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แบคทีเรีย Virgibacillus sp. SK37 ซ่ึงคัดแยกไดจากตัวอยางเดือนแรกของการหมักน้ําปลามี
ความสามารถในการยอยสลายปลากะตักและเคซีน (Casein) ท่ีความเขมขนโซเดียมคลอไรดรอยละ 
10 และ 25 จึงอาจเปนสายพันธุท่ีมีศักยภาพเปนกลาเช้ือสําหรับกระบวนการหมักน้ําปลา ซ่ึงแนวทาง
ดังกลาวจะนําไปสูการพัฒนากระบวนการลดระยะเวลาการหมัก ดังนั้นวัตถุประสงคของ

โครงการวิจัยนี้ เพื่อศึกษาแนวทางการผลิตโปรติเนสท่ีหล่ังออกมานอกเซลล  (Extracellular 
proteinase) ของ Virgibacillus sp. SK37 โดยใชผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหารเปน
สวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมโปรติเนส และศึกษา
คุณลักษณะทางชีวเคมีของการประยุกตใชเอนไซมท่ีตรึงอยูกับเซลล (Cell-bound proteinase) ในการ
หมักน้ําปลา  

ผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหารท้ัง 5 ชนิด ไดแก กากถั่วเหลือง รําขาว โปรตีนถ่ัว
เขียว กากยีสต และกากนํ้าปลา พบวากากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมท่ีสุดในการสราง     
โปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 โดยการใชกากยีสต 1% ท่ีความเขมขน
ของเกลือโซเดียมคลอไรด 2.5% ท่ี pH 7.5 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใหคากิจกรรมสูงกวาการ
ใชยีสตสกัดทางการคา (Commercial yeast extract) 1.7 เทา โปรติเนสท่ีตรึงอยูท่ีเซลลท่ีผลิตจาก 
Virgibacillus sp. SK37 ถูกสกัดโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate) เขมขน 50 
มิลลิโมลาร ท่ีผสมสารละลายกรดเอธิลีนไดเอมีนเททราอะซิติก (Ethylenediaminetetraacetic acid, 
EDTA) เขมขน 10 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ไซโมแกรม 
(Zymogram) ของโปรติเนสที่ตรึงอยูท่ีเซลลท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Virgibacillus sp. SK37 โดยใช เพป-
ไทดสังเคราะหเปนสารต้ังตนแสดงโมเลกลุขนาด 19 20 22 32 34 และ 44 กิโลดาลตัน โปรติเนสนี้
แสดงลักษณะของเอนไซมสับทิลิซิน (Subtilisin) โดยแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี 50 องศาเซลเซียส พีเอช 
8 และ 11 กิจกรรมของโปรติเนสท่ีสกัดไดเพ่ิมข้ึน 4 เทา ท่ีความเขมขนของแคลเซียมคลอไรด
มากกวาหรือเทากับ 100 มิลลิโมลาร นอกจากนี้แคลเซียมคลอไรดยังเพิ่มความคงทนตออุณหภูมิของ
โปรติเนสดวย เอนไซมแสดงกิจกรรมการยอยสลายกลามเนื้อปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด และเคซีน
ท้ังในสภาวะท่ีไมมีและมีเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี 10 และ 25% การเติมแคลเซียมคลอไรดในระดับ 
0.2% รวมกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ในกระบวนการหมักน้ําปลา พบวามีการยอยสลาย
โปรตีนในระหวางกระบวนการหมักเพิ่มข้ึน (P<0.05) เม่ือวิเคราะหจากปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน 
บงช้ีไดวา โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทตอการ
ยอยสลายโปรตีนปลาในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา  
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การศึกษาผลของโปรติเนสที่ตรึงอยูท่ีเซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 รวมกับการลด
ปริมาณเกลือ หรือ การลดปริมาณเกลือรวมกับการเพิ่มพีเอชในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาโดย
เติมเซลลVirgibacillus sp. SK37 จํานวน 6 Log CFU/กรัม พบวาการลดปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด
ในกระบวนการหมักลงจาก 30% เหลือ 15% แตเพียงอยางเดียว และการลดปริมาณเกลือลงเหลือ 15%  
พรอมกับปรับพีเอชเร่ิมตนใหเปน 6.8 ไมมีผลตอการขยายระยะเวลาการอยูรอดของกลาเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 เนื่องจากตรวจพบเช้ือในระยะเวลา 14 วัน ของกระบวนการหมัก จากการ
สังเกตรูปพรรณสัณฐานของโคโลนีบนอาหาร JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 10% แตการลด
เกลือและเพ่ิมพีเอชสงผลใหเกิดแบคทีเรียหลากหลายชนิดมากกวาตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% หลังจาก
หมักเปนเวลา 180 วัน ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของทุกตัวอยางมีคา 1046-1162 มิลลิโมลาร โดย
การลดปริมาณเกลือแตเพียงอยางเดียวและการลดปริมาณเกลือรวมกับการเพิ่มพีเอชเร่ิมตนของ

กระบวนการหมักมีผลเพิ่มปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนเม่ือเทียบกับการหมักดวยเกลือ 30% (P<0.05) 
ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดของทุกตัวอยางมีคา 2.2-2.7% การลดเกลือแตเพียงอยางเดียวไมมีผลตอ
ปริมาณ ไบโอจินิกเอมีนของผลิตภัณฑแตการลดเกลือรวมกับการเพิ่มพีเอชของกระบวนการหมัก
เปน 6.8 สงผลใหปริมาณฮีสตามีนและคาดาเวอรีนเพิ่มข้ึน (P<0.05) การหมักน้ําปลาโดยการลดเกลือ
รวมกับปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.8 สงผลใหเกิดสารระเหยในปริมาณท่ีสูงโดยเฉพาะไดเมธิลไดซัลไฟด 
(Dimethyl disulfide) ซ่ึงเปนสาเหตุของกล่ินอุจจาระ (Fecal note) ในขณะท่ีการหมักท่ีลดเกลือลง
15% แตเพียงอยางเดียว สงผลใหไดน้ําปลาท่ีมีชนิดและปริมาณสารระเหยใกลเคียงกับการหมักแบบ
ดั้งเดิมท่ีมีสัดสวนของเกลือโซเดียมคลอไรด 30% (P<0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ง 

 
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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