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วตัถุประสงค์ของการศึกษาน้ีคือเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมขององคป์ระกอบในอาหารเล้ียง
เช้ือต่อชีวมวลและการผลิตโปรติเนสภายนอกเซลล์ท่ีทนเกลือของ Virgibacillus sp. SK37 ซ่ึงมี
ศกัยภาพในการเป็นกลา้เช้ือเพื่อการหมกัน ้ าปลา  นอกจากนั้นเพื่อระบุสภาวะการเจริญท่ีกระตุน้การ
ตอบสนองเพื่อปรับตวัต่อโซเดียมคลอไรด์  และศึกษาพฤติกรรมการปรับตวัต่อโซเดียมคลอไรด์
ดงักล่าวของแบคทีเรียอย่างสมบูรณ์ในระดบัการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอด้วยเทคนิคดีเอ็นเอไมโคร
อาร์เรย ์ 

จากแบบการทดลองแพลคเก็ตต-์เบอร์แมน (Plankett-Burman design, PBD) พบวา่ ปลา
กะตกัแห้ง สารสกดัจากยีสต์ และพีเอช เป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลต่อชีวมวลและการผลิต โปรติเนส  
การหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อมาดว้ยแบบการทดลองโรทาเทเบิล เซ็นทรัลคอมโพสิทดีไซน์ (rotatable 
central composite design, RCCD) แสดงใหเ้ห็นวา่การเจริญของแบคทีเรียเพิ่มข้ึนสูงสุดประมาณ 1.6 
Log CFU/ml และการสร้างโปรติเนสเพิ่มข้ึน 1.4 เท่า ได้ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยปลา
กะตกัแห้ง 1.5 เปอร์เซ็นต ์ สารสกดัจากยีสต์ 0.5 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอไรด์ 2.5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีค่า   
พีเอช 8 สมการการท านายท่ีประกอบด้วยสมการถดถอยแบบคิวบิคพิสูจน์ไดว้่ามีความเหมาะสม 
ปัจจัยปลากะตักแห้งและสารสกัดจากยีสต์ไม่มีอิทธิผลต่อรูปแบบการหลั่งโปรติเนสจากการ
วิเคราะห์ด้วยการยอ้มกิจกรรมเอนไซม์ด้วยสารตั้งตน้เปปไทด์สังเคราะห์ (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
AMC) แต่พบขนาดโมเลกุลของโปรติเนสท่ีหลัง่ออกมามีความผนัแปรกบัปริมาณโซเดียมคลอไรด์
และพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือ ระดบัการย่อยสลายโปรตีนท่ีสูงกว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีปริมาณ
โซเดียมคลอไรดสู์งสามารถตรวจวดัไดจ้ากการวเิคราะห์เปปไทด์แมสฟิงเกอร์พรินทร์ (peptide mass 
fingerprint, PMF) โปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK37 ในสภาวะท่ีมีโซเดียมคลอไรด์สามารถยอ่ย
สลายโปรตีนจากปลากะตกัแห้งท่ีต าแหน่งไลซีน อาร์จินีน และไทโรซีน ในขณะท่ีสภาวะปราศจาก
โซเดียมคลอไรดพ์บการยอ่ยสลายท่ีจ าเพาะต่อไลซีนและอาร์จินีนท่ีต าแหน่ง P1 ของเปปไทด์ตามผล
วเิคราะห์ดว้ย de novo sequencing   

