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กิตตกิรรมประกาศ 
 

คณะผูวิจัยขอขอบคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่ใหทุนสนับสนุนโครงการวิจัยน้ี 
ขอขอบคุณเจาหนาท่ีศูนยเครื่องมือและหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร 1 และ 3 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี    
สุรนารีท่ีอํานวยความสะดวกในการใชเครื่องมือ และบริษัทอุตสาหกรรมน้ําปลาระยองที่ใหความ
อนุเคราะหตัวอยางเกลือสมุทร และตัวอยางปลา ซ่ึงเปนตัวอยางที่มีความสําคัญสําหรับงานวิจัยน้ี 
ขอขอบคุณ คุณศรชัย สินสุวรรณ คุณนวพร ลาภสงผล คุณวาสนา วงคงาม คุณศศิธร แกวเผือก และคุณ
สิริญญา ปองจันลา ที่ปฏิบัติงานวิจัยและจัดทํารูปเลมรายงานจนสําเร็จลุลวง ขอขอบคุณ คุณศุภกาญจน 
บุญอยู ท่ีชวยจัดทําเอกสารเบิกจายและจัดทําบัญชีดวยความเรียบรอย  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคัดยอ 
 

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) 
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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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3.2 ผลของสารยับยั้งและอิออนตอคากิจกรรมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับ

เซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 
 40 

3.3 ความจํา เพาะตอสารต้ังตนของโปรติ เนสที่ต รึงอยูกับเซลลจาก

Virgibacillus sp. SK37 
 42 

3.4 ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ของนํ้าปลาท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37 ท่ีมีและไมมีแคลเซียมคลอไรด ในระดับ 0.2% 
โดยนํ้าหนัก 

 46 

3.5 องคประกอบทางเคมีของนํ้าปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ เปนเวลา 6 
เดือน 

 71 

3.6 คาสีในระบบ L* a* และ b* ของตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ 
เปนเวลา 6 เดือน 

 72 

3.7 ปริมาณโอจีนกิเอมีน (ppm) ของตัวอยางน้าํปลาหมักท่ีเติม Virgibacillus 
sp. SK37 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 

 74 

3.8 สารระเหยของตัวอยางน้ําปลา ท่ีหมักดวยความเขมขนเกลือและคาพีเอช
ตางๆรวมกับการเติม ตะกอนเซล Virgibacillus sp. SK37 เปนระยะเวลา 
6 เดือน  

 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



สารบัญรูปภาพ 
 
รูปท่ี   หนา 
3.1 ผลของแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ ท่ีระดับ 1% (w/v) ตอกจิกรรมของโปรติ

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

 30 

3.2 ผลของปริมาณกากยีสตท่ีระดับตางๆ (0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 % (w/v)) ตอ
กิจกรรมโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 32 

3.3 ผลของอุณหภมิูตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการ
เจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 33 

3.4 ผลของพีเอชตอกิจกรรมโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการ

เจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 34 

3.5 ผลความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออก

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

3.6 ไซโมแกรมของเอนไซมโปรติเนสที่สกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 โดย
ใชเคซีนเปนสารต้ังตน (a) และ ใช succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-
amino-4-methylcoumarin (AMC) เปนสารต้ังตน (b) S คือสารมาตรฐาน C 
คือ ตัวอยางควบคุม EDTA คือเอนไซมโปรติเนสที่สกัดดวยสารละลาย 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ความเขมขน 10 mM Ca2+ คือ 
ตัวอยางท่ีสกดัดวยสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 10 mM Extract คือ
เอนไซมโปรติเนสสกัด 

 37 

3.7 ไซโมแกรมของการสกัดเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ดวย
สารละลาย EDTAความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีระยะเวลาตางๆ 

 38 

3.8 อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมของโปรติเนสที่สกัดจากเซลล Virgibacillus 
sp. SK37 

 39 

3.9 ผลของแคลเซียมคลอไรดตอกิจกรรม และความคงทนตออุณหภูมิของ
เอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 

 43 

3.10 ผลของโซเดียมคลอไรดตอการยอยสลายโปรตีนปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด 
และเคซีน ของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 

 44 
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 สารบัญรูปภาพ (ตอ)   
    

รูปท่ี   หนา 
3.11 การเปล่ียนแปลงประชากรเชื้อแบคทีเรีย ดวยเทคนิคการ spread plate บน

อาหารเล้ียงเชื้อ plate count agar (PCA) ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียม
คลอไรด 15% ;Control คือ ปลากะตักไมเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37, 
Control+ CaCl2 คือปลากะตักเติมแคลเซียมคลอไรดในระดับ 0.2%, Whole 
cells คือตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลล (Whole cell) ของ Virgibacillus sp. 
SK37, Whole cells + CaCl2 คือ ตัวอยางท่ีเติมเซลลของ Virgibacillus sp. 
SK37 และแคลเซียมคลอไรด เขมขน 0.2% 

 45 

3.12 การเปล่ียนแปลงประชากรในระหวางการหมักน้ําปลาดวย Virgibacillus sp. 
SK37 ตรวจนับจุลินทรยโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ Plate JCM 168 ท่ีเติมเกลือ
โซเดียมคลอไรด 10%  

 48 

3.13 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวัน

แรกของ กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือ

โซเดียมคลอไรดในระดับ 10% 

 50 

3.14 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
7 ของกระบวนการ หมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10%  

 51 

3.15 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
14 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10% 

 52 

3.16 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
21 กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอ
ไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือโซเดียมคลอ
ไรด 30% และเกลือโซเดียมคลอไรด 30% ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 53 

3.17 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
30 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และ 
ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 54 

    

 

 

 

 

 

 

 

 



ฎ 
 

 สารบัญรูปภาพ (ตอ)   
    

รูปท่ี   หนา 
3.18 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 

60 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และ 
ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 55 

3.19 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวาง

ในวันท่ี 90 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือ
โซเดียมคลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 
30% และ ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 56 

3.20 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักนํ้าปลาในวันท่ี 
120 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือ

โซเดียมคลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 
30% และ ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 57 

3.21 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวาง

ในวนัท่ี 150 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติม
เกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุม
เกลือ 30% และ ตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ Virgibacillus sp. SK37) 

 58 

3.22 การเปล่ียนแปลงประชากรจลิุนทรียชอบเกลือสูงในระหวางกระบวนการ

หมักน้ําปลาท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 ตรวจนับจุลินทรยโดยใชอาหาร
เล้ียงเช้ือ JCM 169 ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 25% 

 59 

3.23 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
7 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% 

 61 

3.24 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
14  กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% 

 62 

3.25 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
21 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25%  

 63 
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 สารบัญรูปภาพ (ตอ)   
    

รูปท่ี   หนา 
3.26 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 

30 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% 

 64 

3.27 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
60 ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ 
เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 65 

3.28 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 
90 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรด 25% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ 
เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 66 

3.29 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 
120 ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือ

โซเดียมคลอไรด 25% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 
6.8 และ เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37) 

 67 

3.30 การเปล่ียนแปลงปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของน้ํ าปลาในระหวาง

กระบวนการหมักเปนเวลา 6เดือน 
 69 

3.31 การเปล่ียนแปลงโอลิโกเพปไทดของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมัก

เปนเวลา 6 เดือน 
 70 

    
    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



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 ท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
          ประเทศไทยเปนผูผลิตน้ําปลาท่ีสําคัญของโลก มูลคาการสงออกน้ําปลาเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องทุก
ปจาก 637.6 ลานบาท ในป พ.ศ. 2541 เปน 858 ลานบาท ในป พ.ศ. 2550 และคาดวาจะสูงถึง 1,200 
ลานบาท ในป พ.ศ. 2554 (www.ops3.moc.go.th) โดยคูคาท่ีสําคัญไดแก สหรัฐอเมริกา ฮองกง ญ่ีปุน 
และลาว ซ่ึงมีการขยายตัวในป พ.ศ. 2554 ถึงรอยละ 5.34 ท้ังนี้เนื่องจากการขยายตัวทางธุรกิจ

รานอาหารไทย และกระแสความนิยมในอาหารเพ่ือสุขภาพของชาวตะวันตก จะเห็นไดวาน้ําปลา
นับเปนเคร่ืองปรุงอาหารท่ีมีความสําคัญตอเศรษฐกิจของประเทศไมนอย อยางไรก็ตามการผลิต
น้ําปลายังคงอาศัยกระบวนการหมักตามธรรมชาติ ซ่ึงใชเวลาในการผลิตนานถึง 12-18 เดือนในการ
ผลิตหัวน้ําปลา และตองใชเวลาอีกประมาณ 3-4 เดือนหลังจากนั้นเพื่อผลิตน้ําปลาช้ันคุณภาพท่ี 2 รวม
เบ็ดเสร็จแลวใชเวลารวม 2 ป เพื่อใหไดน้ําปลาทางการคา จะเหน็ไดวาอุตสาหกรรมน้ําปลาขาดการ
ประยุกตใชเทคโนโลยีเพื่อเพิ่มผลผลิต และควบคุมคุณภาพ ซ่ึงเปนจุดออนท่ีทําใหอุตสาหกรรมนี้ไม
สามารถเติบโตและเพ่ิมผลผลิตไดตามความตองการของตลาดท้ังภายในและภายนอกประเทศ  หากยัง
ไมมีการประยุกตใชองคความรูทางวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเพื่อเพิ่มผลผลิตและควบคุมคุณภาพ

ของน้ําปลาแลว น้ําปลาซ่ึงเปนสินคาท่ีแสดงเอกลักษณของความเปนไทยยอมจะไมสามารถแขงขันใน
ตลาดโลกได  

น้ําปลาคือ ผลิตผลท่ีไดจากการยอยสลายโปรตีนปลาในสภาวะท่ีมีเกลือสูง (25-30%) โดย     
โปรติเนสจากปลา (Endogenous proteinases) และจากจุลินทรียท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติในระหวาง
กระบวนการหมักซ่ึงเปนกลุมจุลินทรียชอบเค็ม และ/หรือ จุลินทรียทนเค็ม (Halophilic/halotolerant 
bacteria) เนื่องจากสภาวะท่ีเกลือความเขมขนสูง กิจกรรมของเอนไซมเหลานี้มีอยูอยางจํากัด ดังนั้น
แนวทางในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน คือ การเติมเอนไซมโปรติเนสทางการคา ซ่ึงมี
รายงานวาคุณภาพทางประสาทสัมผัสของน้ําปลาท่ีไดเทียบเทากับการหมักแบบธรรมชาติ และ
สามารถลดระยะเวลาในการหมักลงได (Beddows and Ardeshir,1979; Raksakulthai et al., 1986; 
Raksakulthai and Haard, 1992) อยางไรก็ตาม ยังไมมีการนําไปประยุกตใชในเชิงการคา ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากเอนไซมโปรติเนสทางการคามีราคาแพง  

อีกแนวทางหนึ่งคือการใชโปรติเนสจากจุลินทรีย ซ่ึงทางคณะผูวิจัยไดประสบความสําเร็จใน
การคัดเลือก จุลินทรียชอบเค็มและทนเค็มจากตัวอยางน้ําปลาหมักในชวงระยะเวลาตางๆไดมากกวา 
200 ไอโซเลท โดยในจํานวนนี้มีอยู 5 ไอโซเลทท่ีแสดงกิจกรรมของโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล
และโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลในระดับสูงและมีศักยภาพท่ีสามารถนํามาประยุกตใชเพื่อเรงปฏิกิริยา
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การยอยสลายโปรตีนได การใชประโยชนจากเช้ือจุลินทรียเหลานี้เปนแนวทางที่นาสนใจ เนื่องจาก (1) 
มีตนทุนท่ีถูกกวาการใชเอนไซมทางการคาซ่ึงตองนําเขาจากตางประเทศ (2) เนื่องจากจุลินทรียชอบ
เค็ม/ทนเค็ม คัดแยกจากตัวอยางน้ําปลา เอนไซมท่ีผลิตไดจึงนาท่ีจะแสดงกิจกรรมไดในสภาวะเกลือ
สูงและมีความคงทนตอเกลือไดดีกวาเอนไซมทางการคา (3) เปนการลดการพ่ึงพาเทคโนโลยีจาก

ตางชาติ อยางไรก็ตาม การใชประโยชนเอนไซมโปรติเนสจากแบคทีเรียเหลานี้ใหมีประสิทธิภาพ
สูงสุด จําเปนตองมีองคความรูเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซมเหลานี้ เชน อุณหภูมิ พีเอช 
ความเขมขนของเกลือ ท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา เปนตน นอกจากนี้ยังจะตองมีความเขาใจถึง
ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางโปรติเนสของแบคทีเรียเหลานี้ เชน องคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสมตอการสรางโปรติเนส และหากสามารถพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือโดยใชแหลงไนโตรเจน
จากวัสดุท่ีมีในประเทศและราคาถูก เชนเศษปลาที่เหลือจากอุตสาหกรรมอาหารทะเล หรือกากปลาท่ี
เหลือท้ิงจากกระบวนการหมักน้ําปลา แทนการใชอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูปท่ีตองนําเขาจาก
ตางประเทศ จะทําใหสามารถผลิตกลาเช้ือและ/หรือเอนไซมในตนทุนท่ีถูก และยังเปนการนําวัสดุ
เหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมมาใชใหเกิดประโยชนสูงสุดอีกทางหนึ่งดวย ปจจัยหนึ่งท่ีจําเปนตอง
พิจารณาในการใชประโยชนจากโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล คือปจจัยแวดลอมท่ีมีผลตอการเจริญของ
แบคทีเรียนั้น กลาวคือหากกลาเช้ือท่ีใชมีกิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล กลาเช้ือนั้นควร

สามารถเพ่ิมจํานวนไดดีภายใตสภาวะการหมัก เพื่อเปนการเพ่ิมกิจกรรมของโปรติเนสดวย นอกจากนี้
ปริมาณกรดอะมิโน โอลิโกเพปไทด ปริมาณแหลงคารบอน ความเขมขนของเกลือ และสารอาหารอ่ืน 
ในกระบวนการหมักอาจมีผลตอการเจริญของกลาเช้ือท่ีสรางโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลดวย ปจจัย
เหลานี้ควรมีการควบคุมและปรับเพื่อใหกลาเช้ือสามารถเจริญไดสูงสุด นอกจากสภาวะที่กลาเช้ือจะ
สามารถเจริญไดดีแลว ปจจัยท่ีจะตองพิจารณาคือสภาวะท่ีโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลสามารถเรง
กิจกรรมไดดี องคความรูเกี่ยวกับปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญของกลาเช้ือและคุณสมบัติทางชีวเคมีของ 
โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลลวนแลวแตมีความสําคัญท่ีจะนําไปสูประยุกตใชกลาเช้ือในกระบวนการ

หมักน้ําปลาอยางมีประสิทธิภาพ 
 

ทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวของ 
            1.1 น้ําปลา 

      น้ําปลาเปนผลิตภัณฑอาหารที่ไดจากการหมักปลา เปนของเหลวใส สีน้ําตาล มีรสชาติเค็ม 
ใชเปนเครื่องปรุงรสท่ีนิยมและรูจักกันมานาน เปนผลิตภัณฑท่ีผลิตในแถบทวีปเอเชีย โดยมีชื่อ
แตกตางกันไปในแตละประเทศ เชน ประเทศไทยและลาวเรียกวา น้ําปลา ประเทศมาเลเซีย เรียกวา  
บูดู (Budu) ประเทศอินโดนเีซีย เรียกวา เคทจับอิคาน (Ketjabikan) ประเทศเวียดนาม เรียกวา นอคนัม 
(Nouc-mam) ประเทศกัมพูชา เรียกวา ตึกตรัย (Teuk-trei) ประเทศญ่ีปุน เรียกวา อิชิรุ (Ishiru) 
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ประเทศพมา เรียกวา งามยายี (Ngam-ya-ye) ประเทศฟลิปปนส เรียกวา พาทิส (Patis) เปนตน 
(Lapetcharat et al., 2001) ปลาที่นิยมใชในการผลิต ไดแกปลาไสตันหรือปลากะตัก (Stolephorus 
spp.) โดยนําปลาผสมกับเกลือสมุทรในอัตราสวน 3:1 บรรจุในถังซีเมนตในสภาวะท่ีมีอากาศแบบ
จํากัด เปนเวลาประมาณ 12-18 เดือน ในระหวางการหมักของเหลวภายในตัวปลาจะซึมออกสู

ภายนอกเซลลดวยผลจากแรงดันออสโมซิส (Osmosis effect) จากน้ันกรองเพื่อแยกสวนตะกอนออก
แลวนําสวนท่ีเปนของเหลวท้ิงไวใหตกตะกอนเปนระยะเวลา 2-12 สัปดาห ไดน้ําปลาเกรดเอ หรือ
เกรดท่ี 1 สวนกากปลาท่ีเหลือจากการผลิตน้ําปลาเกรดท่ี 1 จะนํามาใชผลิตน้ําปลาเกรดรองลงมาโดย
การเติมน้ําเกลือ แตงสีและเติมสารท่ีไมเปนอันตรายตอผูบริโภคเพื่อเพิ่มสีและรสชาติ (Lopetcharat et 
al., 2001) น้ําปลามีลักษณะพิเศษเฉพาะตัว เนื่องจากเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ เคมี และ
จุลินทรียระหวางการหมัก เชน กล่ินของน้ําปลาเกิดจากการยอยโปรตีนโดยเอนไซมโปรติเนสจากตัว
ปลา และจากแบคทีเรียทําใหไดเพปไทด และอาจถูกยอยตอไปไดอีกเปนเอมีน คีโตเอซิด แอมโมเนีย 
และคารบอนไดออกไซด สวนไขมันจะถูกยอยโดยเอนไซมทําใหเกิดกรดไขมันท้ังท่ีระเหยไดและ
ระเหยไมได รวมท้ังสารประกอบคีโตน และอัลดีไฮด (Raksakulthai and Haard, 1992; Beddows et 
al., 1979) น้ําปลาเปนผลิตภัณฑท่ีความเขมขนของเกลือสูง ถึงประมาณ 25-30% ดังนั้นจุลินทรียท่ีมี
บทบาทสําคัญในกระบวนการหมักน้ําปลา เปนกลุมแบคทีเรียชอบเค็มท่ีสามารถเจริญไดในท่ีท่ีมี
ความเขมขนของเกลือสูง ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับการยอยสลายโปรตีนและการสรางสารใหกล่ินรสท่ีเปน
ลักษณะเฉพาะตัวในน้ําปลา (Beddows et al., 1979 และ Lopetcharat et al., 2001)  
                     2.1.1 จุลินทรียในกระบวนการหมักน้ําปลา 

          Thongthai and Suntinanalert (1991) ไดแยกจุลินทรีย Halobacterium  จากนํ้าปลา 
และพบวาเช้ือดังกลาวสามารถสรางโปรติเนสไดสูง นอกจากนี้ยังพบเช้ือ Bacillus และ Coryneform 
ในน้ําปลาซ่ึงสามารถสรางโปรติเนสไดสูงเชนกัน ตอมา Thongthai et al. (1992) ไดรายงานการแยก
Halobacterium salinarium จากน้ําปลาซ่ึงเช้ือดังกลาวสามารถสรางเอนไซมโปรติเนสท่ียังคงแสดง
กิจกรรม (Activity) ท่ีความเขมขนของเกลือ 4 โมลาร อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานวาโปรติเนสดัง 
กลาวเปนประเภทใดและเช้ือดังกลาวเกิดข้ึนชวงใดของการหมักน้ําปลา Chaiyanan et al. (1999) แยก
แบคทีเรียสายพันธุใหม Halobacillus thailandensis sp. nov. จากนํ้าปลา เช้ือดังกลาวสามารถสราง  
โปรติเนสกลุม Serine proteinase และ Metalloproteinase ซ่ึงคาดวาเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทตอการ
ยอยสลายโปรตีนในน้ําปลา Porntaveewat et al. (2002) ไดศกึษาโปรติเนสจาก Halobacterium ท่ีแยก
ไดจากกระบวนการหมักน้ําปลา และพบวาเปนเอนไซมในกลุม Serine proteinase โดยเอนไซมท่ีทํา
บริสุทธ์ิสามารถแสดงกิจกรรมไดสูงสุดท่ีพีเอช 6.0, 55 องศาเซลเซียส และความเขมขนของเกลือ 
25% วิไลลักษณ (2538) พบวาการใชเช้ือ H. salinarium รวมกับ S. saprophyticus และ B. 
pantothenticus ในการหมักน้ําปลา ทําใหไดคาการละลายของโปรตีนสูง นอกจากน้ีมีรายงานการพบ
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แบคทีเรียในกลุมชอบเกลือปานกลาง (Moderately halophilic bacteria) โดยเฉพาะในกลุมท่ีเซลลมี
รูปรางเปนแทง แกรมบวก ใชออกซิเจนในการเจริญ (Aerobic) และสรางสปอร  Namwong et al. 
(2005) ไดคัดแยกและระบุสายพันธุใหมคือ Lentibacillus juripiscarius sp. nov. จากนํ้าปลา และยัง
พบ Lentibacillus salicampi อีกดวย นอกจากนี้ Bacillus สายพันธุใหมจากน้ําปลาเวียดนามคือ B. 
vietnamensis sp. nov. (Noguchi et al., 2004) ซ่ึงสามารถเจริญไดท่ีโซเดียมคลอไรดเขมขนไมเกิน 
15% Hiraga et al. (2005) คัดแยก Filobacillus sp. RF2-5 จากน้ําปลาท่ีผลิตในประเทศไทย ซ่ึง
แบคทีเรียนี้สามารถเจริญไดท่ีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 0-25% โดยเจริญไดดีท่ีสุดท่ีความ
เขมขนโซเดียมคลอไรด 15%  และสามารถผลิตโปรติเนสในกลุมซีรีน (Serine proteinase) ได และ
เปนโปรติเนสที่ มี เสถียรภาพท่ีความเขมขนของเกลือสูง  (25%) นอกจากนี้ยังมีการคนพบ 
Staphylococcus sp. ในน้ําปลาท่ีหมักจากปลาแมคเคอเรล (Mackerel) ของประเทศญ่ีปุน และยังพบใน
น้ําปลาท่ีผลิตจากประเทศไทยและเวียดนาม (Fukami et al., 2004b) โดย Staphylococcus sp. มี
บทบาททําใหน้ําปลามีกล่ินท่ีออนลง (Fukami et al., 2004a) นอกจากนี้มีแบคทีเรียบางสายพันธุ ซ่ึง
พบในน้ําปลาท่ีมากับเกลือสมุทรท่ีใชในกระบวนการหมักน้ําปลา โดย Nawong (2006) ไดคัดแยก
แบคทีเรียในตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักในเดือน 1, 3, 5, 7, 9 และ 12 จากตัวอยางน้ําคาวปลาและเกลือ
สมุทร ซ่ึงพบวาแบคทีเรียท่ีแยกไดสามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีเกลือสูงถึง 25% นอกจากน้ีพบวา

