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Objectives of this study were to compare fibrinolytic and proteolytic activities 

produced from Virgibacillus sp. SK1-3-7 with those of bacteria isolated from fish 

sauce samples fermented for 1-12 months.  In addition, biochemical characteristics of 

fibrinolytic and proteolytic enzymes from Virgibacillus sp. SK1-3-7 were 

characterized. Virgibacillus sp. SK1-3-7 exhibited the highest fibrinolytic and 

proteolytic activities among 25 strains tested based on the fibrin plate and azocasein 

assay, respectively. Fibrinolytic and proteolytic enzymes from Virgibacillus sp. SK1-

3-7 were partially purified using hydrophobic and ion-exchange chromatography. The 

enzymes with molecular weight of 20 and 36 kDa showed fibrinolytic activity on 

fibrin and casein zymograms. The fibrinolytic enzymes were stable between pH 4-10 

and below 60 
o
C for 1 h. The enzymes were activated by 20 mM CaCl2 and 0.15 M 

NaCl. In addition, these enzymes showed high activity at CaCl2 and NaCl 

concentrations up to 100 mM and 2 M, respectively. In addition, the residual 

fibrinolytic activity of 61% was found at 4 M NaCl, suggesting that these enzymes 
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remained relatively high catalytic activity at extremely high ionic strength conditions. 

The enzymes were completely inhibited by Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

and preferably hydrolyzed Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, suggesting that the enzymes 

were a subtilisin-like serine protease, similar to nattokinase from Bacillus natto. 

Virgibacillus sp. SK1-3-7 enzymes hydrolyzed fibrin to a greater extent than did 

plasmin. In addition, the enzymes were resistant to pepsin and trypsin digestion. The 

fibrinolytic enzymes from Virgibacillus sp. SK1-3-7 could be utilized as a part of 

nutraceutical products to reduce the risk of cardiovascular diseases.  

The proteolytic enzymes of Virgibacillus sp. SK1-3-7 showed optimum 

condition at 60 °C and pH 9. Proteolytic activity was increased about 2 and 1.2 times 

in the presence of 10 mM CaCl2 and 0.5 M NaCl, respectively, indicating the 

characteristic of CaCl2 and NaCl-activated proteases. In addition, proteolytic activity 

still remained in the absence and presence of NaCl up to 4 M. These enzymes 

exhibited stability in the presence of 0.5 M NaCl and 10 mM CaCl2, pH 9 at 37 °C for 

24 h. The proteolytic enzymes were stable between pH 4-10 and below 60 
o
C for 1 h. 

The enzymes were completely inhibited by PMSF and preferably hydrolyzed Suc-

Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, suggesting that it is a subtilisin-like serine protease.  
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Ala                    =        Alanine 

AMC         =        4-Methyl-7-coumarylamides 

Arg           =           Arginine 

Asp                   =         Aspartic acid 

β-ME       =         2-Mercaptoethanol 

Boc                   =         t-Butyloxycarbonyl 

Benz                  =       Benzoyl 

°C             =         Degree Celsius 

CFU/ml            =         Colonies forming unit per milliliter 

cm                     =         Centimeter 
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ml          =    Milliliter 
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MWCO              =    Molecular weight cut-off 

native-PAGE        =    Native-polyacrylamide gel electrophoresis 

PAGE             =    Polyacrylamide gel electrophoresis 

Phe     =    Phenylalanine 

pI    =    Isoelectric point 

%     =    Percent 

PMSF      =    Phenylmethanesulfonyl fluoride 

pNA              =    Nitroanilide 

Pro             =    Proline 

Q              =    Quaternary ammonium 

rRNA             =    Ribosomal ribonucleic acid 

S             =      Protein standard marker 

SBTI             =    Soybean trypsin inhibitor 

SDS-PAGE          =    Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

Ser             =              Serine 

Suc              =    Succinyl 

TCA              =    Trichloroacetic acid 

TLCK             =    N-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 

TPCK              =     N-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone 

Tris             =    Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

FU              =    Fibrinolytic Unit activity 

Val              =    Valine 
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1.1  ��	����	�����	��	����������	 

            ������	
����ก�����	���������������ก�����ก����	�
������������� �!	������� �"�#$%
�������ก� ก���������&����'��
�%��&��!�� ����ก�� ก���������&�������ก� !()���*��"�#$%
������&
 �'�+
�,���&�ก������-�ก� �� �.�� '/��
����0#�ก������� '/��
����0#�ก��
-�,ก�,�)"� '/��
����0#�ก���"����ก�����ก�,
��	1�� 2 '/��
����0#�ก���ก� �-� &��ก���ก� 
�3� (Rao, Tanksale, Ghatege, and Deshpande, 1998) �(��� �I���/���*�� ������	��กJ+�
���ก�!	�	�$����)� ก���� �
 
� &����กJ+���1)	
��*�
 #�ก����	�
���������!	�������	
��
,�,��
"�'�K��	ก��,/�ก��$��ก#�*���I�+L����� 2 � %&ก� ก��M �)"���� ����%� ��	�N/ &�������� 
(Steinkraus, 1989) 
"�$��,ก����	�
����������ก� � %� ��	����������	�S�#�/��0� �,&���	��������
*���-�ก-��������� �(���� ��ก�,/��0� �,������%� *�-�กก����	�
��������� %/�������	
� %����� �
&��ก� 	�����.�� ���� 2 �(����*���	�
.���!	�	�$��$��ก&������
����)��%��(��
����0�"�
���ก�����ก�,	�'����ก	,	1�� 2 #�	�$�� �.�� �)"���� �!��� �ก� ����
��#$�������ก���� 
� �T�����/      
 ������	
��,�,��$�1	�ก���/!%	�ก�,.�/�����-"�/��!	������ก'� � ��T���	��������        
������	
���*���-�ก&,'������ ��ก���"��������ก��#.%#�	��
�$ก���	�$�� �'�1�	�$��� *���ก3	ก 
�� ��	 -�ก��ก"�-� !	��
��#�������	��
�$ก��� 
��*�#$%'/���%	�ก��#.%������	
�������!()�
��1�	� 2 (Rao et al., 1998)  -��$V�� %/��������	
�����'�+
�,������ก�1	&��0Sกก����%�ก�-ก��� %/�
�ก�1	��)�ก"����� %��,'/��
�#-&����ก��W(กJ�	������	��1�	�-�0(��X--�,�� ��1�	�-�ก/��&,'������
.	,�'V���'/��
����0#�ก�����ก�1	��กก/��-���������.�� 	1�� 2  ����)�&,'������.	,�'V�ก������) 
-(����-���,�,��
"�'�K#�	�$��$��ก������ก�1	
S� �.�� �)"���� 	�ก��)�&,'������.	,�'V�	�-
�ก���/!%	�ก�,ก����	�
��������� &��ก��
�%��
��#$%ก�����
���������กJ+��T�����/!	��)"����
#�ก��,/�ก��*����)"������)���-���������.	,�ก�1	 (Halophilic) $�1	���ก�1	 (Halotolerant) ����
&$���!	�������	
���
"�'�K -�ก������!	� Uchida et al. (2004) � %'� &�ก Bacillus subtilis CN2 
-�ก�)"����!	������W�/�� ����(��*���������	
����"����� % �#�
I�/�������� ��� Hiraga et al. 
(2005)  � %'� &�ก Filobacillus sp.  RF-5  -�ก�)"����!	������W����(��
����0*���������	
����� 
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'�+
�,������ก�1	��'/���!%�!%��ก�1	 25% ��	����������0(� Halobacillus sp. SR5-3 ���'� &�ก
-�ก�)"�����(��*���������	
#�ก��������� (Serine protease) &����������	��������ก����%�ก�-ก���
&�����
0���I��#�
I�/�������ก�1	��� ���'�	�� �'/���!%�!%�
S� (Namwong et al., 2006) 
�	ก-�ก��)��&,'������ก�������
�%��������	
�(��'� &�ก� %-�ก�)"���� � %&ก� Tetragenococcus 

halophillus, Corynebacterium sp. Brevibacterium sp., Staphylococcus sp. &�� Virgibacillus sp. 
(Nawong, 2006) 
	 '�%	�ก�,������!	� Sinsuwan, Rodtong, and Yongsawatdigul (2007, 
2008a, 2008b, 2010a, 2010b) ����,&,'������ Virgibacillus sp. 
����0*����	��������ก�1	 �(��
�����	��������$����		ก�	ก�����&����(�	�S�#������-�ก
�������� Virgibacillus sp. SK37 &�� 
SK33 �	ก-�ก��) Phrommao, Rodtong, and Yongsawatdigul (2011) .�).� /���	��������$����		ก
�	ก�����-�ก Virgibacillus sp. SK37 ����กJ+�� �����
"�'�K ��1�	�-�กก�-ก���!	��	�����0Sก
ก����%�&�����
0���I��#�
I�/�������ก�1	��� ���'�	�� �'/���!%�!%�
S� (20-30%)  �	�����
 ��ก���/-� 	�S�#�ก����'�%����,������� (Subtilisin-like protease)  
       ������	
	�กก����$�(�����ก"����� %��,'/��
�#-&����ก��W(กJ��ก���/ก�,'�+��กJ+����.�/- 
�'��!	�������	
����ก���/!%	�ก�,ก��,/�ก��&!V���/!	���1	  $�1	�������ก/���	�������	�
���
�3,��� (Fibrinolytic enzyme) ก���ก� �3,��� (Fibrin)  �ก� -�ก�3,�����-� (Fibrinogen) 0Sก
������������3,��� � ��	�������	�,�� (Thrombin) (EC 3.4.21.5)   ��1�	�3,����ก� ก��
�
�
&���/���/ก��#��
%���1	 -�
���
���#$%�ก� ������1	  (Thrombus) �ก��	�S�,���/+*���!	�$�	 
��1	  (Wolberg, 2007)  ������1	 ����ก� !()�#�$�	 ��1	 & � ����ก/�� Arterial thrombosis &������
��1	 ����ก� #�$�	 ��1	  "� ����ก/�� Venous thrombosis ��1�	������1	 ���$�� 		ก-�ก*���!	�$�	 
��1	 �!%�
S�#�ก��&
��1	  ����ก/�� Embolus �(��������1	 ��)	�-�"�#$%$�	 ��1	 ���	/��/�	1�� 2 �.�� 
�	 $�1	
�	��ก� ก��	� ��� ����ก���กtก��+���)/�� Thromboembolism ���ก�ก��+���)�$����/�"�
#$%�ก� ��'$�/#-&��$�	 ��1	 	� ��� (Deng, Wu, Zhang, Zhang, and Wen, 2010) 
��$�����

���
���#$%�ก� ������1	  � %&ก� *���$�	 ��1	 ��ก��	�ก�
,$�1	T�ก!� $�1	*���$�	 ��1	 &!V� 
$�1	�ก� ก���$��/���!	���1	 .%� �.�� *S%�v/������	�ก��$�/#-/�� *S%�v/�$���'�	 $�1	$���*����  
*S%�v/��!%��wx	ก *S%�v/�$�	 ��1	  "�!	   �/���)�ก��� %��,��$�1	
��,��	���������*��"�#$%�ก� ก��
	�ก�
,$�1	�ก� -�ก��1	 &!V���/���� (Hypercoagulability) #�ก�+�������ก�V ��1	 $�1	�X--��ก��
&!V���/!	���1	 ,��.�� ��กก/���ก�� �.�� *S%�v/�$���*����  *S%�v/���������V�.�� ���� 2 $K����
'��I� &��ก��� %��,��$�1	
��,��	���� �.�� ��'��ก"����  �����%�  �	ก-�ก��) ��1�	�!���#���1	 
�����!()�
��*�#$%ก�-ก���ก����	�
���������1	 � ��-(���
�/�
���
���#$%�ก� ������1	 � % (Werf and 
Jensens, 2004 )  �X--�,���,/����'$�/#-&��$�	 ��1	  ����
��$��
"�'�K����"�#$%��*S%�
��.�/��ก�	�
/��	��'/� -�ก������!	�	�'�ก��	�������ก (World Health Organization) �,/�����.�ก���ก��
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	����ก����� %/���'$�/#-
S�!()�����	�� �,$�(�� �� ����� %/�	�,����$��&������V� #��| �.W. 2548 
��*S%�
��.�/�� %/���'$�/#-&��$�	 ��1	 	� ������/��ก� ������+ 17.5 �%��'� $�1	 30% -�ก
	����ก���
��.�/����)�$� ���/��ก  ���.�ก��	�.���
��.�/�� %/���'$�	 ��1	 &��$�/#-�T���� 27% 
!	�ก���
��.�/����)�$�  �	ก-�ก��)������-�ก
"���ก������ ก����/�
����+
�! (2550) �,/��
'�����
��.�/��-�ก��'$�	 ��1	 &��$�/#-#�&�����|�T���� 61,230 '���	�| '� ���� 17.7% !	�
ก�������)�$�   
 �3,�������ก� !()���)�-�0Sก��	�
���� ����
��� (Plasmin) (EC3.4.21.7)  � �
������"�
$�%����ก����%����
�����-� (Plasminogen) #$%��������������
��� '1	 
��ก����%����
�����-� 
(Plasminogen activator) ���ก	, %/�
��ก����%����
�����-�-�ก��1)	��1�	 (Tissue plasminogen 
activator; t-PA) �S���'��
 (Urokinase) (EC 3.4.21.73) 
&��3M���'��
 (Staphylokinase) (EC 
3.4.99.22) &��
�������'��
 (Streptokinase) (EC 3.4.99.0) (Shah, Zahger, and Ganz, 1995) �(��
0Sก�"���#.%������
���������1	  (Fibrinolytic agent) ���#.%ก��	�S�#��X--�,�� 	������กV�����
���
�3,���!%���%�����'�'�	�!%��&��&���ก� *�!%���'�����1�	� %��,�� �.�� �ก� I�/���1	 		ก#���,,
���� ��	�$��  �ก� 	�ก��&�%�� � ���	�ก��$��/ 
��� �!% ����J &�� 1)	�� (Blann, Landray, and 
Lip, 2002; Bode, Runge, and Smalling, 1996; Turpie, Chin, and Lip, 2002) #��X--�,���,/����
�������ก���/ก�,�	�������	�
����3,���-�ก$���&$��� �������$�����)�� %������%�W(กJ��	�����
��	�
����3,��� ��1�	�"�	�'�'/���S%�����������*���I�+L���1�	
�!I�� (Nutraceutical products) 
&��#��X--�,����$��ก������/�-����ก����1����/��*���I�+L������� 
����0��กJ�$�1	��	�ก��
��'$�	 ��1	 $�/#-� % ��1�	�-�ก/��*���I�+L����������	�������	�
����3,��������W�ก�I��
S� ���
����กก��/�� �������'��
 (Nattokinase; NK) (EC 3.4.21.62) *���-�ก B. natto (Sumi, Hamada, 
Tsushima, Mihara, and Muraki, 1987) *���I�+L�������	������������'��
����	�'����ก	,��)���
/��-"�$����#��%	���� 	����&���$��� &����.1�	���ก��'%�&�ก����ก��		ก�� � %&ก� Nattokinase  
NSK-SD, Jarrow NattoMax JR-154, &�� Natto-K �����%� (Peng, Yang, and Zhang, 2005) 
�	ก-�ก��)��ก/�-�����'%��,&$���!	��	�������	�
����3,���#$�� 2 -�ก-��������� � %&ก� 
Pseudomonas sp., B. amyloliquefaciens, B. subtilis &�� Streptomyces sp. (Kim et al., 1997; Peng, 
Huang, Zhange, and Zhang, 2003; Simkhada, Mander, Cho, and Yoo, 2010; Wang, Chen, Liang, 
and Lin, 2009) 	������กV����������'����������ก���/ก�,�	�������	�
����3,���-�ก&,'��������
�ก�1	 &�%/��-����������ก���/ก�,&,'���������ก�1	 �.�� T. halophillus, Corynebacterium sp., 

