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วัตถุประสงคของการศึกษานี้เพื่อคัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียทีส่รางโปรติเนส จาก
ตัวอยางน้ําปลาที่หมักในระยะเวลาตางๆ และศึกษาผลของอุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง และความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดที่เหมาะสมตอการเจริญ และผลิตโปรติเนสของแบคทีเรียที่คัดเลือก 
ไดคัดแยกแบคทีเรียที่สรางโปรติเนสจากตัวอยางน้ําปลาที่หมักในชวง 1-12 เดือน น้ําคาวปลา 
และเกลือสมุทร จํานวนทั้งสิ้น 50 ตัวอยาง จากแบคทีเรียที่คัดแยกไดทัง้สิ้น 308 ไอโซเลท พบวา 27 
ไอโซเลท สามารถยอยโปรตีนจากปลากะตักไดดี เมื่อระบุชนิดของเเบคทีเรียที่คัดเลือกไดโดยอาศยั
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา พบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางเซลลเปนทอนที่สราง
สปอร (spores) แบคทีเรียแกรมลบรูปรางเซลลเปนทอน และแบคทีเรียแกรมบวกรปูรางเซลลกลม 
จากผลการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rRNA gene พบวาแบคทีเรียดังกลาวขางตนจดัอยู
ในสกุล Virgibacillus, Halomonas, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium และ 
Staphylococcus แบคทีเรียที่สรางโปรติเนสซึ่งยอยโปรตีนปลาไดดทีี่สุด 3 ไอโซเลท คือ SK33, 
SK37 และ SK1-1-5 โดย SK33 และ SK37 มีความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดกับ Vigibacillus 
halodenitrificans DSM 10037 96% และ 95% ตามลําดับ สวน SK1-1-5 มีความเหมือนกบั 
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 95% ดังนั้น SK33 และ SK37 จัดอยูในสกลุ 
Virgibacillus และ SK1-1-5 จัดอยูในสกุล Staphylococcus จากการวิเคราะหผลดวย Phylogenetic 
tree เมื่อประเมินผลรวมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา   และความเหมือนของลําดับ
นิวคลีโอไทดของ 16S rRNA gene พบวา Virgibacillus sp. SK33,  Virgibacillus sp. SK37 และ 
Staphylococcus sp. SK1-1-5 มีแนวโนมทีจ่ะเปนแบคทีเรียชนิดใหม  

สภาวะทีเ่หมาะสมตอการเจริญและสรางโปรติเนสของแบคทีเรียที่คัดเลือกแตละไอโซเลท 
แตกตางกัน Virgibacillus sp. SK33, Virgibacillus sp. SK37 และ Staphylococcus sp. SK1-1-5 
เจริญไดดีที่ระดับเกลือโซเดยีมคลอไรดเขมขน 18, 20 และ 15% ตามลําดับ ในอาหาร fish broth ที่มี
ความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 7.0 ทุกไอโซเลทเจริญไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
Virgibacillus sp. SK33 สรางโปรติเนสไดดีที่สุดเมื่อเจริญในอาหาร fish broth ที่มีระดับเกลือ
โซเดียมคลอไรดเขมขน 25% ที่ 40 องศาเซลเซียส ทั้ง Virgibacillus sp. SK37 และ Staphylococcus 
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sp. SK1-1-5 สรางโปรติเนสไดดีในอาหารที่มีระดับเกลอืโซเดียมคลอไรดเขมขน 5% ที่ 35 องศา
เซลเซียส สารสกัดจากยีสต และกลูโคสไมจําเปนตอการเจริญและผลิตโปรติเนสของแบคทีเรียทัง้
สามไอโซเลท และเมื่อทดลองเตรียมกลาเชื้อเพื่อเรงกระบวนการหมักน้ําปลาจากปลากะตัก พบวา
เมื่อเติมกลาเชือ้ลงในวัตถุดบิคือปลากะตกัที่ผานการยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสในระดับ 0.25% (65 
องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง) และเอนไซมเฟโวไซมในระดับ 0.5% (50 องศาเซลเซยีส นาน 4 
ช่ัวโมง) และมีเกลือสมุทรที่ระดับความเขมขน 25% หลังจากหมักเปนเวลา 120 วัน ปริมาณ
กรดอะมิโนแอลฟาของปลากะตักหมักทีเ่ติม Virgibacillus sp. SK33, Virgibacillus sp. SK37 และ 
Staphylococcus sp. SK1-1-5 มีคาสูงกวาตัวอยางควบคุม (วัตถุดบิที่ไมเติมกลาเชื้อ) ผลที่ไดจาก
การศึกษานีแ้สดงถึงแนวโนมในการใชประโยชนแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท ในกระบวนการหมกั
น้ําปลา  
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The objectives of this study were to isolate and identify proteinase-producing 

bacteria from various  periods of fish sauce fermentation. In addition, the effects of 

temperature, pH, and NaCl concentration on bacterial growth and proteinase 

production of selected strains were investigated. Proteinase-producing bacteria were 

isolated from 50 samples of fish sauce fermented for 1-12 months, fish juice, and solar 

salt samples. A total of 308 bacterial isolates were collected, and 27 of them could   

hydrolyze anchovy proteins. Bacterial identification was performed using 

morphological and physiological characteristics. These bacterial isolates were Gram-

positive and spore-forming rod, Gram-negative rod, and Gram-positive cocci. Based 

on 16S rRNA gene sequences, they were identified as Virgibacillus, Halomonas, 

Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, and Staphylococcus. Three selected 

isolates producing the highest proteinases were SK33, SK37 and SK1-1-5. SK33 and 

SK37 showed sequences homology to Vigibacillus halodenitrificans DSM 10037 96% 

and 95% similarity, respectively. SK1-1-5 showed 95% similarity to Staphylococcus 

saprophyticus ATCC 15305. Thus, SK33 and SK37 were closely related to the genus 

Virgibacillus. SK1-1-5 was identified as the genus Staphylococcus. On the basis of the 
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phylogenetic analyses and the combination of morphological, physiological 

characteristics and 16S rRNA gene sequences, three isolates namely Virgibacillus sp. 

SK33, Virgibacillus sp. SK37 and Staphylococcus sp. SK1-1-5 were likely to be new 

species.  

Optimum conditions for growth and proteinase production of each selected 

isolate were different. The optimum NaCl concentration for growth of Virgibacillus 

sp. SK33, Virgibacillus sp. SK37 and Staphylococcus sp. SK1-1-5 were 18, 20 and 

15%, respectively, in fish broth at the initial pH 7. All isolates grew very well at 35oC. 

Virgibacillus sp. SK33 optimally produced proteinase in the fish broth containing 25% 

NaCl at 40oC. Both Virgibacillus sp. SK37 and Staphylococcus sp. SK1-1-5 showed 

their optimum temperature for proteinase production in fish broth containing 5% NaCl 

at 35oC. Yeast extract and glucose were not needed for bacterial growth and 

proteinase production of three selected strains. The three selected isolates were also 

tested for their ability to accelerate protein hydrolysis of anchovy. Three starter 

cultures were added into anchovy hydrolysate prepared from 0.25% Alcalase® (65oC 

for 2 h) and 0.5% Flavourzyme® (50oC for 4 h) containing 25% solar salt. After 

incubation for 120 days, ∝-amino content of samples inoculated by Virgibacillus sp. 

SK33, Virgibacillus sp. SK37, and Staphylococcus sp. SK1-1-5 were higher than the 

control (without starter culture). These studies demonstrated the potential of three 

selected strains to be used as starter culture for fish sauce fermentation. 
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