et al., 2007, 2008) โดยโปรติเนสสามารถแสดงกิจกรรมในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียม
คลอ-ไรดสูง (25%) และยังสามารถยอยสลายพันธะเพปไทดท่ีมีกรดอะมิโนท่ีหลากหลาย (Broad 
specificity) มากกวาโปรติเนสทางการคา นอกจากนี้โปรติเนสท่ีแบคทีเรียนี้ผลิตไดเปนโปรติเนสท่ี
สามารถแสดงกิจกรรมในสภาวะเกลือสูง ซ่ึงเปนขอไดเปรียบเม่ือเทียบกับเอนไซมทางการคาท่ีมี

กิจกรรมลดลงในสภาวะเกลือสูง เนื่องจาก Virgibacillus sp. SK37 เจริญไดดีท่ีคาพีเอชเปนกลางไป
จนถึงดาง และท่ีมีความเขมขนของเกลือ 5-20% จึงไดเพิ่มสภาวะในกระบวนการหมักน้ําปลาเพ่ือเอ้ือ
ให Virgibacillus sp. SK37 สามารถดํารงอยูในกระบวนการหมักไดนานและแสดงกิจกรรมการยอย
ไดดีข้ึน โดยทดลองหมักน้ําปลาโดยใชเกลือในระดับ 15% และปรับคาพีเอชของระบบใหมีคาใกลกับ
ความเปนกลางมากท่ีสุด และเม่ือนําโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 มา
ทดสอบการลดระยะเวลาการหมักน้ําปลาไดผลการศึกษาดังนี้ 

3.4.1 การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียระหวางกระบวนการหมัก 
          การเปล่ียนแปลงประชากรแบคทีเรียระหวางกระบวนการหมัก เม่ือวิเคราะหดวยอาหาร 
 JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดยีมคลอไรด 10% โดยใชเทคนิค Spread plate จากรูปที่ 3.12 พบวา
แบคทีเรียในตัวอยางควบคุมท้ัง 3 ตัวอยาง มีแบคทีเรียเร่ิมตนใกลเคียงกันคืออยูท่ี 3.6-3.7 Log CFU/
กรัม ในขณะที่ตัวอยางท่ีมีการเติมเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 มีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน

ใกลเคียงกันคือ 5.6-5.9 Log CFU/กรัม และแบคทีเรียท่ีพบยังมีลักษณะโคโลนีหลากหลายนอยกวา
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แบคทีเรียในชุดควบคุม (รูปท่ี 3.13) เม่ือระยะเวลาการหมักผานไป 7 วัน ประชากรแบคทีเรียใน
ตัวอยางท่ีหมักสภาวะเกลือสูง (ชุดควบคุม, 30% NaCl, และเกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37, 
SK37/30% NaCl) ลดลงจนไมสามารถตรวจนับได (<30CFU/กรัม) ท่ีคาการเจือจาง 2 เทา และไมพบ

แบคทีเรียจนกระท่ังส้ินสุดกระบวนการหมัก (180 วัน) การลดลงอาจเกิดจากสภาวะการหมักท่ีเกลือ
สูง (30%) ไมเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือกลุมดังกลาว สําหรับตัวอยางในชุดเกลือ 15% ท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37 (SK37/15% NaCl) มีจํานวนแบคทีเรียลดลง 2 Log CFU/กรัม ซ่ึงใกลเคียงกับ
ตัวอยางในชุดควบคุมเกลือ 15% (15% NaCl) ท่ีมีประชากรแบคทีเรียคงที่ท่ี 3.5 Log CFU/กรัม 
จากนั้นประชากรแบคทีเรียคอยๆเพิ่มข้ึนท่ีระยะการหมัก 60 วัน (5.1-5.3 Log CFU/กรัม) และจํานวน
ลดลงจนกระทั่งไมสามารถตรวจนับไดเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมัก ในขณะท่ีประชากรแบคทีเรียใน
ชุดควบคุมของเกลือ 15%, พีเอช 6.8 (15% NaCl, pH 6.8) ในวนัท่ี 7 ของกระบวนการหมักเพิ่มข้ึน
เปน 6.2 Log CFU/กรัม ซ่ึงใกลเคียงกับประชากรแบคทีเรียในชุดการทดลองท่ีเติม Virgibacillus sp. 
SK37 ท่ีสภาวะเดยีวกัน (SK37/15% NaCl, พีเอช 6.8) (รูปท่ี 3.12) ซ่ึงมีประชากรจุลินทรียคงท่ีท่ี 5.8 
Log CFU/กรัม จนกระท่ังระยะเวลาการหมัก 120 วนั จากน้ันประชากรแบคทีเรียลดลงจนไมสามารถ
ตรวจนับไดเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมัก 6 เดือน 

 
 

รูปท่ี 3.12 การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียในระหวางการหมักน้ําปลาดวย Virgibacillus sp. SK37 
ตรวจนับจุลินทรียโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลดไรด 10% 
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จากโคโลนีท่ีตรวจพบบนอาหาร JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 10% ในชุดตัวอยาง
เกลือ 15% และตัวอยางเกลือ 15%, พีเอช 6.8 ในชวงแรกของการหมัก (7-14 วัน) พบวามีความ
หลากหลายของลักษณะโคโลนีเม่ือเปรียบเทียบกับวันเร่ิมตน และยังพบการอยูรอดของ Virgibacillus 
sp. SK37 ตามลูกศรในรูปท่ี 3.2 โดยดูลักษณะปรากฏของโคโลนีซ่ึงมีสีครีมชมพู วาว และมีขอบ
เรียบ เสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 มิลลิเมตร และสุมโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย โคโลนีของ 
Virgibacillus sp. SK37 มาศึกษาสรีระวิทยาเบ้ืองตนซ่ึงผลท่ีไดคือการแสดงออกทางสรีระวิทยาของ 
Virgibacillus sp. SK37 สําหรับ DNA typing ของ Virgibacillus sp. SK37 เพื่อนํามาใชในการบงบอก
ถึงความอยูรอดของ Virgibacillus sp. SK37 ในระบบการหมักยังอยูในระหวางการศึกษา โคโลนีท่ี
พบในตัวอยางวันท่ี 14 มีลักษณะของ Virgibacillus sp. SK37 อยูนอยกวาลักษณะอ่ืนๆ (รูปท่ี 3.13-
3.15) และเม่ือกระบวนการหมักผานไป ความหลากหลายของลักษณะโคโลนีท่ีพบลดลงจนกระท่ัง
เหลืออยู 1-2 ลักษณะ คือเปนโคโลนีสีเหลือง และโคโลนีสีขาวขนาดเล็ก ซ่ึงไมใชลักษณะโคโลนี
ของ Virgibacillus sp. SK37 (รูปท่ี 3.16-3.21) 

จากผลการทดลองนี้มีความเปนไปไดวาในสภาวะท่ีมีการลดความเขมขนของเกลือในระบบ

หมัก หรือการปรับพีเอชของระบบใหมีคาพีเอชอยูท่ี 6.8 ซ่ึงเปนคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ 
Virgibacillus sp. SK37 ไมสามารถทําใหเช้ือนี้เจริญอยูในระบบการหมักไดนานข้ึน แตในระบบท่ีมี
การลดความเขมขนของเกลือสงเสริมแบคทีเรียชนิดอ่ืนใหเจริญมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับการหมักท่ี
เติมเกลือในระดับ 30% และการลดความเขมขนของเกลือในระบบหมักรวมกับการปรับพีเอชใหอยูท่ี 
6.8 มีผลเพิ่มจํานวนแบคทีเรียในระบบหมัก และเปนสภาวะท่ีเอ้ือใหแบคทีเรียสามารถอยูรอดใน
ระบบหมักไดนาน 150 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับการหมักแบบที่เกลือ 30% 
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รูปท่ี 3.13 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัแรกของ  
                กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 10% 

(D) เกลือ 15% เตมิ Virgibacillus sp. SK37 (C) ชุดควบคุมเกลือ 15%  

(F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 (E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8  

(B) เกลือ 30% เตมิ Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30% 

Virgibacillus sp. SK37
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. 