Brevibacterium sp., Staphylococcus sp. &�� Virgibacillus sp. /��
����0
�%��������	
� %กV��� 
(Nawong, 2006) &��&,'������ Staphylococcus aureus ��������S%-�กก���������/��.%����/��
����0

�%���	������(����'�+
�,���#�ก����	�
����3,���กV��� (Lack, 1948; Bokarewa, Jin, and 
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Tarkowski, 2006)  ����)�ก��/�-����)-(�����W(กJ�'�+��กJ+�!	�������	
���ก�1	 &����'�+
�,���
#�ก����	�
����3,��� ��1�	#$%�ก� 	�'�'/���S%
"�'�K���-��������
S�ก���"��	�����-�ก&$���#$��
��� &��
�����#.%
"�$��,
����3,���   ��1�	����&�/���#�ก���"���#.%��	�� �	ก-�ก��)�������
&�/���
"�$��,ก������� %����'������.�/I�����	�$��!	������W �(��-��"���
S�	��
�$- 
ก������*����	�����#$%���S�'��
S���	��  
 

1.2  ������ ����!����	��"#�$ 
       1.2.1  ��1�	�����,����,ก�-ก���ก����	�
����3,��� (Fibrinolytic activity)    &�������� 
(Proteolytic activity) !	�&,'������ Virgibacillus sp. SK1-3-7   ก�,&,'���������'� &�ก� %-�ก
��/	�����)"�������$��ก#�.�/� 1-12 � 1	� 
       1.2.2  ��1�	
ก� �	�����&���"�,��
������	����� (Purification)       �/�0(�W(กJ�'�+��J+����
.�/�'��!	��	����������'�+
�,���#�ก����	�
����3,��� (Fibrinolytic enzyme)       &��������
	1�� 2 (Proteolytic enzyme)  
       1.2.3  ��1�	�����,����,'/��
����0#�ก����	�
����3,���!	��	�����,��
�����ก�,���
��� 
�/�0(�W(กJ�'/��'���!	��	�������	�
����3,�����	�	�����#���,,��	�	�$��-"��	� 
 

1.3  ���"&	�����	��"#�$ 

        1.3.1   &,'���������'� &�ก� %-�ก�)"������'/��
����0#�ก��
�%��������	
�����	�
������- 
���&��
����0��	�
���������1	 $�1	�3,���� % 
        1.3.2   �	�����-�ก  Virgibacillus sp. SK1-3-7   ��'/��
����0#���	�
����3,�������,���� 
���
���&�����
0���I��#���,,��	�	�$��&,,-"��	�� % 
        1.3.3   �	�����-�ก   Virgibacillus  sp.   SK1-3-7    ��'/��
����0#�ก����	�
���
����)��%�
������� %$���.�� ��)�#�
I�/����������ก�1	��� ���'�	�� �&��������ก�1	��� ���'�	�� ��!%�!%�

S�0(� 4 ������  
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1.4  ���������ก	 �"#�$ 
            �"�&,'���������'� &�ก-�ก��/	�����)"�������$��ก#�.�/� 1-12 � 1	� -�ก'����.1)	#�
$%	����,���ก���.1)	������-��������� 
�!�-��.�//���� �$�/������'������
������ -"��/� 25 �	��-
�����W(กJ�ก�-ก���ก����	�
����3,���&���	���'��� -�ก��)������,����,ก�-ก���ก����	�

����3,���&���	���'���-�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ก�,&,'��������)� 25 �	����� -�ก��)�
�"�,��
������	�����-�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 W(กJ�
I�/�����$���
���	ก���������ก�����!	�
�	����������'�+
�,���#�ก����	��3,���&���	���'��� �	ก-�ก��)�����,����,'/��
����0#�
ก����	�
����3,���ก�,���
��� �(������
������"�$�%������	�
����3,���� %� ���� �/���)�W(กJ�
*�!	�
I�/�&���	�����#���,,���� ��	�$��-"��	���	ก�-ก���!	��	�������	�
����3,���  
 

1.5  *�����	+�,	#�-+. �� 
       1.5.1   �ก� 	�'�'/���S%�ก���/ก�,�	�������	�
����3,������*���� %-�ก&,'���������'� &�ก� %-�ก
�)"������	 -�����&�/���#�ก���"��	�������#.%#�ก����	�
���������1	  
       1.5.2   �ก� 	�'�'/���S%�ก���/ก�,������	
���*���� %-�ก&,'���������'� &�ก� %-�ก�)"����  
����0 
�����&��������S�'��#$%ก�,�	�����������	
-�ก&,'���������'� &�ก� % 
       1.5.3   ����&�/���#�ก�������*���I�+L�	�$���
�����1�	
�!I�� (Nutraceutical product) 
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����� 2 

��	�
������ก�������	�
�����ก�������� 
 

2.1  �������  
            �������	�
���������������ก �������	�
�	���� ���!�"#��$�%�กก������� &'("��)*�+��)���ก��
��+,-")#�	 	�#( &'(�#��� "#�+ก.��ก��*���+.�/��/	"0 	�.� ��/	"0*"(+�/��) 	�#(ก).� 
������� ��/	"0��	�	�#( 	�#(ก).� -$'$ (Budu) ��/	"0 ��&'�#	�#( 	�#(ก).� 	�"%�- ���� (Ketjab-
ikan) ��/	"0	)#('��� 	�#(ก).� � ���� (Nouc-mam) ��/	"0ก��D$�� 	�#(ก).� �ก��( (Teuk trei) 
��/	"0G#��!H� 	�#(ก).�   ����! (Ishiru) ��/	"0D�.� 	�#(ก).� ���(�(# (Ngam-ya-ye) ��/	"0NO����O�P� 
	�#(ก).� D�"�P (Patis) 	�
��� (Lopetcharat, Choi, Park, and Daeschel, 2001) �������	�
�[ �	��)
�P P#������ �#�P���	�\� ���"#���(������ก����� *'�+ก. ���*P��� (Stolephorus spp.) ���  ���
ก/�ก (Clupeoides spp.)&'(�������P�ก�-	ก�� �� ���P.)� 3:1 ���*�-��%!��,�����ก+�/���
	)�����ก	�
�	)�� 12-18 	'� � ��P��)/"#��# �ก�0+--%��ก�' %�ก����ก� �	D�� +(กP.)�/ก �
  ก+��)���P.)�"#�	�
�[ �	��)"���*)����ก/ก �	�
��/(/	)�� 2-12 P��'��� *'��������	ก�'	  
��� 	ก�'"#� 1 [��� �ก������������+P'�����D 2.1 P.)�ก�ก���"#�	��� %�กก������������
	ก�'"#� 1 %/������������������	ก�'��� &'(ก��	������	ก��  ก��+.�P#+�/	��P��"#�*�.	�
�
 ����(. �$�-��&��	D�� 	D���P# +�/�P��� (Lopetcharat et al., 2001) �������"#�*'��#��กa�/D�	0a
	bD�/�) 	��� �%�ก	ก�'ก��	��#�(�+���"��ก�(��D "��	��# +�/%!���"�#(��/�).��ก�����ก 	�.� 
ก����[ ��������	ก�'%�กก��(. (&��#�&'(	 �*���&���	 P%�ก�)��� +�/%�ก+-�"#	�#("�����
*'�	�
�	D�*"'� +�/ �%,$ก(. (. *�*'� #ก	�
�	 �#� �#&	 ��' + �&�	�#( +�/
����- �*'  ก*�'� P.)�D)ก*[���%/,$ก(. (&'(	 �*���"�����	ก�'ก�'*[���"���"#��/	�(*'�+�/
�/	�(*�.*'� �)�"���P��D)ก�#&� +�/ ��'#*c'�  (Raksakulthai and Haard, 1992; Beddows, 
Ardeshir, and Daud, 1979) 
            	��� �%�ก+-�"#	�#(� -	�\��#�)��P����,��ก��"�	ก�� ��กก).�%!���"�#(�ก�!.� ��� k +-�- 
"#	�#(� -	�\�ก�!.��#�%���#-"-�"P����G��������� ���� �%	ก#�()[� �ก�-ก��(. (P��(&��#�+�/ก��
P����P�����ก�����P"#�	�
���กa�/	bD�/�)  (Raksakulthai and Haard, 1992; Beddows et al., 
1979) Sasithi, Kasemasarn, Liston, and Dollar (1966)  *'���'+(ก   Bacillus, Streptococcus, 
Micrococcus, Staphylococcus   +�/  Coryneform    %�ก�������+�/+-�"#	�#(	��.��#�����%�'	�
�ก�!.�
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� -	ก�� +�/P����,	%��G*'�"#��)��	[��[��	ก�� P$���/��� 20% "#�D#	 � 6.5-7.5 � ก%�ก�#��#
+-�"#	�#(-��P�(D��o!� ����D-���������	�
�+-�"#	�#("#��'��ก�-	ก�� P�!"�"#������ก�/-)�ก��
���ก������� Nawong (2006) *'�+(ก+-�"#	�#(���) (.���������"#����ก��	'� � 1, 3, 5, 7, 9 +�/ 12 
%�ก�) (.��������)���+�/	ก�� P�!"� ����D-).�+-�"#	�#("#�+(ก*'�P����,	%��G��P��)/"#��#	ก�� 
	[��[��P$�,�� 25% � ก%�ก�#�D-).�+-�"#	�#("#���'+(ก*'��#0�ก(��D��ก��D�p��	�
�ก���	��� 	D�� 
	�.�ก�/-)�ก�����ก[ �������� *'�+ก. Staphylococcus, Virgibacillus, Brevibacterium, 

Halomonas, Coronebacterium +�/ Bacillus ��ก�/-)�ก������������(��D-+-�"#	�#(ก�!.�"#�
� -	�\����ก��� ก�!.�� -	�\�P$� +�/+-�"#	�#(ก�'		�\ก�ก ����+-�"#	�#(D)ก� -	�\����ก��� 
*'�+ก.   B. vietnamensis sp. nov. 	�
�+-�"#	�#(+ก��-)ก P����	 �&'P� �� � -	ก�� ���ก��� 
	%��G*'���P��)/"#��#	ก�� 	[��[�� 15% +.	%��G*'�'#��P��)/"#��#	ก�� 	[��[�� 1% +�/D#	 � 6.5-
10 (Noguchi et al., 2004) Filobacillus sp. RF 2-5 	�
�+-�"#	�#("#�+(ก*'�%�ก������� � -	ก�� ���
ก��� P����&���	 P"#��#	P,#(���D"#��#	ก�� 	[��[��P$� 25% (Hiraga et al., 2005) Halobacillus sp. 
SR5-3 ���&���	 P"#��#	P,#(���D"#�	ก�� 	[��[�� 20-35% (Namwong et al., 2006)  Virgibacillus 
sp. SK33 +�/ SK37 	�
�+-�"#	�#(� -	ก�� ���ก���   ����+(ก*'�%�ก�) (.���������[ �*"("#�
���ก*'� 1 	'� � 	%��G*'�"#�D#	 ��. �[���ก)������.)�   4-11   "#� !���$��    20-45    �0�	��	�#(P     
+�/��P��)/"#��#	ก�� 	[��[�� 0-25%  #ก"���(���#0�ก(��D��ก�����&���	 P"#������  ก��� ก
	���� (Extracellular proteases) ����&���	 P"#����*'�����,$กก�/!��ก��"�����&'(	ก�� "#��)��
	[��[���. �[���P$� 20-30%  � ก%�ก�#�&���	 P�#	P,#(���D��	ก�� "#��#�)��	[��[�� 0-30% 
(Sinsuwan et al., 2007, 2008a, 2010a, 2010b; Phrommao et al., 2011)     B. licheniformis RKK04   
��'+(ก%�ก������� 	�
�+-�"#	�#("#����&���	 P�����#�!�P�-��"��)���� �P$�+�/�#	P,#(���D
��	ก�� "#��#�)��	[��[��P$� 30% (Toyokawa et al., 2010)  
            +-�"#	�#(ก�!.�� -	�\�P$�"#�+(ก*'�%�ก������� *'�+ก. Halobacterium salinarum 	�
�
+-�"#	�#("#���'+(ก*'�%�ก�������"#��#�)��	[��[��	ก��  4.4-5.1 &����� ���� Halobacterium 

salinarum P����,���	 �*���&���	 P&'(�����  ก��� ก	���� �����#�!�P�-����ก��"�	ก�� 
P$� (Thongthai, McGenity, Suntinanalert, and Grant, 1992)   +�/   Halobacterium sp. SP1 (1)    
����	�
�+-�"#	�#(� -	�\�P$� (Akolkar, Durai, and Desai, 2010)      '������%��P����,	%��G+�/���
&���	 P"#��/'�-�)��	[��[��[ �	ก�� �. �[���P$�&'(��/��� 25% '�)(	�!�#� Halobacterium 
sp. SP1(1) P����,���	�
�ก���	��� 	D�� 	�.�ก�/-)�ก�����ก������� 	��� ���+-�"#	�#( Halobacterium 
sp. SP1 (1) ��	�
�ก���	��� ��ก�����ก������� D-).�������	D�*"'�+�/+ �N� /��&��#�.�P$���
)��"#� 10 [ �ก�����ก (Akolkar et al., 2010)    � ก%�ก�#�(���#��(���	ก#�()ก�-+-�"#	�#(ก�'+�\ก�ก
"#�+(ก*'�%�ก�������   *'�+ก.   T. halophilus    !"+-�"#	�#(   Staphylococcus  saprophyticus    +�/  
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������  2.1  [��� �ก������������ 
                                      "#��� : Lopetcharat et al. (2001) 

Whole fresh anchovy: solar salt (ratio 3:1) 

Incubation in a cement tank for about 12-18 months 

Membrane filtration 

Brown liquid (Add additive) Solid retentate 

Fish sauce {First or premium| Addition of saturate salt solution (~30% NaCl) 

Incubation in a cement tank about 6 months 

Filter with membrane 

Solid retentate 

Addition of saturate salt solution (~30% NaCl) 

Membrane filtration 

Brown liquid (Add additive) 

 Fish sauce {Low grade| 

Fish sauce {Second| 

 

 

 

 

 

 



9 
 

Micrococcus varians ����(��*�.�#ก��0�กa�����(�/	 #('[ �+-�"#	�#(ก�!.��#� (Steinkraus, 1989) 
. �� Udomsil, Rodtong, Tanasupawat, and Yongsawadigul (2010)    ��(���	ก#�()ก�-+-�"#	�#( T. 
halophilus   ����	�
�+-�"#	�#(ก�'+�\ก�ก"#�	%��G*'���P��)/"#��#�)��	[��[��	ก�� ���.)�     0-25% 
"#�D#	 �  4.5-9.0     +�/D-).�+-�"#	�#(ก�'+�\ก�ก�#��#-"-�"��ก�����P���/	�("#����ก������
�������    
    