แบคทีเรียท่ีแยกไดมีศักยภาพในการพัฒนาเปนกลาเช้ือเพื่อเรงกระบวนการของนํ้าปลา ไดแก 
Staphylococcus, Virgibacillus, Brevibacterium, Halomonas, Coronebacterium และ Bacillus โดย
แบคทีเรียในกลุม Virgibacillus sp. SK33 และ SK37 เปนแบคทีเรียชอบเกลือปานกลาง ซ่ึงคัดแยกได
จากตัวอยางน้ําปลาของไทยท่ีหมักได 1 เดือน เจริญไดท่ี pH คอนขางกวางในชวง 5-11 อุณหภูมิ 10-
45 องศาเซลเซียส และในสภาวะท่ีมีเกลือเขมขน 0-20% อีกท้ังยังมีศักยภาพในการผลิตโปรติเนส ซ่ึง
โปรติเนสที่ไดนั้นถูกกระตุนการทํางานโดยเกลือท่ีมีความเขมขนคอนขางสูง 20-30% นอกจากน้ี    
โปรติเนสที่ผลิตไดยังมีเสถียรภาพในเกลือท่ีมีความเขมขน 20-30% (Sinsuwan et al., 2007, 2008, 
2010a, 2010b, Phrommao et al., 2011) ยิ่งไปกวานั้น Yongsawatdigul et al., 2007 สามารถนํา 
Virgibacillus sp. SK37 และ Staphylococcus sp. SK1-1-5 มาประยุกตและพัฒนาเปนกลาเช้ือสําหรับ
กระบวนการหมักน้ําปลาเพ่ือลดระยะเวลาการหมักใหส้ันลงจาก 12  เดือน เปน   4  เดือน ไดสําเร็จ 
จากงานวิจัยดังกลาวขางตนแสดงใหเห็นวาจุลินทรียท่ีสรางโปรติเนสท่ีคัดแยกไดจากกระบวนการ

หมักน้ําปลานั้นมีหลากหลายสายพันธุ 
 
            2.2 แบคทีเรียชอบเค็ม 
                  แบคทีเรียชอบเค็ม เปนกลุมของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูและปรับตัวใหอยูรอดในสภาวะ
แวดลอมท่ีมีความเค็มสูง (Ventosa et al., 1998) แบคทีเรียชอบเค็มตองการเกลือในการเจริญและ
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ปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญนั้นข้ึนอยูกับองคประกอบของอาหารและอุณหภูมิท่ีใชในการ

เจริญ สามารถจําแนกไดเปน 3 กลุม ตามความเขมขนของเกลือท่ีเจริญไดดีท่ีสุดไดแก 1) กลุมชอบ
เกลือเล็กนอย (Slight halophile) เปนแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารท่ีมีเกลือ 0.2–0.85 โมลาร หรือ 2–5% 
2) แบคทีเรียท่ีชอบเกลือปานกลาง (Moderate halophile) แบคทีเรียกลุมนี้เจริญไดดีในอาหารที่มีเกลือ 
0.5-2.5 โมลาร หรือ 3-15% 3) แบคทีเรียชอบเกลือสูง (Extreame halophile) แบคทีเรียกลุมนี้เจริญได
ดีในอาหารที่มีเกลือ 5 โมลาร (Oren, 2008) ซ่ึงแบคทีเรียชอบเกลือสูงนี้ถูกคนพบตั้งแตป ค.ศ. 1980 
เนื่องจากเกิดพื้นท่ีท่ีมีสีแดงเปนบริเวณกวาง ในบริเวณท่ีมีความเขมขนของเกลือสูงเนื่องจากการ
ระเหยของน้ํา โดยพบในทะเลสาบ และยังพบแบคทีเรียที่สรางสารสีแดงในปลาและเคร่ืองหนัง 
(Oren, 2003) แบคทีเรียกลุมนี้เจริญไดในส่ิงแวดลอมท่ีมีความเขมขนของเกลืออยางนอย 15% จนถึง
อ่ิมตัว และความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญคือ 20-25% แตไมสามารถเจริญไดใน

สภาวะที่ไมมีเกลือ แบคทีเรียกลุมนี้มีท้ังรูปรางเซลลเปนทอน กลม และไมแนนอน ลักษณะโคโลนี
ของแบคทีเรียท่ีชอบเค็มสูงมีสีแดงเนื่องจากมีการสรางสารแคโรทีนอยด (Carotenoid) เพื่อทําหนาท่ี
ปองกันอันตรายจากแสงแดด จึงมักพบแบคทีเรียท่ีชอบเค็มสูงนี้ในบริเวณท่ีมีแสงแดด โดยแสงแดด
จะทําใหเกิดการระเหยของนํ้าทําใหความเขมขนของเกลือสูงมากจนเกือบอ่ิมตัว ในบางคร้ังมีการสราง 
แวคิวโอลซ่ึงสามารถทําหนาท่ีเก็บสะสมแกส (Gas vacuoloes) ทําใหโคโลนีมีสีชมพูหรือขาว (Oren, 2003) 
                2.2.1 Virgibacillus 
            Virgibacillus เปนแบคทีเรียท่ีชอบเกลือปานกลาง เจริญไดในสภาวะท่ีมีเกลือเขมขน 
0-25% Virgibacillus มีรูปรางเปนทอน (0.3-0.8 ×2-8 ไมครอน) มีการจัดเรียงเซลลท้ังแบบ เซลลเดี่ยว 
(Single) จัดเรียงเปนคู (Pair) และ เปนเรียงตอกันเปนสายส้ันๆ (Short chain) ยอมติดสีแกรมบวก 
และยอมติดสีท้ังแกรมบวกและแกรมลบ (Variable) สรางเอนโดสปอร (Endospore) โคโลนีเปนทรง
กลม หรือมีรูปรางไมแนนอน (Circular and slightly irregular) เรียบ  (Smooth) เปนมันวาว (Glossy) 
ความนูนตํ่า (Low convex) และโปรงใสเล็กนอยไปจนถึงทึบแสง  (Slightly transparent to opaque) 
และใหผลทดสอบบวกในปฏิกิริยา Catalase และ Oxidase เจริญไดดีในสภาวะท่ีมีออกซิเจน มี
ปริมาณเบส (G-C) อยูท่ี 30.7-42.8 mol% มีองคประกอบของควิโนน (Quinone) ชนิด เมนาควิโนน-7 
(MK-7) เปนองคประกอบหลัก และมี anteiso-C15:0 เปนกรดไขมันหลักของเซลล (Heyrman et al., 
2003, Chen et al., 2008) ปจจุบันสายพันธุของ Virgibacillus ท่ีมีการรายงานพบวามีท้ังหมด 28 สาย
พันธุ โดยท่ัวไปพบ ไดในส่ิงแวดลอมท่ีมีความเค็มเชน ดินเค็ม น้ําทะเล นาเกลือ ทะเลสาบน้ําเค็ม 
(Chen et al., 2009, Peng et al., 2009, Wang et al., 2008, Carrasco et al, 2009) นอกจากน้ียังพบไดใน
ผลิตภัณฑอาหารหมัก เชนน้ําปลา (Nawong, 2006) ปลารา (Chamroensaksri et al., 2008) อาหาร
ทะเลหมักแบบเกาหลี (Kim et al., 2011) และผลิตภัณฑนม (Seiler and Wenning, 2013) ตารางท่ี 1.1 
แสดงลักษณะและสมบัติของ Virgibacillus บางสายพันธุท่ีพบในส่ิงแวดลอมท่ีมีความเค็ม  

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

ตารางที่ 1.1 ลักษณะและสมบัติบางประการของ Virgibacillus งสายพันธุที่พบในสิ่งแวดลอมที่มีเกลือสูง 

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 + - - 
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ตารางที่ 1.1 (ตอ)  

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) คือกลุมเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรไลซิสของโปรตีน 
ซ่ึงสามารถยอยพันธะเพปไทดของสายโปรตีนรวมท้ังพันธะเอไมด (Amide) และเอสเทอรของ

กรดอะมิโนทําใหไดโอลิโกเพปไทด ไดเพปไทดหรือกรดอะมิโน โปรติเนสเปนเอนไซมท่ีถูก
นํามาใชในหลากหลายอุตสาหกรรม  เชน อุตสาหกรรมผลิตสารทําความสะอาด อุตสาหกรรมผลิต
เพปไทด อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมอาหารสัตว อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมนม 
อุตสาหกรรมการหมัก และอุตสาหกรรมยา (Shimogaki et al., 1991; Rao et al., 1998) โปรติเนส 
สามารถจําแนกประเภทตามตําแหนงของพันธะเพปไทดท่ียอยสลายไดเปน 2 ประเภท คือ เอนโด- 
โปรติเนส (Endoproteinase) และ เอกโซโปรติเนส (Exoproteinase) โดยเอนโดโปรติเนสเปน

เอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเพปไทดท่ีอยูในสายโปรตีนทําใหเกิดเฟปไทดสายส้ัน 
(Oligopeptide) ในขณะท่ีเอกโซโปรติเนสจะสลายพันธะเพปไทดท่ีอยูดานนอกของสายโปรตีนได
ผลิตภัณฑเปนกรดอะมิโน (Rawling and Barrett, 1992) โปรติเนสสามารถจําแนกออกเปน 4 
ประเภท ตามชนิดของกรดอะมิโนท่ีบริเวณเรงปฏิกิริยา (Active site) ไดเปนโปรติเนสซีรีน (Serine) 
โปรติเนสซีสติอีน (Cysteine) โปรติเนสแอสปาติก (Aspastic) และโปรติเนสเมทาลโล (Metallo)  
โปรติเนสซีรีนเปนเอนไซมท่ีตัดพันธะเพปไทดภายในสายโปรตีน (Endoproteinease) โดย catalytic 
triad ประกอบดวยซีรีน 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
จําแนกออกเปน 4 กลุมยอย ตามตําแหนงการตัดพันธะบนสายโปรตีน คือโปรติเนสที่มีสมบัติคลาย 
ทริปซิน (Trypsin-like serine proteinase) โปรติเนสที่มีสมบัติคลายไคโมทริปซิน (Chymotrypsin-
like proteinase) หรือซับทิลิซิน (Subtilisin-like proteinase) โปรติเอสท่ีทําหนาท่ีคลายอีลาสเตส 
(Elastase-like proteinase) และเมทาลโลซีรีนโปรติเนส (Serine metallo proteinase) (Morihara, 
1947) นอกจากน้ีสามารถแบงประเภทของโปรติเนสตามคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา ได
เปนโปรติเนสที่สามารถเรงปฏิกิริยาในสภาวะกรด (Acid proteinase) สภาวะท่ีเปนกลาง (Neutral 
proteinase) และสภาวะดาง (Alkaline proteinase)  
              โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะท่ีเปนดางแสดงกิจกรรมไดสูงในชวง พีเอช 8.1-12.0 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการแสดงกิจกรรมของโปรติเนสกลุมนี้คือประมาณ 50-80 องศาเซลเซียส 
และมีความจําเพาะเจาะจงกับสารต้ังตนท่ีหลากหลาย ดวยเหตุผลนี้ทําใหโปรติเนสกลุมนี้เหมาะ
สําหรับอุตสาหกรรมสารชําระลาง (Detergent) (Roa et al., 1998; Maurer, 2004) เชน Bacillus sp. 
B001 ผลิตเอนไซมท่ีมีคากิจกรรมการยอยสลายโปรตีนสูง เอนไซมแสดงกจิกรรมไดสูงท่ี พีเอช 10 
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาคือ 60 องศาเซลเซียส (Deng et el., 2010) B. mojavensis 
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A21 ผลิตซีรีนโปรติเนสซ่ึงแสดงกิจกรรมไดดีท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอชท่ีเหมาะสมคือ 8.5 
นอกจากนี้ B. clausii GMBAE 42 ผลิตซีรีนโปรติเนส ซ่ึงแสดงกิจกรรมไดสูงท่ี 50 องศาเซลเซียส 
และพีเอช 11.3 (Kazan et al., 2005)  
             โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะเปนกลางแสดงกิจกรรมไดในชวงพีเอช ท่ีแคบ 5.0-8.0 
สามารถทนความรอนไดต่ํา สงผลใหอัตราการเรงปฏิกิริยาตํ่า และโปรติเอสกลุมนี้ยังมีความจําเพาะ
ตอเจาะจงตอกรดอะมิโนท่ีไมมีข้ัว (Hydrophobic amino acid) ดวยสมบัติในการทนความรอนท่ีต่ํา
ของโปรติเนสกลุมนี้จึงสามารถใชเพื่อควบคุมระดับการยอยของโปรตีน (Degree of hydrolysis) ซ่ึง
สามารถทําการปรับอุณหภูมใิหสูงข้ึนเพื่อชะลอหรือหยุดปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนได (Godfrey and West, 
1996) โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะท่ีเปนกลางสวนใหญจัดเปนซีรีนโปรติเนสซ่ึงโลหะไมมี
ผลตอการเรงปฏิกิริยา (Rao et al., 1998) เชน B. subtilis JB1 ผลิตเอนไซมท่ีหล่ังออกนอกเซลล      
พีเอชท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาคือ 7.5 (Sung et al., 2010) B. laterosporus ผลิตโปรติเนสที่
ทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 (Usharani and Muthuraj, 2010) 
                     2.3.1 โปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล (Cell-bound proteinase) 
                           โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลเปนเอนไซมท่ีฝงปลายสายคารบอกซิล (C-terminus) 
อยูในสวนเซลลหอหุม (Cell envelop) และสวนผิวของแบคทีเรีย (Cell surface) สวนหอหุม 
หมายถึง สวนท่ีทําหนาท่ีหุมโครงสรางและองคประกอบตางๆที่อยูภายในเซลลท้ังหมด ซ่ึงมี
องคประกอบหลักคือ ไขมันท่ีมีข้ัว (amphipatic lipids) และ เพปติโดไกลแคน (peptidoglycan) 
(McKane and Kandel 1985) ซ่ึงมีการศึกษาคุณลักษณะของโปรติเอสกลุมนี้อยางกวางขวางใน
แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีใชเปนกลาเช้ือในการผลิตเนยแข็ง โดยพบวาโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลมี
บทบาทสําคัญตอการผลิตเนยแข็งและผลิตภัณฑนมหมักอ่ืนๆ โดยท่ัวไปแลวโปรติเนสที่ตรึงอยูกับ
เซลลจะถูกสกัดดวย เกลือ การใชอัตราซาวน การใชสารลดแรงตรึงผิว (Detergent) สภาวะดาง สาร
ยึดจับโลหะ (Chelating agent) ตัวทําละลายอินทรีย และการใชเอนไซมในกลุมฟอสโฟไลเปส 
(Phospholipase) (Scopes 1994; Martín-Hernández  et al. 1994) โปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล 
Lactobacillus helveticus L89 ซ่ึงมีขนาด 180 กิโลดาลตัน สกัดดวย Triton x-100 และ Nonidet P40 
แตสําหรับการสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก Streptococcus thermophilus CNRZ385 ทําได
โดยการเล้ียงเซลลในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมไกลซีนเพื่อยับยั้งการสรางเพปติโดไกลแคนของผนัง

เซลล และใช Alumina powder รวมกับการใชไลโซไซม (Fernadez-epla et el., 2000) Fricke et al. 
(2001) รายงานการสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก B. cereus ท่ีมีขนาด 17 kDa โดยใช 
Sulfobetain SB-12 ซ่ึงเปนสารลดแรงตรึงผิวในขณะท่ี Exterkate และ de Veer (1985) พบวาโปรติ-
เนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจาก Streptococcus cremoris HP ถูกสกัดไดงายๆโดยการเขยาเซลลใน

สารละลายบัฟเฟอร pH 6.5 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที Sinsuwan et al. (2011) 
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รายงานวาโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรียชอบเกลือ Virgibacillus sp. SK33 สามารถสกัด
ออกไดโดยใชไลโซโซมเขมขน 0.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
ชั่วโมง โปรติเนสที่ถูกสกัดสวนใหญมีขนาดโมเลกุลประมาณ 17, 32 และ 65 กิโลดาลตัน สภาวะท่ี
เหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติ-เนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีสกัดไดคือ 50 องศาเซลเซียส pH 8 และ 11 
โปรติเนสดังกลาวจัดอยูในกลุม ซีรีนและมีคุณสมบัติคลายซับทิลิซิน (Subtilisin-like) และยังคง

แสดงกิจกรรมที่ความเขมขนโซเดียมคลอไรด 25% (ตารางท่ี 1.2) โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก
จุลินทรียชนิดตางๆมีขนาดโมเลกุลประมาณ 45-180 กิโลดาลตัน ดังแสดงในตารางท่ี 1.2  
 
ตารางท่ี 1.2 คุณลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรีย 

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) 
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 สภาวะท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลสวนใหญคือสภาวะท่ีมีพี-
เอชอยูในชวงเปนกรดถึงกลาง และมีคา isoelectic point (pI) ในชวงของความเปนกรด ความจําเพาะ
ตอสารต้ังตนอยางเคซีนของ โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลแตกตางตามสายพันธุ เชน โปรติเนสที่ตรึง
อยูกับเซลลจาก Lcatococcus casei NH14, L.lactis subsp. Lactis NCDO 763, Streptococcus 
cremoris HP, S.cremoris C13 มีความจําเพาะตอ 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) ในขณะที่โปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจาก S.cremoris AM1 และ 
S.cremoris SK11 มีความจําเพาะตอ αs-1 β และ κ-Casein (Visser et al., 1996) อยางไรก็ตาม ยังไม
มีการศึกษาโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรียชอบเค็มมากนัก 
 
            1.4 โปรติเนสท่ีสรางโดย Virgibacillus 
                  แบคทีเรียในกลุม Virgibacillus มีความสามารถในการผลิตโปรติเนสที่หล่ังออก

นอกเซลล Rohban และคณะ (2009) ไดแยกแบคทีเรียชอบเกลือปานกลางและชอบเกลือสูงจาก
ทะเลสาบน้ําเค็มซ่ึงบางไอโซเลทเปนแบคทีเรียในกลุม Virgibacillus ซึ่งสรางเอนไซมโปรติเนส 
นอกจากนี้มีการรายงานที่แสดงถึงความสามารถในการผลิตโปรติเนสของ Virgibacillus ดัง
แสดงในตารางที่ 1.3 Nawong (2006) ไดรายงานการแยกแบคทีเรียกลุม Virgibacillus จาก
กระบวนการหมักน้ําปลา และพบวา Virgibacillus sp. SK33 และ SK37 สามารถผลิต

เอนไซมโปรติเนส ซ่ึงสามารถยอยปลากะตักและเคซีนไดดีและเช้ือดังกลาวสามารถเจริญไดดี
ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีโปรตีนจากปลากะตักเปนองคประกอบสําคัญ และมีเกลือโซเดียมคลอ-
ไรดเขมขน 25% ดังนั้นผลที่ไดจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงแนวโนมในการใชประโยชน
จากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ เพื่อเรงกระบวนการหมักน้ําปลา ตอมา Sinsuwan et al. (2007, 
2008, 2010, 2011) ศึกษาถึงคุณลักษณะของเอนไซมที่หลั่งออกนอกเซลลจาก Virgibacillus 
sp. SK37 และ Virgibacillus sp. SK33 โดยโปรติเนสจาก ทั้ง 2 สายพันธุจัดอยูในกลุมซีรีน  
โปรติเนสมีคุณสมบัติคลายซับทิลิซินและถูกกระตุนกิจกรรมที่ระดับความเขมขนเกลือคอนขาง

สูงคือ 20-25% และ 20-30% ตามลําดับ และเอนไซมจาก Virgibacillus sp. SK37 แสดง
กิจกรรมไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส และ pH 8 สวนเอนไซมจาก Virgibacillus 
sp. SK33 แสดงกิจกรรมไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ pH 7.5 เอนไซมยังมี
เสถียรภาพที่เกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 4 โมลาร และแคลเซียมคลอไรด 500 มิลลิโมลาร 
นอกจากนี้ Sinsuwan et al (2011) ศึกษาถึงโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก Virgibacillus sp. 
SK33 เอนไซมมีขนาดโมเลกุลประมาณ 17, 32 และ 65 กิโลดาลตัน สภาวะท่ีเหมาะสมตอกิจกรรม
ของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีสกัดไดคือ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 8 และ 11 อีกทั้ง Phrommao 
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et al. (2011) ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมที่หลั่งออกนอกเซลลจาก Virgibacillus sp. SK37 
จากรายงานดังกลาวพบวาโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. นั้นถูกกระตุนกิจกรรมที่ระดับ