(A) ชุดควบคุมเกลือ 30% (B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.14 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 7 ของ  
                กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 

10%  
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.15 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 14 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% 
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(A) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (B) เกลือ 15% เติม  Virgibacillus sp. SK37 

(C)  ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (D) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.16 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 21 

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% และเกลือโซเดียม
คลอไรด 30% ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 
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(A) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (B) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(C)  ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (E) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.17 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 30 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดใน

ระดับ 10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 
30% และ Virgibacillus sp. SK37) 
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(A) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (B) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(C)  ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (D) เกลือ 15% pH 6.8  เติม Virgibacillus sp. SK37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.18 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 60 ของ

กระบวนการ หมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ 
Virgibacillus sp. SK37) 
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(A) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (B) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(C)  ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (D) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.19 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวางในวนัท่ี 90 

ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดใน
ระดับ 10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% 
และ Virgibacillus sp. SK37) 
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(A) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (B) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(C)  ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (D) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.20 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 120 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ 
Virgibacillus sp. SK37) 
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(A) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (B) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(C)  ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (D) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.21 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวางในวันท่ี 150 

ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ 
Virgibacillus sp. SK37) 

 
 

          เม่ือตรวจนับประชากรแบคทีเรียชอบเกลือสูง (Extreme halophiles) ดวยอาหารเล้ียง
เช้ือ JCM 169 เกลือโซเดียมคลอไรด 25% โดยใชเทคนิค Spread plate โดยเม่ือเร่ิมกระบวนการหมัก 
(วันท่ี 0) ไมพบแบคทีเรียชอบเค็มในตัวอยางท้ังหมด แสดงวา Virgibacillus sp. SK37 ไมสามารถ
เจริญในอาหารท่ีมีเกลือสูงได และเม่ือกระบวนการหมักผานไป 7 วัน สามารถตรวจนับจุลินทรียได 
2.3-4.0 Log CFU/กรัม (รูปท่ี 3.22) โดยแบคทีเรียในตัวอยาง 15% NaCl และ 15% NaCl, พีเอช 6.8 
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พบจํานวนแบคทีเรียชอบเค็มมากกวาตัวอยาง 30% NaCl และจํานวนแบคทีเรียชอบเค็มสูงในตัวอยาง 
15% NaCl, พีเอช 6.8 ท้ังชุดควบคุมและท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 มีประชากรลดลงและไม
สามารถตรวจนับไดเม่ือกระบวนการหมักผานไป 30 วัน (<30CFU/กรัม) ท่ีคาการเจือจาง 2เทา (รูปท่ี 
3.23-3.34) การลดลงอาจเกิดจากสภาวะการหมักมีความเขมขนของเกลือและคาพีเอชไมเหมาะสมตอ
การเจริญของแบคทีเรียท่ีชอบเกลือสูง ในขณะท่ีแบคทีเรียในตัวอยาง 30% NaCl มีจํานวนแบคทีเรีย
เพิ่มข้ึนและคอนขางคงท่ีท่ี 3-4 Log CFU/กรัม จนถึงวันท่ี 120 ของกระบวนการหมัก จากนั้นไม
สามารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรียได และในตัวอยาง 15% NaCl มีประชากรแบคทีเรียคอนขางคงท่ีท่ี 
2-3 Log CFU/กรัม จนวันท่ี 90 ของกระบวนการหมัก จากน้ันไมสามารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรีย
ไดเชนกัน    

 
รูปท่ี 3.22   การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียชอบเกลือสูงในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาท่ี

เติม  Virgibacillus sp. SK37 ตรวจนับจุลินทรียโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 169 ท่ีเติม
โซเดียมคลอไรด 25% 
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                         ลักษณะของโคโลนีท่ีตรวจพบบนอาหาร JCM 169 ในชวงแรกของกระบวนการหมัก
นี้มีความแตกตางกันคือพบโคโลนีสีแดง สีขาว สีชมพู สีเหลือง (รูปท่ี 3.23-3.24) ซ่ึง Oren (2003) ได
รายงานลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีชอบเค็มสูงไววามีสีแดงเนื่องจากมีการสรางสารแคโรทีนอยด 
(Carotenoid) และในบางคร้ังมีการสรางแวคิวโอลซ่ึงสามารถทําหนาท่ีเก็บสะสมแกส  (Gas 
vacuoloes) ทําใหโคโลนีมีสีชมพูหรือขาว และเม่ือกระบวนการหมักผานไปความหลากหลายของ
ลักษณะโคโลนีท่ีพบลดลงจนกระท่ังเหลืออยู 1-2 ลักษณะ คือพบแตโคโลนีสีแดงและสีเหลือง (รูปท่ี 
3.25-3.29) จากการทดลองนี้พบวาการปรับสภาวะ (ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดและพีเอช) 
สงผลตอชนิดของแบคทีเรียชอบเค็มสูงท่ีพบในกระบวนการหมัก สภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด
เขมขนสูง 30% แบคทีเรียท่ีพบสวนใหญตลอดระยะเวลาการหมักมีลักษณะโคโลนีสีแดง ในขณะท่ี
สภาวะการหมักท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด 15% พบแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีขาวและสีเหลืองเปนสวน
ใหญ ในขณะท่ีสภาวะการหมักท่ีเกลือโซเดียมคลอไรด 15%, พีเอช 6.8 ไมเอ้ือตอการเจริญของ

แบคทีเรียชอบเค็มสูง ประชากรของแบคทีเรียชอบเค็มสูงท่ีตางกันนี้อาจสงผลตออัตรายอยสลาย
โปรตีนและคุณภาพของผลผลิตสุดทาย 
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.23 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 7 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25%  
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.24 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 14  

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25%  
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.25 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 21 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25%  
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(E) ชุดควบคุมเกลือ 15% pH 6.8 (F) เกลือ 15% pH 6.8 เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.26 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 30 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% 
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.27 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 60 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% (ไม
พบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37) 
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.28 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 90 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% (ไมพบ
โคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37) 
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(C) ชุดควบคุมเกลือ 15 % (D) เกลือ 15% เติม Virgibacillus sp. SK37 

(B) เกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37 (A) ชุดควบคุมเกลือ 30%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.29 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 120 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% (ไมพบ
โคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37) 

 
                3.4.2 การเปล่ียนแปลงทางเคมีกายภาพระหวางกระบวนการหมัก 

            เม่ือเร่ิมตนกระบวนการหมัก (วันท่ี 7) ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของนํ้าปลาในทุก
ตัวอยางมีคาใกลเคียงกัน (รูปท่ี 3.30) แตปริมาณโอลิโกเพปไทดท่ีตรวจวิเคราะหดวยวิธี Lowry มีคา
แตกตางกัน (p<0.05, รูปท่ี 3.31) เนื่องจากการวิเคราะหดวยวิธี Lowry มีความจําเพาะกับโซขางของ
ไทโรซีนเปนสําคัญ ดังนั้นตัวอยางท่ีมีเกลือต่ํา (15%) และพีเอช 6.8 มีการยอยสลายของเพปไทดท่ีมี
โซขางเปนกลุมอะมิโนไทโรซีนมากกวาตัวอยางอ่ืน แตการยอยสลายของโปรตีนเปนโอลิโกเพปไทด
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มีคาไมแตกตางกัน จากการวิเคราะหปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน สภาวะเกลือต่ําและพีเอช 6.8 ท่ีเปน
กลางอาจเหนี่ยวนําใหเอนไซมโปรติเนสที่มีความจําเพาะตอกรดอะมิโนไทโรซีนมีกิจกรรมสูง สงผล
ใหเกิดเพปไทดท่ีมีกลุมไทโรซีนสูงกวาตัวอยางอ่ืน เม่ือระยะเวลาในการหมักเพิ่มข้ึนปริมาณกลุม