2.2   �!������"���!#� 
    +-�"#	�#(� -	�\� P����,%�'%��+�ก*'�	�
� 2 ก�!.� ���)��	[��[��[ �	ก�� "#�	%��G*'�'#

"#�P!' *'�+ก. +-�"#	�#(� -	�\�P$� (Extremely halophilic bacteria) +�/+-�"#	�#("#�� -	�\����
ก��� (Moderate halophilic bacteria) (Holt, Krieg, Sneath, Staley,  and Williams,  1994; Ventosa 
and Nieto, 1995; Ventosa, Nieto, and Oren, 1998) +. Kushner (1993) *'�%�'%��+�ก+-�"#	�#(� -
	�\���ก��	%��G��� ก�� -P� ���P��)/"#��#	ก��   ก	�
� 5 ก�!.� *'�+ก. 1) ก�!.�*�.� -	ก��  
(Non- halophiles) ����	�
�ก�!.�%!���"�#(�"#�	%��G�� ����"#��#	ก�� ���ก).� 1% ����-��"#+-�"#	�#(ก�!.�
�#�P����,"���� 	%��G*'���	ก�� P$�ก).� 1%  2) ก�!.�� -	ก�� 	�\ก�� ( (Slight halophile) 
+-�"#	�#(ก�!.��#�	%��G*'�'#�� ����"#��#	ก��  1-3% 3) ก�!.�� -	ก�� ���ก��� (Moderate 
halophile) +-�"#	�#(ก�!.��#�	%��G*'�'#�� ����"#��#	ก��  3-15% 4) ก�!.�� -	ก�� �. �[���P$� 
(Borderline extremely halophile) +-�"#	�#(ก�!.��#�	%��G*'�'#�� ����"#��#	ก��  9-25% +�/ 5) ก�!.�
+-�"#	�#(� -	ก�� P$� (Extremely halophile) +-�"#	�#(ก�!.��#�	%��G*'�'#�� ����"#��#	ก��  15-32% 
����+-�"#	�#(� -	�\�P$��#�,$ก���D-���+.�� �.0. 1980 	��� �%�ก	ก�'D���"#�"#��#P#+'�	�
�-��	)�ก)��� 
� -��	)�"#��#�)��	[��[��[ �	ก�� P$�	��� �%�กก���/	�([ ����� &'(D-��"/	�P�- Great salt 
lake ����� Utah ��/	"0P���� 	���ก� "/	�P�- Dead sea ��/	"0% ��+'� "/	�P�- Wadi 
natrun ��/	"0 #(��� +�/"/	�P�- Magadi ��/	"0	��(� +�/(��P����,D-+-�"#	�#("#�P����
P��P#+'������+�/	���� ����� (Oren, 2003)  +-�"#	�#(ก�!.��#�	%��G*'���P���+)'�� �"#��#	ก�� 
�)��	[��[�� (.���� ( 15% %�,�� ����) (Saturated NaCl) +�/�)��	[��[��[ �	ก�� "#�	���/P�
. ก��	%��G�� ��/��� 20-25% +.*�.P����,	%��G��P���+)'�� �"#�*�.�#	ก��  +-�"#	�#(ก�!.��#��#
"����$��.��ก��  +".� +�/*�.+�.� �  +-�"#	�#(� -	�\�P$�P����,	���� �"#�*'�&'(���+Nก	%��� 
(Flagella)    +�/*�.	���� �"#�     D-"���ก�!.�"#��#�$��.��	����	�
�". � (Rods)     �'P#+ก���-  	����
 �%	��#�(�	�
���กa�/ก�� +�/ก�!.�"#��#�$��.��	����ก��%/(� ��'P#"���+ก���-+�/+ก��-)ก 
(Variable) ��กa�/&�&��#[ �+-�"#	�#(� -	�\�P$��#P#+'�	��� �%�ก�#ก��P����P��+�&�"#� ('� 
(Carotenoid) 	D�� "������"#��� �ก�� ����(%�ก+P�+'' %����กD-+-�"#	�#(� -	�\�P$���-��	)�"#�
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�#+P�+'' &'(+P�+''%/"�����	ก�'ก���/	�([ �����"������)��	[��[��[ �	ก�� 	D���P$���ก%�
	ก� - ����) ��-��������#ก��P����+)��)& �����P����,"������"#�	ก\-P/P�+ก�P (Gas vacuoles) "��
���&�&��#�#P#��D$��� P#[�) (Oren, 2003)    
            ��(���ก��0�กa���กa�/"��ก�(��D+�/��	)0)�"(�[ �+-�"#	�#(� -	�\����ก��� (���#
*�.��ก	��� 	��#(-	"#(-ก�-+-�"#	�#(� -	�\�P$�  #ก"���+-�"#	�#(ก�!.��#�P.)���G.	%��G��P��D 
+)'�� �"#��#	ก��  	�.�  ����"#�' �	�\� (Salted food) "/	�P�-����	�\� (Hypersaline lakes) 
(Carrasco, Marquez and Ventosa, 2009) ��	ก��  (Salterns) (Wang, Chang, Ng, Chen, and Shyn, 
2008) '��	�\� (Hypersaline soils) (Chen et al., 2009) ����"/	� (Sea water) (Peng et al., 2009) 
P.������+-�"#	�#(� -	�\����ก���P����,	%��G*'����.)��)��	[��[��[ �	ก�� "#�ก)��� ��/��� 
3-30% +�/�)��	[��[��[ �	ก�� "#�	���/P�. ก��	%��G ($.���.)� 3-15% � ก%�ก�#�+-�"#	�#(
� -	�\����ก���%/*�.P����,	%��G��P��D+)'�� �"#�*�.�#	ก��  	�.�	'#()ก�-+-�"#	�#(� -	�\�
P$� +�/(��D-).�	����%/�'P������ �#[��'	�\ก��"#��)��	[��[��[ �	ก�� ���  (Oren, 2003)    
 

2.3  %��&	��' (Protease) 
            &���	 P	�
�	 �*���"#�	�.����ก���(�ก��(. (P��(&��#� ����P����,%��+�ก��/	�"��
��+��.�[ �D��o/	D�*"'�"#�(. (P��(*'�	�
� 2 ��/	�" ��  	 �&'&���	 P (Endoprotease) +�/
	 ก&�&���	 P (Exoprotease) &'(	 �&'&���	 P����%/	�.����ก���(�ก��(. (P��(	D�*"'�"#� ($.
��(��P�(&��#�"�����	ก�'	D�*"'�P�(P��� (Oligopeptide) ��[�/"#�	 ก&�&���	 P%/P��(
D��o/	D�*"'�"#� ($.'���� ก[ �P�(&��#�*'���������	�
�ก�' /��&� (Rawlings and Barrett, 
1992) &���	 PP����,%��+�ก  ก	�
� 4 ��/	�" �����'[ �ก�' /��&�"#�-��	)�	�.����ก���(� 
(Active site) *'�	�
��#�#� (Serine)   ��P� #�  (Cysteine)  + PD��ก  (Aspartic)   +�/	�"��&� 
(Metallo) &���	 P (Hartley, 1960)  	 �*���(. (P��(*N-������ &���	 P"#�P����,(. (P��(
*N-���&'(P.)���G.%�' ($.��ก�!.��#�#�+�/	�"��&�&���	 P  �����#�#�&���	 P	�
�	 �*���"#��#
�#�#� (Ser)  ��-��	)�	�.����ก���(�    �#ก���'D��o/	D�*"'�+--	 �&'	D�"�	'P&'( Catalytic 
triad ��/ก -'�)(�#�#� (Serine)  c#P�'#� (Histidine) +�/ + PD�	" (Aspartate)  � ก%�ก�#��#�#�     
&���	 P P����,,$ก(�-(���&'( 3,4-Dichloro isocoumarin (3,4-DCI), L-3-Carboxytrans-2,3-
epoxypropyl-leucylamido (4-guanidine) (E64), Diiopropylfluoro phosphate (DFP), 
Phenylmethysulfonyl fluoride (PMSF) +�/ Tosyl-L-lysind chloromethyl ketone (TLCK) 
� ก%�ก�#�  �#�#�&���	 P(��P����,%��+�ก  ก	�
� 4  ก�!.�(. (   ����+��.�ก���'D��o/-�
P�(D �#	D�*"'� *'�	�
�&���	 Pก�!.��#�#�"������"#�����("������ (Trypsin-like serine protease) 
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���  D��P��� (Plasmin-like serine protease) &���	 Pก�!.��#�#�"#�"������"#�����(	 �*���*�&�- 
"������ (Chymotrypsin-like protease) ��� ��-"������ (Subtilisin-like serine protease)  &���	 P"#�
"������"#�����( #��P	P (Elastase-like protease) +�/	�"��&�&���	 P (Serine metalloprotease) 
(Morihara, 1974) 

  &���	 Pก�!.��#�#�"������"#�����(ก�-D��P���   (Plasmin-like serine proteases)  ��� ����( 
"������ (Trypsin-like serine protease)  P����,�'D��o/	D�*"'�����+��.�"#���$.����- ก��� 
[ �D��o/	D�*"'�"#��#&�.[��� (Side chain) 	�
���/%!-)ก (Positive charge) 	�.� *��#� (Lys) +�/
 ���%#�#� (Arg) +.&���	 P"#�"������"#�����(ก�-"������P����,�'D��o/	D�*"'�����+��.�
[ �ก�' /��&� ���%��#�*'�P$�ก).�*��#� (Craik et al, 1985) ��[�/"#�&���	 P"#�"������"#�����(
ก�-D��P�������P����,�'	D�*"'�����+��.�[ �ก�' /��&�*��#�*'�P$�ก).� ���%��#�   P.)�
&���	 Pก�!.�"#�"������"#�����(*�&�"������ (Chymotrypsin-like protease) ��� ��-"������ 
(Subtilisin-like protease)   P����,�'D��o/	D�*"'�"#��#&�.[���	�
�ก�!.� /&����ก (Aromatic 
group) ��� ก�!.�*�.�#[��) (Hydrophobic group) 	�.� *"&��#� (Tyr) N���� /���#� (Phe) +�/��)�#� 
(Leu) P�����-&���	 P�#�#�"#�"������"#�����( #��P	P (Elastase-like protease) �#�)��%��	D�/. 
	D�*"'�"#���$.����- ก���	�
�ก�' /��&�"#��#&�.[���	�
�D)ก /��N��ก (Aliphatic group)     	�.� 
 /���#� (Ala) +�/&���	 Pก�!.��#�#�	�"��&�&���	 P (Serine metalloproteases) 	�
�&���	 P
"#���กa�/%��	D�/�� � �ก��&��/"#��#��/%!-)ก 2 ��/%! (Divalent metal ions) ��ก��	�.����ก���(�  

  � ก%�ก�#�P����,+-.���/	�"[ �&���	 P���.�D#	 �"#�	���/P�. ก��	�.����ก���(� *'� 
	�
�&���	 P"#�P����,	�.����ก���(���P��)/"#�	�
�ก�' (Acid protease) ก��� (Neutral protease) 
+�/'.�� (Alkaline protease) ����&���	 P%�ก+-�"#	�#(ก�!.�-�����P &'(P.)���G.%��+�ก  ก	�
� 
2 ก�!.����ก k ��  &���	 P"#�+P'�ก�%ก�����P��)/"#�	�
�ก���+�/&���	 P"#�+P'�ก�%ก�����
P��)/"#�	�
�'.�� (Godfrey and West, 1996) ����&���	 P"#�+P'�ก�%ก�����P��)/"#�	�
�ก��� 
(Neutral protease) +P'�ก�%ก���*'����.)�D#	 �"#�+�- &'(�#�.)�D#	 � 5.0-8.0 P����,"��)��
�� �*'����P.������ ���ก��	�.����ก���(���� +�/&���	 Pก�!.��#��#��กa�/"#�P����G�� �#�)��%��	D�/
	%�/%�. ก�' /��&�"#�*�.�#[��) (Hydrophobic amino acid) '�)(�!�P�-����ก��"�. �)���� �"#�
���[ �&���	 Pก�!.��#�%��P����,���	D�� �)-�!��/'�-ก��(. ([ �&��#� (Degree of hydrolysis) 
����P����,"��ก�����- !���$�����P$�	D�� �/� ��� �(!'ก��	ก�'���ก���(�"#�	ก�'[���*'� (Godfrey and 
West, 1996) � ก%�ก�#�&���	 P"#�+P'�ก�%ก�����P��)/"#�	�
�ก���-�����'	�
�	�"��&�&��-
�	 P (Metalloprotease) �����#�)��� �ก��&��/��ก��	�.����ก���(� *'�+ก. B. licheniformis BBRC 
100053 ���&���	 P"#�	�.�ก�%ก���"#�D#	 � 8 +�/ !���$�� 45  �0�	��	�#(P �#�)��	P,#(����.)�
D#	 � 7-11 %�' ($.��ก�!.�	�"��&�&���	 P (Nejad, Yanghmaei, and Hosseini, 2010)   ��[�/"#�
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&���	 P"#�+P'�ก�%ก�����P��)/"#�	�
�ก���P.)���G.%�'	�
��#�#�&���	 P (Serine protease) 
����&��/*�.�#��. ก��	�.����ก���(� (Rao et al., 1998) *'�+ก. B. subtilis JB1 ���	 �*���"#������
  ก��� ก	���� D#	 �"#�	���/P�. ก��	�.�ก�%ก����� "#� 7.5 +�/�#�)��	P,#(�"#�D#	 � 4-8 (Sung 
et al., 2010) B. laterosporus ���&���	 P"#�"�����*'�'#"#� !���$�� 40  �0�	��	�#(P D#	 � 7 
(Usharani and Muthuraj, 2010) 
  &���	 P"#�+P'�ก�%ก���"#��#�.�D#	 �"#�	�
�'.�� (Alkaline protease) +P'�ก�%ก���*'�P$�
���.)�D#	 � 8.1-12.0  !���$��"#�	���/P�. ก��+P'�ก�%ก���[ �&���	 Pก�!.��#��� ��/��� 
50-80  �0�	��	�#(P +�/�#�)��%��	D�/	%�/%�ก�-P�������"#����ก���( '�)(	�!���#�"�����          
&���	 Pก�!.��#�	���/P�����- !P��ก���P������/���� (Detergent) (Roa et al., 1998; Maurer, 
2004) 	�.� Bacillus sp. B001 ���	 �*���"#��#�.�ก�%ก���ก��(. (P��(&��#�P$� 	 �*���+P'�
ก�%ก���*'�P$�"#�D#	 � 10  +�/ !���$��"#�	���/P�. ก��+P'�ก�%ก���[ �	 �*��� ��  60   �0�- 
	��	�#(P (Deng et al., 2010)  Bacillus sp. Y ���	 �*���"#�+P'�ก�%ก���*'�'#"#� !���$�� 50  �0�- 
	��	�#(P +�/D#	 � 12 ����	 �*���(�����#ก�%ก���	���  ($.,�� 60% "#�D#	 � 12 	�
�	)�� 5 ���)&�� 
(Mala and Srividya, 2010)  Bacillus sp. PN51 D-�� !%%��/������)	��� '��ก�.�)�#0�ก(��D��ก��
���&���	 PP$� +�/	 �*���+P'�ก�%ก���*'�'#"#� !���$��   60    �0�	��	�#(P  D#	 � 10   %�'	�
�
�#�#�&���	 P (Tanskul et al., 2009)  B. mojavensis A21 ����#�#�&���	 P ����+P'�ก�%ก���*'�'#
"#� !���$�� 60  �0�	��	�#(P D#	 �"#�	���/P��� "#� 8.5 +�/	P,#(����.)�D#	 � 7-12 (Haddar, 
Bougatef, Agrebi, Sellami-Kamoun, and Nasri, 2009)  B. laterosporus AK1 ����#�#�&���	 P
+P'�ก�%ก���*'�'#"#� !���$�� 75  �0�	��	�#(P +�/"#�D#	 � 9 	 �*����#	P,#(���D"#� !���$��P$� 
(Arulmani et al., 2007)  B. megaterium  ����#�#�&���	 P  !���$��"#�	���/P�. ก��+P'�
ก�%ก���"#� 50  �0�	��	�#(P +�/D#	 � 10 � ก%�ก�#�(���#�)��	P,#(�"#��.)� !���$�� 30-45  �0�-
	��	�#(P +�/�.)�D#	 � 7.5-9.5 (Yossan, Reungsang, and Yasuda, 2006)   � ก%�ก�#�  B. clausii 
GMBAE 42 ����#�#�&���	 P ����+P'�ก�%ก���*'�P$�"#� 50  �0�	��	�#(P +�/D#	 � 11.3 (Kazan 
et al., 2005) 
 