ความเขมขนของเกลือคอนขางสูงคือ 20-30% และมีความเสถียรในเกลือที่มีความเขมขนสูง 
0-30% นอกจากนี้ยังมีรายงานวา V.pantothenticus ซึ่งหลั่งโปรติเนสออกนอกเซลลที่จัดอยู
ในกลุมซีรีนโปรติเนส และมีคุณสมบัติทนอุณหภูมิสูงและทํางานไดดีในสภาวะที่เปนดาง ซึ่ง
คัดแยกมาจากตัวอยางเน้ือไกสด (ตารางท่ี 1.3) โดยเอนไซมแสดงกิจกรรมไดสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส และ พีเอช 10 อีกทั้งเอนไซมมีการสูญเสียกิจกรรมเล็กนอยในสภาวะเปน
ดางที่ 10 โดยมีคากิจกรรมเหลืออยู 85% และเอนไซมไมสูญเสียกิจกรรมเลยที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส (Gupta et al., 2008) Chamroensaksri et al (2008) รายงานถึงเอนไซมที่หลั่ง
ออกนอกเซลลจาก V.marismortui NB2-1 ซึ่งเปนแบคทีเรียชอบเกลือปานกลางที่คัดแยกได
จากปลาราวามีสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโปรติเนสที่โซเดียมคลอไรด 15% พีเอช 9 และ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส กิจกรรมของโปรติเนสที่ผลิตไดจากแบคทีเรียสายพันธุนี้ถูก
กระตุนดวยโซเดียมคลอไรดเขมขน 5% พีเอช 10 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
Tanasupawat, et al. (2011) ศึกษาถึงเอนไซมที่หลั่งออกมานอกเซลลจาก V. halodenitrificans 
TKNR13-3 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากกะปวาจัดอยูกลุมซีรีนโปรติเนสที่มีคุณสมบัติ

คลายกับไคโมทริปซินและกระตุนดวยโซเดียมคลอไรดเขมขน 15% พีเอช 8 และอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส โปรติเนสจาก V. dokdonensis VIPT 14 จัดอยูในกลุมซีรีนโปรติเนสท่ีมีมวล 
     
ตารางท่ี 1.3 คุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรติเนสจาก Virgibacillus ท่ีคัดแยกไดจากแหลงตางๆ 

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 เอนไซมแสดงกิจกรรมไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
และ pH 7 (ตารางท่ี 1.3) อยางไรก็ตามจะเห็นไดวามีรายงานเกี่ยวกับคุณสมบัติของโปรติเนส

ท่ีผลิตจาก Virgibacillus ชนิดท่ีตรึงอยูกับเซลลอยูนอย  
 
วัตถุประสงคของโครงการวจัิย 
1. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการสรางโปรติเนสของแบคทีเรียสายพันธุท่ีคัดแยกไดจากน้ําปลาซ่ึง

แสดงกิจกรรมโปรติเนสสูง  
2. ศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของไอโซเลทท่ีคัด 
       แยกจากน้ําปลาซ่ึงแสดงกิจกรรมโปรติเนสสูง 
3.  ศึกษาการใชโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลในกระบวนการหมักน้ําปลา 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

มุงเนนการใชประโยชนแบคทีเรีย Virgibacillus sp. SK37 ท่ีแยกและคัดเลือกไดวามี
ศักยภาพในการใชเปนแหลงผลิตโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลลและโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล 
เพื่อยอยสลายโปรตีนในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา ศึกษาองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เปนแหลงโปรตีนราคาถูก ท่ีสามารถกระตุนการสรางโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล รวมถึงศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสม และศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล นอกจากนี้
ทดสอบศักยภาพของ Virgibacillus sp. SK37 ในการเรงกระบวนการหมักน้ําปลา 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ และหนวยงานท่ีนําผลการวิจัยไปใชประโยชน   

เกิดองคความรูเกี่ยวกับโปรติเนสจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากกระบวนการหมักน้ําปลา 
ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก Virgibacillus sp. 
SK37 ซ่ึงเปนขอมูลสําคัญตอการนําเอนไซมไปใชประโยชน และความรูเกี่ยวกับโครงการวิจัยนี้จะ
เปนประโยชนตออุตสาหกรรมน้ําปลาของประเทศไทย ทําใหเกิดการพัฒนาปรับปรุงกระบวนการ
ผลิตน้ําปลาใหทันสมัย สามารถแขงขันกับประเทศคูแขงได หนวยงานของรัฐท่ีจะไดประโยชนคือ 
กรมประมงและนักวิจัยท่ีศึกษาคนควาเกี่ยวกับน้ําปลา 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

            2.1 วัสดุและสารเคมี 
                ขนสงตัวอยางปลากะตัก (Stolephorus sp.) จากสะพานปลาชองแสมสาร จังหวดัชลบุรี โดย
เก็บปลาในกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งหลังจากจับทันที มายังหองปฏิบัติการ มหาวทิยาลัยเทคโนโลยี   
สุรนารี จังหวดันครราชสีมา ซ่ึงใชเวลา 6 ชั่วโมงหลังการจับ ปลามีขนาดน้ําหนักตวัเฉล่ีย 2.610.47 
กรัม และมีความยาวประมาณ 7.590.34 เซนติเมตร ซ่ึงเปนขนาดปลาท่ีใชในอุตสาหกรรมน้ําปลา  
                 สารเคมีจากบริษัท Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.) ไดแก 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) ไดแก 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) ไดแก Ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) สารเคมีจากบริษัท Merck (KGaA, Darmstadt, Germany)  ไดแก plate count agar 
(PCA) สารเคมีจากบริษัท Abbra Corporation Limited ไดแก Soy protein isolate (Bangkok, 
Thailand) และสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีใชในการวิจัยเปนคุณภาพท่ีใชในงานวิเคราะหหองปฏิบัติการ 
(Analytical grade)            
 

            2.1 ศึกษาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillu sp. SK37 
    2.1.1 การคัดเลือกชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนราคาถูก 
              แหลงไนโตรเจนราคาถูกเพื่อใชในการคัดเลือกมีท้ังหมด 5 ชนิด ไดแก กากถ่ัว

เหลือง ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากกระบวนการหมักซีอ๊ิว รําขาว โปรตีนถ่ัวเขียวซ่ึงเปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตวุนเสน กากยีสตซ่ึงเปนผลพลอยไดจากโรงงานเบียร และกากน้ําปลาซ่ึงเปนผล
พลอยไดจากกระบวนการหมักน้ําปลา เตรียมกลาเช้ือ (Inoculum) โดยถายโคโลนี 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 บมท่ี 35 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 rpm  เปนเวลา 1 วัน วัดคาดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร(GBC UV/VIS 916; GBC Scientific Equipment PTY, LTD., 
Australia) ใหไดประมาณ 0.3 ซ่ึงเทียบเทาจํานวนเซลลประมาณ 107 เซลล/มิลลิลิตร  

              เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเขมขนของแหลงไนโตรเจนขางตนในระดับ 1% (w/v) 
ใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันปนเหวี่ยงท่ี 8,000×g เปนเวลา 20 
นาที เติมไตรโซเดียมซิเตรท (Trisodium citrate) เขมขน 0.3%, โปแตสเซียมคลอไรด (Potassium 
chloride, KCl) เขมขน 0.2%, และแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) เขมขน 2.5% เติมโซเดียมคลอ-
ไรดใหไดความเขมขน 5% ปรับใหได พีเอช 7  สูตรอาหารควบคุมใช Yeast extract 1% เปนแหลง
ไนโตรเจนแทน ถายกลาเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 45 มิลลิลิตร บรรจุใน
ขวดรูปชมพูฝาเกลียวขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0-6 วัน เขยาท่ี
ความเร็วรอบ 100 rpm ติดตามการเจริญของเช้ือทุก 48 ช่ัวโมง ดวยเทคนิค Spread plate โดยใช 
Modified JCM 168 agar medium ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 5% บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน และวิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล โดยเลือกชนิดของแหลง

ไนโตรเจนท่ีใหคากิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลสูงสุด เพื่อศึกษาความเขมขนท่ี
เหมาะสม และปจจัยแวดลอมท่ีมีผลตอการเจริญและสรางโปรติเนสตอไป 

             2.1.1.2 วิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล 
                           ดัดแปลงจาก Barrett and Kirschke (1981) โดยในปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ใช

เอนไซม 0.05 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนสังเคราะห Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC เขมขน 1 
ไมโครโมลาร โดยใชสารละลายบัฟเฟอร McIlvain พีเอช 8.0 ไตรโซเดียวฟอสเฟต (Trisodium 
phosphate) เขมขน 0.2 โมลาร และไตรโซเดียมซิเตรท เขมขน 0.1 โมลาร) บมท่ีอุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารผสมบิวทานอล: เมทานอล: น้ํากล่ันปราศจากไอออน 
(Deionized water) ในอัตราสวน 30: 35: 35 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร วัดคาการเรืองแสง (Fluorescence) 
ดวยเคร่ือง Spectrofluorometer (RF-1501; Shimadzu Co., Kyoto, Japan) ท่ีคาความยาวคล่ืนกระตุน 
380 นาโนเมตร และคาความยาวคล่ืนการปลอยพลังงานท่ี 460 นาโนเมตร  กําหนดใหคากิจกรรม 1 
หนวย (Unit activity, U) คือ ปริมาณสาร AMC 1 นาโนโมลที่ถูกปลดปลอยตอ 1 นาที  
                  2.1.2 ความเขมขนท่ีเหมาะสมและปจจยัแวดลอมตอการการเจริญและสรางโปรติเนส 
         2.1.2.1 ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 

             เม่ือคัดเลือกชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมแลว ศึกษาความเขมขนท่ี
เหมาะสมของแหลงไนโตรเจน ท่ีระดับความเขมขน 0.5, 1.0, 3.0 และ 5% (w/v) ปรับความเขมขน
ของโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ 5% และ พีเอช 7 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0-5 วัน เขยา
ท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ติดตามการเจริญของเช้ือเม่ือครบ 4 วัน ดวยเทคนิค Spread plate โดย
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ใชอาหารแข็ง Ym ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด 5% บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน และ
วิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลลทุกวันตามรายละเอียดขางตน โดยเลือกความ
เขมขนของแหลงไนโตรเจน ท่ีใหคากิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลสูงสุด เพื่อใชใน
การศึกษาปจจัยทางส่ิงแวดลอมท่ีมีผลตอการเจริญและสรางโปรติเนสตอไป 

             2.1.2.2 อุณหภูมิ 
                          ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการสรางโปรติเนสในอาหารราคาถูกท่ีคัดเลือกได 

โดยบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส ปรับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดท่ี
ระดับ 5% และ พีเอช 7 เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ติดตามการเปล่ียนแปลงกิจกรรมโปรติ
เนสเปนเวลา 5 วัน ติดตามการเจริญของเช้ือเม่ือครบ 4 วัน และวิเคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ัง
ออกนอกเซลลทุกวัน ตามรายละเอียดขางตน โดยเลือกอุณหภูมิท่ีใหคากิจกรรมของโปรติเนสสูงสุด 
เพื่อใชในการศึกษา คาพีเอช และ ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด ท่ีมีผลตอการเจริญและสราง    
โปรติเนสตอไป 

             2.1.2.3 คาพีเอช (pH) 
                                         ศึกษาผลของพีเอชโดยปรับพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือใหไดเทากับ 7.0, 7.5, 
8.0, 8.5 และ 9.5 จากนัน้ปรับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดท่ีระดับ 5% บมเช้ือท่ีอุณหภมิูท่ี
เหมาะสมจากผลการทดลองขางตน เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ติดตามการเปล่ียนแปลง

กิจกรรมโปรติเนสเปนเวลา 5 วัน ติดตามการเจริญของเชื้อเม่ือครบ 4 วัน และวิเคราะหกจิกรรมของ
โปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลลทุกวัน ตามรายละเอียดขางตน โดยเลือกคาพีเอชท่ีใหคากิจกรรม

ของโปรติเนสสูงสุด เพื่อใชในการศึกษาความเขมขนของโซเดียมคลอไรดท่ีมีผลตอการเจริญและ

สรางโปรติเนสตอไป 
             2.1.2.4 ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 
                          ศึกษาผลของความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดท่ีระดับความเขมขน 0, 

2.5, 5, 7.5 และ 10% ปรับคาพีเอชเทากบัคาพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ติดตามการเจริญของเช้ือ
และวเิคราะหกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลลทุกวัน เปนเวลา 6 วนั ตามรายละเอียด
ขางตน  
 
            2.3 การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจากแบคทีเรียท่ีชอบเกลือปาน

กลาง Virgibacillus sp SK37 
   2.3.1 การเตรียมและการสกดัเอนไซมโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล 

              ถายเช้ือบริสุทธ์ิ Virgibacillus sp. SK37 ปริมาตร 1 ลูป (loop) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
yeast extract broth (Ym; yeast extract 1%, trisodium citrate 0.3%, KCl 0.2% และ MgSO47H2O 
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2.5%) พีเอช 7.0 ตามวิธีของ Sinsuwan และคณะ (2008) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบในการเขยา 100 rpm เปนเวลา 3 วัน จากนั้นเก็บเซลลโดยปนเหวี่ยงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลท่ีเก็บเกี่ยวได 2 คร้ัง ดวยสารละลายบัพเฟอรทริสมาลิเอต 
(Tris-maleate) พีเอช 7 แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เทากับปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท้ิง
ไป ปนเหวี่ยง (centrifuged) ท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และเติม
สารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (พีเอช 7) แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ท่ีประกอบดวย
สารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) เขมขน 10 
มิลลิโมลาร หรือสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร ในปริมาตร 1/30 ของบัพเฟอรท่ี
ท้ิงไป บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบของการเขยาท่ี 100 รอบ/นาที เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
เก็บเอนไซมท่ีสกัดไดโดยการปนเหว่ียงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นํา
เอนไซมท่ีสกัดไดไปผานโดยกระบวนการ dialysis กับสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต ท่ีระดับ
ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร, พีเอช 7 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง จากน้ันเปล่ียนสารละลายบัพเฟอรเพื่อ dialysis อีกคร้ัง ใชเยื่อ dialysis ท่ีมี molecular weight 
cutoff (MWCO) 10 กิโลดาลตัน (Pierce Chemical Company, Rockford, IL USA) เก็บสารละลายใน
ถุง dialysis เพื่อวิเคราะหกิจกรรมโปรติเนสและวิเคราะหตอไป  

            หลังจากคัดเลือกวิธีการสกัดเอนไซมท่ีเหมาะสม ศึกษาระยะเวลาการยอยสลายสาร
ตั้งตนของเอนไซมสกัดในชวงระยะเวลา 0-2 ช่ัวโมง โดยวิเคราะหกิจกรรมการยอยสลายโปรตีน 
(Proteolytic activity) และวิเคราะหไซโมแกรม (Zymography) ดังวิธีขางตน 

    2.3.2 การวิเคราะหไซโมแกรม (Zymography) 
              แยกโปรตีนดวยวิธี Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) โดยใชเจลอะคริลาไมด (Acrylamide) ในช้ัน Stacking ท่ีความเขมขน 4% และ 
Separating gel ท่ีความเขมขน 12.5% (Laemmli, 1970) ผสมเอนไซมกับบัพเฟอร (SDS เขมขน 4%, 
2-mercaptoethanol (-ME) เขมขน 10%, กลีเซอรอลเขมขน 20%, สารละลายบัฟเฟอรทริสไฮโดร-
คลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 125 มิลลิโมลาร (พีเอช 6.8), โบรโมฟนอลบูล เขมขน 0.1%) ใน
อัตราสวน 1:1 ยอมโปรตีนดวยวิธี Silver staining  

              เตรียม Casein zymography ตามวิธีของ García-Carreño และคณะ (1993) โดยแช
แผนเจลในสารละลายเคซีน (casein) เขมขน 2% และสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-
HCl) ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร (พีเอช 8) เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นลางแผนเจลดวยสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 100 มิลลิโมลาร 
(พีเอช 8) แชเย็นสองคร้ัง จากน้ันบมตัวอยางในสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl), 
พีเอช 8 ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และยอมสีแผน
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เจลดวยสารยอมสี Coomassie brilliant blue R-250 ท่ีเขมขน 0.1% ในเมทานอลเขมขน 40% และ 
กรดอะซิติกเขมขน 10% เปนเวลา 30 นาที กําจัดสียอมโดยใชสารละลายเอทานอล (Ethanol) เขมขน 
25% และ กรดอะซิติกเขมขน 10% แถบใส (clear zone) บนพื้นน้ําเงินเขมแสดงถึงแถบเอนไซม  

               วิเคราะหไซโมแกรมโดยใชสารตั้งตนเรืองแสง (Fluoregenic peptide) ตามวิธีของ 
Yasothomsrikul and Hook (2000) โดยทําการแยกเอนไซมบนเจลอะคริลาไมดตามข้ันตอนท่ีกลาวมา
ขางตนยกเวน separating gel เตรียมโดยเติม succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-amino-4-
methylcoumarin (AMC) เปนสารต้ังตนท่ีความเขมขน 500 ไมโครโมลาร เก็บในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากแยกโดยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซีส ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นําเจลไปลางดวย Triton X-100 เขมขน 2.5% ท่ีแชเย็นเปนเวลา 5 นาที และลางอีก
สองคร้ังดวยน้ําปราศจากอิออนแชเย็น กับสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl), พีเอช 
8.0 ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร นําแผนเจลไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
แถบฟลูออเรสเซนส (Fluorescent bands) แสดงตําแหนงเอนไซมโปรติเนส และบันทึกผลโดยใช Gel 
Doc XR system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) สารโปรตีนมาตรฐานเพ่ือคํานวณ
โมเลกุลของเอนไซมคือ ไมโอซิน (209 กิโลดาลตัน), -galactosidase (124 กิโลดาลตัน), ซีรัมอัลบู-
มิน (80 กิโลดาลตัน), ovalbumin (49.1 กิโลดาลตัน), คารบอนิกแอนไฮเดรส (34.8 กิโลดาลตัน), สาร
ยับยั้งทริปซิน (28.9 กิโลดาลตัน), และไลโซไซม (20.6 กิโลดาลตัน) (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA)  

    2.3.3 อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมและเสถียรภาพเอนไซม 
              ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติเนสสกัดท่ีอุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 

55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส ท่ี พีเอช 7.0 ศึกษาคาพีเอชท่ีเหมาะสมโดยแปรคาพีเอชท่ี 3, 
4, 5, 5.5, 6 โดยใชสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate) เขมขน 100 มิลลิโมลาร, 
สวน พีเอช 6, 6.5, 7, 7.5 ใชสารละลายบัฟเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate) เขมขน 100 มิลลิโมลาร, 
พีเอช 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5 ใชสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 100 มิลลิ-  
โมลาร, พีเอช ท่ี 9.5, 10, 11,12 ใชสารละลายบัพเฟอรบอเรต เขมขน 100 มิลลิโมลาร และ สารละลาย
บัฟเฟอรไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด (glycine-NaOH) เขมขน 100 มิลลิโมลาร และ พีเอช 11, 12 
ใชสารละลายบัพเฟอรคารบอเนตเขมขน 100 มิลลิโมลาร วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Barrett และ Kirschke (1981) ตามรายละเอียดขางตน 

    2.3.4 ผลของสารยับยั้งและอิออน 
              ศึกษาผลของสารยับยั้งตางๆ 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) โดยควบคุมคาพีเอชของปฏิกิริยาโดยใชสารละลาย

บัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) เขมขน 100 มิลลิโมลาร พีเอช 8 บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

    2.3.5 ความจําเพาะของสารต้ังตน  
             วิเคราะหความจําเพาะตอสารต้ังตนสังเคราะหชนิดตางๆ 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) ทําปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) ความเขมขน 
100 มิลลิโมลาร พีเอช 8 บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

    2.3.6 ผลของแคลเซียมคลอไรด 
              ศึกษาผลของแคลเซียมคลอไรด โดยบมเอนไซมสกัดในสารละลายแคลเซียมคลอ

ไรดท่ีความเขมขนตางๆตั้งแต 0-500 มิลลิโมลาร และศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิ (Thermal 
stability) โดยการบมเอนไซมในสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (EDTA) เขมขน 10 
มิลลิโมลาร หรือ สารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิตั้งแต 35-80 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ันทําใหเย็นทันทีดวยน้ําเย็น คํานวณคากิจกรรมความสัมพัทธ 
(Relative activity) โดยกําหนดใหตัวอยางท่ีไมไดบมคิดเปน 100% 

    2.3.7 ผลของเกลือโซเดียมคลอไรด  
              เตรียมตัวอยางโปรตีนชนิดตางๆ ดังนี้คือ โปรตีนกลามเนื้อของปลานิล 

