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น ้าปลาไดจ้ากกระบวนการหมกัท่ีมีแบคทีเรียหลายกลุ่มเก่ียวขอ้งต่อผลิตภณัฑแ์ละกล่ินรส

จากการศึกษาแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคดัแยกไดจ้ากกระบวนการหมกัน ้าปลาระดบัการคา้ จ านวน 
288 ไอโซเลต พบวา่มี 38 ไอโซเลต ท่ีสามารถสร้างสารกล่ินรสในอาหารเหลวประกอบดว้ยกลูโคส 
สารสกดัจากยสีต ์และทริปโตน ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์และลิวซีนความเขม้ขน้ร้อยละ 5 และ 1 
ตามล าดบั เม่ือคดัเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกจ านวน 4 ไอโซเลต คือ 3MC10-11, 3MR10-3, 
6MR10-7 และ PMC-11-5 จากความสามารถในการเจริญท่ีความเขม้ขน้เกลือสูงและไม่สร้างสาร 
ไบโอจีนิกเอมีนหรือสร้างในปริมาณต ่า ท่ีเม่ือระบุชนิดของแบคทีเรียดว้ยลกัษณะสัณฐาน สรีรวทิยา 
ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene และแบบแผนแถบดีเอน็เอท่ีวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
Restriction fragment length polymorphism ทั้ง 4 ไอโซเลต จดัเป็นชนิด Tetragenococcus 
muriaticus ท่ีต่างสายพนัธ์ุกนั เม่ือเตรียมการหมกัน ้าปลาจากปลากะตกัสดผา่นการยอ่ยและไม่ผา่น
การยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปรียบเทียบกนั ในหอ้งปฏิบติัการท านองเดียวกบัการหมกัแบบดั้งเดิม โดยมี
ชุดควบคุม (ไม่เติมกลา้เช้ือ) และชุดเติมกลา้เช้ือแต่ละเช้ือแยกกนัคือไอโซเลต 3MC10-11, 3MR10-
3, 6MR10-7 และ PMC-11-5 ท่ีมีจ  านวนเร่ิมตน้ 7 Log CFU/มิลลิลิตร ปริมาณร้อยละ 10 ปริมาตร
ต่อน ้าหนกั บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 240 วนั พบวา่ชุดการหมกัท่ีเติมกลา้เช้ือทั้ง 4 ไอโซเลต 
จากท่ีมีจ านวนแบคทีเรียกรดแล็กติกในวนัเร่ิมตน้เท่ากนัโดยเฉล่ีย 5 Log CFU/กรัม เม่ือหมกัได ้180 
วนั ในตวัอยา่งหมกัจากปลากะตกัสดผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ยงัคงมีจ านวนคงท่ี 5 Log CFU/กรัม 
แต่ในตวัอยา่งหมกัจากปลากะตกัสดไม่ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมพ์บ 3, 5, 4 และ 5 Log CFU/กรัม 
ตามล าดบั เป็นจ านวนท่ีค่อนขา้งลดลง ขณะท่ีชุดควบคุมท่ีเตรียมจากปลากะตกัสดผา่นและไม่ผา่น
การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ไม่พบแบคทีเรียกรดแล็กติกและพบจ านวน 4 Log CFU/กรัม ตามล าดบั ในวนั
เร่ิมตน้หมกัของตวัอยา่ง แต่ท่ี 180 วนัของการหมกั พบจ านวน 6 และ 3 Log CFU/กรัม ตามล าดบั 
และไม่พบแบคทีเรียกรดแล็กติกในทุกชุดของการทดลองเม่ือหมกัถึง 240 วนั ในตวัอยา่งหมกัท่ี 
240 วนั เม่ือใชป้ลากะตกัสดผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมพ์บวา่ชุดเติมกลา้เช้ือ 4 ไอโซเลต มีปริมาณ
แอลฟาอะมิโน 770, 763, 839 และ 850 มิลลิโมลาร์  โอลิโกเพปไทด์ 31, 19, 22 และ 18 มิลลิโมลาร์  