แมว้่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Virgibacillus sp. SK37 ไม่เจริญท่ีโซเดียมคลอไรด์เขม้ข้น           
25 เปอร์เซ็นต ์แต่เซลล์สามารถอยูร่อดไดท่ี้สภาวะโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 
15 นาที ก่อนน าไปสัมผสักบัโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นต ์การวิเคราะห์ทรานสคริปโตม                    
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แสดงให้เห็นว่ายีนท่ีท าหน้าท่ีปกป้องเซลล์จากโปรตีนท่ีโครงสร้างคลายตวั (dnaK, grpE, groES, 
และ groEL) จากโปรตีนท่ีสูญเสียสภาพแบบไม่ผนักลบั (clpP, clpC, clpE, clpX, lonA, และ ftsH) 
และจากภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั (katE และ yfkM/yraA) แสดงออกอย่างมีนัยส าคญั
ภายใตโ้ซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์การตอบสนองทางสรีระของแบคทีเรียมีความเช่ือมโยง
กบัการเปล่ียนกลไกเมทาบอลิซึมจากวฎัจกัรกรดไตรคาร์บอกซิลิก (tricarboxylic acid cycle, TCA) 
และปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชนัเป็นวิถีการหมกัเอทานอล และการเหน่ียวน ายีนท่ีจ าเพาะต่อ
การตอบสนองต่อภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัภายใตโ้ซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์
มีการจดัเรียงตวัใหม่ของส่วนห่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียในสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด์ ยีนท่ี
บนัทึกรหสัโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีน าเขา้สาร compatible solute สู่เซลล์ ไดแ้ก่ sodium/proline symporter,  
OpuA, OpuB/C, และ OpuD มีการเหน่ียวน าให้สังเคราะห์อาร์เอ็นเออยา่งมีนยัส าคญั องคค์วามรู้จาก
งานวิจยัน้ีเป็นประโยชน์ต่อความเขา้ใจในกลไกภายในเซลล์ของแบคทีเรียในการตอบสนองเพื่อ
ปรับตวัในโซเดียมคลอไรดแ์ละศกัยภาพในการใชเ้ป็นกลา้เช้ือท่ีผลิตโปรติเนสเพื่อหมกัน ้าปลา 
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 Objectives of this study were to optimize the medium components on biomass 

and extracellular NaCl-tolerant proteinase production of Virgibacillus sp. SK37, a 

potential starter culture strain of fish sauce fermentation. In addition, the growth 

condition to activate a NaCl-adaptive response was addressed. The NaCl adaptation 

behavior of the strain was thoroughly elucidated at the transcript levels using DNA 

microarray technique. 

 Based on Plankett-Burman design (PBD), dried anchovy, yeast extract, and pH 

were key factors affecting biomass and proteinase production. Further optimization 

using rotatable central composite design (RCCD) showed that the highest incremental 

yields of biomass of approximately 1.6 log CFU/ml and 1.4-fold increase in the 

proteinase production were achieved in the culture medium containing 1.5% dried 

anchovy, 0.5% yeast extract, and 2.5% NaCl, at pH 8. The predicted models obtained 

by cubic regression were proved to be adequate. Dried anchovy and yeast extract did 

not influence the proteinase secretion pattern based on the activity staining of a peptide 

synthetic substrate (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC), but molecular weight (MW) of the 
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secreted proteinases varied with NaCl contents and pHs of the medium. A greater 

extent of proteolysis at high NaCl medium was observed based on peptide mass 

fingerprint (PMF). Virgibacillus proteinases in the presence of NaCl preferably 

hydrolyzed dried anchovy proteins at Lys, Arg, and Tyr positions, while in the absence 

of NaCl, they exhibited a specificity for the basic residues Lys and Arg, located at P1 

position on the peptide as evidenced by de novo sequencing. 

Although Virgibacillus sp. SK37 did not grow at 25% NaCl, it can survive 

when cells were pre-incubated in 15% NaCl for 15 min prior to exposure of the 

extreme condition of 25% NaCl. Transcriptome analysis revealed that genes expressed 

for a protective function against improper protein folding (dnaK, grpE, groES, and 

groEL), irreversible denatured proteins (clpP, clpC, clpE, clpX, lonA, and ftsH), and 

oxidative stress (katE and yfkM/yraA) were significantly induced under 15% NaCl.  

The physiological responses were associated with a metabolic shift from the 

tricarboxylic acid cycle (TCA) cycle and oxidative phosphorylation to the ethanol 

fermentative pathway, and the induction of specific oxidative response genes. The cell 

envelop of the strain was rearranged during the NaCl-stress condition. The genes, 

encoding compatible solute transporters, namely sodium/proline symporter, OpuA, 

OpuB/C, and OpuD, were significantly transcribed. The outcome of this research 

would lead to the understanding of the cellular mechanisms of Virgibacillus sp. SK37 

in NaCl-adaptive response and proteinase-producing starter culture with the potential 

application for fish sauce fermentation. 
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