2.4  !2�'��
&	���"���!�����%��&	��'��ก �!������"���ก�3� 
Halobacterium salinarium 	�
�+-�"#	�#(� -	�\�"#����	 �*���&���	 P����+P'�

ก�%ก���*'�'#"#�D#	 � 8 +�/�#�)��	P,#(�"#�	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[�� 25% (Norberg and 
Hofsten, 1969) &���	 P%�ก+-�"#	�#(� -	ก�� ���ก��� Bacillus sp. ������'+(ก*'�%�ก	ก�� 
P�!"�"#�(��*�.�#ก��N ก[�)   ���&���	 P"#�+P'�ก�%ก���"#�	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[��    0.5 
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&����� (Kamekura and Onishi, 1974)   ���	�#(+-�"#	�#(P�(D��o!� 172 P1 ������'+(ก*'�%�ก����"/	�
P����,����#�#�&���	 P����+P'�ก�%ก���*'�P$�"#�	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��	[�� 25-30% +�/
	 �*����#	P,#(���D"#�	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[�� 25% +�/+P'�ก�%ก���*'�'#"#� !���$�� 70-80 
 �0�	��	�#(P D#	 �"#�	���/P�. ก��+P'�ก�%ก����� D#	 �  10.7  +�/	 �*����#	P,#(���D"#�     
D#	 �  6.0-7.0 (Kamekura and Seno, 1990)  

(���#��(���	ก#�()ก�-	 �*���"#����%�ก+-�"#	�#("#�� -	ก�� ���ก��� "#���'+(ก*'�%�ก��-
	ก�� +�/'��	�\� &'( Sanchez-Porro, Mellado, Bertoldo, Antranikian, and Ventosa  (2003) *'���'
+(ก+-�"#	�#(� -	ก�� ���ก���"#����	 �*���&���	 P ���������  ก� ก	����*'�P$�"#�P!'%�ก
"�����' 26 * &�	�" +�/�/-!).�	�
�+-�"#	�#( Pseudoalteromaonas sp. CP76 	��� "��-��P!"o��+�/
0�กa��!�P�-��"���#)	��#[ �	 �*��� D-).�	 �*���+P'�ก�%ก���P$�"#� !���$�� 55  �0�-
	��	�#(P "#�D#	 � 8.5 +�/�#	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[�� 7% � '%��#	P,#(���D��P��)/"#��#
	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[�� 0-4 &����� +�/D#	 � 6-10 �#[��'&�	�ก!� 38 ก�&�'���� � ก%�ก�#�
(���#��(���[ � Karbalaei-Heidari, Ziaee, and Schaller (2007a) +�/ Karbalaei-Heidaria, Ziaeea, 
Schallerb, and Amoozegar (2007b)  *'�"��-��P!"o��+�/0�กa��!���กa�/"���#)	��#[ �	 �*���"#�
�����  ก%�ก	����[ � Salinivibrio sp. AF2004 ����	�
�	 �*���"#��#[��'&�	�ก!� 31 ก�&�'���� 
����	 �*���+P'�ก�%ก���P$�P!'"#� !���$�� 55 +�/ 65  �0�	��	�#(P D#	 � 8.5  +�/	ก�� &�	'#(�-
�� *�'�	[��[�� 0-0.5 &����� (���*�ก).����� 	 �*���P����,+P'�ก�%ก���*'�"#�	ก�� &�	'#(��� -
*�'�P$�,�� 0-4 &����� 	 �*����#	P,#(���D"#�D#	 � 5.0-10.0 %�' ($.��ก�!.�	�"��&�&���	 P 
(Metalloprotease) � ก%�ก�#�(���#	P,#(���D���)"���/��(P�� ��"�#(� (Organic solvent) ��� 
+ �ก c �� %�ก��ก��0�กa��#��#����	�\��!�P�-��&''	'.�[ �&���	 P%�ก+-�"#	�#(� -	ก��  
Salinivibrio sp. AF2004 "#�P����,���*���/(!ก�������/--"#��#P���/��( ��"�#(� Dodia et al. 
(2008) ��(���	ก#�()ก�-&���	 P"#����&'(+-�"#	�#(� -	ก�� +�/'.�� Haloalkaliphilic bacterium 
sp. AH-6   �������	 �*����#[��' 40 ก�&�'���� P����,	�.�ก�%ก�����	ก�� &�	'#(��� *�'�
	[��[�� 0.15 &����� +�/�#	P,#(���DP$����.)�D#	 �"#�	�
�'.����  8-13 +�/�#D#	 �"#�	���/P�. 
ก��+P'�ก�%ก���"#� 9-11 �#	P,#(���D���.)�[ �	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[�� 0-4 &����� 
Karbalaei-Heidaria, Amoozegar, Hajighasemi, Ziaee, and Ventosa (2009) "��-��P!"o��	 �*���%�ก 
Halobacillus karajensis MA-2 ����	�
�+-�"#	�#(� -	�\����ก���    &'(	 �*���+P'�ก�%ก���*'�
'#"#� !���$�� 50  �0�	��	�#(P D#	 �  9  "#��/'�-	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[�� 0.5 &�����  #ก"���(��
D-).�	 �*���(����+P'�ก�%ก���*'���P��)/"#��#&�	'#(��� *�'�	[��[�� 3 &����� +�/D#	 �"#�
	���/P�. ก��+P'�ก�%ก��� ($.���.)�D#	 � 5-12 	 �*���%�'	�
��#�#�	�"��&�&���	 P 
(Serine metalloprotease)  � ก%�ก�#�(���#��(���	ก#�()ก�-&���	 P"#����%�ก+-�"#	�#(� -	ก�� "#�  
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��'+(ก*'�%�ก ����  &'(��(���[ � Kim, Kim, Kim, Choi, and Kong (2009)   D-&���	 P"#�
���*'�%�ก Bacillus sp. SJ-10 ��'+(ก*'�%�ก������ก���ก+--	ก���# (Squid jetogal) &���	 P"#�
���*'�"�	ก�� P$�+�/�#	P,#(���D"#�D#	 � 5.0-10.0 +�/P��)/"#�	���/P�. ก��+P'�ก�%ก���
[ �	 �*�����  D#	 � 8.0 "#� !���$�� 35±5  �0�	��	�#(P +�/�)��	[��[��[ �&�	'#(��� *�'�"#�
	���/P�. ก��+P'�ก�%ก���[ �	 �*�����  5% Vidyasagar, Prakash, Mahajan, Shouche,  and 
Sreeramulu (2009)   D-).�   Chromohalobacter sp. TVSP101 ����	�
�+-�"#	�#(� -	ก�� P$����
	 �*���"#��#�!�P�-��"��)���� �+�/"�'.��P$� 	��� �%�ก !���$��+�/D#	 �"#�	���/P�. ก��
+P'�ก�%ก�����  75  �0�	��	�#(P +�/D#	 � 8 �����'�- � ก%�ก�#�(��+P'�ก�%ก���P$�"#�
 !���$�� 60-80  �0�	��	�#(P +�/�#	P,#(���D���.)�P��)/"#�	�
�'.��D#	 � 7-10 (���*�ก).����� 
	 �*���%�ก Chromohalobacter sp. TVSP101 (��+P'�ก�%ก���*'�'#+�/�#	P,#(���D"#��)��
	[��[��	ก�� P$� 4.5 &�����   

�!�P�-��"���#)	��#[ �	 �*���"#����%�ก+-�"#	�#(� -	ก�� P�!�*'�'������"#� 2.1 ����

&'("��)*�&���	 P"#����%�ก+-�"#	�#(� -	ก�� ����%�'	�
��#�#�&���	 P 	 �*���ก�!.��#�+P'�

ก�%ก���*'�'#��P��)/'.�� (pH 8-11) �#[��' ($.���.)� 19-50 ก�&�'����  !���$��"#�	���/P�. 

ก��+P'�ก�%ก�����  30-60  �0�	��	�#(P �#	P,#(���D���.)� !���$�� 40-60  �0�	��	�#(P +�/

�.)�D#	 � 5-13  

 

2.5   �!������"���ก�3����ก��� Virgibacillus  �Q%��&	��'��ก Virgibacillus               
            Hendrickx et al. (1998) 	�
��$������� Pก!�[ �+-�"#	�#( Virgibacillus ������	�
�+-�"#	�#(+ก
��-)ก"#�� -	ก�� ���ก���      P����,P����	 �&'P� �� (Endospores)        +�/�����"'P -
-)ก�����ก���(�  Catalase  +�/  Oxidase   	�
�+-�"#	�#("#�P����,	���� �"#�*'� (Motile)     �$��.��
	����	�
�". �   	%��G*'�'#��P��)/"#��#  ก��	%� (Aerobic condition)      P����,	%��G*'����.)�D#
	 �ก)�����  4-11 "#� !���$�� 20-45  �0�	��	�#(P   +�/P��)/"#��#	ก�� 	[��[�� 0-25% D-*'���'��
	�\� (Saline soil)   ����"/	� (Sea water)   ��	ก��  (Saltern)  "/	�P�-����	�\� (Saline lake) (Chen et 
al., 2009; Peng et al., 2009; Wang et al., 2008; Carrasco et al., 2009)  � ก%�ก�#�(��D-*'���
 �������ก    	�.� ������� (Nawong, 2006)   +�/������  (Chamroensaksri, Akaracharanya, 
Visessanguan, and Tanasupawat, 2008)       �#��(���"#�+P'�,���)��P����,��ก�����&���	 P 
[ � Virgibacillus sp. &'( Nawong (2006)   D- Virgibacillus sp. SK33 +�/ SK37   P����,���
	 �*���"���"#���� ($.ก�-	����+�/"#������  ก� ก	����  ����P����,(. (���ก/�ก+�/	��#�*'�'# 
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+�/	��� '��ก�.�)P����,	%��G*'�'#�� ����	�#�(�	��� "#��#&��#�%�ก���ก/�ก	�
� �����/ก -
P����G     +�/�#	ก�� &�	'#(��� *�'�	[��[��       25%     '��������"#�*'�%�กก��0�กa��#�+P'����	�\�
,��+�)&�����ก�������/&(���+-�"#	�#("��� 2  P�(D��o!�    	D�� 	�.�ก�/-)�ก�����ก�������   . ��   
Sinsuwan et al.  (2007, 2008a, 2008b, 2010a, 2010b) 0�กa��!���กa�/[ �	 �*���"#������  ก
� ก	����+�/"#���� ($.ก�-	����%�ก  Virgibacillus sp. SK37  +�/	 �*���"#������  ก� ก	����%�ก 
Virgibacillus sp. SK33  #ก"��� Phrommao et al. (2011)      0�กa��!���กa�/[ �	 �*���"#������  ก
� ก	����%�ก     Virgibacillus sp. SK37        %�ก��(���'��ก�.�)D-).�&���	 P%�ก Virgibacillus 
sp. ����,$กก�/!��ก�%ก���"#��/'�-�)��	[��[��[ �	ก�� �. �[���P$���   20-30%  � ก%�ก�#�&���-
	 P�#�)��	P,#(���	ก�� "#��#�)��	[��[��P$� 0-30% (����"#� 2.2) 	 �*���%�' ($.��ก�!.�&���	 P  
 
&�������  2.2  �!�P�-��"���#)	��#[ �&���	 P%�ก Virgibacillus "#���'+(ก*'�%�ก+��.�.�� k 
 

Bacteria Characteristic Source Reference 

Virgibacillus sp. SK33 
 

 

 

 

 

Virgibacillus sp. SK37 
 

 

 

Virgibacillus 
marismortui (NB2-1) 
 
Virgibacillus 

pantothenticus     
 

Extracellular proteases showing 
activity and stability at high NaCl 
concentration (25%) 
Extracellular protease showing high 
stability in various organic solvents 
(25%, v/v) 
Extracellular proteases showed 
activity and stability at high NaCl 
concentration (20-30%) 
 
Extracellular proteases showing 
activity at 5% NaCl  
 
Thermostable alkaline protease  

Thai fish 
sauce 
 
 
 
 
Thai fish 
sauce 
 
 
Pla-ra 
 
 
Fresh 
chicken 
meat 
sample 

Sinsuwan et al. 
(2010a, 2010b) 
 
 
 
 
Phrommao et al. 
(2011); 
Sinsuwan et al. 
(2007) 
Chamroensaksri 
et al. (2008) 
 