(Oreochromis niloticus) เคซีน (Casein) และโปรตีนถ่ัวเหลืองสกัดทางการคา (Soy protein isolate) 
เพื่อศึกษาผลของเกลือโซเดียมคลอไรดตอการยอยสลายโปรตีนของเอนไซมโปรติเนส สกัดโปรตีน
กลามเนื้อของปลานิล โดยปนเนื้อปลาบดกับสารละลายบัพเฟอรแชเย็น (สารละลายบัฟเฟอรทริส-
ไฮโดรคลอไรด เขมขน 50 มิลลิโมลาร ประกอบดวยโซเดยีมคลอไรดเขมขน 0, 10 และ 25%, พีเอช 
8) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 และ กวนผสมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง เก็บ
สารละลายสวนใสท่ีประกอบดวยสารละลายโปรตีนโดยการปนเหวี่ยงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ละลายเคซีน (2% โดยนํ้าหนักตอปริมาตร) ในสารละลายบัพเฟอรท่ีมี
เกลือเขมขนตางๆดังกลาวขางตน ละลายโปรตีนถ่ัวเหลืองสกัดทางการคาในสารละลายโซเดียมไฮ-
ดรอกไซดเขมขน 100 มิลลิโมลาร แชเย็น และกวนผสมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 
ชั่วโมง ปนเหวี่ยงที่ 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และเก็บสารละลายสวนใส 
จากน้ันเติมโซเดียมคลอไรดโดยความเขมขนสุดทายมีคา 10 และ 25% กวนผสมท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
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เซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง เก็บสารละลายสวน โดยการปนเหวี่ยง ท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ในหลอดปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ประกอบดวยเอนไซมโปรติเนสสกัด
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โปรตีนต้ังตนท่ีมีความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีระดับความเขมขน
โซเดียมคลอไรดตางๆ บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ันเติมสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, TCA) เขมขน 50% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเก็บใน
น้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที เก็บสารละลายสวนโดยการปนเหวี่ยงท่ี 13000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5นาที วิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทดโดยใชวิธี Lowry (Lowry, 1951) โดยใชไทโรซีน 
(Tyrosine) เปนสารมาตรฐาน 
  
            2.4 บทบาทของเอนไซมโปรติเนสสกัดตอการยอยสลายโปรตนีในระหวางกระบวนการหมัก
น้ําปลา 

     2.4.1 การเตรียมกลาเช้ือ 
              ถายเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ปริมาตร 1 ลูป (Loop) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Ym ท่ี

มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 5% (พีเอช 7) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยเขยาท่ีความเร็ว
รอบ 100 รอบ/นาที เปนเวลา 2 วัน ถายเช้ือลงใน fish juice broth ในปริมาตร 1% โดย fish juice 
broth มีโซเดียมคลอไรด 10% ของปริมาตรท้ังหมด บมตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ท่ี
ความเร็วรอบของการเขยา 100 rpm เปนเวลา 3 วัน fish juice broth เตรียมจากของเหลวสวนท่ีซึม
ออกมาจากการผสมปลาและเกลือ (น้ําคาวปลา) ซ่ึงจัดเปนผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมน้ําปลา 
และมีปริมาณโซเดียมคลอไรดประมาณ 25-30% การเตรียม fish juice broth ทําไดโดยการเติมน้ํา
ปราศจากอิออน (Deionized water) ลงในน้ําคาวปลาซ่ึงเก็บตัวอยางจากโรงงานนํ้าปลาใหไดความ
เขมขนสุดทายของโซเดียมคลอไรดเปน 10% นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที  

  เก็บเซลลท่ีไดจากการเล้ียงในอาหาร fish juice broth โดยการปนเหวี่ยง ท่ี 10000×g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ละลายตะกอนเซลลในสารละลายโซเดียมคลอไรด
เขมขน 0.85% ปริมาตร 1/10 ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท้ิงไป  

             ละลายปลากะตักแชแข็ง (Stolephorus sp.) ในน้ําท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง นําปลาท่ีทําละลาย (Thaw) แลวจํานวน 750 กรัม ผสมกับเกลือสมุทร 250 กรัม และ
เติมเซลล Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเตรียมขางตน (จํานวนเซลลประมาณ 8.26 log CFU/ml) ผสมให
เขากันจากนั้นเติมแคลเซียมคลอไรดในระดับ 0.2% โดยนํ้าหนัก นําสวนผสมท้ังหมดใสในภาชนะ
แกวท่ีมีขนาด 10.8 × 10.8 × 18.1 ซม. (กวาง×ยาว× สูง) บมตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 เดือน เตรียมตัวอยางควบคุมเหมือนกับตัวอยางทดลอง ยกเวนเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด
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ท่ีความเขมขน 0.85% แทนการเติมเซลล ติดตามการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial growth) โดย
ใชเทคนิค Spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate count agar (PCA) มีสวนผสมของโซเดียมคลอไรด
เขมขน 15% 

              ติดตามการยอยสลายของโปรตีนท่ีระยะเวลาตางๆของการหมักโดยผสมปลาหมัก
จํานวน 3 กรัมกับสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, TCA) ท่ีมีความเขมขน 
5% (โดยนํ้าหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 27 มิลลิลิตร และเก็บตัวอยางบนน้ําแข็งเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยการปนเหวี่ยงท่ี 10000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที วัดปริมาณกลุมแอลฟา   
อะมิโน (-amino acid) โดยใชวิธี trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) (Adler-Nissen, 1979) โดย
ใชลูซีน (Leucine) เปนสารมาตรฐาน หลังจากสัปดาหท่ี 4 ของการหมัก โปรตีนปลาจะกลายเปน
ของเหลว ดังนั้นการเก็บตัวอยางในสัปดาหท่ี 6 หลังจากนั้นทําโดยการปนเหวี่ยงท่ี 13000×g อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และกรองสารละลายสวนใสดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
สารละลายสวนใสท่ีกรองไดนําไปวเิคราะหหาปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-amino group) 

 
    2.5. บทบาทของโปรติเนสท่ีตรึงอยูท่ีเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ในกระบวนการ

หมักน้ําปลาระดับหองปฏิบัตกิาร 
2.5.1. การเตรียมกลาเช้ือ 

                           เตรียมกลาเช้ือสําหรับหมักน้ําปลาโดยถายเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 1 ลูป 
ลงในอาหารเหลว JCM 168 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 10% 
และปรับคาพีเอชใหได 7.0±0.2 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน เม่ือไดจํานวนเซลล
ประมาณ108 CFU ตอมิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000×g, 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพื่อ
เก็บเกี่ยวเซลล จากนั้นเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 10% ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เพื่อ
เตรียมสารละลายเซลล (Cell suspension) สําหรับใชเปนกลาเช้ือ 

2.5.2 การเตรียมตัวอยางปลาหมัก 
                                    เตรียมตัวอยางปลาหมัก 3 สภาวะ โดยทุกตัวอยางใชปลากะตัก 1.5 กิโลกรัม 
และใชเกลือสมุทรจากสถานประกอบการ ชุดการทดลองที่ 1 เติมเกลือสมุทรในระดับ 30% ของ
น้ําหนักท้ังหมด ชุดการทดลองท่ี 2 เติมเกลือสมุทรเพื่อใหมีปริมาณเกลือท้ังหมด 15% และ ชุดการ
ทดลองท่ี 3 ปรับปริมาณเกลือเหมือนชุดท่ี 2 และปรับคาพีเอชในระบบหมักใหมีคาประมาณ 7.0 ดวย
สารละลายโซเดียมคารบอเนต จากน้ันเติมสารละลายเซลลท่ีเตรียมไว โดยใหปริมาณเซลลเร่ิมตนใน
ระบบหมักอยูท่ี 106 CFU ตอมิลลิลิตร เตรียมชุดควบคุม (Control) ของแตละชุดการทดลองโดยเติม
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 10% ท่ีปลอดเช้ือในปริมาตรท่ีเทากับสารละลายเซลล 
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คลุกเคลาผสมใหเขากัน บรรจุในโหลแกวปดปากโหลดวยพลาสติก บมตัวอยางในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส ทําการสุมตัวอยางท่ีระยะเวลา 0, 7, 14, 21, 30, 60, 90, 120 และ 180 วัน ติดตามการ
เปล่ียนแปลงคาพีเอช กิจกรรมโปรติเนสโดยวิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทด ปริมาณกลุมแอลฟา- 
อะมิโน ปริมาณเกลือ และติดตามจํานวนจุลินทรียท่ีมีชีวิต (Viable cell count) ดวยอาหารเล้ียงเชื้อ 
JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 10% และ JCM 169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% เม่ือบม
ครบ 6 เดือน กรองตัวอยางน้ําปลา วิเคราะหคาตางๆตามท่ีกลาวมาแลวขางตน รวมถึงปริมาณ
ไนโตรเจนท้ังหมดและปริมาณแอมโมเนีย 

2.5.3 การเปล่ียนแปลงจุลินทรียในระหวางกระบวนการหมัก  
         สุมเก็บตัวอยางน้ําปลาจํานวน 25 กรัม ผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด

เขมขน 0.85% (สําหรับตรวจนับจุลินทรียท้ังหมดและแบคทีเรียกลาเช้ือ) หรือสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 25% (สําหรับตรวจนับ Extreme halophiles) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางดวย
เคร่ือง Stomacher (Stomacher 400, Seward Ltd., West Sussex, England) วิเคราะหจํานวนจุลินทรีย
ดวยวิธี Standard plate count โดยใชเทคนิค Spread plate เจือจางตัวอยางแบบ Serial dilution ดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 ตรวจนับประชากรจุลินทรียท้ังหมดและ extreme halophiles 
ตามลําดับ ดวยอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 168 agar ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 10% และตรวจนับ
แบคทีเรียประเภท extreme halophiles ดวยการเจือจางตัวอยางแบบ Serial dilution ดวยสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ในอาหาร JCM 169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ทําการ
ทดลองสองซํ้า 

2.5.4 สมบัติทางเคมีของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมัก  
2.5.4.1 คาพีเอช  (pH)  
           วัดคาพเีอช (pH) โดยใชเคร่ือง pH meter (Mettler-Toledo MP220, 

Schwerzenbach, Switzerland) 
2.5.4.2 ปริมาณโอลิโกเพปไทด (Oligopeptide content) 
            วิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทดในตัวอยางน้ําปลาดวยวิธี Lowry 

(Lowry et al., 1951) โดยใชไทโรซีน (Tyrosine) เปนสารละลายมาตรฐาน แสดงปริมาณโอลิโกเพป-
ไทดในหนวยมิลลิโมลาร ปเปตตัวอยางน้ําปลา 100 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Alkaline CuSO

4 

(สารละลายผสมระหวาง โซเดียมคารบอเนตเขมขน 2% ใน สารสะลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 
0.1 นอรมัล กับสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO

4
.5H

2
O) เขมขน 0.5% ในโซเดียมซิเทรต เขมขน 

1% ในอัตราสวน 1:50) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 
นาที เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu (เจือจางดวยน้ํากล่ัน 1:1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
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กันและต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร โดยใช
เคร่ือง Spectrophotometer (SmartSpecTM Plus, Bio-Rad Laboratories, California, U.S.A.)  

2.5.4.3 ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (α-Amino group content)  
            วิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทดในตัวอยางน้ําปลาในคาของ

ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-Amino acids) โดยทําปฏิกิริยากับ 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic 
acid ตามวิธีของ Field (1972) โดยใชลูซีน (Leucine) เปนสารมาตรฐาน แสดงคาการยอยสลายของ
โปรตีนในระหวางกระบวนการหมักในหนวยมิลลิโมลารของกรดอะมิโนแอลฟา ปเปตตัวอยาง
น้ําปลา 50 ไมโครลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 8.2) เขมขน 0.2125 โมลลาร ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน เติมสารละลาย Picrylsulfonic acid เขมขน 0.05% ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย
ไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 นอรมัล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา เขยาใหเขากันแลวตั้งท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร โดยใชเคร่ือง 
Spectrophotometer (SmartSpecTM Plus, Bio-Rad Laboratories, California, USA)  

2.5.4.4 ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Total nitrogen)  
             วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดดวยการยอย กล่ัน และไทเทรต 

ตาม AOAC (2005) ปเปตตัวอยางน้ําปลา 1 มิลลิลิตร (สําหรับตัวอยาง Blank ใชน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร) 
เติมสารผสมระหวาง คอปเปอรซัลเฟต (CuSO

4
) และ โพแทสเซียสซัลเฟตในอัตราสวน 1:10 ปริมาณ 

5 กรัม และเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 96% ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดยอย จากน้ันนําเขาเคร่ือง
ยอย (Block digestion unit KB205, Gerhardt UK Ltd., Northamptonshire, UK) โดยใชอุณหภูมิ 380 
องศาเซลเซียส ยอยจนสารละลายเปนสีเขียวใส ท้ิงใหเย็น แลวนํามากล่ัน โดยการเตรียมสารละลาย
กรดบอริกเขมขน 4% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร หยด Mixed 
indicator (สารละลายผสมระหวาง 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) โดยใหปลายหลอดแกวจุมอยูในสารละลายกรดบอริก 
แลวนําหลอดกล่ันท่ีมีสารละลายตัวอยางมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 32% 
จํานวน 50 มิลลิลิตร กล่ันประมาณ 4 นาที ใหไดปริมาตรประมาณ 150 มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรต
ดวยสารละลายไฮโดรคลอริก เขมขน 0.1 นอรมัล ท่ีทราบความเขมขนแนนอน 

2.5.4.5 ปริมาณไนโตรเจนในรูปแอมโมเนีย (Ammonical nitrogen)  
วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียดวยการกล่ัน และ

ไทเทรต ตาม AOAC (2005) ปเปตตัวอยางน้ําปลา 1 มิลลิลิตร (ใชน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร เปน Blank) 
เติมแมกนีเซียมออกไซด 1.50 กรัม และนํ้ากล่ัน 40 มิลลิลิตร ลงในหลอดกล่ัน แลวนํามากล่ัน โดย
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การเตรียมสารละลายกรดบอริกเขมขน 4% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร หยด Mixed indicator (สารละลายผสมระหวาง 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) โดยใหปลายหลอดแกวจุมอยูใน

สารละลายกรดบอริก แลวนําหลอดกล่ันท่ีมีสารละลายตัวอยางมากล่ันประมาณ 4 นาที ใหได

ปริมาตรประมาณ 150 มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรตดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 0.02 
นอรมัล ท่ีทราบความเขมขนแนนอน 

2.5.4.6 ความเขมขนของเกลือ (Salt concentration)   
            วิเคราะหความเขมขนของเกลือดวยหลักการ Volhard ตามวิธี 

AOAC (1995) ปเปตตัวอยางน้ําปลา 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (Silver nitrate, 
AgNO

3
) เขมขน 0.1 นอรมัล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมกรดไนตริกเขมขน 65% ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

นําไปใหความรอนประมาณ 15 นาที จนสารละลายเปล่ียนเปนสีเหลืองออน ตั้งท้ิงไวใหเย็น เติม 
Ferric alum indicator 5 มิลลิลิตร ไทเทรตกับสารละลายแอมโมเนียมไทโอไซยาเนต (Ammonium 
thiocyanate) เขมขน 0.1 นอรมัล (ท่ีทราบความเขมขนแนนอน) จนเกิดตะกอนสีสมอิฐ คํานวณ
ปริมาณเกลือในรูปโซเดียมคลอไรด  

2.5.4.7 การวิเคราะหปริมาณไบโอจีนกิเอมีน 
                                         วิเคราะหปริมาณ ฮีสตามีน คาดาเวอรีน ทริปทามีน ไทรามีน พิว-

เทรสซีน สเปอรมิดีน และ สเปอรมีน ในตัวอยางน้ําปลา โดยดัดแปลงจากวิธีของ Dadakova et al. 
(2009) โดยนําน้ําปลา 1 มิลลิลิตร เติมลงใน 1.5 มิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมคารบอเนตบัพเฟอร 
พีเอช 11 (เตรียมโดยละลายโปแตสเซียมคารบอเนต (K2CO3) 16.65 กรัม ในสารละลายบัพเฟอรพีเอช 
9.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมจากสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) เขมขน 0.5       
โมลาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมคารบอเนตเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 12 
มิลลิลิตร ปรับพีเอช ใหได 9.2 จากน้ันเติมสารละลายแดนซิลคลอไรด (Dansyl chloride) เขมขน 15 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงละลายในอะซีโตน (Acetone) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี 50 องศา-
เซลเซียส นาน 30 นาที กําจัดแดนซิลอิสระโดยเติมสารละลายแอมโมเนียเขมขน 30% ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ปรับปริมาตรใหได 5 มิลลิลิตร โดยใชขวดวัด
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันปราศจากไอออน นําสารละลายท่ีไดมาสกัดดวยเฮปเทน ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 คร้ัง เก็บสารละลายสวนใสดานบน นําไประเหยแหงดวยกาซไนโตรเจน ดวย Tubo Vap® 
LV (Caliper LifeSciences, Massachusetts, USA) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 1 
ช่ัวโมง จากน้ันนํามาละลายดวย acetonitrile  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร กรองตัวอยางผานแผนเยื่อกรอง 
0.45 ไมครอน (Vertical Chromatography,Co., LTD., Bangkok, Thailand) กอนนําไปวิเคราะหดวย
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เคร่ือง HPLC ซ่ึงใช DAD detector ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตรโดยต้ังคาความยาวคล่ืนอางอิงท่ี 
550 นาโนเมตร วิเคราะหไบโอจีนิกเอมีนดวยคอลัมน Zorbax Eclipse-XDB-C18 (4.6150 mm, 
5μm, Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA., U.S.A.) โดย mobile phase ท่ีใชคือ 50% 
acetonitrile (solvent A) และ 100% acetonitrile (solvent B) ท่ีอัตราการไหล 0.8 มล. ตอนาที  เร่ิมตน
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%  คงไวเปนเวลา 5 นาที จากน้ันปรับคอลัมนให
สมดุลดวย slovent B 30% เปนเวลา 2 นาที กอนการฉีดตัวอยางคร้ังตอไป ปรับอุณหภูมิของคอลัมนท่ี 
28 องศาเซลเซียส ปริมาตรของการฉีดตัวอยางคือ 10 ไมโครลิตร  

2.5.4.8 การวิเคราะหองคประกอบของสารระเหยในนํ้าปลา 
                                         วิเคราะหองคประกอบของสารระเหยของตัวอยางน้ําปลาหมัก

เดือนท่ี 6 ดวยวิธี Headspace Solid-Phase Microextraction (SPME) โดยการแยกสารและระบุชนิด
ของสารดวยเทคนิค Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) โดยดัดแปลงจากวิธีของ 
Pham et al. (2008) ใชตัวอยางน้ําปลา 1 มล. เติม Cyclohexanol ซ่ึงเปนสารมาตรฐานภายใน (Internal 
standard) ความเขมขน 100 ppm ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใหความรอนท่ี 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
10 นาที และดูดซับสารระเหยดวยไฟเบอร 50/30 ไมโครเมตร DBV/Carboxen/PDMS Stable Flex 
(Supelco, Bellefonte, PA., U.S.A) เปนเวลา 30 นาที แยกสารระเหยดวยคอลัมน DB-WAX 
polyethylene glycol (0.25 ไมโครเมตร, 60 เมตร, Agilent Technologies, Redwood, CA., U.S.A.) ตั้ง
คาการเพ่ิมข้ึนของอุณหภูมิ (Oven temperature) จาก 25 จนถึง 250 องศาเซลเซียส ในอัตรา 15 องศา-
เซลเซียสตอนาที วิเคราะหมวลสารดวย ionization energy ท่ี 70 eV ระบุชนิดของสารประกอบท่ี
ระเหยไดโดยการเปรียบเทียบ mass spectral ท่ีไดกับฐานขอมูลของ National Institute of Standards 
            2.6. วิเคราะหผลทางสถิติ 
      ทําการทดลองสองซํ้าโดยทุกการทดลองวัดอยางนอย 2-3 คา ผลของ Virgibacillus sp. 
SK37 ตอการยอยโปรตีนของตัวอยางน้ําปลาใชการทดลองแบบ Completely Randomized Design 
(CRD) และแฟคทอเรียลแบบ CRD สวนผลของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของเอนไซมใชการ

ทดลองแฟคทอเรียลแบบ CRD วิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียโดยใช Duncan Multiple Range 
Test (DMRT) โดยใชโปรแกรมวิเคราะหทางสถิติ SPSS for Windows (version 14.0; SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA) ท่ีระดับนัยสําคัญ p<0.05 
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ผลการวิจัย 

 

            3.1 แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillu sp. SK37 
     3.1.1 การคัดเลือกชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนราคาถูก 
            จากการทดสอบเบ้ืองตนพบวาการใชเศษปลาและนํ้าคาวปลาสามารถเพ่ิมจํานวน

เซลลไดแตไมสามารถเหนี่ยวนําใหสรางโปรติเนสไดจึงศึกษาแหลงไนโตรเจนราคาถูกอ่ืนแทนเศษ

ปลา ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดของผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร ท้ัง 5 ชนิด ท่ีใชในการศึกษา
แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 แสดงดัง

ตารางท่ี 3.1 โดยโปรตีนถ่ัวเขียวมีปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดสูงกวาตัวอยางอ่ืนๆ ในขณะท่ี รําขาวมี
ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดนอยท่ีสุด  

 
ตารางท่ี 3.1 ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (Total nitrogen) และปริมาณเกลือของยีสตสกัดทางการคา   
                    (Yeast extract) และผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร 
% (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= ยีสตสกัดทางการคา Mp=โปรตีนถ่ัวเขียว Fs=กากนํ้าปลา Rb=รําขาว Ys=กากยีสต Sp=กากถ่ัว
เหลือง 

 
           ผลการศึกษาสรางโปรติเนสระหวางการใช Ym กับแหลงไนโตรเจนจากผลพลอยได

จากอุตสาหกรรมอาหาร พบวาการใช Ym เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือมีคากิจกรรมของ
โปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลสูงท่ีสุด (7.51±0.63 หนวย/มิลลิลิตร) และระหวางแหลงไนโตรเจน
ราคาถูกท้ัง 5 ชนิด กากยีสตจากอุตสาหกรรมเบียรเปนสารอาหารท่ีกระตุนการสรางโปรติเนสที่หล่ัง
ออกนอกเซลลสูงท่ีสุด คือประมาณ  6.60±0.53  หนวย/มิลลิลิตร (P<0.05) (รูปท่ี 3.1A) โดยคา
กิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลมีคาสูงท่ีสุดในวนัท่ี 4 และแหลงไนโตรเจนจากกากถ่ัว