แอลฟาอะมิโนของน้ําปลามีคาเพิ่มข้ึนในทุกตัวอยางโดยเฉพาะตัวอยางท่ีมีการหมักโดยใชเกลือตํ่า 
(NaCl 15%) และตัวอยางท่ีมีการหมักโดยใชเกลือต่ํารวมไปกับการปรับพีเอช (15% NaCl, pH 6.8) 
โดยพบวามีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง 21 วันแรกของกระบวนการหมัก 
(รูปท่ี 3.30) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Lapsongphon et al. (2013) ท่ีพบวา Virgibacillus sp. SK37 
ท่ีใชเปนกลาเช้ือในการหมักน้ําปลาเกลือตํ่า (15%) จะมีการยอยสลายโปรตีนในชวงแรกของ

กระบวนการหมัก และพบวามีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนสูงสุดเม่ือระยะเวลาการหมักผานไป 30 วัน 
จากผลดังกลาวบงช้ีวา การลดปริมาณเกลือลงจาก 30% เปน 15% ชวยเพิ่มระดับการยอยสลายของ
โปรตีนในระยะแรกของการหมักได เอนไซมในตัวปลาและจากเชื้อจุลินทรียอาจแสดงกิจกรรมได
สูงข้ึนในสภาวะท่ีมีเกลือ 15% ในระบบหมัก นอกจากน้ีการเจริญของแบคทีเรียท่ีมากข้ึนในสภาวะ
เกลือ 15% อาจสงผลใหเกิดการยอยสลายของโปรตีนปลามากข้ึน นอกจากนี้ตัวอยางท่ีเติมกลาเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 ในสภาวะเกลือ 15% แสดงคาการยอยสลายท่ีสูงกวาตัวอยางควบคุมท่ีระดับ
เกลือเทากันท่ีระยะการหมัก 60 วัน แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยอยสลายโปรตีนจาก 
Virgibacillus sp. SK37 ในสภาวะท่ีมีเกลือในกระบวนการหมัก 15% สวนในตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% 
ท่ีไมพบการเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 หลังจากกระบวนการหมักผานไป 7 วัน (รูปท่ี 3.12) 
เนื่องจากเปนสภาวะท่ีไมเอ้ืออํานวยตอการเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 ดังนั้นการเติมกลาเช้ือ
ไมมีผลเพ่ิมระดับการยอยสลาย (p>0.05) เนื่องจากสภาวะเกลือ 30% ไมเหมาะสมตอการเจริญของ
กลาเช้ือ อยางไรก็ตามเม่ือระยะเวลาการหมัก 6 เดือน ปริมาณแอลฟาอะมิโนมีคาใกลเคียงกัน  

     เม่ือวิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทด พบวาการยอยสลายของโปรตีนมีคาเพิ่มข้ึนใน
ระหวางกระบวนการหมักในทุกตัวอยาง (รูปท่ี 3.31) และในตัวอยางท่ีเติมเกลือ 15% และเกลือ 15%, 
พีเอช 6.8 แสดงปริมาณโอลิโกเพปไทดสูงกวาตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% ซ่ึงปริมาณโอลิโกเพป-
ไทดมีคาสูงสุดท่ีระยะเวลาการหมัก 60 วัน จากนั้นทุกตัวอยางมีปริมาณโอลิโกเพปไทดลดลง และมี
คาใกลเคียงกันคือ 40-45 มิลลิโมลลาร เม่ือส้ินสุดกระบวนการหมัก เพปไทดท่ีมีกลุมไทโรซีนมี
แนวโนมท่ีจะเกิดการจับตัวกันโดยแรงกระทําไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) สงผลใหเกิด
การจบัตัวกันของเพปไทดเปนตะกอน ซ่ึงปรากฏการณดังกลาวมีแนวโนมท่ีจะเกิดหลังจากระยะเวลา
การหมักผานไป 60 วัน สงผลใหปริมาณไทโรซีนในสวนของเหลวลดลง ในขณะท่ีการยอยสลาย
โปรตีนยังคงเกิดข้ึนหลังจาก 60 วัน ดังจะเห็นไดจากการเพิ่มข้ึนของกลุมแอลฟาอะมิโน (รูปท่ี 3.30) 
จากการเปล่ียนแปลงปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนอาจสรุปไดวากระบวนการยอยของทุกตัวอยาง

เกิดข้ึนอยางสมบูรณภายในระยะเวลาของการหมัก 150 วัน (รูปท่ี 3.30) การลดลงของกลุมแอลฟา- 
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อะมิโนหลังจากน้ันอาจบงช้ีถึงการใชกรดอะมิโนหรือเพปไทดไปใชในกิจกรรมของจุลินทรียท่ียังคง

อยูในระบบหมัก หรือการเกิดตะกอนของเพปไทดเนื่องจากการจับกันของเพปไทดดวยแรงกระทํา
ตางๆ หากพิจารณาจากปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนและปริมาณกลุมไทโรซีนจะเห็นไดวา การเติม 
Virgibacillus sp. SK37 สงผลตอการยอยสลายโปรตีนเฉพาะในชวง 60 วนัแรกของกระบวนการหมัก
เทานั้น โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีลดเกลือลงท่ี 15% สําหรับการเติม Virgibacillus sp. SK37 มีผลตอการ
สลายโปรตีนในตัวอยางท่ีมีการลดเกลือรวมกับการปรับพีเอชเปน 6.8 สวนตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 
30% การเติมเช้ือผลตอการยอยสลายโปรตีนไมเดนชัดการลดเกลือรวมกับการปรับคาพีเอชเปน 6.8 
เปนสภาวะท่ีสงเสริมการยอยสลายโปรตีนของเอนไซมโปรติเนสที่อยูในตัวปลาอยูแลว อีกท้ังยังเปน
การสงเสริมการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ในระบบหมัก (รูปท่ี 3.12-3.21) สงผลใหเกิดการยอยสลาย
ของโปรตีนในระดับสูง บทบาทของ Virgibacillus sp. SK37 ตอการยอยสลายโปรตีนเม่ือเทียบกบั
เอนไซมและเช้ือท่ีมีอยูในระบบจึงไมโดดเดน สวนในกรณีของการหมักท่ีเกลือเขมขน 30% เปน

สภาวะท่ีไมเอ้ือตอการเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 กิจกรรมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลมี
แนวโนมท่ีจะถูกจํากัดดวยสภาวะเกลือสูง จึงทําใหการยอยสลายโปรตีนจากกิจกรรมโปรติเนสที่ตรึง
อยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 มีจํากัดเชนกัน ผลจากการศึกษานี้บงช้ีวาสภาวะท่ีสงเสริมตอ
การยอยโปรตีนในระบบการหมักน้ําปลาโดยการเติม Virgibacillus sp. SK37 คือการปรับใหสภาวะ
เกลือในระบบหมักมีคา 15% โดยไมจําเปนตองปรับคาพีเอช 

 

 
 

รูปท่ี 3.30 การเปล่ียนแปลงปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมักเปน
เวลา 6 เดือน 
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รูปท่ี 3.31 การเปล่ียนแปลงโอลิโกเพปไทดของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมักเปนเวลา 6 เดือน 
 