ไนโตรเจนทั้งหมดร้อยละ 1.59, 1.70, 1.69 และ 1.71 ตามล าดบั  และพบสารระเหยเด่น เบนซลัดี
ไฮดแ์ละกรดบิวทาโนอิก (ใหก้ล่ินอลัมอนด์) และกรด 3-เมธิลบิวทาโนอิก (ใหก้ล่ินเนยแขง็)  
ขณะท่ีชุดควบคุมมีปริมาณแอลฟาอะมิโน 763 มิลลิโมลาร์ โอลิโกเพปไทด์ 21 มิลลิโมลาร์  
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ไนโตรเจนทั้งหมดร้อยละ 1.63 และพบสารระเหยเด่น ไดเมทิล ไตรซลัไฟดซ่ึ์งเป็นสาเหตุของกล่ิน
อุจจาระ ส าหรับตวัอยา่งหมกัจากปลากะตกัสดไม่ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมท่ี์หมกัได ้240 วนั พบวา่
ชุดเติมกลา้เช้ือทั้ง 4 ไอโซเลต มีปริมาณแอลฟาอะมิโน 810, 821, 852 และ 958 มิลลิโมลาร์  โอลิโก
เพปไทด ์ 20, 21, 17 และ 16 มิลลิโมลาร์ ไนโตรเจนทั้งหมดร้อยละ 1.58, 1.65, 1.62 และ 1.68 
ตามล าดบั  และพบสารระเหยเด่น เบนซลัดีไฮด์และกรดบิวทาโนอิก และกรด 3-เมธิลบิวทาโนอิก  
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ PMC-11-5 มีความสามารถในการสร้างสารระเหยท่ีใหก้ล่ินดีท่ีสุด ขณะท่ีชุด
ควบคุมมีปริมาณแอลฟาอะมิโน 808 มิลลิโมลาร์ โอลิโกเพปไทด์ 17 มิลลิโมลาร์ ไนโตรเจน
ทั้งหมดร้อยละ 1.62 และพบสารระเหยเด่น ไดเมทิล ไตรซลัไฟด ์ซ่ึงเป็นสาเหตุของกล่ินอุจจาระใน
ปริมาณสูงกวา่ตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือทุกตวัอยา่ง จากนั้นไดศึ้กษาจีโนมฉบบัร่างของกลา้เช้ือท่ีใช้
ทดลองหมกัน ้าปลาแลว้ไดก้ล่ินรสดี 2 สายพนัธ์ุ คือ 3MR10-3 และ PMC-11-5 ท่ีไดผ้ลจีโนมขนาด 
2.0 และ 2.1 เมกะเบส ประกอบดว้ยล าดบัรหสัพนัธุกรรมของโปรตีน 2,252 และ 2,626 ชนิด 
ตามล าดบั แบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุมีจีนควบคุมไอออนอนินทรีย ์ (โพเทสเซียมและโซเดียม) และ
สารควบคุมความดนัออสโมติกส าหรับการปรับตวัในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลือสูง และจีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การเกิดกล่ินรสคือ adh และ aldh การศึกษาคร้ังน้ียงัไดต้รวจจบัแบคทีเรียในน ้าปลาไทยระดบั
การคา้ระหวา่งการหมกัช่วง 1-12 เดือน ดว้ยวธีิ Automated ribosomal intergenic spacer analysis 
(ARISA) โดยสกดัดีเอ็นเอของแบคทีเรียโดยตรงจากตวัอยา่งหมกั ซ่ึงพบแอมพลิคอนทั้งส้ิน 232 
ขนาด แต่ละขนาดเทียบไดก้บัแบคทีเรีย 1 สายพนัธ์ุ ผลของการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 
16S rRNA gene ไดล้  าดบัเบสสายสั้น (Read) จ านวน 1,864,163 reads ซ่ึงอยูใ่นช่วง 23,642 ถึง 
87,579 ในแต่ละตวัอยา่งน ้ าปลา และตรวจพบแบคทีเรียในสกุล Tetragenococcus ตลอด
กระบวนการหมกั 12 เดือน จากผลการศึกษาน้ีแสดงถึงแนวโนม้ในการใชป้ระโยชน์แบคทีเรีย 
Tetragenococcus muriaticus ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ (3MR10-3 และ PMC-11-5) เป็นกลา้เช้ือใน
กระบวนการหมกัเพื่อใหก้ล่ินรสท่ีดีในน ้าปลา 