เหลืองและโปรตีนถ่ัวเขียวทําใหการผลิตโปรติเนสมีคาตํ่าท่ีสุด Kumar และ Tagaki (1999) รายงานวา
โปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลลท่ีผลิตจากจุลินทรียตางๆ ถูกเหน่ียวนาํดวยแหลงไนโตรเจนท่ีจําเพาะ 
โดย beef extract เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดท่ีีสุดของ B. cereus 146 ในขณะท่ีกากถ่ัวเหลืองเปนแหลง
ไนโตรเจนท่ีดท่ีีสุดในการผลิตโปรติเนสจาก B. cereus MCM B-326 เม่ือพิจารณาถึงปริมาณเซลล
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พบวารําขาวใหผลผลิตเซลลสูงท่ีสุดในวนัท่ี 2 ขณะท่ี Ym จะใหปริมาณเซลลสูงสุดในวันท่ี 4 (รูปท่ี 
3.1B) และปริมาณเซลลระหวางแหลงไนโตรเจนราคาถูกและ Ym มีคาไม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 ผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ท่ีระดับ 1% (w/v) ตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ัง  
              ออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 
ตางกันในวันท่ี 4 (P>0.05)  เนื่องจากปริมาณเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเล้ียงโดยใชรําขาว
เปนแหลงไนโตรเจนมีปริมาณมากท่ีสุดในวันท่ี 2 แตกิจกรรมของโปรติเนสมีคาต่ํากวาการใช Ym 
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และ กากยีสต (P<0.05)  แสดงวาการผลิตโปรติเนสไมไดข้ึนอยูกับปริมาณเซลลแตข้ึนอยูกับ

องคประกอบของอาหาร ถึงแมวาปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดของโปรตีนถ่ัวเขียวจะมีคาสูงท่ีสุดแตเม่ือ
นํามาเล้ียงเช้ือพบวาใหคากิจกรรมของโปรติเนสตํ่ากวากากยีสต เปนไปไดวาโปรตีนในโปรตีนถ่ัว
เขียวสวนใหญเปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ในขณะที่กากยีสตอุดมไปดวยกรดอะมิโน เพปไทด วิตามิน 
และเกลือแร  ซ่ึงสารอาหารขนาดเล็กในกากยีสตจะถูกนําไปใชในการสรางโปรติเนสของ 
Virgibacillus sp. SK37 มากกวาโปรตีนโมเลกุลใหญในโปรตีนถ่ัวเหลือง นอกจากน้ียังมีรายงานวา 
yeast extract ชวยเพิ่มความสามารถในการผลิตโปรติเนสใน Bacillus หลายสายพันธุ (Boominadham 
et al., 2009) เม่ือเร็วๆนี้ มีรายงานการใชกากยีสตในอุตสาหกรรมเบียรแทนยีสตสกัดทางการคา 
(Yeast extract) ในอาหารเล้ียงเช้ือในการผลิตเอนไซม (do Nascimento et al., 2011; Xiros et al., 
2012) ดังนั้นจากการศึกษาน้ีสรุปไดวากากยีสตในอุตสาหกรรมเบียรซ่ึงเปนวัตถุดิบราคาถูกสามารถ
นํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนหลักสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 แทนการใช
ยีสตสกัดทางการคา (Yeast extract) 

     3.1.2 ความเขมขนท่ีเหมาะสมและปจจยัแวดลอมตอการเจริญและสรางโปรติเนส 
             เม่ือศึกษาระดับความเขมขนของกากยีสตท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนส พบวา

ในวนัท่ี 3 ของการเล้ียงเช้ือท่ีความเขมขนของกากยีสต 1% (w/v) มีคากจิกรรมของโปรติเนสหล่ังออก 
สูงท่ีสุด (6.72±0.44 หนวย/มิลลิลิตร) ดังแสดงในรูปท่ี 3.2A เม่ือเพิ่มระดับกากยีสต เปน 3% และ 5%  
พบวา Virgibacillus sp. SK37 สามารถสรางโปรติเนสไดชาในชวง 3 วันแรก และเร่ิมสรางโปรติเนส
ท่ีหล่ังออกนอกเซลลในวันท่ี 4 โดยมีคากิจกรรมประมาณ 2.5-3.5 หนวย/มิลลิลิตร สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Moon and Parulekar (1991) ท่ีพบวา  การสรางโปรติเนสของ Bacillus firmus ลดลง 
เม่ือใชยีสตสกดัเปนแหลงไนโตรเจนในระดับความเขมขนสูงเกินไป จากการศึกษานี้พบวาท่ีระดับ

ความเขมขนของกากยีสต 0.5% Virgibacillus sp. SK37 สามารถสรางโปรติเนสไดเร็วกวาท่ีระดับ
ความเขมขนอ่ืนๆ คือในวันท่ี 1 ก็แสดงการสรางโปรติเนสแลว แตคากิจกรรมของโปรติเนสเพ่ิมข้ึน
และเร่ิมคงท่ีในวันท่ี 2-4 ซ่ึงไมสูงเม่ือเทียบกับกากยีสตท่ีระดับ 1% อาจเปนไปไดวาท่ีระดับ 0.5% นี ้
มีปริมาณไนโตรเจน (N-source) จํากัด (รูปท่ี 3.2B) Moon and Parulekar (1991) รายงานวาโดยท่ัวไป
การสรางโปรติเนสของแบคทีเรียจะมีการนําแหลงไนโตรเจน เชน กรดอะมิโน หรือ เกลือ

แอมโมเนียม ไปใชอยางรวดเร็ว นอกจากนี้มีรายงานการสรางโปรติเนสจาก Bacillus sp. SIMA-2 ท่ี
ตองใชยีสตสกัดทางการคามากกวา 0.3% และมีเพปโตนมากกวา 0.2% จึงจะมีการสรางโปรติเนส (do 
Nascimento et al., 2011) ในขณะท่ีการสรางโปรติเนสของ alkaliphalic actinomycete ตองมีเพปโตน
มากกวา 1.5% หรือมียีสตสกัดทางการคามากกวา 1% (Mehta et al., 2006) สําหรับ Virgibacillus sp. 
SK37 ตองมีกากยีสต 1% ถึงจะมีการสรางโปรติเนสสูงสุด (P<0.05) เปนท่ีนาสังเกตวาจํานวนเซลล
ในวนัท่ี 4 ท่ีความเขมขน 1, 3 และ 5% มีปริมาณไมตางกนั (P>0.05) (รูปท่ี 3.2B) จากผลการทดลองนี้
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แสดงใหเห็นวาปริมาณไนโตรเจนมีความจําเปนตอการสรางโปรติเนสแตไมสงผลกระทบตอการเพ่ิม

จํานวนเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 
/ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.2 ผลของปริมาณกากยีสตท่ีระดับตางๆ (0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 % (w/v)) ตอกิจรรมโปรติเนส 
              ท่ีหล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
 

 Virgibacillus sp. SK37 สามารถผลิตโปรติเนสไดสูงท่ีสุดในวนัท่ี 4 ท่ีอุณหภูมิ 35 
และ 40 องศาเซลเซียส โดยมีคากิจกรรมของโปรติเนสเทากับ 6.80±0.35 และ 6.84±0.34 หนวย/
มิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปท่ี 3.3A) อุณหภมิูท่ีสงเสริมการเจริญของเช้ือสูงสุดคือที่ 40 องศาเซลเซียส 
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และเม่ือเพิ่มอุณหภูมิเปน 45 องศาเซลเซียส พบวามีการสรางโปรติเนสและการเจริญของเช้ือลดลง 
(รูปท่ี 3.3B) แสดงวาอุณหภมูิท่ี 40 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสและ
การเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับรายงานของ Sinsuwan และ
คณะ (2008) ท่ีพบวาในอุณหภูมิท่ีเหมาะตอการเจริญและการสรางโปรติเนสของ Virgibacillus sp. 
SK33  

รูปท่ี 3.3 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล (A) และการเจริญเติบโต  
              ของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 

 

(A) 

(B) 
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                           เม่ือศึกษาผลของพีเอชท่ีระดับความเขมขนโซเดียมคลอไรด 5% และบมท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส พบวาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสมากท่ีสุดคือท่ีพีเอช 7.5 (รูปท่ี 3.4, 
P<0.05) เม่ือพิจารณาท่ีพีเอช 8.0 และพีเอช 8.5 พบวามีการสรางโปรติเนสลดลง อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
คาพีเอช 6.0 และ 6.5 ไมเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสและการเจริญของเช้ือ  Virgibacillus sp. 
SK37 (รูปท่ี 3.4) Ryu (1994) รายงานถึงอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญและการสราง-   
โปรติเนสของแบคทีเรียท่ีชอบเกลือ Halobacterium sp. PB407 และหรือ H. halobium ATCC43214 
คือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท่ีพีเอช 7.0 

รูปท่ี 3.4 ผลของ pH ตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกมานอกเซลล (A) และการเจริญเติบโตของ 
              เช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 

 

 

(A) 

(B) 
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                           เม่ือศึกษาผลของโซเดียมคลอไรดตอการสรางโปรติเนสที่พีเอช 7.5 บมท่ี 40 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 0-6 วัน ท่ีเกลือระดับ 0% คือ ไมเติมโซเดียมคลอไรด ซ่ึงในตัวอยางกากยีสตมี
ปริมาณเกลืออยูประมาณ 0.46% ดังนั้นในอาหารท่ีไมเติมเกลือจึงมีปริมาณโซเดียมคลอไรดจากกาก
ยีสตอยูเล็กนอย จากผลการทดลองพบวา ท่ีระดับความเขมขนของเกลือ 2.5% บมเปนเวลา 4 วัน เปน
ระดับท่ีเหมาะสมตอการสรางโปรติเนสที่สุดไดคากจิกรรมของโปรติเนสประมาณ 12.50 หนวย/
มิลลิลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชอาหาร Y-broth ซ่ึงไดคากิจกรรมของโปรติเนสที่ต่ํากวา (7.50 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 3.5   ผลของความเขมขนของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล    
                (A) และการเจริญเติบโตของเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 (B) 
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หนวย/มิลลิลิตร) นอกจากนี้ยังพบวาเม่ือเพิ่มระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรด มีผลทําให

กิจกรรมของโปรติเนสมีคาลดลง (รูปท่ี 3.5A) ท่ีความเขมขนเกลือ 7.5% พบการเจริญสูงสุดเทียบกับ
ความเขมขนเกลืออ่ืนๆ (รูปท่ี 3.5B) ใน 2 วันแรก โดยมีปริมาณเซลลอยูท่ี 8.21 Log CFU/มิลลิลิตร 
ซ่ึงแสดงใหเหน็วา Virgibacillus sp. SK37 เปนแบคทีเรียชอบเกลือ นอกจากนี้ Virgibacillus sp. 
SK37 ความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการสรางโปรติเนสของ Virgibacillus sp. 
SK37 ต่ํากวาแบคทีเรียในกลุม Bacillus อ่ืนๆ โดยความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญและ
การสรางโปรติเนสของ B. halophilus และ B.salexigens คือ 15 และ 10% ตามลําดับ (Garabito et al., 
1997; Kim et al., 2006) 
 
            3.2 ลักษณะทางชีวเคมีของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล 
                  3.2.1 การสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล 
                        ไซโมแกรม (Zymogram) ของเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 เม่ือใช 
fluoregenic peptide เปนสารต้ังตนปรากฏแถบใสซ่ึงแสดงถึงแถบของโปรติเนส พบวาการสกัด

เอนไซมโปรติเนสโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate), พีเอช 7 แชเย็น ความ
เขมขน 50 มิลลิโมลาร ท่ีผสมสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิดความเขมขน 10 มิลลิ-  
โมลาร สามารถสกัดเอนไซมโปรติเนสออกมาไดดีกวาการสกัดโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-   
มาริเอต (Tris-maleate), พีเอช 7 แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ท่ีผสมสารละลายแคลเซียมคลอ
ไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร และท่ีสกัดโดยใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate), พีเอช 
7 แชเย็นท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร แตเพียงอยางเดียว เนื่องจากเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติก-   
แอซิด (EDTA) มีผลจับยึดแคลเซียมอิออนเพ่ิมการยอยสลายตัวเองโดยเอนไซม ในแบคทีเรียกรด
แล็กติกการใชบัพเฟอรท่ีปราศจาก Ca2+ โดยการเติมสารละลายเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด 
(EDTA) มีผลสงเสริมการปลดปลอยโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลล เนื่องจากเหนี่ยวนําใหเกิดการยอย
สลายตัวเองของโปรติเนส อยางไรก็ตามการปลดปลอยโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลจะแตกตางกัน
ตามแตชนิดของแบคทีเรีย การแยก PrtL cell-bound proteinase จาก Lactobacillus delbrueckii subsp. 
lactis CRL581 สามารถทําไดโดยใชคาพีเอชท่ีมากกวาหรือเทากับ 6 และอุณหภูมิสูงกวา 25 องศา-
เซลเซียส ในขณะท่ีการแยกโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลล จาก Bacillus cereus สามารถทําไดโดยสาร
ลดแรงตึงผิว sulfobetain SB-12 (Fricke et al., 1995) และการแยกโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ 
Virgibacillus sp. SK33 ท่ีไดผลคือการใชไลโซไซม (Sinsuwan et al., 2011) เม่ือพิจารณาไซโมแกรม
ของสารต้ังตนสังเคราะหพบวามวลโมเลกุลของเอนไซมท่ีพบในการศึกษานี้คือ 20 32 34 และ 44 
กิโลดาลตัน และเอนไซมท่ีมีขนาดขนาด 32 และ 34 กิโลดาลตัน เปนเอนไซมท่ีสามารถยอยสลาย
สารต้ังตนสังเคราะหไดมากท่ีสุด             
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รูปท่ี 3.6 ไซโมแกรมของเอนไซมโปรติเนสที่สกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 โดยใชเคซีนเปนสาร
ตั้งตน (A) และ ใช succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-amino-4-methylcoumarin (AMC) 
เปนสารต้ังตน (B) S คือสารมาตรฐาน C คือ ตัวอยางควบคุม EDTA คือเอนไซมโปรติเนสที่
สกัดดวยสารละลาย ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ความเขมขน 10 mM Ca2+ คือ 
ตัวอยางท่ีสกัดดวยสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 10 mM Extract คือเอนไซมโปรติเนสสกัด 

 
           จากรูปท่ี 3.6(B) พบวาการใช succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-7-amino-4-

methylcoumarin (AMC) เปนสารต้ังตน (substrate) จะพบแถบโมโลกุลมากกวาโดยแสดงมวล

โมเลกุล 19 20 22 32 34 และ 44 กิโลดาลตัน แสดงใหเห็นถึงความไว (Sensitivity) ของสารต้ังตน
เพปไทดสังเคราะหเม่ือเทียบกับโปรตีนเคซีน ขนาดของเอนไซมท่ีตรวจพบดวยไซโมแกรมมีขนาด

เล็กกวาท่ีมีการรายงานในแบคทีเรียกรดแล็กติก  (Laan and Konings, 1989)  แตมีขนาดใกลเคียงกับท่ี 

 

(A) 

 

(B) 
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พบใน Virgibacillus sp. SK33 คือ 17, 32, 43, 56 และ 65 กิโลดาลตัน (Sinsuwan et al., 2011)  
           มวลโมเลกุลของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากเช้ือ 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) ในสวนโปรติเนสท่ีตรึงอยูกบัเซลลจากเชื้อ B. subtilis IFO 
3027, Lb. helveticus L89, Lb. casei subsp. casei IFPL 731 และ St. cremoris AC1 มีมวล
โมเลกุลขนาดใหญคือ 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 ไซโมแกรมของการสกัดเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ดวยสารละลาย 
EDTA ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีระยะเวลาตางๆ 

 
                 สารละลายท่ีเหมาะสมสําหรับสกัดเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 คือ

สารละลาย EDTA เขมขน 10 มิลลิโมลาร และเม่ือศึกษาระยะเวลาการสกัดท่ีเหมาะสม พบวา

ระยะเวลาการสกัด 2 ช่ัวโมง แถบใสของเอนไซมโปรติเนสมีความเดนชัดมากกวาท่ีระยะเวลาอื่นๆ 
(รูปท่ี 3.7) ดังนั้นท่ีระยะเวลาสกัดโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเหมาะสมคือ 2 ชั่วโมง  

   3.2.2 อุณหภมิูและพีเอชท่ีเหมาะสมตอกจิกรรมและเสถียรภาพ 
           กิจกรรมสูงสุดของโปรติเนสที่สกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 คือท่ีอุณหภูมิ 50 
 องศาเซลเซียส (ดังรูปท่ี 3.8A) ซ่ึงบงช้ีวาเอนไซมนี้ สามารถถูกกระตุนท่ีชวงอุณหภูมิสูง 

สวนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลของแบคทีเรียกรดแล็กติกแตละสายพันธุจะ

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

แตกตางกัน เชน เอนไซมจาก St. thermophilus,  St. cremoris  AC1,  Lb. delbrueckii  subsp. 
bulgaricus  CNRZ 397,  Lb. casei  subsp.  casei  IFPL 731 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูในชวง 37–
42 องศาเซลเซียส (Geis et al, 1985; Laloi et al, 1991; Shahbal et al, 1993; Fernandez de Palencia et 
al, 1997) จากการศึกษาพบวาเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 มีคากิจกรรมสูงในชวง
อุณหภูมิกวางท่ี 35–60 องศาเซลเซียส ซ่ึงอาจทําใหสามารถประยุกตใชไดหลากหลาย โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกระบวนการหมักท่ีอุณหภูมิ 30–40 องศาเซลเซียส 

                   

 

 

 

รูปท่ี 3.8 อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมของโปรติเนสที่สกัดจากเซลล Virgibacillus sp. SK37 
 

(A) 

(B) 
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                 พีเอชท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
คือ 11 (ดังรูปท่ี 3.8B) ซ่ึงเหมือนกับเอนไซมจาก B. subtilis  IFO 3027 (Shimizu et al, 1983) เปนท่ี
นาสังเกตวาพีเอชที่เหมาะสมของ Virgibacillus sp. SK37 มีคาเทากับ Virgibacillus  sp. SK33 
(Sinsuwan et al, 2011) แตอยางไรก็ตามพีเอชที่เหมาะสมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลของ

แบคทีเรียกรดแล็กติกเชน Lb. casei,  St. cremoris  AC1, และ  Lb. casei  subsp.  casei  IFPL 731 
จะอยูในชวงพีเอช ท่ี 5.5-6 (Geis et al, 1985; Naes et al, 1991; Fernandez de Palencia et al, 1997) 
                 3.2.3 ผลของสารยับยั้งและอิออน 
                       PMSF ซ่ึงเปนสารยับยั้งโปรติเนสในกลุมซีรีน (Serine proteinases) สามารถยับยั้ง
กิจกรรมของโปรติเนสโดยสมบูรณ (ตารางท่ี 3.2) แตอยางไรก็ตาม สารยับยั้งโปรติเนสในกลุมซีรีน 
และซิสเทอีน (Serine and cysteine proteinases) คือ Leupeptin และสารยับยัง้โปรติเนสในกลุม        
ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) คือ TPCK สามารถยับยั้งกิจกรรมของโปรติเนสไดเพยีง 30-40% สวน
สารยับยั้งเอนไซมทริปซิน (Trypsin-like proteinase) ไดแก soybean trypsin inhibitor (SBTI) และ 
TLCK สารยับยั้งโปรติเนสกลุมซิสเทอีน (E-64, Iodoacetate และ NEM ) โปรติเนสกลุมแอซิด 
(Pepstatin A) และ โปรติเนสกลุมเมทาโล (EDTA, L-histidine, Imidazole และ Bestatine) ยับยั้ง
กิจกรรมของโปรติเนสเพียงเล็กนอย ผลการทดลองบงช้ีวาโปรติเนสทีส่กัดจาก Virgibacillus sp. 
SK37 เปนซีรีนโปรติเนส  
 
ตารางท่ี 3.2 ผลของสารยบัยั้งและอิออนตอคากิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจาก 

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 (ตอ)    