     สมบัติทางเคมีท่ัวไปของน้ําปลาท้ัง 6 ตัวอยางในเดือนท่ี 6 แสดงดังตารางท่ี 3.5 ปริมาณ
ไนโตรเจนรวมท้ังหมด (Total nitrogen) ของตัวอยางควบคุมท่ีมีการลดปริมาณเกลือในการหมักเหลือ 
15% มีคาสูงสุด (P<0.05) เปนท่ีนาสังเกตวาตัวอยางท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 ในทุกสภาวะการ
หมักมีคานอยกวาตัวอยางควบคุม (P<0.05) ท่ีทุกสภาวะการศึกษา เนื่องจากปริมาณไนโตรเจนรวมท้ัง
หมดบงช้ีถึงปริมาณเพปไทด กรดอะมิโน และแอมโมเนีย Dougan and Howard (1975) รายงานวา 
80% ของไนโตรเจนรวมท้ังหมดของน้ําปลาจะอยูในรูปของกรดอะมิโน นอกจากนี้ปริมาณ

ไนโตรเจนรวมท้ังหมดของน้ําปลาจะข้ึนกับปลาแตละชนิด และองคประกอบทางเคมีของปลา 
(Tungkawachara et al., 2003) ซ่ึงปริมาณไนโตรเจนรวมท้ังหมดใชเปนดัชนีบงช้ีคุณภาพของน้ําปลา 
(Park et al., 2001) เกณฑมาตรฐานของน้ําปลาคุณภาพชั้นท่ี 1 ของประเทศไทยจะตองมีคามากกวา 
2.0% จากผลการวิจัยพบวาปริมาณไนโตรเจนรวมท้ังหมดของทุกตัวอยางมีคามากกวา 2.0% (ตารางท่ี 
3.4) ซ่ึงเปนเกณฑมาตรฐานของน้ําปลาคุณภาพช้ันท่ี 1 นอกจากน้ีตัวอยางท่ีเติม Virgibacillus sp. 
SK37 มีปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนท่ีต่ํากวาตัวอยางควบคุม อาจกลาวไดวาการเติม Virgibacillus 
sp. SK37 มีแนวโนมลดปริมาณแอมโมเนียในระบบการหมัก ในขณะท่ีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน
ในเดือนท่ี 6 มีแนวโนมไมตางกัน (P>0.05) ระหวางตัวอยางท่ีเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 และ
ตัวอยางควบคุม ดังนั้นการเติมเช้ือจึงไมมีผลลดปริมาณกรดอะมิโนหรือเพปไทดในระบบการหมัก 
และเม่ือพิจารณาปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนในตัวอยางท่ีมีการลดปริมาณเกลือในการหมักเหลือ

15% และมีการปรับคาพีเอชเทากับ 6.8 มีปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนสูงกวาตัวอยางอ่ืนๆ (P<0.05) 
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เปนไปไดวาตัวอยางท่ีเติมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 อาจทําใหเกิดการสรางสารท่ีมีผลตอคาแอมโมเนีย
ไนโตรเจนในผลิตภัณฑ เกลือท่ีต่ําสงผลใหเกิดการยอยสลายของโปรตีนอยางรวดเร็ว และสงผลให
เกิดสารประกอบของกลุมแอมโมเนียซ่ึงเปนสาเหตุใหคาพีเอชมีคาสูง ซ่ึงคาพีเอชของตัวอยางเกลือ 
15%, พีเอช 6.8 สูงกวาตัวอยางอ่ืนๆ (P<0.05) เม่ือพิจารณาคาเกลือจะพบวาตัวอยางที่หมักดวยเกลือ 
15% มีคาเกลือในชวง 24-24.8% ซ่ึงตํ่ากวาตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% (P<0.05) ท่ีมีคาเกลือใน
ผลิตภัณฑสุดทายท่ีประมาณ 27% จะเห็นไดวาแมระบบการหมักจะลดเกลือลง ประมาณคร่ึงหนึ่ง 
(จาก 30% เปน 15%) แตปริมาณเกลือในผลิตภัณฑสุดทายมิไดมีคาตางกันคร่ึงหนึ่งท้ังนี้เนื่องจาก

ปริมาณนํ้าในตัวอยางมีจํากัด ความชื้นของปลาท่ีใชเปนวัตถุดิบมีคาประมาณ 65-70% ซ่ึงเปนปจจัย
จํากัด (Limiting factor) ตอการละลายของเกลือ การเติมเกลือในระดับเกลือสูง (30%) หรือการลด
เกลือลงคร่ึงหนึ่ง (15%) จึงไมมีผลใหเกิดความแตกตางในการละลาย แมจะลดเกลือลงเหลือเพียง 
15% ผลิตภัณฑสุดทายยังคงมีคาเกลือตามมาตรฐานของผลิตภัณฑน้ําปลาซ่ึงกําหนดใหมีเกลือไมต่ํา
กวา 20% และยังคงลักษณะจําเพาะของผลิตภัณฑปลา คาพีเอชเร่ิมตนของกระบวนการหมักในชุด
การทดลองท่ีมีเกลือ 30% มีคา 5.55-5.57 สําหรับชุดการทดลองที่มีเกลือ 15% มีคา 5.71-5.72 การ
หมักเปนระยะเวลา 6 เดือนสงผลใหคาพีเอชมีคาลดลง ในชุดการทดลองท่ีมีเกลือ 15%, พีเอช 6.8 มี
คา พีเอชเร่ิมตนอยูท่ี 6.81-6.83 หลังจากหมักเปนระยะเวลา 6 เดือน คาพีเอชของผลิตภัณฑสุดทายมี
คาสูงเกินมาตรฐานอุตสาหกรรม (สมอ.) ท่ีกําหนดไววาน้ําปลาตองมีคาพีเอชไมเกิน 5.9 คาพีเอชท่ี
สูงข้ึน แสดงถึงการยอยสลายของโปรตีนในระดับสูงซ่ึงสอดคลองกับปริมาณกลุมอะมิโนแอลฟา-
(รูปท่ี 3.26) และทําใหเกิดกล่ินฉุนของแอมโมเนียซ่ึงเปนลักษณะท่ีไมพึงประสงค แมการเติม 
Virgibacillus sp. SK37 จะชวยลดคาแอมโมเนียไนโตรเจนแตยังคงมีกล่ินฉุนแอมโมเนียในผลิตภัณฑ
ดังนั้นการปรับลดเกลือลงเหลือ 15% ในการหมักรวมกับการปรับคาพีเอชเปน 6.8 แมจะชวยเพิ่มการ
ยอยสลายของโปรตีนแตสงผลใหเกิดลักษณะทางกล่ินท่ีไมใชลักษณะของน้ําปลา  

 
ตารางท่ี 3.5 องคประกอบทางเคมีของน้ําปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ เปนเวลา 6 เดือน 

ตัวอยาง pH 
ปริมาณไนโตรเจน

รวมท้ังหมด(%) 
ปริมาณแอมโมเนีย

ไนโตรเจน(%) 
ปริมาณเกลือ (%) 

ชุดควบคุมเกลือ 30% 5.41a 2.43 ± 0.05b 0.27 ± 0.00b 26.85 ± 0.41c 

เกลือ 30% เติม SK37 5.40a 2.20 ± 0.09a 0.18 ± 0.00a 27.42 ± 0.21c 

ชุดควบคุมเกลือ 15% 5.57b 2.75 ± 0.00c 0.27 ± 0.01b 24.33 ± 0.21ab 

เกลือ 15% เติม SK37 5.55b 2.43 ± 0.02b 0.27 ± 0.03b 24.84 ± 0.10b 

ชุดควบคุมเกลือ 15%, pH 6.8 7.47c 2.66 ± 0.00c 0.56 ± 0.00d 24.18 ± 0.42ab 

เกลือ 15% pH 6.80 เติม SK37 7.43c 2.42 ± 0.05b 0.49 ± 0.00c 23.96 ± 0.31a 

Different superscripts within a column indicate significant differences (P<0.05) 
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                         3.4.2.1 คาสี 