Gupta et al. 
(2008) 
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"#�����(��-"������   (Subtilisin-like protease)        (���*�ก).�����   Yongsawatdigul,   Rodtong,   and 
Raksakulthai (2007) P����,��� Virgibacillus ����/(!ก�+�/D�p��	�
�ก���	��� P�����-
ก�/-)�ก�����ก�������	D�� �'�/(/	)��ก�����ก���P�����%�ก  12  	'� � 	�
� 4 	'� �     *'�P��	�\% 
 (.��*�ก\��%/	�\�*'�).��#��(���	ก#�()ก�-&���	 P"#����%�ก+-�"#	�#(� -	ก�� ���ก��� ($.
��ก��( +.�#��(���	ก#�()ก�-ก��0�กa��!�P�-��[ �&���	 P"#����%�ก  Virgibacillus  �� (��ก  
� ก%�ก�#��#��(���   Virgibacillus pantothenticus        ���������&���	 P  ก� ก	��������%�' ($.��
ก�!.��#�#�&���	 P      �#�!�P�-��"��� �+�/"�����*'�'#��P��)/"#�	�
�'.�� (����"#� 2.2) ������'
+(ก*'�%�ก�) (.��	��� *ก.P'&'(	 �*���+P'�ก�%ก���*'�P$�"#� !���$��  50   �0�	��	�#(P     +�/
D#	 � 10 	 �*����#	P,#(���D"#� 50  �0�	��	�#(P +�/D#	 � 10   #ก"���D-).�	 �*����#ก��P$G	P#(
ก�%ก���	�\ก�� (	���  ($.��P��)/'.��"#�D#	 � 10 &'(�#�.�ก�%ก���	���  ($. 85% +�/*�.�#ก��
P$G	P#(ก�%ก���	�("#� !���$��   50    �0�	��	�#(P        (Gupta, Joseph, Mani, and Thomas, 2008) 
� ก%�ก�#� Chamroensaksri et al. (2008)      ��(���	ก#�()ก�-	 �*���"#������  ก��� ก	����%�ก 
Virgibacillus marismortui (NB2-1)  ����	�
�+-�"#	�#(� -	ก�� ���ก���+�/��'+(ก%�ก������).�
�#P��)/"#�	���/P�. ก�����&���	 P"#�&�	'#(��� *�'�	[��[��   15%   D#	 �  9    +�/ !���$��   
30    �0�	��	�#(P  ก�%ก���[ �&���	 P"#����*'�%�ก+-�"#	�#(P�(D��o!��#�,$กก�/!��'�)(&�	'#(�
�� *�'�	[��[�� 5% (����"#� 2.2)  "#�D#	 � 10 +�/ !���$�� 50  �0�	��	�#(P     '������%/	�\�*'�).�
&���	 P%�ก Virgibacillus �#0�ก(��D��ก����/(!ก������ !P��ก���"#��#	ก�� P$�       	��� �%�ก
�#�)��	P,#(�. 	ก�� "#��#�)��	[��[��P$�   
 

2.6  ก�Tกก�� �#�&
������3�U �Qก��'����	����3�U 
            ก��+[\��)[ �	�� ' (Blood coagulation) 	�
�ก�/-)�ก��"���#)	��#"#�P����G[ ��.��ก�(
	D�� ���	�� '+[\��)+�/�O'-�'+��"#�	ก�'[��� "����#�� � �0�(�)��P�'!��/�).�� 2 ก�/-)�ก�� ��  
ก�/-)�ก��+[\�	�
�����	�� ' (Blood clotting) +�/ก�/-)�ก��P��(����	�� ' (Blood clot 
dissolution ���  Fibrinolysis) ����ก�*กก������	�� '	ก�'[���	��� �� '	�� '	ก�'-�'+��   	ก�\'
	�� ' (Platelet) %/�#ก�� -P� �&'(	ก�/�'ก�-� ���	%� (Collagen) "#� ($.������[ �	(�� -!��)
[ ������� '	�� ' (Subendothelial layer) %�ก����ก���$���	ก�\'	�� '%/�����P��	��# *'�+ก. 
Adenosine diphosphate (ADP), Thromboxane A2 (TXA2)  +�/   Serotonin  P��	��#"#������  ก��
�#�%/*�ก�/!�����	ก�\'	�� '"#� ($.[���	�#(������P��  ก��	�.�ก�� ����	�
����ก���(�"#�	ก�'[���	 � 
(Autolytic reaction)    ����P��	��#"#���. (  ก��"���������[ �	ก�\'	�� '	ก�'ก��	��#�(��$��.���#��
"�����	ก�\'	�� 'P����,%�-ก�--��	)�(�'	ก�/[ �	ก�\'	�� ' (Platelet receptor; GPIIb/IIa) 	ก�'
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&����.��"#�	�#(ก).� 	D�"	�"D��ก (Platelet plug) [��� �����#�� !'+��-��	)�b#ก[�'+.ก��	ก�'	D�"-
	�"D��ก	D#(� (.��	'#()*�.	D#(�D . ก�� !'+��"#�	ก�'[��� %���#ก�*ก[���"!�(�$�� (Secondary 
hemostasis) 	�#(ก).� ก��	ก�'����*N-��� (Fibrin clot) '��+P'����$�"#� 2.2 ������/ก -'�)( 2 
[��� � ��  Intrinsic pathway ��� "#�	�#(ก).� Contact factor pathway +�/ Extrinsic pathway  &'( 
Intrinsic pathway %/	ก�'����%�ก	(�� -!��)[ ������� '	�� ' (Endothelium cell) 	ก�'-�'+��  
&'(���&��#���ก�/+P	�� ' *'�+ก.   Factor XII,  XI,  XI, X,  II +�/ VIII       	D�� ก�/!��	 �*���
o� �-�� (Thrombin) ��� ($.���$�"#�D�� �"����� (Active form) %�ก����	 �*���o� �-��"#�,$ก
ก�/!��P����,	��#�(�*N-��&�	%� (Fibrinogen) 	�
�*N-��� (Fibrin)  P.)� Extrinsic pathway %/
	ก�'[���	���  )�()/*'���--�'+��&'(�# Factor III +�/ Factor VII 	�
���%%�(P����G  &'( Factor III 
��� "#�	�#(ก).�"���$+N�	 �� (Tissue factor; TF) %/,$ก��. (  ก��+��)�)��)ก�-&��#���
ก�/+P	�� ' 	ก�'	�
�P����/ก -	����� �"#�P����,ก�/!��	 �*���o� �-����� ($.���$�"#�D�� �
"�����%�*'�����*N-��� (Fibrin clot) �����#�� !'+��-��	)�b#ก[�'*'� (.���#��/P�"o���D  (Walsh 
and Ahmad, 2002) 
 

 
 

������  2.2  +����Dก�*กก��+[\��)[ �	�� '+�/ก��P��(����	�� ' 
               "#��� : Walsh and Ahmad (2002) 
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            ก��P��(����	�� ' (Fibrinolysis)     	�
�ก�/-)�ก��"���#)	��#���.��ก�("#�P����G 
	��� �%�ก).�	��� �#ก��P����*N-���	ก�'[���-��	)�[ ��� '	�� '"#�*'���--�'+��       �.��ก�(� ��#
ก��P��(����	�� '  ก	D�� ��กa�P�'!�����/--ก��*��	)#(�[ �	�� '	�
��ก�     +�/�� �ก��
*�.���	ก�'&���� '	�� '��)�% !'��               �����#ก�*ก[ �ก��P��(����	�� '   (Fibrinolysis)      
&'(P��ก�/!��D��P��&�	%�	��� 	(��  (Tissue plasminogen activators)   ก�/!�����D��P��&�	%� 
(Plasminogen)  	��#�(�	�
� (Plasmin)     ����	�
�	 �*���&���	 P"#�"������"#�P��(*N-���	��� 	ก�'
ก��P���+������ '	�� ' (Werf and Jensens, 2004 )  '��+P'����$�"#� 2.2  
 

      2.6.1  �����V"�V�ก��'����	����3�U 
               ����%%!-���#ก�����(�"#��#��	�.�ก��	��#�(�D��P��&�	%����	�
�D��P������ "#�	�#(ก).� (�
P��(����	�� ' (Fibrinolytic agents) �������กa�&���� '	�� '��)�% !'�� 	�.� &��ก����	��� ��)�%
�(	b#(-D��� &����)�%[�'	�� ' 	�
��� ก����กa�&���� '	�� ' +-.�*'�	�
� 2 +�)"��  ��  
ก�����(���-��/"�� ���  ���(�"#�b#'	[��	P��	�� '  � ก%�ก�#�(�P��(����	�� '%��+�ก  ก	�
� 2 
��/	�" ��  (�P��(����	�� '"#�"������"#�ก�/!��D��P��&�	%�	�
�D��P��� (Plasminogen 
activator) ����"������"#�P��(*N-���	��� 	ก�'ก��P���+������ '	�� ' +�/(�P��(����	�� '"#��#
�!�P�-������(ก�-D��P��� (Plasmin-like protein) ����(�P��(����	�� '"#��#�!�P�-������(ก�- 
D��P���  ��   	 �*���(. (P��(����	�� '   (Wang et al., 2006)       P�����-(�ก�!.�.�� k "#������
ก����กa�&���� '	�� '��)�%�#'��. *��#� (����ก��"�����[ �	ก�\'	�� ' (Antiplatelet agents) 
,$ก���	D�� �� �ก��ก��	ก�'����	�� '��� [(�(�� '	�� ' + P*D��� (Aspirin) 	�
�(�"#����P��(����
	�� '+�/(�-(���ก���)��)ก��[ �	ก�\'	�� ' 	��� ���(�	D#(������	'#()%/"�����ก��"�����[ �	ก�\'
	�� '	��#�(�+���*�*'����,�� 7-10 )�� &'(�ก�+��)+ P*D���%/,$กP������ก�-�$�"#�	�
�&��
ก����	��� ��)�%�(	b#(-D��� (ก��D� 	���	D\G+P�, 2542) P.)�(� ��� k "#����  *'�+ก. *'*D��'�&�� 
(Dipyridamole) &��D�&'ก&�� (Clopidogrol) +�/*"&'D�'#� (Tidopidine) (�	��.��#��#�"o����ก��
(�-(�����%%�("#�P.�	P���ก���)��)[ �	ก�\'	�� ' +�/%/���ก�-�$��H)("#�+D�+ P*D��� P.)�	c����� 
(Heparin) +�/)�N���� (Warfarin) 	�
�(�"#��#�"o����ก��(�-(���"� �-��   �#��. ก��(�-(���ก��	ก�'
����	�� ' � ก%�ก�#�(���#ก�!.�(�"#��#�"o����ก��ก�/!���/--ก��P��(����	�� ' *'�+ก. ($&�*�	�P 
(Urokinase)  ����Pก�'*'�%�ก*��� ������PP�)/ P	��&*�	�P (Streptokinase)   ����Pก�'*'�%�ก
+-�"#	�#(P	��&� �*� (Streptococci)   +�/+P�NO&�*�	�P (Staphylokinase) ����Pก�'*'�%�ก
+-�"#	�#(P+�NO&�� ���P  (Staphylococcus) +�/ P��ก�/!�� D��P��&�	%�%�ก	��� 	(��  (Tissue 
plasminogen activatior, t-PA) Pก�'*'�%�ก	��� 	(�� ���'.�� k &'(	 �*���	��.��#��#�!�P�-����
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o������	��� �ก�-P��ก�/!��D��P��&�	%� (Plasminogen activator) "#����%�ก	(�� -!��)[ �����
�� '	�� ' (ก��D� 	���	D\G+P�, 2542) ก�/-)�ก��P��(*N-���	�
�ก�/-)�ก��"#�P����G��
ก���� �ก��&��	��.��#�*'�  
    

      2.6.2  ���TW��X��'���TY��	� �Qก�Tกก���X��'���TY��	� 

               ����%%!-���#ก�����(�"#��#��	�.�ก��	��#�(�D��P��&�	%����	�
�D��P��� 	�#(ก).� (�P��(
����	�� ' �������กa�&���� '	�� ' !'�� 	�.� &����)�%[�'	�� ' (Myocardial infarction) ก��
P��(����	�� '*�.P����,����$��H)(*'���-D��P���	[��P$.�.��ก�(*'�&'(�� 	��� �%�ก��	�� '�#P��
(�-(���D��P��� (Antiplasmin) ����"������"#�(�-(���ก��  ก�"o��[ �D��P���   '������(���� P��"#����
��ก��P��(����	�� '%��	�
�P����ก�!.�ก�/!��ก�%ก���[ �D��P��&�	%�    	�.�    P��ก�/!�� 
D��P��&�	%�%�ก	��� 	(��  (Tissue-Plasminogen Activator;     t-PA) P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก
��PP�)/��� ($&�*�	�P (Urokinase; u-PA) P	��&*�	�P (Streptokinase) +�/+P�NO&�-
*�	�P (Staphylokinase)  
            D��P��� (Plasmin) (EC 3.4.21.7)  	�
��#�#�&���	 P     ,$ก(�-(���'�)(P��(�-(���&���	 P 
ก�!.��#�#� *'�+ก.  Di-iso-propyl-fluorophosphate (DFP) +�/  Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 
(TLCK)    �#[��'  84  ก�&�'����  (Novokhatny, Taylor, and Zimmerman, 2003; Wiman, 1977) 
D��P���	ก�'%�กP��"#�"������"#�ก�/!��D��P��&�	%�  (Plasminogen activator)  	��#�(�D��P��&�-
	%� (Plasminogen)  ���	�
�D��P��� (Plasmin)   ����D��P��&�	%���/ก -'�)(    791 ก�' /��&� 
	�
�*ก�&�&��#�P�(	'#�() ��/ก -'�)(����&-*c	'� 1.5%   �#[��'&�	�ก!�   90  ก�&�'���� 
(Collen and Lijnen, 1991)   &�	�ก!�[ �D��P��&�	%�%/�#&���P����+--����.)�"#�   	�#(ก).�  ����-
	ก���$� (Kringles   loop)   ��������	ก���$�	��.��#�%/�#��+��.�ก��	ก�' ���ก���(�ก�-*��#�   (Lysine 
binding site)   "#�%/(�'%�-ก�-*N-������ P��(�-(���ก�%ก���ก��(. (P��(*N-���  (Fibrinolytic 
inhibitor)    ����D��P��&�	%�%/,$กก�/!��&'(ก��,$ก�'"#�D��o/	D�*"'���-��	)���+��.� 
Arg561-Val562        '�)(P��ก�/!��D��P��&�	%���� 	 �*���"#��#�)��%��	D�/ก�-D��P��&�	%�*'�
	�
�D��P�����/ก -'�)(&���P����"#�P����G 2 P.)� ��  Heavy chain +�/ Light chain &'( Heavy 
chain  	�
�P.)�"#�*�.	ก�'ก��	�.����ก���(�����"������"#�P�����-�)-�!�ก�%ก���[ �D��P���      &'(
ก��	ก�' ��ก���(�ก�-&�	�ก!�.�� k (Castellino, 1995) ��[�/"#� Light chain �� -��	)�	�.����ก���(�
��/ก -'�)(ก�' /��&�"#�P����G��    His603   Asp646   +�/ Ser741     � ก%�ก�#�(��D-).� D��P����# 
�)��%��	D�/	%�/%�����("������  (Trypsin-like protease)    	��� �%�ก�#�)��%��	D�/. D��o/	D�-
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*"'�"#��#&�.[���	�
�ก�' /��&� ���%��#� (Arg) +�/ *��#� (Lys) (Castellino and Powell, 1981; 
Robbins, Summaria, Hsieh, and Shah, 1967) 