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 ความจําเพาะตอสารตั้งตน  
                        กิจกรรมของโปรติเนสตอสารต้ังตนสังเคราะหชนิดตางๆ แสดงดังตารางท่ี 3.3 
เอนไซมสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 สามารถยอยสลายสารต้ังตนสังเคราะห Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-AMC ไดสูงสุด ซ่ึงเปนสารต้ังตนท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอเอนไซมโปรติเนสในกลุมไคโม-   
ทริปซิน และซับทิลิซิน (Chymotrypsin-like and subtilisin-like) (Graycar et al.,  2004) เนื่องจาก
สามารถยอยสลายสารตั้งตนท่ีมีกรดอะมิโนท่ีเปนอะโรมาติก (Aromatic amino acid) ในตําแหนง P1 
ไดดี สวน Boc-Val-Leu-Lys-AMC และ Boc-Gln-Ala-Arg-AMC ซ่ึงเปนสารตั้งตนของพลาสมิน 
(Plasmin) และทริปซิน ถูกยอยสลายไดนอยมาก ในขณะท่ี Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC ซ่ึงมี
ความจําเพาะเจาะจงตอเอนไซม แอลฟาธรอมบิน (-Thrombin) และ ทริปซิน (Trypsin) สารตั้งตนท่ี
มีความจําเพาะเจาะจงตอคาเธพซิน-บี (Cathepsin B) และคาเธพซิน-แอล (Cathepsin L) ซ่ึงไดแก Z-
Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ตามลําดับ ไมสามารถถูกยอยสลายโดยโปรติเนสสกัดจาก 
Virgibacillus sp. SK37 
 ผลของสารต้ังตนสอดคลองกับผลของสารยับยั้งซ่ึง แสดงลักษณะของซับทิลิซิน 
(Subtilisin-like characteristics) มีรายงานวาโปรติเนสที่หล่ังจากเซลลของ Filobacillus sp. RF2-5 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารตั้งตนท่ีมี phenylalanine methionine และ threonine ในตําแหนง P1 
ไดดี (Hiraga et al, 2005) ในขณะท่ีโปรติ-เนสจาก Halobacillus sp. SR5-3 มีประสิทธิภาพในการยอย
สลายสารต้ังตนท่ีมี leucine, glutamine และ alanine ในตําแหนง P1 ไดดี (Namwong et al, 2006)     
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โปรติเนสจาก B. licheniformis SMI 4.C.1 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารตั้งตนท่ีมี 
phenylalanine และ leucine ในตําแหนง P1 ไดดี (Manachini and Fortina 1998) ในขณะที่โปรติ-      
เนสจาก B. thermoruber  สามารถยอยสลายสารตั้งตน Z-Ala-Ala-Leu-p nitroanilide (pNA) ซ่ึงเปน
ลักษณะของโปรติเนสที่อยูในของซับทิลิซิน (Subtilisin-like) (Manachini et al, 1988) นอกจากนี้   
โปรติเนสจาก Bacillus sp. PS 719 ยังสามารถยอยสลายสารต้ังตนท่ีมี arginine ในตําแหนง P1 ไดดี 
ซ่ึงเปนลักษณะของโปรติเนสที่อยูในกลุมทริปซิน (Trypsin-like) (Hutadilok-Towatana et al., 1999) 
 
ตารางท่ี 3.3. ความจําเพาะตอสารต้ังตนของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลจากVirgibacillus 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 

           การเพิม่ความเขมขนของ Ca2+ สงผลใหคากิจกรรมของโปรติเนสเพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 3.9A) 
โดยเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วท่ีความเขมขนของ Ca2+ ตั้งแต 0-100 มิลลิโมลาร และ เพิ่มข้ึนเล็กนอยที่
ความเขมขน 200-500 มิลลิโมลาร ผลของ Ca2+ ตอกิจกรรมของโปรติเนสจากแบคทีเรียแตกตางกัน
ตามสายพันธุ ซ่ึงกิจกรรมของโปรติเนสจาก Bacillus sp. PS719 มีคาเพิ่มข้ึนเม่ือความเขมขนของ 
Ca2+ มีคามากกวา 2 มิลลิโมลาร ข้ึนไป (Hutadilok-Towatana et al., 1999) กจิกรรมของเอนไซม     
โปรติเนสจาก Salinivibrio costicala 18AG จะเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา ท่ีความเขมขนของ Ca2+  2 มิลลิ-    
โมลาร (Lama et al., 2005) ในขณะท่ีกิจกรรมของโปรติเนสจาก Halobacterium halobium S9 
เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา ท่ีความเขมขนของ Ca2+ ในระดบั 1 มิลลิโมลาร (Capiralla et al., 2002) อยางไรก็
ตามเอนไซมโปรติเนสจาก Pseudoalteromonas sp. CP76 ซ่ึงเปนแบคทีเรียชอบเกลือปานกลาง 
(Moderately halophilic bacteria) จะถูกยับยั้งท่ีความเขมขนของ Ca2+ ท่ี 5 และ 10 มิลลิโมลาร 
(Sanchez-Porro et al., 2003) นอกจากนี้ Ca2+ ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสจาก 
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Salinivibrio sp. AF-2004 และ Bacillus subtilis Y-108 (Yang et al, 2000; Karbalaei-Heidari et al, 
2007) ผลของแคลเซียมตอกจิกรรมจึงแตกตางตามแหลงของเอนไซม 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.9   ผลของแคลเซียมคลอไรดตอกิจกรรม และความคงทนตออุณหภูมิของเอนไซมโปรติเนสจาก 
Virgibacillus sp. SK37 

 
              เอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ในสารละลาย Ca2+ เขมขน 10 มิลลิ-

โมลาร เสถียรภาพอยูในชวงอุณหภูมิ 35-65 องศาเซลเซียส แตกิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 75% 
ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีเอนไซมโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ในสารละลาย 
EDTA เขมขน 10 มิลลิโมลาร มีเสถียรภาพต่ํากวาคือแสดงกิจกรรมสูงเฉพาะท่ี 35-60 องศาเซลเซียส 

(A) 

(B) 
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และกิจกรรมจะลดลงเหลือ 20% ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ดังรูปท่ี 3.9B ผลดังกลาวแสดงวา Ca2+ 
มีผลชวยเพิ่มเสถียรภาพของเอนไซม  
 ผลของ Ca2+ ตอความคงทนตออุณหภูมขิองเอนไซมโปรติเนสแตกตางกันไปตาม
สายพันธุ (Strains) ความคงทนตออุณหภมูิของ B. mojavensis จะเพิม่ข้ึนเม่ือเพิ่มความเขมขนของ 
Ca2+ จนถึง 10 มิลลิโมลาร (Beg and Gupta 2003) ความคงทนตออุณหภูมิของโปรติเนสจาก B. 
stearothermophilus F1 เพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ Ca2+ จนถึง 20 มิลลิโมลาร (Rahman et al, 1994) 
ในขณะท่ีความคงทนตออุณหภูมิของโปรติเนสจาก Bacillus sp. KSM-K16 จะเพิ่มข้ึนท่ีความเขมขน
ของ Ca2+ ในระดับ 5 มิลลิโมลาร (Kobayashi et al, 1994) โปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
มีความคงทนตออุณหภูมิสูงเม่ือมีแคลเซียมไอออน 
                 3.2.6 ผลของเกลือโซเดียมคลอไรด 

          ผลของความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของการยอยสลายโปรตีน
ของเอนไซม โดยใชสารต้ังตน กลามเน้ือปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด และเคซีน แสดงดังรูปท่ี 3.10 การ
เพิ่มความเขมขนของโซเดียมคลอไรดทําใหคากิจกรรมการยอยสลายโปรตีนเพ่ิมข้ึน โดยโปรติเนสส
กัดจาก Virgibacillus sp. SK37 สามารถยอยเคซีนไดดีท่ีสุดท่ีโซเดียมคลอไรด 0 และ 10% สวนท่ี
โซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ความสามารถในการยอยสลายโปรตีนของโปรติเนสสกัดจาก 
Virgibacillus sp. SK37 ลดลง โดยสามารถยอยโปรตีนตั้งตนท้ังสามชนิดไมตางกัน (P>0.05) มี
รายงานกิจกรรมของเอนไซมโปรติเนสจาก St. thermophilus CNRZ 385 และ Lc. lactis subsp. 
cremoris SK11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.10 ผลของโซเดียมคลอไรดตอการยอยสลายโปรตีนปลา โปรตีนถ่ัวเหลืองสกดั และเคซีน   
                ของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
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มีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยท่ีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเพิ่มขนท่ี 7 และ 9.4% ตามลําดับ 
(Exterkate 2000; Fernandez-Espla et al., 2000) งานวิจัยนี้บงช้ีวาโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. 
SK37 สามารถยอยสลายโปรตีนท้ังในสภาวะท่ีไมมีเกลือโซเดียมคลอไรดและท่ีมีโซเดียมคลอไรดสูงถึง 
25% ดังนั้นเอนไซมจึงอาจมีผลตอการยอยโปรตีนในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาซ่ึงเปนสภาวะท่ีมี
เกลือสูง  
 
            3.3 บทบาทของโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 ตอการยอยปลากะตัก 
                      การเปล่ียนแปลงจํานวนแบคทีเรียระหวางกระบวนการหมัก เม่ือวิเคราะหดวยอาหาร

เล้ียงเช้ือ Plate count agar (PCA) ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 15% แสดงดังรูปท่ี 3.11 
ตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 และแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.2% มี
ปริมาณเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตนประมาณ 6 Log CFU/มิลลิลิตร ในชวง 4 เดือนแรก ยกเวนเดือนท่ี 1 
ประชากรแบคทีเรียลดลงประมาณ 1.8 Log CFU/มิลลิลิตร สวนตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลล 
Virgibacillus sp. SK37  โดยไมเติมแคลเซียมคลอไรดมีการเจริญของแบคทีเรียในทํานองเดียวกนัโดย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.11 การเปล่ียนแปลงประชากรแบคทีเรียดวยเทคนิค spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate 

count agar (PCA) ท่ีมีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 15%; Control คือ ปลา
กะตักไมเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37, Control+CaCl2 คือปลากะตักเติม CaCl2 ใน
ระดับ 0.2%, Whole cells คือตัวอยางปลากะตักท่ีเติมเซลล (whole cell) ของ 
Virgibacillus sp. SK37, Whole cells + CaCl2 คือ ตัวอยางท่ีเติมเซลลของ Virgibacillus 
sp. SK37 และCaCl2 เขมขน 0.2% 
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มีประชากรแบคทีเรียในชวง 4 เดือนแรกท่ี 6 Log CFU/มิลลิลิตร และสัปดาหท่ี 2 มีประชากรเชื้อ
แบคทีเรียลดลงประมาณ 2 Log CFU/มิลลิลิตร สวนตัวอยางควบคุม และตัวอยางควบคุมท่ีเติม
แคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.2% ไมพบประชากรแบคทีเรียต้ังแตเดือนท่ี 0-4 แสดงวาแบคทีเรียท่ีตรวจ

นับไดในตัวอยางมีแนวโนมสูงท่ีจะเปน Virgibacillus sp. SK37 ท่ีเติมลงไป แมวาตัวอยางท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37 ไมไดมีประชากรแบคทีเรียเพิ่มข้ึนในระหวางกระบวนการหมัก ปริมาณกลุม
แอลฟาอะมิโนเพ่ิมข้ึนมากกวาตัวอยางควบคุม (ตัวอยางท่ีไมมีการเติมกลาเช้ือ) ดังแสดงในตารางท่ี 
3.4 
 
ตารางท่ี 3.4 ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ของน้ําปลาท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 

ท่ีมีและไมมีแคลเซียมคลอไรด 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 
 

             การเพิ่มข้ึนของปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนบงบอกถึงการยอยสลายโปรตีนใน

ระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาซ่ึงอยูในรูปของโอลิโกเปปไทด (Oligopeptides) และ/หรือกรดอะ-
มิโน (Amino acids) (Adler-Nissen, 1979) เม่ือระยะเวลาการหมักเพ่ิมข้ึน ปริมาณแอลฟาอะมิโนของ
น้ําปลาเพ่ิมข้ึน (P<0.05) โดยตัวอยางท่ีเติมเซลล Virgibacillus sp. SK37 และแคลเซียมคลอไรด
เขมขน 0.2% มีปริมาณแอลฟาอะมิโนสูงสุด ท่ีระยะเวลาการหมักเดือนท่ี 4 สวนตัวอยางปลากะตัก
ควบคุมมีปริมาณแอลฟาอะมิโนตํ่าสุด โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 อาจมี
บทบาทตอการยอยสลายโปรตีนปลา เนื่องจากเอนไซมนี้ไดรับการกระตุนดวยแคลเซียมคลอไรด 
ตัวอยางท่ีเติมท้ังเซลลและแคลเซียมคลอไรดมีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนสูงสุด ผลการจําลองการ
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หมักนี้บงช้ีไดวา โปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาท
ตอการยอยสลายโปรตีนปลาในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา 

 

            3.4. บทบาทของโปรติเนสท่ีตรึงกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 ตอกระบวนการหมัก
น้ําปลาระดบัหองปฏิบตัิการ 
                  แบคทีเ รีย ท่ี คัดแยกไดจากน้ํ าปลาสามารถผลิตโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลล 
(Extracellular proteinase) และโปรติเนสท่ีตรึงกับเซลล (Cell-bound proteinase) โดยแบคทีเรียท่ี
นํามาทดสอบในกระบวนการหมักน้ําปลาคือ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีคัดแยกไดจากกระบวนการ
หมักน้ําปลาเดือนท่ี 1 ท่ีสามารถเจริญไดดีในสภาวะท่ีมีเกลือ 5-20% และผานการทดสอบศักยภาพใน
การใชเปนกลาเช้ือในกระบวนการหมักน้ําปลาระดับหองปฏิบัติการ แบคทีเรีย Virgibacillus sp. 
SK37 มีรูปรางเซลลเปนทอนเรียงตัวตอกันเปนสายส้ัน 2-6 เซลล มีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอ-
ไทดของ 16S rRNA gene ไมนอยกวา 98% กับ Virgibacillus halodenitrificans สายพันธุอางอิง แตมี
ลักษณะทางสรีรวิทยาหลายลักษณะท่ีแตกตางกันโดย Virgibacillus sp. SK37 สามารถเจริญไดท่ี pH 
6.0-11.0 ในขณะท่ี Virgibacillus halodenitrificans สายพันธุอางอิง เจริญไดท่ี pH 5.0-9.0 นอกจากน้ี 
Virgibacillus sp. SK37 สามารถแสดงกจิกรรมของท้ังโปรติเนสที่หล่ังออกนอกเซลล และ ตรึงอยูกับ
เซลล (Sinsuwan et al., 2007, 2008) โดยโปรติเนสสามารถแสดงกิจกรรมในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียม
คลอ-ไรดสูง (25%) และยังสามารถยอยสลายพันธะเพปไทดท่ีมีกรดอะมิโนท่ีหลากหลาย (Broad 
specificity) มากกวาโปรติเนสทางการคา นอกจากนี้โปรติเนสท่ีแบคทีเรียนี้ผลิตไดเปนโปรติเนสท่ี
สามารถแสดงกิจกรรมในสภาวะเกลือสูง ซ่ึงเปนขอไดเปรียบเม่ือเทียบกับเอนไซมทางการคาท่ีมี

กิจกรรมลดลงในสภาวะเกลือสูง เนื่องจาก Virgibacillus sp. SK37 เจริญไดดีท่ีคาพีเอชเปนกลางไป
จนถึงดาง และท่ีมีความเขมขนของเกลือ 5-20% จึงไดเพิ่มสภาวะในกระบวนการหมักน้ําปลาเพ่ือเอ้ือ
ให Virgibacillus sp. SK37 สามารถดํารงอยูในกระบวนการหมักไดนานและแสดงกิจกรรมการยอย
ไดดีข้ึน โดยทดลองหมักน้ําปลาโดยใชเกลือในระดับ 15% และปรับคาพีเอชของระบบใหมีคาใกลกับ
ความเปนกลางมากท่ีสุด และเม่ือนําโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 มา
ทดสอบการลดระยะเวลาการหมักน้ําปลาไดผลการศึกษาดังนี้ 

3.4.1 การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียระหวางกระบวนการหมัก 
          การเปล่ียนแปลงประชากรแบคทีเรียระหวางกระบวนการหมัก เม่ือวิเคราะหดวยอาหาร 
 JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดยีมคลอไรด 10% โดยใชเทคนิค Spread plate จากรูปที่ 3.12 พบวา
แบคทีเรียในตัวอยางควบคุมท้ัง 3 ตัวอยาง มีแบคทีเรียเร่ิมตนใกลเคียงกันคืออยูท่ี 3.6-3.7 Log CFU/
กรัม ในขณะที่ตัวอยางท่ีมีการเติมเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 มีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน

ใกลเคียงกันคือ 5.6-5.9 Log CFU/กรัม และแบคทีเรียท่ีพบยังมีลักษณะโคโลนีหลากหลายนอยกวา
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แบคทีเรียในชุดควบคุม (รูปท่ี 3.13) เม่ือระยะเวลาการหมักผานไป 7 วัน ประชากรแบคทีเรียใน
ตัวอยางท่ีหมักสภาวะเกลือสูง (ชุดควบคุม, 30% NaCl, และเกลือ 30% เติม Virgibacillus sp. SK37, 
SK37/30% NaCl) ลดลงจนไมสามารถตรวจนับได (<30CFU/กรัม) ท่ีคาการเจือจาง 2 เทา และไมพบ

แบคทีเรียจนกระท่ังส้ินสุดกระบวนการหมัก (180 วัน) การลดลงอาจเกิดจากสภาวะการหมักท่ีเกลือ
สูง (30%) ไมเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือกลุมดังกลาว สําหรับตัวอยางในชุดเกลือ 15% ท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37 (SK37/15% NaCl) มีจํานวนแบคทีเรียลดลง 2 Log CFU/กรัม ซ่ึงใกลเคียงกับ
ตัวอยางในชุดควบคุมเกลือ 15% (15% NaCl) ท่ีมีประชากรแบคทีเรียคงที่ท่ี 3.5 Log CFU/กรัม 
จากนั้นประชากรแบคทีเรียคอยๆเพิ่มข้ึนท่ีระยะการหมัก 60 วัน (5.1-5.3 Log CFU/กรัม) และจํานวน
ลดลงจนกระทั่งไมสามารถตรวจนับไดเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมัก ในขณะท่ีประชากรแบคทีเรียใน
ชุดควบคุมของเกลือ 15%, พีเอช 6.8 (15% NaCl, pH 6.8) ในวนัท่ี 7 ของกระบวนการหมักเพิ่มข้ึน
เปน 6.2 Log CFU/กรัม ซ่ึงใกลเคียงกับประชากรแบคทีเรียในชุดการทดลองท่ีเติม Virgibacillus sp. 
SK37 ท่ีสภาวะเดยีวกัน (SK37/15% NaCl, พีเอช 6.8) (รูปท่ี 3.12) ซ่ึงมีประชากรจุลินทรียคงท่ีท่ี 5.8 
Log CFU/กรัม จนกระท่ังระยะเวลาการหมัก 120 วนั จากน้ันประชากรแบคทีเรียลดลงจนไมสามารถ
ตรวจนับไดเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมัก 6 เดือน 

 
 

รูปท่ี 3.12 การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียในระหวางการหมักน้ําปลาดวย Virgibacillus sp. SK37 
ตรวจนับจุลินทรียโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลดไรด 10% 
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จากโคโลนีท่ีตรวจพบบนอาหาร JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 10% ในชุดตัวอยาง
เกลือ 15% และตัวอยางเกลือ 15%, พีเอช 6.8 ในชวงแรกของการหมัก (7-14 วัน) พบวามีความ
หลากหลายของลักษณะโคโลนีเม่ือเปรียบเทียบกับวันเร่ิมตน และยังพบการอยูรอดของ Virgibacillus 
sp. SK37 ตามลูกศรในรูปท่ี 3.2 โดยดูลักษณะปรากฏของโคโลนีซ่ึงมีสีครีมชมพู วาว และมีขอบ
เรียบ เสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 มิลลิเมตร และสุมโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย โคโลนีของ 
Virgibacillus sp. SK37 มาศึกษาสรีระวิทยาเบ้ืองตนซ่ึงผลท่ีไดคือการแสดงออกทางสรีระวิทยาของ 
Virgibacillus sp. SK37 สําหรับ DNA typing ของ Virgibacillus sp. SK37 เพื่อนํามาใชในการบงบอก
ถึงความอยูรอดของ Virgibacillus sp. SK37 ในระบบการหมักยังอยูในระหวางการศึกษา โคโลนีท่ี
พบในตัวอยางวันท่ี 14 มีลักษณะของ Virgibacillus sp. SK37 อยูนอยกวาลักษณะอ่ืนๆ (รูปท่ี 3.13-
3.15) และเม่ือกระบวนการหมักผานไป ความหลากหลายของลักษณะโคโลนีท่ีพบลดลงจนกระท่ัง
เหลืออยู 1-2 ลักษณะ คือเปนโคโลนีสีเหลือง และโคโลนีสีขาวขนาดเล็ก ซ่ึงไมใชลักษณะโคโลนี
ของ Virgibacillus sp. SK37 (รูปท่ี 3.16-3.21) 

จากผลการทดลองนี้มีความเปนไปไดวาในสภาวะท่ีมีการลดความเขมขนของเกลือในระบบ

หมัก หรือการปรับพีเอชของระบบใหมีคาพีเอชอยูท่ี 6.8 ซ่ึงเปนคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ 
Virgibacillus sp. SK37 ไมสามารถทําใหเช้ือนี้เจริญอยูในระบบการหมักไดนานข้ึน แตในระบบท่ีมี
การลดความเขมขนของเกลือสงเสริมแบคทีเรียชนิดอ่ืนใหเจริญมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับการหมักท่ี
เติมเกลือในระดับ 30% และการลดความเขมขนของเกลือในระบบหมักรวมกับการปรับพีเอชใหอยูท่ี 
6.8 มีผลเพิ่มจํานวนแบคทีเรียในระบบหมัก และเปนสภาวะท่ีเอ้ือใหแบคทีเรียสามารถอยูรอดใน
ระบบหมักไดนาน 150 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับการหมักแบบที่เกลือ 30% 
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รูปท่ี 3.13 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัแรกของ  
                กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 7 ของ  
                กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 

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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 14 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 21 

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือโซเดียมคลอไรด 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 30 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดใน

ระดับ 10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 
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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 60 ของ

กระบวนการ หมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวางในวนัท่ี 90 

ของกระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดใน
ระดับ 10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 120 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่ตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาระหวางในวันท่ี 150 

ของกระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรดในระดับ 
10% (ไมพบโคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 30% และตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% และ 
Virgibacillus sp. SK37) 

 
 