สาขาวชิาจุลชีววทิยา ลายมือช่ือนกัศึกษา__________________________ 
ปีการศึกษา  2556 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษา____________________ 
 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม_________________ 
 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม_________________ 



III 

 

CHOKCHAI  CHUEA-NONGTHON : LACTIC ACID BACTERIA        

AND THE DEVELOPMENT OF FLAVOR IN FISH SAUCE. THESIS 

ADVISOR : ASST. PROF. SUREELAK  RODTONG, Ph.D. 220 PP. 

 

FISH SAUCE/VOLATILE COMPOUNDS/TETRAGENOCOCCUS MURIATICUS/ 

/DRAFT GENOME SEQUENCES/ARISA/BACTERIAL COMMUNITY 

 

 Fish sauce is produced from fish fermentation process involving with several 

bacterial groups developing unique flavor of the product. Thirty eight out of 288 lactic 

acid bacterial isolates obtained from commercial-scale fish sauce fermentation, were 

selected after screening their flavor compound production capability in glucose yeast 

extract tryptone medium containing sodium chloride and L-leucine. Four isolates, 

3MC10-11, 3MR10-3, 6MR10-7, and PMC-11-5, growing well at high salt 

concentration and lacking in producing biogenic amines, were chosen as starter 

cultures for investigating flavor development during fish sauce fermentation. These 

isolates were identified as belonging to different strains of Tetragenococcus 

muriaticus according to their morphological and physiological characteristics, 16S 

rRNA gene sequences, and restriction fragment length polymorphism patterns. The 

fermentation of fish sauce was performed in laboratory scale using fresh anchovy 

compared to proteinase-digested anchovy, without (control) and with inoculating 10% 

(v/w, approximately 7 Log CFU/ml) of the selected starter cultures at 35°C for 240 

days. Lactic acid bacterial counts were rather constant in all inoculated samples and 

control (using fresh anchovy) at approximately 3-5 Log CFU/g during 180 day 

fermentation. At 240 day fermentation of both proteinase-digested and fresh anchovy 

batches, none of lactic acid bacteria was detected in all samples. The inoculated 

samples contained the average α-amino at concentrations of 770 and 810, 763 and 
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821, 839 and 852, and 850 and 958 mM; oligopeptides of 31 and 20, 19 and 21, 22 

and 17, and 18 and 16 mM; and total nitrogen of 1.59 and 1.58, 1.70 and 1.65, 1.69 

and 1.62, and 1.71 and 1.68%, respectively, whereas controls contained α-amino (763 

and 808 mM), oligopeptides (21 and 17 mM), and total nitrogen (1.63 and 1.62%, 

respectively). Major volatile compounds found in all inoculated samples were 

benzaldehyde, and butanoic and 3-methylbutanoic acids, contributing to almond and 

cheesy notes respectively. PMC-11-5 performed the highest volatile compound 

amounts. Sulfur-containing compounds contributing to fecal note, were easily 

detected in all control samples. Strains 3MR10-3 and PMC-11-5 were then chosen for 

draft genome analysis, and the genome sizes of 2.0 and 2.1 Mbp consisting of 2,252 

and 2,626 protein coding sequences, respectively, were achieved. These strains 

contained genes for regulation of inorganic ions (potassium and sodium) and 

osmoprotectants for adaptation to high saline environments, and genes adh and aldh 

involving flavor formation. Bacterial communities in commercial fish sauce samples 

at 1-12 month fermentation were detected using the automated ribosomal intergenic 

spacer analysis (ARISA). A total of 232 amplicon lengths (ALs) representing 232 

bacterial species, were detected. 16S rRNA gene sequences showed 1,864,163 reads 

in the range of 23,642 to 87,579 per sample. Tetragenococcus was found throughout 

12 month fermentation. Results from this study reveal the potential application of the 

selected strains as starter cultures for development of desirable flavor in fish sauce. 
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