P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(��    (Tissue-type Plasminogen Activator; t-PA)  (EC 
3.4.21.68) �� �#�#�&���	 P �#[��'&�	�ก!�   70  ก�&�'���� �#�.�D#*  (pI)  ($."#� 7-8 ��/ก -'�)(  
572 ก�' /��&�    P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(�� Pก�'*'�%�ก���(+��.�   	�.�  ��)�%P!ก�   
�'�$ก[ ���!a(�+�/�� '	�� '   . ��D-).�P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(�� P����,���*'�
%�ก	����	(�� -!��)[ ������� '	�� ' (Endothelial Cell)  	�
����ก  (Rijken, Wijngaards, Zaal-de 
Jong, and Welbergen, 1979)   ��+��.�[ �ก��	�.����ก���(�[ �P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก
	��� 	(�� ��  His322 Asp371 +�/ Ser478   &'(�'"#�D��o/	D�*"'�"#���+��.� Arg561-Val562  [ �D��P��-
&�	%� (Pennica et al., 1983)   � ก%�ก�#�D-).�ก��	ก�'���ก���(�[ �P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก
	��� 	(�� �����#�)��%��	D�/	%�/%�ก�-*N-���P$���ก   %��P.���������ก���(�ก��ก�/!��D��P��&�	%�
	ก�'*'� (.���)'	�\)	��� �#*N-���   	�.�     &�	�ก!�[ �P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(��   (t-PA)   
1    &�	�ก!�   %/ก�/!��D��P��&�	%� 1 &�	�ก!�  ��	)�� 30  ��"# +.	��� �#*N-���%/���	)��	D#(� 
5 )���"#  '�)(	�!�#�ก�/-)�ก��(. (P��(*N-���%��	ก�'[���	bD�/��-��	)�"#��#*N-���	".����� 
 (.��*�ก\��P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(��   P����,P��	���/��+�/	ก\-*)���	����	(�� -!��)
[ ������� '	�� ' (Endothelial cell)  +�/D�� �"#�%/�����	[��P$.�/--*��	)#(�[ �	�� '  +�/ก��
"�����[ �P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(�� %/,$ก�)-�!�'�)(&��#�"#�P����G��  Plasminogen 
activator inhibitor type I (PAI-1) +�/ type II (PAI-2) (Collen, 1980)   
   ($&�*�	�P (Urokinase)   ��� P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก��PP�)/      (Urine-type 
plasminogen activator; u-PA)  (EC 3.4.21.73)      	�
�&���	�P"#�"������"#�����("������ (Trypsin-
like protease)  �#[��'&�	�ก!�  54   ก�&�'����         ����P��	���/��*'�%�ก*%��D-	�
�P.)���ก��
��PP�)/   (Rijken et al. 1979)     +�/P����,P��	���/��*'�     2  +--   ��  Single chain   (scu-PA, 
prourokinase) +�/  Two chain (tcu-PA)  +.    Single chain          %/�#�)��P����,��ก��ก�/!�� 
D��P��&�	%�*'��� (ก).� (Pertesen, Lund, Nielsen, Dano, and Skriver, 1988)  ($&�*�	�P�. �[���
�#�)��%��	D�/P$�. D��P��&�	%�          &'(P����,�'D��o/	D�*"'���+��.� Arg561-Val562 	D�� 
	��#�(�D��P��&�	%�	�
�D��P���*'�&'(��	�.�	'#()ก�-P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(�� +.
ก�*กก��	ก�'���ก���(�[ �ก��(. (P��(D��P��&�	%�[ �($&�*�	�P����*�.� � �0�(*N-���	D�� 
	��#�(�D��P��&�	%�	�
�D��P��� (Lijnen, Van Hoef, De Cock, and Collen, 1989) 

P	��&*�	�P (Streptokinase) (EC 3.4.99.0) D-���+.�� �.0. 1933 	�
�	 �*���"#������
  ก� ก	���� (Extracellular protein)&'(P	��&� �*� (Streptococci)   �#[��'&�	�ก!� 47-50 
ก�&�'���� �# 414 ก�' /��&�  (Colen and Lijnen, 1991) �����#ก�*กก��  ก�"o��ก�/!��D��P��-
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&�	%� 3 [��� ���  [��� �"#� 1 	ก�'ก���)��)ก�-D��P��&�	%���P�'P.)� 1:1 	ก�'	�
� 
Streptokinase-plasminogen complex ����*�.P����,(. (D��P��&�	%�*'�&'(��	��� �P��
ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(��  (t-PA) +�/P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก��PP�)/ (u-PA) 
%�ก����D��P��&�	%�	�O'�)  ก-��	)�	�.�ก�%ก��� "����� ($.���$�"#�P����,+P'�ก�%ก���*'�
[��� �"#� 2 -��	)�	�.����ก���(�[ �D��P��&�	%�,$กก�/!�����	�
�D��P��� ��[��� �"#� 3 	ก�'
&���P����"#�	�#(ก).� Plasmin-SK complex ����-��	)�	�.����ก���(�[ � Plasmin-SK complex 
	��� �ก�-&�	�ก!�[ �D��P��� (Plasmin) +.�)��+ก.���/�).��D��P��� +�/ Plasmin-SK 
complex �� D��P���P����,	ก�' ���ก���(��/�).��D��P��&�	%�+�/ก�-P��(�-(���ก��"�����
[ �D��P��� α2-Antiplasmin ��[�/"#� Plasmin-SK complex *�.P����,	ก�' ���ก���(�ก�- 
D��P��&�	%�+�/P��(�-(���ก��"�����[ �D��P��� α2-antiplasmin ����%%!-��	P��&-
*�	�P,$ก�����������$��H)("#�	�
�&����)�%�(	b#(-D���  (Thelwell, 2010; Shah et al., 1995)   

	P�NO&�*�	�P (Staphylokinase; SAK) 	�
�&��#�"#������  ก��� ก	���� 
(Extracellular protein) &'( Staphylococcus aureus �#[��'&�	�ก!� 15.5 ก�&�'���� 
��/ก -'�)( 136 ก�' /��&� �����#���'�-[ �ก�' /��&�+ก.��%�ก	P��&*�	�P 
(Streptokinase) +.  ก�"o������(ก�-	P��&*�	�P&'(	ก�' Plasmin-SAK complex +.+ก.��
ก�- Plasmin-SK complex 	��� �%�กP����,	ก�' ���ก���(�ก�-D��P��&�	%�+�/P��(�-(���ก��
"�����[ �D��P��� α2-antiplasmin ��%%!-��	P�NO&�*�	�P,$ก�����������$��H)("#�	�
�
&����)�%�(	b#(-D��� (Lack, 1948 ; Bokarewa et al., 2006)  

 
      2.6.3   Z�X����TW��X��'���TY��	� 

                	��� *�.������#��#��ก)�%�(P��%+�/0�กa�	ก#�()ก�-	 �*���(. (P��(*N-���"#����%�ก
%!���"�#(�   &'(	bD�/ (.��(�����ก�!.�+-�"#	�#("#���'+(ก%�ก�������� ����     *'�+ก.     ��������
 �������กD���	�� ���+,-	 	�#(   	�.�  ก/�O (Hua, Jiang, Mine, and Mu, 2008)    ������ก (Jeot-
gal) (Kim et al., 1997)    ��������,��)	��� ����ก	ก���# (Doen-jong +�/ Chookook-jang) (Kim et 
al., 1996; Kim and Choi, 2000)  ��������,��)	��� ����ก%#� (Douchi) (Peng et al.,2003)    +�/
��������,��)	��� ����กG#��!H�  (Natto)  (Sumi, Hamada, Tsushima, Mihara, and Muraki, 1987) ����
����������,��)	��� ����ก"#�	�#(ก).���&/ (Natto)   ��&/�!���D'#����� ��#	�� กP#[�)�ก��!�
 ($.-��	)���)����  ����	�� ก�#��กa�/	��#()  k 	ก�'%�กก��P����P� ��[ �+-�"#	�#(���/�).��ก��
���ก � ก%�ก�#���&/(���#ก����	bD�/�)	��� �%�ก	ก�'%�กก��(. (P��([ �&��#�,��)	��� �*'�
	�
�+ �&�	�#( (Wei, Wolf-Hall and Chang, 2001)  )�,!'�-"#������ก�������&/�� ,��)	��� � 
�������������/��� 6 ���)&�� ���กก�-	���  B. natto ("#�	�#(ก����a�G#��!H�).�  ��&/��� (Nattokin) 
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����	�
�+-�"#	�#("#�	��� ).� ($.��N��[��) +�/�#+��.�ก��	��' ($.����/	"0G#��!H����+.P��(&-��� +.
��%%!-��%/P	��(�	���     B. natto  	[��*�) -.�"#� !���$����/��� 40  �0�	��	�#(P ��� 1 )�� 
%�ก����P����,+�.	(\�	ก\-*)�*'�	�
�	)�����(	'� � ก�����ก&'(���	��� +-�"#	�#(�#�	�
�P���"#�"��
�����&/�#�)��+ก.��%�ก ����,��)	��� ����ก���' ��� k ������(����	��� �� 	�.� 	��	%#�() 	�
�
�� (Steinkraus, 1989) ��)�%�("��ก��+D"(�	ก#�()ก�-��/&(���[ �ก��-��&����&/ 	�������ก�
���+.��"0)��a 1980 &'( Sumi et al. (1987) D-).� ��&/ !'�*�'�)(P���#)��D���(���'"#��#
��/&(���. �.��ก�( ��ก�/-)�ก�����ก��&/���%/P����	 �*���&���	 P"#��#�!�P�-����
ก��(. (P��(*N-��� (Fibrinolytic enzyme) "#��#��� ).���&/*�	�P (Nattokinase; NK) 
(Steinkraus, 1989) �����#�!�P�-���.)(�' !-��ก��[ �ก��	ก�'��)/�� '	�� ' !'��&'(  ก�"o��
P��(����	�� '"#�	ก�/ ($.��(������[ ��� '	�� '  

	 �*�����&/*�	�P (Nattokinase; NK)  %�'	�
��#�#�&���	 P��/ก -'�)(  275  ก�' 
 /��&� �#[��'&�	�ก!� 28 ก�&�'���� �#�.� pI  ($."#� 8.7 +�/�#	P,#(���D��P��)/"#�	�
�ก���+�/
'.���� "#�D#	 � 6.0-12.0 +�/	ก�'ก��P$G	P#(ก�%ก���	��� D#	 ����ก).� 5.0 (Fujita, 1993) ก��0�กa���
�.��ก�(��!a(��#����	�\�).���&/*�	�P*�.�#�)��	�
�D�a��� ��[���	�#(��' k . �.��ก�(��!a(� 
	 �*����#[��'	�\ก%���.�(. ก��'$'���	[��P$.�.��ก�( (Fujita et al., 1993, 1995) +�/�#�)��%��	D�/
	%�/%�ก�-*N-���P$� 	��� 	��#(-	"#(-�)��P����,��ก��(. (*N-���[ ���&/*�	�Pก�-  
D��P��� D-).� ��&/*�	�P�#0�ก(��D��ก��(. (*N-���*'�P$�ก).�D��P��� 4-5 	".� (Fujita, 
Ito, and Nishimuro, 1995) ��������%%!-�� ��&/*�	�P*'���-ก��( ���-+�/���	�
�"��	�� ก��
ก���� �ก��+�/��กa�&���� '	�� '+�/��)�% &'(�#��)�%�("������� '"'� �+�/P�)�"'� �
� '%����.��ก�(��!a(� -.��#�).���&/*�	�PP����,P��(����	�� ' ����(+�/(��(�-(���ก��
P/P�[ �*N-������� '	�� '+'� ����ก�*ก��ก��P��(*N-���[ ���&/*�	�P  P����,(. (
*N-���&'(�� � ก%�ก�#�(��P����,(�-(���ก��"�����[ �&��#�D��P���)�����"#�"������"#�(�-(���
P��"������"#�ก�/!��D��P��&�	%� (Plasminogen activator inhibitor) (Sumi, Hamada, Nakanishi, 
and Hiratani, 1990) � ก%�ก�#� ��&/*�	�PP����,P��(����	�� '"#�	ก�'[���%�กก��ก�/!��*'� 
(Sumi et al., 1990) ����P '��� �ก�-��(���[ � Suzuki et al. (2003) "#�+P'����	�\�).���&/
*�	�PP����,"����(ก��P/P�[ �����	�� '�������� '	�� '+'� (Intimal thickening) [ ���$ 
� ก%�ก�#� Sumi et al. (1990) (��0�กa�ก�%ก���ก��(. (*N-�������!a(�  +�/�)��P����,��ก��
�/��(����	�� '����%�กก��'$'�����&/*�	�P��ก�/	D�/ ���� &'(����$�"'P -��-��/"��
��&/��+.�/��� ก. � ����	����������� 200 ก��� 	�
�	)�� 2  �"�(� %�ก����)�	���/��ก�%ก���
ก��(. (P��(*N-��� +�/�)��P����,��ก���/��(����	�� '[ ���&/*�	�P��	�� ' D-
).���&/*�	�P(����+P'�ก�%ก���ก��(. (*N-���*'�	�
�	)�����,�� 2�8 ���)&�� +�/�#
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�)��P����,��ก���/��(����	�� '	D���[��� &'()�'	)��ก���/��([ �����	�� ' (Euglobulin lysis 
time)  #ก"��� Sumi et al. (1990) ����$�"'P -��-��/"����&/*�	�P"#�-��%!��+���$� (1.3 ก���/
+���$�) P��	)������ ����	�
�	)�� 8 )�� D-).�ก�%ก���ก��(. (*N-�����	�� '	D���[���%�ก)��
+�ก%�,��)��P!'"��( ��[�/"#�������[ ���������"#�	ก�'%�กก��(. (*N-��� (Fibrin degradation 
product)   	D���P$�[���+�/������[ �ก�%ก���[ �P��ก�/!��D��P���%�ก	��� 	(�� 	D���[���'�)(
	�.�ก�� � ก%�ก��&/*�	�PP����,(. (*N-���"#�	ก�'[���&'(��+��) (���.)(ก�/!��". 	(�� -!��)
[ ������� '	�� ' (Vascular endothelial cells) ������P��ก�/!��D��P��&�	%�%�ก	��� 	(�� 
����%�กก��'$'������/--"��	'�� ���� (Sumi et al., 1990)  Pais, Alexy, Holsworth, and 
Meiselman (2006) D-).� ��&/*�	�PP����,�'�)�����'��	�� ' ��	ก�'%�กก���)��)[ �
	�\'	�� '+'� (BRC aggregation) ����	�
��)+��"#�P����G. ก��*��	)#(�[ �	�� ' 	�
�"#���'ก����
).���&/*�	�PP����,�'��� �� �ก����%%�(	P#�(�. P��)/[ �ก��	ก�'&���� '	�� '+�/��)�%
'�)(���(P�	�! %�� �%���P�����-ก����กa�ก�!.� �ก���� '	�� '��'�ก� '�)(	�!���#�P.���
�����&/*�	�P�#0�ก(��D	D�� 	�
�"��	�� ก��ก����กa�+�/�� �ก�� ��� �' !-��ก����[ �&��
�� '	�� '��)�% 	�.� &���� '	�� ''�� !'�� (Deep vein thrombosis) &����)�%[�'	�� ' 
(Myocardial infarction) ��)/����	�� ' !'������ '	�� '+'�[ �� '  (Pulmonary embolism)  
+�/&���� '	�� 'P� � (Stroke)   