                     ตัวอยางน้ําปลาท้ัง 6 ตัวอยางมีคาสีในระบบ L*, a*, และ b* ซ่ึงตรวจวัดโดยใช
เคร่ือง ColorQuest XE (Hunter Associate Laboratory, Virginia, USA) แสดงดังตารางท่ี 3.6 ใน
ภาพรวมทุกตัวอยางมีลักษณะปรากฏเปนสีน้ําตาลอมแดง ซ่ึงสอดคลองกับคาสีท่ีวัดไดคือมีคา +b* 
สูง ตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 15% และเกลือ 15% พีเอชเปน 6.8 มีคา L*ต่ําสุด (P<0.05) ซ่ึงบงช้ีวามีสี
เขมท่ีสุด ในขณะท่ีตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 15% และหมักดวยเกลือ 30% มีคาความสวางมากข้ึน

ตามลําดับ การเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 สงผลใหคา L* เพิ่มข้ึน เม่ือเทียบกับตัวอยาง
ควบคุมของแตละสภาวะ ซ่ึงบงช้ีวาการเติมกลาเช้ือสงผลใหตัวอยางน้ําปลามีคาความสวาง (L*) มาก
ข้ึน หรือมีสีท่ีจางลงเม่ือเทียบกับตัวอยางควบคุม ระดับการยอยสลายท่ีสูงของตัวอยางท่ีหมักดวย
เกลือ 15% รวมกับปรับพีเอชเปน 6.8 สงผลใหมีคาความแดง (a*) สูงท่ีสุด (P <0.05) ในขณะท่ี
ตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% ซ่ึงมีคาการยอยสลายตํ่าสุด มีคาความแดง (a*) ต่ําสุด (P <0.05) เชนกัน 
การเตมิกลาเช้ือท่ีทุกสภาวะการหมักสงผลใหคาความแดงตํ่ากวาตัวอยางควบคุม (P <0.05) ตัวอยางท่ี
หมักดวยเกลือ 15% รวมกับการปรับพีเอชเปน 6.8 มีคาความเหลือง (b*) ต่ําสุด (P <0.05) และ

ตัวอยางควบคุมท่ีหมักดวยเกลือ 30% มีคาความเหลืองสูงสุด (P <0.05) จากลักษณะปรากฏ ตัวอยางท่ี
หมักดวยเกลือ 15% และปรับพีเอชเปน 6.8 มีสีน้ําตาลอมแดงเขมดํา ลักษณะคลายซีอ๊ิว ในขณะท่ี
ตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% มีสีน้ําตาลอมแดงซ่ึงเปนลักษณะของสีน้ําปลาท่ัวไป สวนตัวอยางท่ีเติม
เกลือ 15% จะมีสีน้ําตาลอมแดงเขมกวาตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% ซ่ึงสอดคลองกับคาสีท่ีวัดได 
โดยตัวอยางท่ีมีสีเขมคลํ้าจะมีคา L* ต่ําและคา a*สูง สีของน้ําปลาเกิดจากการเกิดปฏิกิริยาเมลลารด 
(Maillard browning) ดวยกรดอะมิโนและกลุมคารบอนิลของน้ําตาลรีดิวซ ตัวอยางท่ีหมักดวย 

 
ตารางท่ี 3.6 คาสีในระบบ L* a* และb* ของตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ เปนเวลา 6 เดอืน  
 

Sample L* a* b* 

ชุดควบคุมเกลือ 30% 60.46±0.02b 29.77±0.03e 87.74±0.16a 

เกลือ 30% เติม SK37 67.47±0.01a 22.50±0.02f 83.86±0.05c 

ชุดควบคุมเกลือ 15% 53.63±0.05d 34.65±0.03c 84.49±0.08b 

เกลือ 15% เติม SK37 57.44±0.01c 30.76±0.01d 84.46±0.14b 

ชุดควบคุมเกลือ 15%, pH 6.8 44.78±0.02f 37.45±0.02a 73.86±0.15e 

เกลือ 15% pH 6.80 เติม SK37 47.72±0.05e 36.13±0.01b 77.72±0.08d 

Note : Different superscript indicate significant diferrence (P<0.05) in column 
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เกลือ 15%, พีเอช 6.8 มีระดับการยอยสลายโปรตีนสูงสุด จึงเกิดปฏิกิริยาเมลลารดมากท่ีสุด การ
เพิ่มข้ึนของคา L* และการลดลงของคา a* ซ่ึงแสดงถึงคาสีท่ีซีดจากลงจากสีน้ําตาลอมแดงในตัวอยาง
ท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีทุกสภาวะ มีนัยวาการเติมเช้ืออาจสงผลใหการเกิดปฏิกิริยา
เมลลารดนอยกวาตัวอยางควบคุม ซ่ึงเปนไปวาตัวอยางท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 อาจมีการนํา
กรดอะมิโนและเพปไทดไปใชสงผลใหสารต้ังตนของปฏิกิริยาเมลลารดลดลง 
                         3.4.2.2 ปริมาณไบอจนีิกเอมีนในน้าํปลา 

                     จากการวิเคราะหปริมาณไบโอจีนิกเอมีนพบวาคาดาเวอรีนและฮีสตามีนเปน  
ไบโอจนีิกเอมีนหลักท่ีตรวจพบ และตรวจไมพบ ทริปทามีน พิวเทรสซีน และ สเปอรมีน (ตารางท่ี 
3.7) ไบโอจีนิกเอมีนท่ีสําคัญคือฮีสตามีนซ่ึงสามารถทําใหเกิดอาการเปนพิษในผูบริโภคได โดย
อาการที่พบคือ เปนผ่ืนท่ีคอและหนา  เหง่ือออกมาก ปวดศีรษะ คล่ืนไส อาเจียน ทองรวง (Zaman et 
al., 2009)  ปริมาณฮีสตามีนท่ีตรวจพบในทุกตัวอยางมีคาตํ่ากวามาตรฐานท่ี  CODEX  ไดกําหนดไว
ในน้ําปลาคือ 400 ppm ในตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 15% และ 30% พบวาการ
เติม Virgibacillus sp. SK37 ไมทําใหเกิดการเพ่ิมข้ึนของฮีสตามีน สวนตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักดวย
เกลือโซเดียมคลอไรด 15% และปรับพีเอช 6.8 ท่ีสงผลใหมีปริมาณฮีสตามีนเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงอาจเปนผล
จาก Virgibacillus sp. SK37 หรือเช้ืออ่ืนท่ีเจริญและสรางฮีสตามีนในสภาวะการหมักนี้ (รูปท่ี 3.12-
3.21)  

                     สวนตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% และเติมVirgibacillus sp. SK37 มีปริมาณ
ฮีสตามีนไมแตกตางจากตัวอยางควบคุม แมวาจะปรับสภาวะการหมักใหมีเกลือตํ่าลงจาก 30% เปน 
15% มิไดกอใหเกิดการเพิ่มข้ึนของฮีสตามีนเม่ือเทียบกับการหมักดวยเกลือ 30% สอดคลองกับการ
ทดลองของ Yongsawatdigul et al. (2007) ท่ีไดรายงานวาการหมักน้ําปลาโดยใชกลาเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 รวมกับการใชเอนไซม Alcalase ท่ีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 25% 
ไดน้ําปลาท่ีหมักเปนเวลา 4 เดือนท่ีมีปริมาณฮีสตามีนไมแตกตางกับตัวอยางควบคุม และสรุปวา 
Virgibacillus sp. SK37 ไมทําใหเกิดการเพ่ิมข้ึนของปริมาณฮีสตามีน 