          เม่ือตรวจนับประชากรแบคทีเรียชอบเกลือสูง (Extreme halophiles) ดวยอาหารเล้ียง
เช้ือ JCM 169 เกลือโซเดียมคลอไรด 25% โดยใชเทคนิค Spread plate โดยเม่ือเร่ิมกระบวนการหมัก 
(วันท่ี 0) ไมพบแบคทีเรียชอบเค็มในตัวอยางท้ังหมด แสดงวา Virgibacillus sp. SK37 ไมสามารถ
เจริญในอาหารท่ีมีเกลือสูงได และเม่ือกระบวนการหมักผานไป 7 วัน สามารถตรวจนับจุลินทรียได 
2.3-4.0 Log CFU/กรัม (รูปท่ี 3.22) โดยแบคทีเรียในตัวอยาง 15% NaCl และ 15% NaCl, พีเอช 6.8 
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พบจํานวนแบคทีเรียชอบเค็มมากกวาตัวอยาง 30% NaCl และจํานวนแบคทีเรียชอบเค็มสูงในตัวอยาง 
15% NaCl, พีเอช 6.8 ท้ังชุดควบคุมและท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 มีประชากรลดลงและไม
สามารถตรวจนับไดเม่ือกระบวนการหมักผานไป 30 วัน (<30CFU/กรัม) ท่ีคาการเจือจาง 2เทา (รูปท่ี 
3.23-3.34) การลดลงอาจเกิดจากสภาวะการหมักมีความเขมขนของเกลือและคาพีเอชไมเหมาะสมตอ
การเจริญของแบคทีเรียท่ีชอบเกลือสูง ในขณะท่ีแบคทีเรียในตัวอยาง 30% NaCl มีจํานวนแบคทีเรีย
เพิ่มข้ึนและคอนขางคงท่ีท่ี 3-4 Log CFU/กรัม จนถึงวันท่ี 120 ของกระบวนการหมัก จากนั้นไม
สามารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรียได และในตัวอยาง 15% NaCl มีประชากรแบคทีเรียคอนขางคงท่ีท่ี 
2-3 Log CFU/กรัม จนวันท่ี 90 ของกระบวนการหมัก จากน้ันไมสามารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรีย
ไดเชนกัน    

 
รูปท่ี 3.22   การเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียชอบเกลือสูงในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลาท่ี

เติม  Virgibacillus sp. SK37 ตรวจนับจุลินทรียโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 169 ท่ีเติม
โซเดียมคลอไรด 25% 
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                         ลักษณะของโคโลนีท่ีตรวจพบบนอาหาร JCM 169 ในชวงแรกของกระบวนการหมัก
นี้มีความแตกตางกันคือพบโคโลนีสีแดง สีขาว สีชมพู สีเหลือง (รูปท่ี 3.23-3.24) ซ่ึง Oren (2003) ได
รายงานลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีชอบเค็มสูงไววามีสีแดงเนื่องจากมีการสรางสารแคโรทีนอยด 
(Carotenoid) และในบางคร้ังมีการสรางแวคิวโอลซ่ึงสามารถทําหนาท่ีเก็บสะสมแกส  (Gas 
vacuoloes) ทําใหโคโลนีมีสีชมพูหรือขาว และเม่ือกระบวนการหมักผานไปความหลากหลายของ
ลักษณะโคโลนีท่ีพบลดลงจนกระท่ังเหลืออยู 1-2 ลักษณะ คือพบแตโคโลนีสีแดงและสีเหลือง (รูปท่ี 
3.25-3.29) จากการทดลองนี้พบวาการปรับสภาวะ (ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดและพีเอช) 
สงผลตอชนิดของแบคทีเรียชอบเค็มสูงท่ีพบในกระบวนการหมัก สภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด
เขมขนสูง 30% แบคทีเรียท่ีพบสวนใหญตลอดระยะเวลาการหมักมีลักษณะโคโลนีสีแดง ในขณะท่ี
สภาวะการหมักท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด 15% พบแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีขาวและสีเหลืองเปนสวน
ใหญ ในขณะท่ีสภาวะการหมักท่ีเกลือโซเดียมคลอไรด 15%, พีเอช 6.8 ไมเอ้ือตอการเจริญของ

แบคทีเรียชอบเค็มสูง ประชากรของแบคทีเรียชอบเค็มสูงท่ีตางกันนี้อาจสงผลตออัตรายอยสลาย
โปรตีนและคุณภาพของผลผลิตสุดทาย 
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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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 7 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 14  

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 21 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวนัท่ี 30 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 60 ของ

กระบวนการหมัก โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% (ไม
พบโคโลนีในตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 90 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% (ไมพบ
โคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 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 ตัวอยางลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบในโหลหมักน้ําปลาในวันท่ี 120 ของ

กระบวนการหมักโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือ JCM169 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 25% (ไมพบ
โคโลนีท่ีตัวอยางชุดควบคุมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 และ เกลือ 15%, พีเอช 6.8 ท่ีเติม 
Virgibacillus sp. SK37) 

 
                3.4.2 การเปล่ียนแปลงทางเคมีกายภาพระหวางกระบวนการหมัก 

            เม่ือเร่ิมตนกระบวนการหมัก (วันท่ี 7) ปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของนํ้าปลาในทุก
ตัวอยางมีคาใกลเคียงกัน (รูปท่ี 3.30) แตปริมาณโอลิโกเพปไทดท่ีตรวจวิเคราะหดวยวิธี Lowry มีคา
แตกตางกัน (p<0.05, รูปท่ี 3.31) เนื่องจากการวิเคราะหดวยวิธี Lowry มีความจําเพาะกับโซขางของ
ไทโรซีนเปนสําคัญ ดังนั้นตัวอยางท่ีมีเกลือต่ํา (15%) และพีเอช 6.8 มีการยอยสลายของเพปไทดท่ีมี
โซขางเปนกลุมอะมิโนไทโรซีนมากกวาตัวอยางอ่ืน แตการยอยสลายของโปรตีนเปนโอลิโกเพปไทด
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มีคาไมแตกตางกัน จากการวิเคราะหปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน สภาวะเกลือต่ําและพีเอช 6.8 ท่ีเปน
กลางอาจเหนี่ยวนําใหเอนไซมโปรติเนสที่มีความจําเพาะตอกรดอะมิโนไทโรซีนมีกิจกรรมสูง สงผล
ใหเกิดเพปไทดท่ีมีกลุมไทโรซีนสูงกวาตัวอยางอ่ืน เม่ือระยะเวลาในการหมักเพิ่มข้ึนปริมาณกลุม

แอลฟาอะมิโนของน้ําปลามีคาเพิ่มข้ึนในทุกตัวอยางโดยเฉพาะตัวอยางท่ีมีการหมักโดยใชเกลือตํ่า 
(NaCl 15%) และตัวอยางท่ีมีการหมักโดยใชเกลือต่ํารวมไปกับการปรับพีเอช (15% NaCl, pH 6.8) 
โดยพบวามีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง 21 วันแรกของกระบวนการหมัก 
(รูปท่ี 3.30) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Lapsongphon et al. (2013) ท่ีพบวา Virgibacillus sp. SK37 
ท่ีใชเปนกลาเช้ือในการหมักน้ําปลาเกลือตํ่า (15%) จะมีการยอยสลายโปรตีนในชวงแรกของ

กระบวนการหมัก และพบวามีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนสูงสุดเม่ือระยะเวลาการหมักผานไป 30 วัน 
จากผลดังกลาวบงช้ีวา การลดปริมาณเกลือลงจาก 30% เปน 15% ชวยเพิ่มระดับการยอยสลายของ
โปรตีนในระยะแรกของการหมักได เอนไซมในตัวปลาและจากเชื้อจุลินทรียอาจแสดงกิจกรรมได
สูงข้ึนในสภาวะท่ีมีเกลือ 15% ในระบบหมัก นอกจากน้ีการเจริญของแบคทีเรียท่ีมากข้ึนในสภาวะ
เกลือ 15% อาจสงผลใหเกิดการยอยสลายของโปรตีนปลามากข้ึน นอกจากนี้ตัวอยางท่ีเติมกลาเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 ในสภาวะเกลือ 15% แสดงคาการยอยสลายท่ีสูงกวาตัวอยางควบคุมท่ีระดับ
เกลือเทากันท่ีระยะการหมัก 60 วัน แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยอยสลายโปรตีนจาก 
Virgibacillus sp. SK37 ในสภาวะท่ีมีเกลือในกระบวนการหมัก 15% สวนในตัวอยางท่ีเติมเกลือ 30% 
ท่ีไมพบการเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 หลังจากกระบวนการหมักผานไป 7 วัน (รูปท่ี 3.12) 
เนื่องจากเปนสภาวะท่ีไมเอ้ืออํานวยตอการเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 ดังนั้นการเติมกลาเช้ือ
ไมมีผลเพ่ิมระดับการยอยสลาย (p>0.05) เนื่องจากสภาวะเกลือ 30% ไมเหมาะสมตอการเจริญของ
กลาเช้ือ อยางไรก็ตามเม่ือระยะเวลาการหมัก 6 เดือน ปริมาณแอลฟาอะมิโนมีคาใกลเคียงกัน  

     เม่ือวิเคราะหปริมาณโอลิโกเพปไทด พบวาการยอยสลายของโปรตีนมีคาเพิ่มข้ึนใน
ระหวางกระบวนการหมักในทุกตัวอยาง (รูปท่ี 3.31) และในตัวอยางท่ีเติมเกลือ 15% และเกลือ 15%, 
พีเอช 6.8 แสดงปริมาณโอลิโกเพปไทดสูงกวาตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% ซ่ึงปริมาณโอลิโกเพป-
ไทดมีคาสูงสุดท่ีระยะเวลาการหมัก 60 วัน จากนั้นทุกตัวอยางมีปริมาณโอลิโกเพปไทดลดลง และมี
คาใกลเคียงกันคือ 40-45 มิลลิโมลลาร เม่ือส้ินสุดกระบวนการหมัก เพปไทดท่ีมีกลุมไทโรซีนมี
แนวโนมท่ีจะเกิดการจับตัวกันโดยแรงกระทําไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) สงผลใหเกิด
การจบัตัวกันของเพปไทดเปนตะกอน ซ่ึงปรากฏการณดังกลาวมีแนวโนมท่ีจะเกิดหลังจากระยะเวลา
การหมักผานไป 60 วัน สงผลใหปริมาณไทโรซีนในสวนของเหลวลดลง ในขณะท่ีการยอยสลาย
โปรตีนยังคงเกิดข้ึนหลังจาก 60 วัน ดังจะเห็นไดจากการเพิ่มข้ึนของกลุมแอลฟาอะมิโน (รูปท่ี 3.30) 
จากการเปล่ียนแปลงปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนอาจสรุปไดวากระบวนการยอยของทุกตัวอยาง

เกิดข้ึนอยางสมบูรณภายในระยะเวลาของการหมัก 150 วัน (รูปท่ี 3.30) การลดลงของกลุมแอลฟา- 
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อะมิโนหลังจากน้ันอาจบงช้ีถึงการใชกรดอะมิโนหรือเพปไทดไปใชในกิจกรรมของจุลินทรียท่ียังคง

อยูในระบบหมัก หรือการเกิดตะกอนของเพปไทดเนื่องจากการจับกันของเพปไทดดวยแรงกระทํา
ตางๆ หากพิจารณาจากปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนและปริมาณกลุมไทโรซีนจะเห็นไดวา การเติม 
Virgibacillus sp. SK37 สงผลตอการยอยสลายโปรตีนเฉพาะในชวง 60 วนัแรกของกระบวนการหมัก
เทานั้น โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีลดเกลือลงท่ี 15% สําหรับการเติม Virgibacillus sp. SK37 มีผลตอการ
สลายโปรตีนในตัวอยางท่ีมีการลดเกลือรวมกับการปรับพีเอชเปน 6.8 สวนตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 
30% การเติมเช้ือผลตอการยอยสลายโปรตีนไมเดนชัดการลดเกลือรวมกับการปรับคาพีเอชเปน 6.8 
เปนสภาวะท่ีสงเสริมการยอยสลายโปรตีนของเอนไซมโปรติเนสที่อยูในตัวปลาอยูแลว อีกท้ังยังเปน
การสงเสริมการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ในระบบหมัก (รูปท่ี 3.12-3.21) สงผลใหเกิดการยอยสลาย
ของโปรตีนในระดับสูง บทบาทของ Virgibacillus sp. SK37 ตอการยอยสลายโปรตีนเม่ือเทียบกบั
เอนไซมและเช้ือท่ีมีอยูในระบบจึงไมโดดเดน สวนในกรณีของการหมักท่ีเกลือเขมขน 30% เปน

สภาวะท่ีไมเอ้ือตอการเจริญของ Virgibacillus sp. SK37 กิจกรรมของโปรติเนสท่ีตรึงอยูกับเซลลมี
แนวโนมท่ีจะถูกจํากัดดวยสภาวะเกลือสูง จึงทําใหการยอยสลายโปรตีนจากกิจกรรมโปรติเนสที่ตรึง
อยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 มีจํากัดเชนกัน ผลจากการศึกษานี้บงช้ีวาสภาวะท่ีสงเสริมตอ
การยอยโปรตีนในระบบการหมักน้ําปลาโดยการเติม Virgibacillus sp. SK37 คือการปรับใหสภาวะ
เกลือในระบบหมักมีคา 15% โดยไมจําเปนตองปรับคาพีเอช 

 

 
 

รูปท่ี 3.30 การเปล่ียนแปลงปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโนของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมักเปน
เวลา 6 เดือน 
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รูปท่ี 3.31 การเปล่ียนแปลงโอลิโกเพปไทดของน้ําปลาในระหวางกระบวนการหมักเปนเวลา 6 เดือน 
 

     สมบัติทางเคมีท่ัวไปของน้ําปลาท้ัง 6 ตัวอยางในเดือนท่ี 6 แสดงดังตารางท่ี 3.5 ปริมาณ
ไนโตรเจนรวมท้ังหมด (Total nitrogen) ของตัวอยางควบคุมท่ีมีการลดปริมาณเกลือในการหมักเหลือ 
15% มีคาสูงสุด (P<0.05) เปนท่ีนาสังเกตวาตัวอยางท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 ในทุกสภาวะการ
หมักมีคานอยกวาตัวอยางควบคุม (P<0.05) ท่ีทุกสภาวะการศึกษา เนื่องจากปริมาณไนโตรเจนรวมท้ัง
หมดบงช้ีถึงปริมาณเพปไทด กรดอะมิโน และแอมโมเนีย Dougan and Howard (1975) รายงานวา 
80% ของไนโตรเจนรวมท้ังหมดของน้ําปลาจะอยูในรูปของกรดอะมิโน นอกจากนี้ปริมาณ

ไนโตรเจนรวมท้ังหมดของน้ําปลาจะข้ึนกับปลาแตละชนิด และองคประกอบทางเคมีของปลา 
(Tungkawachara et al., 2003) ซ่ึงปริมาณไนโตรเจนรวมท้ังหมดใชเปนดัชนีบงช้ีคุณภาพของน้ําปลา 
(Park et al., 2001) เกณฑมาตรฐานของน้ําปลาคุณภาพชั้นท่ี 1 ของประเทศไทยจะตองมีคามากกวา 
2.0% จากผลการวิจัยพบวาปริมาณไนโตรเจนรวมท้ังหมดของทุกตัวอยางมีคามากกวา 2.0% (ตารางท่ี 
3.4) ซ่ึงเปนเกณฑมาตรฐานของน้ําปลาคุณภาพช้ันท่ี 1 นอกจากน้ีตัวอยางท่ีเติม Virgibacillus sp. 
SK37 มีปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนท่ีต่ํากวาตัวอยางควบคุม อาจกลาวไดวาการเติม Virgibacillus 
sp. SK37 มีแนวโนมลดปริมาณแอมโมเนียในระบบการหมัก ในขณะท่ีปริมาณกลุมแอลฟาอะมิโน
ในเดือนท่ี 6 มีแนวโนมไมตางกัน (P>0.05) ระหวางตัวอยางท่ีเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 และ
ตัวอยางควบคุม ดังนั้นการเติมเช้ือจึงไมมีผลลดปริมาณกรดอะมิโนหรือเพปไทดในระบบการหมัก 
และเม่ือพิจารณาปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนในตัวอยางท่ีมีการลดปริมาณเกลือในการหมักเหลือ

15% และมีการปรับคาพีเอชเทากับ 6.8 มีปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนสูงกวาตัวอยางอ่ืนๆ (P<0.05) 
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เปนไปไดวาตัวอยางท่ีเติมเกลือ 15%, พีเอช 6.8 อาจทําใหเกิดการสรางสารท่ีมีผลตอคาแอมโมเนีย
ไนโตรเจนในผลิตภัณฑ เกลือท่ีต่ําสงผลใหเกิดการยอยสลายของโปรตีนอยางรวดเร็ว และสงผลให
เกิดสารประกอบของกลุมแอมโมเนียซ่ึงเปนสาเหตุใหคาพีเอชมีคาสูง ซ่ึงคาพีเอชของตัวอยางเกลือ 
15%, พีเอช 6.8 สูงกวาตัวอยางอ่ืนๆ (P<0.05) เม่ือพิจารณาคาเกลือจะพบวาตัวอยางที่หมักดวยเกลือ 
15% มีคาเกลือในชวง 24-24.8% ซ่ึงตํ่ากวาตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% (P<0.05) ท่ีมีคาเกลือใน
ผลิตภัณฑสุดทายท่ีประมาณ 27% จะเห็นไดวาแมระบบการหมักจะลดเกลือลง ประมาณคร่ึงหนึ่ง 
(จาก 30% เปน 15%) แตปริมาณเกลือในผลิตภัณฑสุดทายมิไดมีคาตางกันคร่ึงหนึ่งท้ังนี้เนื่องจาก

ปริมาณนํ้าในตัวอยางมีจํากัด ความชื้นของปลาท่ีใชเปนวัตถุดิบมีคาประมาณ 65-70% ซ่ึงเปนปจจัย
จํากัด (Limiting factor) ตอการละลายของเกลือ การเติมเกลือในระดับเกลือสูง (30%) หรือการลด
เกลือลงคร่ึงหนึ่ง (15%) จึงไมมีผลใหเกิดความแตกตางในการละลาย แมจะลดเกลือลงเหลือเพียง 
15% ผลิตภัณฑสุดทายยังคงมีคาเกลือตามมาตรฐานของผลิตภัณฑน้ําปลาซ่ึงกําหนดใหมีเกลือไมต่ํา
กวา 20% และยังคงลักษณะจําเพาะของผลิตภัณฑปลา คาพีเอชเร่ิมตนของกระบวนการหมักในชุด
การทดลองท่ีมีเกลือ 30% มีคา 5.55-5.57 สําหรับชุดการทดลองที่มีเกลือ 15% มีคา 5.71-5.72 การ
หมักเปนระยะเวลา 6 เดือนสงผลใหคาพีเอชมีคาลดลง ในชุดการทดลองท่ีมีเกลือ 15%, พีเอช 6.8 มี
คา พีเอชเร่ิมตนอยูท่ี 6.81-6.83 หลังจากหมักเปนระยะเวลา 6 เดือน คาพีเอชของผลิตภัณฑสุดทายมี
คาสูงเกินมาตรฐานอุตสาหกรรม (สมอ.) ท่ีกําหนดไววาน้ําปลาตองมีคาพีเอชไมเกิน 5.9 คาพีเอชท่ี
สูงข้ึน แสดงถึงการยอยสลายของโปรตีนในระดับสูงซ่ึงสอดคลองกับปริมาณกลุมอะมิโนแอลฟา-
(รูปท่ี 3.26) และทําใหเกิดกล่ินฉุนของแอมโมเนียซ่ึงเปนลักษณะท่ีไมพึงประสงค แมการเติม 
Virgibacillus sp. SK37 จะชวยลดคาแอมโมเนียไนโตรเจนแตยังคงมีกล่ินฉุนแอมโมเนียในผลิตภัณฑ
ดังนั้นการปรับลดเกลือลงเหลือ 15% ในการหมักรวมกับการปรับคาพีเอชเปน 6.8 แมจะชวยเพิ่มการ
ยอยสลายของโปรตีนแตสงผลใหเกิดลักษณะทางกล่ินท่ีไมใชลักษณะของน้ําปลา  

 
ตารางท่ี 3.5 องคประกอบทางเคมีของน้ําปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ เปนเวลา 6 เดือน 

ตัวอยาง 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 คาสี 

                     ตัวอยางน้ําปลาท้ัง 6 ตัวอยางมีคาสีในระบบ L*, a*, และ b* ซ่ึงตรวจวัดโดยใช
เคร่ือง ColorQuest XE (Hunter Associate Laboratory, Virginia, USA) แสดงดังตารางท่ี 3.6 ใน
ภาพรวมทุกตัวอยางมีลักษณะปรากฏเปนสีน้ําตาลอมแดง ซ่ึงสอดคลองกับคาสีท่ีวัดไดคือมีคา +b* 
สูง ตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 15% และเกลือ 15% พีเอชเปน 6.8 มีคา L*ต่ําสุด (P<0.05) ซ่ึงบงช้ีวามีสี
เขมท่ีสุด ในขณะท่ีตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 15% และหมักดวยเกลือ 30% มีคาความสวางมากข้ึน