���(���)�%�("#�	ก#�()[� �ก�-	 �*���(. (P��(*N-���"#����%�ก+-�"#	�#(������'+(ก*'�
%�ก��������,��)	��� ����ก��+.�/D���"#�     *'�+ก.   �������� ����"#�	�
�,��)	��� ����ก��/	"0
	ก���# 	�#(ก).� Chunggok-Jang +�/ Deon-Jang  ���������� Chunggok-Jang D-	���  Bacillus sp. 
CK11-4     "#�P����,���	 �*���(. (P��(*N-���        +�/P����,ก�/!��D��P��&�	%����	�
�  
D��P���	D�� 	�.�ก�%ก���(. (P��(*N-���	�.�ก��     (Kim et al., 1996)   +�/�������� Doen-Jang  
D-	���   Bacillus sp. DJ4   "#��#-"-�". ก�����	 �*���"#�P����,(. (P��(*N-��� +�/	 �*���
,$กก�/!��ก��"�����'�)(	ก�� 	[��[��  2.5%  (Kim and Choi, 2000, 2001)  P.)��������� ����"#�
	�
�,��)	��� ����ก��/	"0%#�"#�	�#(ก).� Dou-chi     "#�D- B. amyloliquefaciens DC-4 (Peng et al., 
2003) +�/  B. subtilis DC33 (Wang et al., 2006)    "#�P����,���	 �*���"#��#�!�P�-����ก��(. (
P��(*N-��� ����	 �*���"#����%�ก	��� '��ก�.�)�#��� ).�     subtilisin DFE    +�/   subtilisin FS33  
�����'�- subtilisin FS33     +P'�ก�%ก�����ก��(. (P��(*N-���P$�ก).�($&�*�	�P,��    6     	".� 
� ก%�ก	 �*����#ก�*ก(. (*N-���*'�&'(��+��) (��D-).�P����,ก�/!��      D��P��&�	%�	D�� 
	��#�(�*�	�
�D��P�����ก�/-)�ก��(. (P��(*N-���*'�   &'("������"#�����(P��ก�/!��D��P-  
��&�	%�%�ก	��� 	(��  (t-PA) '�)(	�.�ก�� (Wang et al., 2006)     ����+ก.��%�ก subtilisin DFE   "#�*�.
P����,ก�/!��D��P��&�	%�*'� (Peng et al., 2003)  
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      2.6.4  !2�'��
&	���"���!��������TW��X��'���TY��	���ก�2�	����� 
  ��ก��0�กa��!�P�-��"���#)	��#[ �&���	 P"#��#�!�P�-����ก��(. (P��(*N-��� 

*'�+ก.    [��'&�	�ก!�    D#	 �     +�/ !���$��"#�	���/P�. ก��+P'�ก�%ก���+�/	P,#(���D[ �
	 �*��� +�/�)��%��	D�/	%�/%�. P�������P��	���/��   	 �*���(. (P��(*N-���&'(P.)���G.
���%�ก%!���"�#(�   	�.�  +-�"#	�#( +�/  ��   ����+-�"#	�#(��Pก!�   Bacillus  �#-"-�"P����G��ก��
���	 �*���(. (P��(*N-���  B. natto    ���	 �*�����&/*�	�P����	�
�	 �*���"#��#[��'   28 
ก�&�'���� �#�.� pI 8.7 �#	P,#(���D��P��)/"#�	�
�ก���+�/'.�� � ก%�ก�#��#�)��P����,��ก��
�'D��o/	D�*"'�"#��#ก�' /��&�N���� /���#�+�/*��#�   ����	�
�ก�' /��&�%��	D�/[ �	 �*���    
*�&�"������+�/D��P��� �����'�-   +�/,$ก(�-(���'�)(    Phenylmethysulfonyl fluoride (PMSF) 
'������	 �*�����&/*�	�P%�' ($.��ก�!.��#�#�&���	 P�#�!�P�-������(ก�-D��P���    (Plasmin-
like serine protease)     (Fujita et al.,1993 ; Sumi et al., 1987)     � ก%�ก�#�(���#	 �*���(. (P��(
*N-������(���'����%�' ($.��ก�!.��#�#�&���	 P"#��#�!�P�-������(ก�-D��P���      	�.�	'#()ก�- 
��&/*�	�P   	�.�     	 �*���(. (*N-���%�ก Bacillus sp. CK11-4 +�/ Bacillus sp. DJ-4 ���
	 �*���"#��#[��' 28.2  +�/ 29 ก�&�'���� �����'�- (Kim et al., 1996; Kim and Choi, 2000)  B. 
subtilisin BK17     ���	 �*���"#��#0�ก(��D��ก��(. (P��(*N-���P$�"#��#[��' 31 ก�&�'���� 
(Jeong et al., 2001)        ��[�/"#�	 �*���(. (*N-���%�ก+-�"#	�#(ก�!.�    Bacillus  &'(P.)���G.
%�'	�
��#�#�&���	 P"#��#�!�P�-������(��-"������ 	�.�  B. subtilis  IMR-NK1     ���	 �*���(. (
P��(*N-���+P'�ก�%ก���*'�'#���.)�D#	 � 7.8   +�/ !���$��  55    �0�	��	�#(P    (Chang, Fan, 
Kuo, and Sung, 2000)   B. subtilis DC33  ���	 �*���[��'  30  ก�&�'����   +P'�ก�%ก���*'�'#
"#� !���$��   55  �0�	��	�#(P  +�/D#	 � 8    � ก%�ก�#�(��"������"#���ก��ก�/!��D��P��&�	%����
	�
�D��P���   (Wang et al., 2006)   B. amyloliquefaciens DC-4 "#��#[��' 28 ก�&�'����   +P'�
ก�%ก���*'�'#"#�P��)/	�
�'.�� D#	 � 9.0   +�/"#� !���$��   48   �0�	��	�#(P  (Peng et al., 2003) (��
D-	 �*���(. (P��(*N-���%�ก B. amyloliquefaciens AN6 �#[��'  30 ก�&�'���� "�����*'�'#"#�
 !���$��  60  �0�	��	�#(P    +�/D#	 � 9.0 (Agribi et al., 2010)  � ก%�ก�#� Agribi et al. (2009) 
(��D-	 �*���(. (P��(*N-���%�ก  B. subtilis A26   "#��#[��' 28 ก�&�'���� 	�.�ก�%ก���*'�'#��
P��)/"#�	�
�'.��   +�/"#� !���$��  60    �0�	��	�#(P      P.)�	 �*���(. (*N-���%�ก Bacillus sp. 
KA38  	�
�	�"��&�&���	 P (Kim et al., 1997)  � ก%�ก+-�"#	�#(ก�!.� Bacillus %/P����,���
	 �*���(. (P��(*N-���+��)(���#+-�"#	�#(    Pseudomonas sp. TKU015   "#�P����,���	 �*���
(. (P��(*N-���"#��#[��'  21 +�/ 24   ก�&�'����    	 �*���"#����*'�	�.�ก�%ก���*'�'#"#� !���$�� 
50  �0�	��	�#(P +�/D#	 �  7   +�/�#	P,#(���D"#�D#	 ��. �[���ก)����� "#�D#	 � 4-11 %�'	�
�&��- 
�	 Pก�!.��#�#� (Serine protease)  (Wang, Chen, Liang, and Lin, 2009) (���*�ก).����� D-).�	��� �� 
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-�����'P����,P����	 �*���(. (P��(*N-���*'���   Streptomyces sp. CS684 �������	 �*���"#�
�#[��' 35 ก�&�'���� +P'�ก�%ก���*'�'#"#� !���$��  45  �0�	��	�#(P   +�/"#�D#	 �  7-8 ����	�
�
&���	 Pก�!.��#�#�	�"��&�&���	 P (Serine metalloproteases) (Simkhada, Mander, Cho, and 
Yoo, 2010) �����!�P�-��"���#)	��#[ �	 �*���(. (P��(*N-���P����,P�!�*'�'������"#� 2.3  
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����� 3 
��	
���ก����������ก�� 

 
3.1  ��	
���ก��� 
             ������	
�������ก�������������ก����� !
�" 	��# 
             3.1.1    ������	�!ก&��'���(�)��*��+�, (Fast Protein Liquid Chromatography; FPLC)   
                         (AKTA P900, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) 
             3.1.2    ��� 
��&��
�&'ก��UUV (Columns XK16, GE Healthcare Bio-Sciences AB,   

           Uppsala, Sweden) 
             3.1.3    ������	� "�Y�ก��"Z"ก����*	 (Spectrophotometer) (Smartspec plus spectropho-   
                         tometer, Bio-Rad, CA, USA) 
             3.1.4    (
�����	]Y����#�"��!���
" � (Autoclave) (Labo Autoclave MLS 3000, Sanyo   
                         Electric Co., Ltd., Japan) 
             3.1.5    'Z�)Y
�))�c!Y� (Incubator shakers) (Excella® Benchtop Incubator Shakers, New  

                         Brunswick Scientific, NJ, USA) 

             3.1.6    ��"ก��	*�� (All-glass vacuum filter holder, Sartorius AG, Germany) 
             3.1.7    ���ก����!ก&��'��"��!����kก&��&U��l�* (Mini-protein® 3 cell, Bio-Rad,   
                         Hercules, CA, USA)  
             3.1.8    �Y�	�#n���)��
���(oZ
�   (Water Bath WNB 7-45, Memmert, Schwabach,  
                         Germany) 
             3.1.9    ������	�n��(�	�qY����  (Slab Gel Dryer) (Drygel SR slab gel dryer model SE 1160,  
                         Hoefer Scientific Instruments, USA) 
             3.1.10  ������	�st��(���!	c��"��kก (Microcentrifuge, Eppendorf 22331, Hamberg,  
                         Germany)  
             3.1.11  ��"ก��	&��'��qY���!���ก��	��� !��	�(���!	(���Z�!�ก��	 Molecular Weight Cut  
                         Off (MWCO) 30 ก�&�"��' � (Centricon centrifugal filter devices) (Amicon Ultra;  
                         Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)  
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3.2  	������ 
*����
���������ก����ก�� v"��กY Phenyl-Sepharose, DEAE-Sephadex �� Source 30Q 

��ก)��� � GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden), vU)��&���� (Fibrinogen) x��*-

�� (Plasmin) l��	*ก "��กx��*
�c�	
���!� (Human plasma) ���vl
��x�l�� (Pepsin) *ก "��ก
ก��x�(
Z (Hog stomach) ��&l��l�� (Azocasein) Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Tos-Gly-Pro-
Arg-pNA, D-Val-Leu-Lys-pNA, Benz-L-Arg-pNA, Benz-Pro-Phe-Arg-pNA �� Benz-Val-Gly-
Arg-pNA  ��*��! )! #	&��'���* v"��กY Leupeptin, Trypsin inhibitor I (soybean), N-Tosyl-L-
lysine chloromethyl ketone (TPCK), N-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK), 
Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), Bestatin, Pepstatin A, trans-Epoxysuccinyl-L-
leucylamido(4-guanidino)butane (E64), β-mercaptoethanol (β-ME) ��ก)��� � Sigma Chemical  
(Saint Louis, MO, USA) �� Thrombin *ก "��กx��*
�
���!� ���vl
�����l��*ก "��ก' )(
Z 
(Hog pancreas) ��  Bovine serum albumin (BSA) ��ก)��� � Fluka (Buchs, Switzerland) 

 
3.3  ����
������ก���� �! 
      3.3.1  ���!����!�ก� ก���ก��!"�!	��!#$���� (Fibrinolytic activity) ���3�4�� (Proteo- 

lytic activity) 8�9���#:�� �ก��������! Virgibacillus sp. SK1-3-7 ก����������!�����
�!ก#
@ �ก
ก�����ก��A��ก�B���� 
             3.3.1.1  ก���x����#!	�)������!��ก���'��!
���vl
���ก�)������! 
             ����ก*�!x �+��c�	�)������!���� "�!ก��กก�)��ก��(
 ก�#n�����ก���*
��� (Solar salt) 
���#n������� (Fish juice) l��	��|�c�	�(�����l�
��ก��ก���(� 	��ก���ก�����ก )�ก����
�������

ก��(
 ก��� ��ก(��	�}�) '�ก�����#�x �+����������!� *�c��������������!� 
(����!�� !���&�&�!� 
*������ �n����� #	(
" 25 v�&l��� l��	v"�� "�n���ก'�
* �~�����!� *������!� ��'�
�n�" )        
������&�v�"� 16 rRNA gene c�	�)������!�(�Y���# &"!�)������!ก�"��kก'�ก� "�!ก��ก��(���ck	 
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) ���
��ก���&l�"�!
���v�"��c�
c�� 5% *Y���)������!���"�����Zก
� "�!ก��ก��(���ck	 Skim milk salt agar ���
��ก���&l�"�!
���v�"��c�
c�� 25% (Nawong, 2006) 
�)������!����"*�) v"��กY Staphylococcus sp.   �n���� 8 v�&l���     Virgibacillus sp.     �n���� 8 
v�&l��� Brevibacterium sp. �n���� 1 v�&l��� Corynebacterium sp. �n���� 1 v�&l��� �� 
Tetragenococcus halophilus 7 v�&l��� " 	�*"	��!����!"��'���	��� 3.1 
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4���9���  3.1  �( *��*�!x �+��c�	�)������!���� "�!กv"���กก�)��ก��(
 ก�#n���� 
 

Source Bacterial isolated code Bacterial species 
1st month fish sauce mash SK25 Staphylococcus sp. SK25 

SK1-1-2 Staphylococcus sp. SK1-1-2 
SK1-1-1 Staphylococcus sp. SK1-1-1 

SK1-1-6 Corynebacterium sp. SK1-1-6 

SK32 Virgibacillus sp. SK32 

SK33 Virgibacillus sp. SK33 

SK37 Virgibacillus sp. SK37 
SK37-1 Virgibacillus sp. SK37-1 
SK39 Virgibacillus sp. SK39 

SK1-1-8 Virgibacillus sp. SK1-1-8 

SK35 Brevibacterium sp. SK35 

SK1-3-7 Virgibacillus sp. SK1-3-7 

MS33 Tetragenococcus halophilus MS33 

M11 T. halophilus M11 
MRC10-1-3 T. halophilus MRC10-1-3 

5th month fish sauce mash MRC5-5-2 T. halophilus MRC5-5-2 
MCD10-5-10 T. halophilus MCD10-5-10   
MCD10-5-15 T. halophilus MCD10-5-15 

 7th month fish sauce mash MRC10-7-8 T. halophilus MRC10-7-8 
Solar salt SKS23 Staphylococcus sp. SKS23 