                     อยางไรก็ตามการลดเกลือรวมกับการปรับพีเอช เปน 6.8 สงผลใหปริมาณคาดา-
เวอรีนเพิ่มข้ึน 2 เทา ซ่ึงบงช้ีวาเปนสภาวะท่ีกอใหเกิดการสะสมของคาดาเวอรีน แบคทีเรียชอบเกลือ
ปานกลางที่เจริญท่ีสภาวะน้ีอาจมีสวนรวมตอการผลิตสารคาดาเวอรีน นอกจากนี้ แมสภาวะในการ
หมักท่ีศึกษาจะมีผลตอไทรามีน แตปริมาณไทรามีนมีนอยมากในทุกตัวอยาง สวนสภาวะในการหมัก
ไมมีผลตอปริมาณสเปอรมิดีนในผลิตภัณฑน้ําปลาท่ีได 
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ตารางท่ี 3.7 ปริมาณโอจีนิกเอมีน (ppm) ของตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp.  
SK37 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 

 

Sample Cadaverine Histamine Tyramine Sperimidine 
Control 30%NaCl 15.50±2.11a 7.42±1.32bc 0.34±0.31a 7.06±1.16 
30%NaCl+SK37 17.22±3.18a 8.76±0.63bc 0.08±0.21a 11.15±4.93 
Control 15%NaCl 21.13±0.43a 5.87±1.72ab 4.48±0.16c 5.21±2.80 
15%NaCl+SK37 21.02±3.23a 4.73±0.09a 0.46±0.25ab ND 
Control pH6.8 52.44±3.31b 6.74±0.01ab 0.57±0.00ab 4.50±1.88 
pH6.8+SK37 46.74±7.66b 9.40±0.73c 0.97±0.23b 3.38±1.30 

ND: Not detected; 
 Different superscripts indicate significant difference (P<0.05) in column. 
 
                        3.4.2.3 สารระเหยในน้ําปลา 

                    พบสารระเหยในตัวอยางผลิตภัณฑน้ําปลาท้ังหมด 35 ชนดิ ประกอบดวยสารใน
กลุมแอลกอฮอล 10 ชนิด แอลดีไฮด 7 ชนิด คีโตน 1 ชนิด สารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบ 4 ชนิด 
สารท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 8 ชนิด กรด 4 ชนิด และ ฟูแรน 1 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 3.8 

                   พบสารระเหยประเภทแอลกอฮอลหลายชนิดในตัวอยางน้ําปลาหมักท้ัง 3 สภาวะ 
โดยตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 15%, พีเอช 6.8 มีปริมาณแอลกอฮอลมากกวาตัวอยางอ่ืนโดยเฉพาะ 1-
Pentanol, 1-Hexanol, 1-Octanol และ 2,7-Octadien-1-ol ในขณะท่ีการลดเกลือลง 15% โดยไมปรับ พี
เอช ไมสงผลใหมีปริมาณสารระเหยแอลกอฮอลแตกตางจากตัวอยางท่ีมีเกลือ 30% แสดงใหเห็นวา
การปรับพเีอชเปนกลางมีผลตอการเกิดสารระเหยในระหวางกระบวนการหมักอยางมาก ท้ังนี้อาจเกิด
จากการเจริญเติบโตของเช้ือชอบเค็มปานกลางทําใหเกิดการยอยสลายโปรตีน ไขมัน และสารอ่ืนๆ 
เกิดผลิตภัณฑเปนสารในกลุมแอลกอฮอล  

                     มีรายงานวา 3-Methylbutanal ซ่ึงเปนสารในกลุมแอลดีไฮดใหกล่ินเนื้อตม 
(Udomsil et al., 2011) ซ่ึงเปนกล่ินหลักในน้ําปลา Dougan และ Haward (1975) อธิบายถึงกล่ินหลัก
ของน้ําปลา 3 กล่ินใหญท่ีบงช้ีลักษณะของนํ้าปลาเอเชียคือ กล่ินคาวปลาและกล่ินฉุนแรงของสาร
แอมโมเนียเคิล (Fishy ammoniacal) กล่ินหอมเนยแข็ง (Cheesy) และกล่ินเนื้อตม (Meaty notes) โดย
กล่ินเหลานี้ถือเปนกล่ินในเชิงบวก จากการทดลองพบวาการเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ไมทําให
เกิดการเปล่ียนแปลงของสาร 3-Methylbutanal ตัวอยางท่ีมีการปรับคาพีเอชเปน 6.8 พบวามีปริมาณ
สาร Nanonal และ Benzaldehyde ซ่ึงใหกล่ินไขมัน และ อัลมอนด ตามลําดับสูงกวาตัวอยางท่ีหมัก
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ดวยเกลือโซเดียมคลอไรด 15% และ 30% ท้ังท่ีเติมและไมเติมสารละลายเซลลของ Virgibacillus sp. 
SK37 มีการรายงานวาสารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบทําใหเกิดกล่ินในเชิงลบ Gram และ Huss 
(1996) รายงายวาสารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบ ทําใหเกิดสารกลุมซัลไฟด ท่ีใหกล่ินไมดี (Off-
odor) Shimoda et al. (1996) รายงานวา Dimethyl sulfide, Dimethyl disulfide และ Dimethyl 
trisulfide ทําใหเกิดกล่ินอุจาระในน้ําปลา รวมท้ังสารในกลุมนี้สวนใหญมีคาระดับการเร่ิมรับรู 
(Threshold) ท่ีต่ํา ทําใหสารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบมีความสําคัญตอกล่ินของน้ําปลา จากผลการ
ทดลองพบวา ตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีมีการปรับพีเอชเปน 6.8 มีปริมาณของ Dimethyl disulfide, 
Dimethyl trisulfide และ 3-(Methylthio)propanol สูงกวาการหมักวิธีอ่ืนๆ (P<0.05) ซ่ึงบงช้ีถึง
ลักษณะกล่ินรสที่ไมดี ในตัวอยางท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% ท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. 
SK37 มีปริมาณ 3-(Methylthio)propanal เพิ่มสูงกวาตัวอยางควบคุม (P<0.05) 
 
ตารางท่ี 3.8 สารระเหยของตัวอยางน้ําปลา ท่ีหมักดวยเกลือและคาพีเอชตางๆรวมกับการเติม ตะกอน

เซลล Virgibacillus sp. SK37 เปนระยะเวลา 6 เดือน  
 

RI Peak name Relative peak area 
30%NaCl SK37/30%

NaCl 
15%NaCl SK37/15

%NaCl 
15%NaCl
, pH6.8 

SK37/15% 
NaCl, pH6.8 

Alcohol 
961 Ethanol 0.003a 0.059a 0.078 a 0.169 a 0.56a 1.393b 
1156 1-Butanol ND ND ND ND 0.053 0.051 
1168 1-Penten-3-ol 0.005a 0.003a 0.005a 0.007a ND 0.073b 
1210 3-Methyl, 1-butanol 0.010a 0.009a 0.008a 0.037b 0.046b 0.017a 
1251 1-Pentanol 0.012a 0.013a 0.025a 0.031a 0.401b 0.411b 
1347 1-Hexanol 0.018a 0.005a 0.004a 0.008a 0.471c 0.213b 
1482 2-Ethyl, 1-hexanol 0.021 0.021 0.017 0.02 ND ND 
1551 1-Octanol 0.018a 0.007a 0.009a 0.009a 3.190c 1.280b 
1616 Ethanol,2-(2-ethoxyethoxy) 0.146d 0.027ab 0.093c 0.023a 0.041b ND 
1677 2,7-Octadien-1-ol ND ND 0.024a 0.025a 0.381b 0.296b 