ตามลําดับ การเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 สงผลใหคา L* เพิ่มข้ึน เม่ือเทียบกับตัวอยาง
ควบคุมของแตละสภาวะ ซ่ึงบงช้ีวาการเติมกลาเช้ือสงผลใหตัวอยางน้ําปลามีคาความสวาง (L*) มาก
ข้ึน หรือมีสีท่ีจางลงเม่ือเทียบกับตัวอยางควบคุม ระดับการยอยสลายท่ีสูงของตัวอยางท่ีหมักดวย
เกลือ 15% รวมกับปรับพีเอชเปน 6.8 สงผลใหมีคาความแดง (a*) สูงท่ีสุด (P <0.05) ในขณะท่ี
ตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% ซ่ึงมีคาการยอยสลายตํ่าสุด มีคาความแดง (a*) ต่ําสุด (P <0.05) เชนกัน 
การเตมิกลาเช้ือท่ีทุกสภาวะการหมักสงผลใหคาความแดงตํ่ากวาตัวอยางควบคุม (P <0.05) ตัวอยางท่ี
หมักดวยเกลือ 15% รวมกับการปรับพีเอชเปน 6.8 มีคาความเหลือง (b*) ต่ําสุด (P <0.05) และ

ตัวอยางควบคุมท่ีหมักดวยเกลือ 30% มีคาความเหลืองสูงสุด (P <0.05) จากลักษณะปรากฏ ตัวอยางท่ี
หมักดวยเกลือ 15% และปรับพีเอชเปน 6.8 มีสีน้ําตาลอมแดงเขมดํา ลักษณะคลายซีอ๊ิว ในขณะท่ี
ตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% มีสีน้ําตาลอมแดงซ่ึงเปนลักษณะของสีน้ําปลาท่ัวไป สวนตัวอยางท่ีเติม
เกลือ 15% จะมีสีน้ําตาลอมแดงเขมกวาตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% ซ่ึงสอดคลองกับคาสีท่ีวัดได 
โดยตัวอยางท่ีมีสีเขมคลํ้าจะมีคา L* ต่ําและคา a*สูง สีของน้ําปลาเกิดจากการเกิดปฏิกิริยาเมลลารด 
(Maillard browning) ดวยกรดอะมิโนและกลุมคารบอนิลของน้ําตาลรีดิวซ ตัวอยางท่ีหมักดวย 

 
ตารางท่ี 3.6 คาสีในระบบ L* a* และb* ของตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักดวยสภาวะตางๆ เปนเวลา 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 มีระดับการยอยสลายโปรตีนสูงสุด จึงเกิดปฏิกิริยาเมลลารดมากท่ีสุด การ
เพิ่มข้ึนของคา L* และการลดลงของคา a* ซ่ึงแสดงถึงคาสีท่ีซีดจากลงจากสีน้ําตาลอมแดงในตัวอยาง
ท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีทุกสภาวะ มีนัยวาการเติมเช้ืออาจสงผลใหการเกิดปฏิกิริยา
เมลลารดนอยกวาตัวอยางควบคุม ซ่ึงเปนไปวาตัวอยางท่ีเติม Virgibacillus sp. SK37 อาจมีการนํา
กรดอะมิโนและเพปไทดไปใชสงผลใหสารต้ังตนของปฏิกิริยาเมลลารดลดลง 
                         3.4.2.2 ปริมาณไบอจนีิกเอมีนในน้าํปลา 

                     จากการวิเคราะหปริมาณไบโอจีนิกเอมีนพบวาคาดาเวอรีนและฮีสตามีนเปน  
ไบโอจนีิกเอมีนหลักท่ีตรวจพบ และตรวจไมพบ ทริปทามีน พิวเทรสซีน และ สเปอรมีน (ตารางท่ี 
3.7) ไบโอจีนิกเอมีนท่ีสําคัญคือฮีสตามีนซ่ึงสามารถทําใหเกิดอาการเปนพิษในผูบริโภคได โดย
อาการที่พบคือ เปนผ่ืนท่ีคอและหนา  เหง่ือออกมาก ปวดศีรษะ คล่ืนไส อาเจียน ทองรวง (Zaman et 
al., 2009)  ปริมาณฮีสตามีนท่ีตรวจพบในทุกตัวอยางมีคาตํ่ากวามาตรฐานท่ี  CODEX  ไดกําหนดไว
ในน้ําปลาคือ 400 ppm ในตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 15% และ 30% พบวาการ
เติม Virgibacillus sp. SK37 ไมทําใหเกิดการเพ่ิมข้ึนของฮีสตามีน สวนตัวอยางน้ําปลาท่ีหมักดวย
เกลือโซเดียมคลอไรด 15% และปรับพีเอช 6.8 ท่ีสงผลใหมีปริมาณฮีสตามีนเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงอาจเปนผล
จาก Virgibacillus sp. SK37 หรือเช้ืออ่ืนท่ีเจริญและสรางฮีสตามีนในสภาวะการหมักนี้ (รูปท่ี 3.12-
3.21)  

                     สวนตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% และเติมVirgibacillus sp. SK37 มีปริมาณ
ฮีสตามีนไมแตกตางจากตัวอยางควบคุม แมวาจะปรับสภาวะการหมักใหมีเกลือตํ่าลงจาก 30% เปน 
15% มิไดกอใหเกิดการเพิ่มข้ึนของฮีสตามีนเม่ือเทียบกับการหมักดวยเกลือ 30% สอดคลองกับการ
ทดลองของ Yongsawatdigul et al. (2007) ท่ีไดรายงานวาการหมักน้ําปลาโดยใชกลาเช้ือ 
Virgibacillus sp. SK37 รวมกับการใชเอนไซม Alcalase ท่ีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 25% 
ไดน้ําปลาท่ีหมักเปนเวลา 4 เดือนท่ีมีปริมาณฮีสตามีนไมแตกตางกับตัวอยางควบคุม และสรุปวา 
Virgibacillus sp. SK37 ไมทําใหเกิดการเพ่ิมข้ึนของปริมาณฮีสตามีน 

                     อยางไรก็ตามการลดเกลือรวมกับการปรับพีเอช เปน 6.8 สงผลใหปริมาณคาดา-
เวอรีนเพิ่มข้ึน 2 เทา ซ่ึงบงช้ีวาเปนสภาวะท่ีกอใหเกิดการสะสมของคาดาเวอรีน แบคทีเรียชอบเกลือ
ปานกลางที่เจริญท่ีสภาวะน้ีอาจมีสวนรวมตอการผลิตสารคาดาเวอรีน นอกจากนี้ แมสภาวะในการ
หมักท่ีศึกษาจะมีผลตอไทรามีน แตปริมาณไทรามีนมีนอยมากในทุกตัวอยาง สวนสภาวะในการหมัก
ไมมีผลตอปริมาณสเปอรมิดีนในผลิตภัณฑน้ําปลาท่ีได 
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ตารางท่ี 3.7 ปริมาณโอจีนิกเอมีน (ppm) ของตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp.  
SK37 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 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 

                    พบสารระเหยในตัวอยางผลิตภัณฑน้ําปลาท้ังหมด 35 ชนดิ ประกอบดวยสารใน
กลุมแอลกอฮอล 10 ชนิด แอลดีไฮด 7 ชนิด คีโตน 1 ชนิด สารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบ 4 ชนิด 
สารท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ 8 ชนิด กรด 4 ชนิด และ ฟูแรน 1 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 3.8 

                   พบสารระเหยประเภทแอลกอฮอลหลายชนิดในตัวอยางน้ําปลาหมักท้ัง 3 สภาวะ 
โดยตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 15%, พีเอช 6.8 มีปริมาณแอลกอฮอลมากกวาตัวอยางอ่ืนโดยเฉพาะ 1-
Pentanol, 1-Hexanol, 1-Octanol และ 2,7-Octadien-1-ol ในขณะท่ีการลดเกลือลง 15% โดยไมปรับ พี
เอช ไมสงผลใหมีปริมาณสารระเหยแอลกอฮอลแตกตางจากตัวอยางท่ีมีเกลือ 30% แสดงใหเห็นวา
การปรับพเีอชเปนกลางมีผลตอการเกิดสารระเหยในระหวางกระบวนการหมักอยางมาก ท้ังนี้อาจเกิด
จากการเจริญเติบโตของเช้ือชอบเค็มปานกลางทําใหเกิดการยอยสลายโปรตีน ไขมัน และสารอ่ืนๆ 
เกิดผลิตภัณฑเปนสารในกลุมแอลกอฮอล  

                     มีรายงานวา 3-Methylbutanal ซ่ึงเปนสารในกลุมแอลดีไฮดใหกล่ินเนื้อตม 
(Udomsil et al., 2011) ซ่ึงเปนกล่ินหลักในน้ําปลา Dougan และ Haward (1975) อธิบายถึงกล่ินหลัก
ของน้ําปลา 3 กล่ินใหญท่ีบงช้ีลักษณะของนํ้าปลาเอเชียคือ กล่ินคาวปลาและกล่ินฉุนแรงของสาร
แอมโมเนียเคิล (Fishy ammoniacal) กล่ินหอมเนยแข็ง (Cheesy) และกล่ินเนื้อตม (Meaty notes) โดย
กล่ินเหลานี้ถือเปนกล่ินในเชิงบวก จากการทดลองพบวาการเติมเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ไมทําให
เกิดการเปล่ียนแปลงของสาร 3-Methylbutanal ตัวอยางท่ีมีการปรับคาพีเอชเปน 6.8 พบวามีปริมาณ
สาร Nanonal และ Benzaldehyde ซ่ึงใหกล่ินไขมัน และ อัลมอนด ตามลําดับสูงกวาตัวอยางท่ีหมัก
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ดวยเกลือโซเดียมคลอไรด 15% และ 30% ท้ังท่ีเติมและไมเติมสารละลายเซลลของ Virgibacillus sp. 
SK37 มีการรายงานวาสารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบทําใหเกิดกล่ินในเชิงลบ Gram และ Huss 
(1996) รายงายวาสารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบ ทําใหเกิดสารกลุมซัลไฟด ท่ีใหกล่ินไมดี (Off-
odor) Shimoda et al. (1996) รายงานวา Dimethyl sulfide, Dimethyl disulfide และ Dimethyl 
trisulfide ทําใหเกิดกล่ินอุจาระในน้ําปลา รวมท้ังสารในกลุมนี้สวนใหญมีคาระดับการเร่ิมรับรู 
(Threshold) ท่ีต่ํา ทําใหสารท่ีมีซัลเฟอรเปนองคประกอบมีความสําคัญตอกล่ินของน้ําปลา จากผลการ
ทดลองพบวา ตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีมีการปรับพีเอชเปน 6.8 มีปริมาณของ Dimethyl disulfide, 
Dimethyl trisulfide และ 3-(Methylthio)propanol สูงกวาการหมักวิธีอ่ืนๆ (P<0.05) ซ่ึงบงช้ีถึง
ลักษณะกล่ินรสที่ไมดี ในตัวอยางท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% ท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. 
SK37 มีปริมาณ 3-(Methylthio)propanal เพิ่มสูงกวาตัวอยางควบคุม (P<0.05) 
 
ตารางท่ี 3.8 สารระเหยของตัวอยางน้ําปลา ท่ีหมักดวยเกลือและคาพีเอชตางๆรวมกับการเติม ตะกอน

เซลล Virgibacillus sp. SK37 เปนระยะเวลา 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 (ตอ) 
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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                     ตัวอยางน้ําปลาหมักท่ีมีการปรับพีเอชเปน 6.8 พบกลุมสารไพราซีนสูงกวาตัวอยางอ่ืน 
สอดคลองกับงานของ Shimoda et al (1996) ท่ีวิเคราะหการระเหยในนํ้าปลาท่ีไมไดปรับ พีเอช และ
น้ําปลาท่ีปรับพีเอชเปน 11 พบวาท่ีคาพีเอชท่ีสูงข้ึนทําใหสารระเหยท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบมี
ปริมาณมากข้ึน โดยตัวอยางท่ีเติมกลาเช้ือ Virgibacillus sp. SK37 ท่ีพีเอช 6.8 ตรวจพบ 
Methylpyrazine ซ่ึงใหกล่ินคลายกระเทียม และ 2,5-Dimethylpyrazine ท่ีใหกล่ินถ่ัวค่ัว ต่ํากวา
ตัวอยางควบคุม (P<0.05) ในขณะที่การเติม Virgibacillus sp. SK37 ในตัวอยางท่ีไมไดปรับพีเอชท่ี
ความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรดท้ัง 2 ระดับ ไมมีผลตอปริมาณสารในกลุมนี้ (P>0.05) 
                     กรดท่ีระเหยไดท่ีตรวจพบในการทดลองน้ีคือ Propanoic acid และ 2-Methylpropanoic 
acid โดยไมพบความแตกตางระหวางตัวอยางท่ีเติมและไมเติมเซลลของVirgibacillus sp. SK37 ท่ีทุก
สภาวะการหมัก สําหรับ Butanoic acid และ 3-Methylbutanoic acid เปนกรดท่ีใหกล่ินในเชิงลบคือ
กล่ินหืน โดยตัวอยางท่ีเติมสารละลายเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 และปรับพีเอช 6.8 มีปริมาณ 
Butanoic acid สูงสุด นอกจากนี้ในการศึกษานี้พบสารฟูแรนเพียง 1 ชนิด คือ 2-Furanmethanol ซ่ึงให
กล่ินน้ําตาลไหม โดยนํ้าปลาหมักท่ีปรับคาพีเอชเปน 6.8 พบในปริมาณท่ีสูงกวาสภาวะอ่ืนๆ (p<0.05) 
อยางไรก็ตามสารดังกลาวไมมีบทบาทตอกล่ินของน้ําปลามากนักเนื่องจากมีคาการรับรูท่ีสูง (Giri et 
al., 2010) 
                     การหมักน้ําปลาโดยปรับพีเอชของระบบใหมีคา 6.8 สงผลใหเกิดสารระเหยในปริมาณ
สูงกวาการหมักท่ีคาพีเอช 5.5-5.8 โดยเกิดสารระเหยในปริมาณสูงหลายชนิดซ่ึงเปนสารระเหยท่ีให
กล่ินไมพึงประสงค ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะทางประสาทสัมผัสท่ีมีกล่ินฉุนและมีกล่ินแตกตางไป
จากน้ําปลา ในขณะท่ีการหมักท่ีเกลือ 15% สงผลใหไดน้ําปลาท่ีมีชนิดและปริมาณสารระเหย

ใกลเคียงกับการหมักท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% ดังนั้นการหมักน้ําปลาดวยสัดสวนของเกลือ 
15% นอกจากจะสามารถเรงกระบวนการยอยสลายโปรตีนแลว ยังคงใหกล่ินรสและสารระเหย
ใกลเคียงกับตัวอยางท่ีหมักดวยเกลือ 30% การใชตะกอนเซลล Virgibacillus sp. SK37 ท้ังท่ีสภาวะ
เกลือ 30% และ 15% มีแนวโนมในการลดการเกิดกล่ินท่ีไมพึงประสงค เชนกล่ินอุจาระและกล่ินหืน 
ไดแก 3-methylbutanoic acid 
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บทที่ 4 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
      การสรางโปรติเนสท่ีหล่ังออกนอกเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 โดยใชแหลง

ไนโตรเจนจากผลลอยไดจากอุตสาหกรรมอาหาร พบวากากยีสตซ่ึงเปนผลิตผลพลอยไดจาก
โรงงานผลิตเบียร เปนแหลงไนโตรเจนราคาถูกท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตโปรติเนสจาก 
Virgibacillus sp. SK37 โดยปริมาณกากยีสตท่ีเหมาะสมคือ 1% (w/v) และสภาวะท่ีเหมาะสมใน
เหนี่ยวนําการสรางโปรติเนสคือ ท่ีพีเอช 7.5 โซเดียมคลอไรดเขมขน 2.5% ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 วัน สภาวะท่ีเหมาะสมตอการสกัดโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus 
sp. SK37 คือ การใชสารละลายบัพเฟอรทริส-มาลิเอต (Tris-maleate), พีเอช 7 แชเย็น ความเขมขน 50 
มิลลิโมลาร ท่ีมี EDTA เขมขน 10 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
และโปรติเนสที่สกัดไดมีขนาดโมเลกุลประมาณ 19 20 22 32 34 และ 44 กิโลดาลตัน สภาวะที่
เหมาะสมตอกิจกรรมของโปรติเนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีสกัดไดคือ 50 องศาเซลเซียส และพีเอช 8 และ 
11 โปรติเนสดังกลาวจัดอยูในกลุมซีรีนและมีคุณลักษณะคลายซับทิลิซิน (Subtilisin-like) กิจกรรม
ของโปรติเนสที่สกัดไดถูกกระตุนดวยเกลือแคลเซียมคลอไรด โดยมีกิจกรรมเพ่ิมข้ึน 4 เทา เม่ือความ
เขมขนของแคลเซียมคลอไรดมากกวาหรือเทากับ 100 มิลลิโมลาร นอกจากนี้แคลเซียมคลอไรดยัง
เพิ่มเสถียรภาพของเอนไซมใหมีความคงทนตออุณหภูมิ การเพ่ิมความเขมขนของโซเดียมคลอไรดทํา
ใหคากิจกรรมของการยอยสลายโปรตีนเพิ่มข้ึน โดยโปรติเนสสกัดจาก Virgibacillus sp. SK37 
สามารถยอยเคซีนไดดีท่ีสุดท่ีโซเดียมคลอไรด 0 และ 10% สวนท่ีโซเดียมคลอไรดเขมขน 25% 
ความสามารถในการยอยสลายโปรตีนกลามเนื้อปลา (fish muscle) โปรตีนถ่ัวเหลืองสกัด และเคซีน 
ของโปรติเนสสกัดลดลงโดยสามารถยอยโปรตีนต้ังตนท้ังสามชนิดไมตางกัน (P>0.05) การใชโปรติ
เนสที่ตรึงอยูกับเซลลท่ีผลิตจาก Virgibacillus sp. SK37  ในการยอยปลากะตักในสภาวะการหมัก
น้ําปลา พบวาการเติมแคลเซียมคลอไรดรวมกับเซลลของ Virgibacillus sp. SK37 สงผลใหการยอย
สลายโปรตีนปลาเพ่ิมข้ึน ผลการทดลองนี้บงช้ีไดวาโปรตเินสที่ตรึงอยูกับเซลลของ Virgibacillus sp. 
SK37 อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทตอการยอยสลายโปรตีนปลาในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา 

     จากการทดลองหมักปลากะตักรวมกับการใชโปรติ เนสที่ต รึงอยูกับเซลลจาก 
Virgibacillus sp. SK37 และรวมกับการลดปริมาณเกลือ หรือ การลดปริมาณเกลือรวมกับการเพิ่มพี
เอช ของการหมักเปน 6.8 พบวาการปรับแปรสภาวะการหมักท้ังสองปจจัยมิไดมีผลเพ่ิมการอยูรอด
ของ Virgibacillus sp. SK37 แตมีผลเพิ่มความหลากหลายของแบคทีเรียอ่ืนในระบบการหมัก 
โดยเฉพาะการลดเกลือในกระบวนการหมักรวมกับการปรับคาพีเอชเปน 6.8. สงผลใหระดับการยอย
สลายโปรตีนมีคาสูงกวาการหมักท่ีเกลือ 30% นอกจากนี้พบวาการลดเกลือเพียงอยางเดียว ไมมีผลตอ
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ปริมาณไบโอจินิกเอมีนในผลิตภัณฑสุดทาย แตการลดเกลือรวมกับการเพ่ิมคาพีเอชเปน 6.8 สงผลให
ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนเพิ่มข้ึน การหมักน้ําปลาโดยปรับคาพีเอชของระบบใหมีคา 6.8 สงผลใหเกิด
สารระเหยในปริมาณท่ีสูง โดยเฉพาะไดเมธิลไดซัลไฟดซ่ึงใหกล่ินอุจจาระ (Fecal note) และกล่ินไม
พึงประสงคอ่ืนๆ ในขณะท่ีการหมักท่ีเกลือ 15% สงผลใหไดน้ําปลาท่ีมีชนิดและปริมาณสารระเหย
ใกลเคียงกับการหมักแบบดั้งเดิมท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 30% 

     เพื่อใหเกิดการใชกลาเช้ืออยางมีประสิทธิภาพ ควรมีการพัฒนาสายพันธุของกลาเช้ือให
สามารถอยูรอดในกระบวนการหมักไดนานข้ึนพรอมกับสามารถยอยสลายโปรตีนในระหวาง

กระบวนการหมัก อีกท้ังควรพัฒนาแนวทางในการติดตามการคงอยูของกลาเช้ือดวยการตรวจจับสาร
พันธุกรรมเพ่ือท่ีจะไดทราบถึงการเปล่ียนแปลงประชากรกลาเช้ืออยางแทจริง 
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ภาคผนวก 
 

อาหารเล้ียงจุลินทรีย 
          1. Fish broth (ท่ีเติม 25% NaCl)                   

ปลากะตัก 500.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรครบ 1,000.0   มิลลิลิตร 

pH 7.0 + 0.2   
 การเตรียม Fish broth :   
     ตมน้ํากล่ันใหเดือด เติมปลากะตัก ตมนาน 30 นาที กรองดวยผาขาวบางเพ่ือแยกกากออก 
จากนั้นเติมเกลือ 
โซเดียมคลอไรด ปรับ pH นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 
เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรครบ 1,000 มิลลิกรัม 

pH 7.0 + 0.2   
ละลายสวนประกอบในน้ํากล่ันโดยใชความรอนชวย นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที 

         
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 
 

         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 
เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรครบ 1,000 มิลลิกรัม 

pH 7.0 + 0.2   
ละลายสวนประกอบในน้ํากล่ันโดยใชความรอนชวย นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที 
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5. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
      - Food proteins, Food enzymes 
6. ประสบการณท่ีเกี่ยวของกับการบริหารงานวิจยัท้ังภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพ

ในการทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจยั  หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจยัในแตละ
ขอเสนอโครงการวิจยั เปนตน 
6.1 หัวหนาโครงการวิจัย  :  

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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