Aldehyde 
924 3-Methylbutanal 0.03 0.118 0.081 0.096 0.392 0.755 
1081 Hexanal 0.018 0.004 0.003 0.007 0.018 0.01 
1088 2-Methyl,2-butenal ND ND 0.007a 0.009a 0.026b 0.027b 
1381 Nonanal 0.031a 0.016a 0.016a 0.027a 0.117b 0.193c 
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ตารางท่ี 3.8 (ตอ) 
RI Peak name Relative peak area 

30%NaCl SK37/30%
NaCl 

15%NaCl SK37/15
%NaCl 

15% NaCl, 
pH6.8 

SK37/15% 
NaCl, pH6.8 

1512 Benzaldehyde 0.142a 0.122a 0.113a 0.113a 0.897c 0.469b 
1591 Benzonitrile ND ND ND ND 0.302 0.172 
1634 Benzeneacetaldehyde  0.098 0.09 0.159 0.164 ND ND 

Ketone        
1280 Cyclohexanone 0.054a 0.046a 0.041a 0.044a 0.425c 0.248b 

Sulfur-containing compound 
1070 Dimethyl disulfide 0.001c 0.001c 0.001c 0.002c 0.117 a 0.071b 
1364 Dimethyl trisulfide 0.007c 0.001c 0.007c 0.004c 0.161a 0.087b 
1441 3-(Methylthio)propanal 0.085b 0.128a 0.087b 0.075b   
1712 3-(Methylthio)propanol 0.089c 0.064c 0.036c 0.068c 0.258b 0.671a 

Nitrogen-containing compound 
1261 Methyl pyrazine 0.011c 0.010c 0.011c 0.018c 0.164a 0.090 b 
1315 2,5-Dimethyl, pyrazine 0.101c 0.100c 0.125c 0.132c 0.384a 0.286b 
1321 2,6-Dimethyl, pyrazine 0.034b 0.026b 0.034b 0.041b 0.322a 0.240a 
1338 2,3-Dimethyl, pyrazine     1.505 1.741 
1376 2-Ethyl-6-methyl pyrazine, 0.015b 0.005b 0.011b 0.016b 0.249a 0.215a 
1437 2,6-Diethyl pyrazine 0.005b  0.003b 0.003b 5.940a 6.845a 
1458 2-methyl-6-propyl pyrazine     0.38 0.493 
1470 Tetramethylpyrazine,      7.516 9.313 

Acid 
1535 Propanoic acid 0.028b 0.005b 0.007b  0.302a 0.355a 
1562 2-Methylpropanoic acid 0.069 0.026 0.037 0.007 0.228 0.097 
1622 Butanoic acid 0.021b 0.021b 0.043b 0.002b 0.068b 0.226 a 
1663 3-Methylbutanoic acid   0.647a 0.436b 0.428b 0.128c   

Furan 
1651 2-Furanmethanol 0.087a 0.137ab 0.069a 0.062a 0.570c 0.245b 

Note: 
A
The value represents ratio of peak area of any compound to that of internal standard (cyclohexanol); 

ND, Not detected;  
RI, Retention indices calculated for DB-WAX column using n-alkanes as standards 
Different superscripts within a row indicate significant differences (P<0.05). 
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                     ตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีมีการปรับพีเอชเปน 6.8 พบกลุมสารไพราซีนสูงกวาตัวอยางอ่ืน 
สอดคลองกับงานของ Shimoda et al (1996) ท่ีวิเคราะหการระเหยในนํ้าปลาท่ีไมไดปรับ พีเอช และ
น้ําปลาท่ีปรับพีเอชเปน 11 พบวาท่ีคาพีเอชท่ีสูงข้ึนทําใหสารระเหยท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบมี
ปริมาณมากข้ึน โดยตัวอยางท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีพีเอช 6.8 ตรวจพบ 
Methylpyrazine ซ่ึงใหกล่ินคลายกระเทียม และ 2,5-Dimethylpyrazine ท่ีใหกล่ินถ่ัวค่ัว ต่ํากวา
ตัวอยางควบคุม (P<0.05) ในขณะที่การเติม Virgibacillus sp. SK37 ในตัวอยางท่ีไมไดปรับพีเอชท่ี
ความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรดท้ัง 2 ระดับ ไมมีผลตอปริมาณสารในกลุมนี้ (P>0.05) 
                     กรดท่ีระเหยไดท่ีตรวจพบในการทดลองน้ีคือ Propanoic acid และ 2-Methylpropanoic 
acid โดยไมพบความแตกตางระหวางตัวอยางท่ีเติมและไมเติมเซลลของVirgibacillus sp. SK37 ท่ีทุก
สภาวะการหมัก สําหรับ Butanoic acid และ 3-Methylbutanoic acid เปนกรดท่ีใหกล่ินในเชิงลบคือ
กล่ินหืน โดยตัวอยางท่ีเติมสารละลายเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 และปรับพีเอช 6.8 มีปริมาณ 
Butanoic acid สูงสุด นอกจากนี้ในการศึกษานี้พบสารฟูแรนเพียง 1 ชนิด คือ 2-Furanmethanol ซ่ึงให
กล่ินน้ําตาลไหม โดยนํ้าปลาหมักท่ีปรับคาพีเอชเปน 6.8 พบในปริมาณท่ีสูงกวาสภาวะอ่ืนๆ (p<0.05) 
อยางไรก็ตามสารดังกลาวไมมีบทบาทตอกล่ินของน้ําปลามากนักเนื่องจากมีคาการรับรูท่ีสูง (Giri et 
al., 2010) 
                     การหมักน้ําปลาโดยปรับพีเอชของระบบใหมีคา 6.8 สงผลใหเกิดสารระเหยในปริมาณ
สูงกวาการหมักท่ีคาพีเอช 5.5-5.8 โดยเกิดสารระเหยในปริมาณสูงหลายชนิดซ่ึงเปนสารระเหยท่ีให
กล่ินไมพึงประสงค ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะทางประสาทสัมผัสท่ีมีกล่ินฉุนและมีกล่ินแตกตางไป
จากน้ําปลา ในขณะท่ีการหมักท่ีเกลือ 15% สงผลใหไดน้ําปลาท่ีมีชนิดและปริมาณสารระเหย

ใกลเคียงกับการหมักท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% ดังนั้นการหมักน้ําปลาดวยสัดสวนของเกลือ 
15% นอกจากจะสามารถเรงกระบวนการยอยสลายโปรตีนแลว ยังคงใหกล่ินรสและสารระเหย
ใกลเคียงกับตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% การใชตะกอนเซลล Virgibacillus sp. SK37 ท้ังท่ีสภาวะ
เกลือ 30% และ 15% มีแนวโนมในการลดการเกิดกล่ินท่ีไมพึงประสงค เชนกล่ินอุจาระและกล่ินหืน 
ไดแก 3-methylbutanoic acid 
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บทที่ 4 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
      การสรางโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 โดยใชแหลง

ไนโตรเจนจากผลลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร พบวากากยีสตซ่ึงเปนผลิตผลพลอยไดจาก
โรงงานผลิตเบียร เปนแหลงไนโตรเจนราคาถูกท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก 
Virgibacillus sp. SK37 โดยปริมาณกากยีสตท่ีเหมาะสมคือ 1% (w/v) และสภาวะท่ีเหมาะสมใน
เหนี่ยวนําการสรางโปรติเนสคือ ท่ีพีเอช 7.5 โซเดียมคลอไรดเขมขน 2.5% ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 วัน สภาวะท่ีเหมาะสมตอการสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus 
sp. SK37 คือ การใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate), พีเอช 7 แชเย็น ความเขมขน 50 
มิลลิโมลาร ท่ีมี EDTA เขมขน 10 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
และโปรติเนสที่สกัดไดมีขนาดโมเลกุลประมาณ 19 20 22 32 34 และ 44 กิโลดาลตัน สภาวะที่
เหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีสกัดไดคือ 50 องศาเซลเซียส และพีเอช 8 และ 
11 โปรติเนสดังกลาวจัดอยูในกลุมซีรีนและมีคุณลักษณะคลายซับทิลิซิน (Subtilisin-like) กิจกรรม
ของโปรติเนสที่สกัดไดถูกกระตุนดวยเกลือแคลเซียมคลอไรด โดยมีกิจกรรมเพ่ิมข้ึน 4 เทา เม่ือความ
เขมขนของแคลเซียมคลอไรดมากกวาหรือเทากับ 100 มิลลิโมลาร นอกจากนี้แคลเซียมคลอไรดยัง
เพิ่มเสถียรภาพของเอนไซมใหมีความคงทนตออุณหภูมิ การเพ่ิมความเขมขนของโซเดียมคลอไรดทํา
ใหคากิจกรรมของการยอยสลายโปรตีนเพิ่มข้ึน โดยโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
สามารถยอยเคซีนไดดีท่ีสุดท่ีโซเดียมคลอไรด 0 และ 10% สวนท่ีโซเดียมคลอไรดเขมขน 25% 
ความสามารถในการยอยสลายโปรตีนกลามเนื้อปลา (fish muscle) โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด และเคซีน 
ของโปรติเนสสกัดลดลงโดยสามารถยอยโปรตีนต้ังตนท้ังสามชนิดไมตางกัน (P>0.05) การใชโปรติ
เนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีผลิตจาก Virgibacillus sp. SK37  ในการยอยปลากะตักในสภาวะการหมัก
น้ําปลา พบวาการเติมแคลเซียมคลอไรดรวมกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 สงผลใหการยอย
สลายโปรตีนปลาเพ่ิมข้ึน ผลการทดลองนี้บงช้ีไดวาโปรตเินสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. 
SK37 อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทตอการยอยสลายโปรตีนปลาในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา 

     จากการทดลองหมักปลากะตักรวมกับการใชโปรติ เนสที่ต รึงอยูกับเซลลจาก 
Virgibacillus sp. SK37 และรวมกับการลดปริมาณเกลือ หรือ การลดปริมาณเกลือรวมกับการเพิ่มพี
เอช ของการหมักเปน 6.8 พบวาการปรับแปรสภาวะการหมักท้ังสองปจจัยมิไดมีผลเพ่ิมการอยูรอด
ของ Virgibacillus sp. SK37 แตมีผลเพิ่มความหลากหลายของแบคทีเรียอ่ืนในระบบการหมัก 
โดยเฉพาะการลดเกลือในกระบวนการหมักรวมกับการปรับคาพีเอชเปน 6.8. สงผลใหระดับการยอย
สลายโปรตีนมีคาสูงกวาการหมักท่ีเกลือ 30% นอกจากนี้พบวาการลดเกลือเพียงอยางเดียว ไมมีผลตอ
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ปริมาณไบโอจินิกเอมีนในผลิตภัณฑสุดทาย แตการลดเกลือรวมกับการเพ่ิมคาพีเอชเปน 6.8 สงผลให
ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนเพิ่มข้ึน การหมักน้ําปลาโดยปรับคาพีเอชของระบบใหมีคา 6.8 สงผลใหเกิด
สารระเหยในปริมาณท่ีสูง โดยเฉพาะไดเมธิลไดซัลไฟดซ่ึงใหกล่ินอุจจาระ (Fecal note) และกล่ินไม
พึงประสงคอ่ืนๆ ในขณะท่ีการหมักท่ีเกลือ 15% สงผลใหไดน้ําปลาท่ีมีชนิดและปริมาณสารระเหย
ใกลเคียงกับการหมักแบบดั้งเดิมท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% 

     เพื่อใหเกิดการใชกลาเช้ืออยางมีประสิทธิภาพ ควรมีการพัฒนาสายพันธุของกลาเช้ือให
สามารถอยูรอดในกระบวนการหมักไดนานข้ึนพรอมกับสามารถยอยสลายโปรตีนในระหวาง

กระบวนการหมัก อีกท้ังควรพัฒนาแนวทางในการติดตามการคงอยูของกลาเช้ือดวยการตรวจจับสาร
พันธุกรรมเพ่ือท่ีจะไดทราบถึงการเปล่ียนแปลงประชากรกลาเช้ืออยางแทจริง 
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ภาคผนวก 
 

อาหารเล้ียงจุลินทรีย 
          1. Fish broth (ท่ีเติม 25% NaCl)                   

ปลากะตัก 500.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรครบ 1,000.0   มิลลิลิตร 

pH 7.0 + 0.2   
 การเตรียม Fish broth :   
     ตมน้ํากล่ันใหเดือด เติมปลากะตัก ตมนาน 30 นาที กรองดวยผาขาวบางเพ่ือแยกกากออก 
จากนั้นเติมเกลือ 
โซเดียมคลอไรด ปรับ pH นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที    

 
           2. JCM 168 agar 

Casamino acids (Peptone 5, GIBCO หรือ 
Acidicase, BBL หรือ L41, Oxoid) 

5.0 กรัม 

Yeast extract 5.0 กรัม 
Sodium glutamate 1.0 กรัม 
tri-Sodium citrate 3.0 กรัม 
Potassium chloride 2.0 กรัม 
MgSO4.7H2O 20.0 กรัม 
Sodium chloride 180.0 กรัม 
FeCl2.4H2O 36.0 มิลลิกรัม 
MnCl2.4H2O 0.36 มิลลิกรัม 
เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรครบ 1,000 มิลลิกรัม 

pH 7.0 + 0.2   
ละลายสวนประกอบในน้ํากล่ันโดยใชความรอนชวย นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที 
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         3. JCM 169 agar 
 

Casamino acids (Peptone 5, GIBCO หรือ 
Acidicase, BBL หรือ L41, Oxoid) 

7.5 กรัม 

Yeast extract 10.0 กรัม 
tri-Sodium citrate 3.0 กรัม 
Potassium chloride 2.0 กรัม 
MgSO4.7H2O 20.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
FeSO4.4H2O 0.05 มิลลิกรัม 
MnSO4.4H2O 0.2 มิลลิกรัม 
เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรครบ 1,000 มิลลิกรัม 

pH 7.0 + 0.2   
ละลายสวนประกอบในน้ํากล่ันโดยใชความรอนชวย นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที 
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5. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
      - Food proteins, Food enzymes 
6. ประสบการณท่ีเกี่ยวของกับการบริหารงานวิจยัท้ังภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพ

ในการทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจยั  หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจยัในแตละ
ขอเสนอโครงการวิจยั เปนตน 
6.1 หัวหนาโครงการวิจัย  :  

1. Factors affecting histamine in fish sauce fermentation 
2. Proteinases and transglutaminase activity in freshwater fish species 
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3. Reduction of biogenic amines content during fish sauce fermentation 
4. Influence of freshness quality and actomyosin denaturation on gel-forming ability of 

threadfin bream (Nemipterus spp.) muscle proteins 
5. Purification and characterization of transglutaminase from Tilapia (Oreochromis 

niloticus) 
6. Covalent cross-linking of threadfin bream muscle proteins by transglutaminase(s) 
7. Inhibition of proteolysis and application of microbial transglutaminase in lizardfish 

surimi 
8. Process development of fishball and fish sausage from freshwater fish species 
9. Biogenic amine formation in anchovies and fermented fish products 
10.   Acceleration of fish sauce production using starter cultures and proteinases 
11. Study in catalytic reaction of transglutaminase in threadfin bream surimi using  

MALDI-TOF 
12. Conformation changes of muscle proteins from tropical fish species. 
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