SKS20 Staphylococcus sp. SKS20 
Fish juice SKW19 Virgibacillus sp. SKW19 

SKW29 Staphylococcus sp. SKW29 
SKW23 Staphylococcus sp. SKW23 
SKW24-1 Staphylococcus sp. SKW24-1 
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            �'��!
�l���ก������#� (Inoculum) c�	�)������!���v
Y��Y�)������!ก�"��kก'�ก (18 v�&l���) 
&"!�Y�!���#�)��*��+�, 1 loopful ��ก��(���ck	 JCM 168 (Yeast extract 0.5%, Casamino acid 0.5%, 
Sodium glutamate 0.1%, Trisodium citrate 0.3%, KCl 0.02%, MgSO4 2%, FeCl24H20, MnCl24H20 
�� NaCl 5%) �	����(���(�� Yeast extract l��	��ก�)"��! Yeast extract 1%, Trisodium 
citrate 0.3%, Potassium chloride 0.2%, Magnesium sulfate 2.5% ���
�&l�"�!
���v�"��c�
c�� 5% 
(Sinsuwan et al., 2008a) )Y
������(oZ
� 35 �	���l��l�!* ��|����� 2 � � *Y���)������!ก�"��kก'�ก 
T. halophilus �'��!
&"!�����(���(�� MRS ����'�
&l�"�!
���v�"� 5%  )Y
��*o��v����กl����
������(oZ
� 30 �	���l��l�!* ��|����� 5 � � ��ก� #��n�ก������#�������	�(�v"��Y�"Z"ก����*	 (Optical 
density, OD) 0.1 ������
!������� 600 ��&��
'� l��	
��n�������!)��Y� 107 CFU/ml �Y�!�l���ก���
���#�c�	�'Y�*�!x �+�����������	�����
�'� 1 
������'� �	v�����(���(�� Yeast extract (��� 
MRS ���
�'� 9 
������'� *n�(� )�)������!���v
Y��Y�)������!ก�"��kก'�ก���)������!ก�"��kก'�ก 
'�
�n�" ) ��ก��Y
�)������!v
Y��Y�)������!ก�"��kก'�ก)Y
��� 35 �	���l��l�!* ��|����� 2 � � *Y��
�)������!ก�"��kก'�ก)Y
��*o��v����กl����������(oZ
� 30 �	���l��l�!* ��|����� 5 � � ��ก� #�
�กk)*�����!*Y���*l��	� "��|����vl
�*ก " (Crude enzyme) &"!�st��(���!	��� 10,000xg ��|����� 
20 ���� ��� 4 �	���l��l�!* � "ก��ก��
ก��!Y�!vU)��� " 	��!����!"c�� 3.3.1.2 ��ก��ก��
ก��
!Y�!&��'���* " 	��!����!"c�� 3.3.1.4 
 
             3.3.1.2  ก��������(�ก��ก��
ก��!Y�!*��!vU)���&"!������vU)����x�� (Fibrin plate)   
             �"*�)ก��ก��
ก��!Y�!*��!vU)���c�	�'Y�*�!x �+��"��!vU)����x�� l��	" "���	
��ก��+�ก��c�	 Astrup and Mullertz (1952) vU)����x����ก�)"��!vU)��&�����c�
c�� 0.12% 
(w/v) ��*�����!&l�"�!
U�*�U') x�U��� �c�
c�� 0.1 &
���� x���� 7.4 ���
�'� 2 
������'� 
q*
ก )*�����!+��
)�� (0.5 NIH unit/ml) ���
�'� 0.1 
������'� ��*�����!�ก�&�* 
(Agarose) �c�
c�� 1.5% ��&l�"�!
U�*�U') x�U����c�
c�� 0.1 &
���� ���
�&l�"�!
���v�"��c�
c�� 
0.15 &
���� x���� 7.4 ���
�'� 12.9 
������'� ��*��q*
�	������x����#� (Petri dish)  ' #	��#	v�����
���(oZ
�(��	��|����� 30 ���� ���ck	' � ��ก� #����(��
"��! Cock borer c��" 3 
�����
'� �'�

*�����!���vl
� (Crude enzyme) �	���'Y�(��
���
�'� 40 v
&����'� �'�
x��*
�� (0.72 
NIH unit/ml) ���
�'� 10 v
&����'� l��	��|�' ��!Y�	��)��
���	)�ก (Positive control) �����
��(���(��!�*'�*ก "���
�'� 40 v
&����'� ��|�' ��!Y�	��)��
���	�) (Negative control) c�	�'Y
��x�� ��ก� #��n�v�)Y
��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 24 � ��&
	 �
�����)�����n�v�!��
*�"��! 
Coomassie Brilliant Blue R-250 �c�
c�� 0.1 % ก�"�l�'�ก�c�
c�� 10%  �
+�����c�
c�� 40% ��|�
���� 1 � ��&
	 ��ก� #��n�ก�����	*���ก"��!*�����!��+�����c�
c�� 25% ��ก�"�l�'�ก 10% 
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� "c��"�*��qY���Z�!�ก��	c�	*Y���*����ก�"c�#���)(��
 "��!���!�����!���������� *Y���*����ก�"c�#�
�*"	��	ก��ก��
ก��!Y�!*��!vU)���c�	' ��!Y�	���vl
�*ก " (Crude enzyme)  

 
             3.3.1.3  ก��������(�ก��ก��
c�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� 
             ������(����
*�
�����ก��!Y�!*��!vU)���c�	���vl
�)��*��+�,"��!��+����" "���	��ก 
Wang, Chen, Liang, and Lin (2009)  �����
�'���
 1 
������'� ��ก�)"��! vU)��&�����c�
c�� 
0.024%  +��
)�� (1 NIH unit/ml) ��*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
-
����    x���� 7 )Y
��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 1 � ��&
	 ��ก� #��'�
���vl
����
�'� 0.2 
������'� 
)Y
'Y� 1 � ��&
	 ��� 37 �	���l��l�!*        (!�"�}�ก���!�"��!*�����!ก�"v'����&���l�'�ก�c�
c�� 
50% ���
�'� 0.7 
������'� �st��(���!	��� 10,000xg       ��|����� 10 ����      �'��!
*�����!�)�	��
��Y��"�!�ก �!ก�����'�
���vl
�(� 	��ก�'�
ก�"v'����&���l�'�ก  � "�Y�"Z"ก����*	���  280  ��&�-
�
'� กn�(�"�(� 1 (�Y�!ก��ก��
 (Fibrin degradation unit)  (
�!��	  �Y�"Z"ก����*	��� 280  ��&�-
�
'� ����x��
c�#�  0.1  'Y����� ( A280)   ������(����
��&��'��&"!�����+�ก�� Bradford (1976) &"!
� 
Bovine serum albumin ��|�&��'��
�'�~�� 

 
3.3.1.4  ก��������(�ก��ก��
&��'���*&"!���&��'����|�*��' #	'�� (Proteolytic activity) 
������(�ก��ก��
&��'���*&"!���&��'����|�*��' #	'��'�
��+�c�	 An, Seymour, Wu, 

and Morrissey (1994)       �}�ก���!���ก�)"��!��&l��l��    (Azocasein)   �c�
c�� 1% ���
�'� 0.2 

������'� ) U�U��� McIIvain l��	��ก�)"��!v'�&l�"�!
U�*�U'�c�
c�� 0.2 &
���� ��&l�"�!
-
l��'���c�
c�� 0.1 &
���� x���� 7.0 ���
�'� 0.6 
������'�        ��ก� #��'�
���vl
� (Crude enzyme) 
���
�'� 0.2 
������'� )Y
������(oZ
� 60 �	���l��l�!*      ��|�����      1 � ��&
	    (!�"�}�ก���!�"��!
*�����!ก�"v'����&��l�'�ก�c�
c�� 50%  ����!k����
�'�     0.7 
������'� ��ก� #��st��(���!	�x���
�!ก'ก����� 10,000xg ��|����� 10 ���� "Z"*�����!*Y���*���
�'� 1 
������'� �'�
&l�"�!
- 
v�"��กvl"��c�
c�� 10 ����
 � ���
�'� 0.1 
������'� ��ก� #�� "�Y�ก��"Z"ก����*	��� 450 ��&�-
�
'�    *Y��*�����!�)�	�� (Blank)    �'��!
"��!��+��"�!�ก �!ก�����'�
���vl
�(� 	��ก�'�

*�����!ก�"v'����&��l�'�ก 50% �*"	�Y�ก��ก��
��กq�'Y�	c�	�Y�"Z"ก����*	�(�Y�	

' ��!Y�	ก )�)�	��������
!������� 450 ��&��
'� (∆A450) 'Y����� 
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     3.3.2  ก��������	����F���#:��  
             3.3.2.1  ก��*ก "���n�)��*��+�, 
             ��กก���"*�)c��	'�� Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��|��)������!����*"	ก��ก��
ก��!Y�!
*��!vU)�����ก��ก��
ก��!Y�!&��'��*Z	*�"l��	���vl
�*ก "c�	 Virgibacillus sp. SK1-3-7 
�'��!
v"�&"!�Y�!���#� 1 loopfull l��	���������(���ck	 JCM 168 (Yeast extract 0.5%, Casamino 
acid 0.5%, Sodium glutamate 0.1%, Trisodium citrate 0.3%, KCl 0.02%, MgSO4 2%, FeCl24H20, 
MnCl2.4H20, NaCl 5% �� agar 1.5%) �	v�����(��!�*'�*ก " l��	��ก�)"��! Yeast extract 
1%, Trisodium citrate 0.3%, Potassium chloride 0.2%, Magnesium sulfate 2.5% ���
�&l�"�!
���-
v�"��c�
c�� 2.5% (Sinsuwan et al., 2008a) ��)Y
��� 35 �	���l��l�!* ��|����� 2 � � ��ก� #�����
��	ก������#��x����(�v"��Y����
c�Y� (Optical Density) ��
�� 0.1 ������
!������� 600 ��&��
'� 
l��	
��n�����)������!��
�� 107 CFU/ml ��ก� #��n�ก������#����������	���
�'� 50 
������'� �Y�!
v�����(�����#!	���#�!�*'�*ก "���
�'� 400 
������'� ��c�"�Z��
xZYc��" 2 ��'� �n�v�)Y
��� 35 
�	���l��l�!* ��|����� 5 � � �c!Y�������
��k���) 100 ��)/���� �กk)*�����!*Y���*&"!�st�
�(���!	���  10,000xg ��� 4 �	���l��l�!* ��|����� 20 ���� *�����!*Y���*������vl
�*ก " (Crude 
enzyme) 

ก���n�)��*��+�,����
��กก���'�
��
&
&����!
l ��U'�	�����vl
�*ก " �x����(�v"����

�c�
c��*�"���! 1 &
���� ��ก� #��n�' ��!Y�	v��st��!ก'ก����ก��� 10,000xg ��|�����  30 ���� �n�
*Y���*v�qY���!���ก��	�l��Z&�*��l��'' (Cellulose acetate) c��" 0.45 v
&���
'� �n�' ��!Y�	���
qY���!���ก��	 (Filtrate) 60 
������'� v�qY����� 
�� phenyl-Sepharose  (2.6 x 6.5 l
.) l��	��� 
��
�Zก Equilibrate "��!*�����!��
&
���!
l ��U'�c�
c�� 1 &
���� ��*�����!���*v�&"����-
v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7 �&��'��*Y�����v
Y!�"�ก���� 
����ก"��!��
&
���!
l ��U' 
1 &
���� ��*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7 �����
�'�  2.5 ��Y�c�	
���
�'���� 
�� (Bed volume) ��ก� #��&��'�����!�"�ก��!ZYก )��� 
��&"!�"���
�c�
c��c�	
��
&
���!
l ��U'��ก 1 ��	 0 &
���� ��*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
����     
x���� 7 �����
�'� 3 ��Y�c�	���
�'���� 
�� (Bed volume) "��!� '��ก��� 1 
������'�'Y����� 
�!ก�กk)*Y�������ก��ก��� 
��(��"� 5 
������'� � "ก��ก��
ก��*��!vU)���c�	�'Y�(��"
&"!�����+�ก��������(�l��	" "���	��ก��+�ก��c�	 Wang et al. (2009) '�
��!����!"c�� 3.3.1.3 
��� "ก��ก��
c�	&��'���*'�
��!����!"c�� 3.3.1.4 �n�*Y������*"	ก��ก��
�'Y����"
�
��
ก ������n�ก�� Dialyze �x���กn�� "�ก���&"!��� Dialysis membrane ���
�c��" MWCO 10 ก�&�-
"��' � &"! Dialyze qY��*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7 
��ก� #��n�*�����!���vl
����v"� (20 
������'�) qY���	��� 
�� DEAE-Sephacel (2.6 l
. x 6.5 
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l
.) *Y��&��'�����v
Y!�"�ก�ก )��� 
���Zก�"��!���
�'� 3 ��Y�c�	���
�'���� 
�� "��!
*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7 *Y��&��'�����!�"�ก��!ZYก )��� 
��
�Zก� &"!�x��
���
�c�
c��c�	*�����!&l�"�!
���v�"������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����-
&
���� x���� 7 ��ก 0 ��	 0.3 &
����  ���
�'� 1 ��Y�c�	���
�'���� 
�� (Bed volume) 'Y���ก� #�
�&"!�x��
���
�c��c��c�	*�����!&l�"�!
���v�"������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
-
���� x���� 7  ��ก 0.3 ��	 0.8 &
���� ���
�'� 4 ��Y�c�	���
�'���� 
�� (Bed volume) "��!� '��
ก��� 1 
������'�'Y����� �!ก�กk)*Y�������ก
���ก��� 
��(��"� 5 
������'� � "ก��ก��
ก��
*��!vU)�����ก��ก��
c�	&��'���*c�	�'Y�(��" �n�*Y������*"	ก��ก��

���
ก ������n�
ก�� Dialyze �x���กn�� "�ก���&"!��� Dialysis membrane ���
�c��" MWCO 10 ก�&�"��' � &"! 
Dialyze qY��*�����!) x�U���&l�"�!
�l��''�c�
c�� 15 
����&
���� x���� 5 ��ก� #��n�
*�����!���vl
����v"� (40 
������'�) qY���	����� 
��c�	 Source 30Q (2.6 x 6.5 l
.) *Y��
&��'�����v
Y!�"�ก�ก )��� 
���Zก�"��!*�����!&l�"�!
�l��''�c�
c�� 15 
����&
���� x���� 5 
���
�'� 3 ��Y�c�	���
�'���� 
�� ��c����&��'�����!�"�ก��!ZYก )��� 
���Zก�&"!�x��
���

�c�
c��c�	*�����!�ก���&l�"�!
���v�"���ก 0 ��	 1 &
���� ��*�����!) x�U���&l�"�!
�l�-
�''�c�
c�� 15 
����&
���� x���� 5 �����
�'� 5 ��Y�c�	���
�'���� 
�� �!ก�กk)*Y�������ก��ก
��� 
��(��"� 3 
������'� � "ก��ก��
ก��!Y�!*��!vU)���c�	�'Y�(��"'�
��!����!"c�� 
3.3.1.3 ��� "ก��ก��
c�	&��'���*'�
��!����!"c�� 3.3.1.4 �n�*Y������*"	ก��ก��
�'Y����"

���
ก ������n��(��c�
c��&"!ก��	qY���!���ก��	���
� MWCO  30  ก�&�"��' � ��ก� #� Dialyze 
�x���กn�� "�ก���&"!��� Dialysis membrane ���
�c��" MWCO 10 ก�&�"��' � ��ก� #� Dialyze 
���vl
�"��!*�����!) x�U������*v�&"����v�"� �c�
c�� 50  
����&
���� x���� 7 l��	���vl
����
v"���|����vl
�)��*��+�,)�	*Y�� (Partially-purified proteases) 
 
      3.3.3  ���	���4���9G������8�9���#:��!"�!	��!#$���� 

3.3.3.1  ������(��#n�(� ก&
��ก��c�	���vl
� 
��
��c��"c�	���vl
�&"!��+�vU)���vl&
�ก�
 (Fibrin zymogram) l��	" "���	��ก

��+�ก��c�	 Kim and Choi (2000)  &"!�'��!
 Separating gel �c�
c��  12.5%T l��	
�vU)��&����
�c�
c�� 0.036% (w/v) ��+��
)�� (100 NIH unit/ml) ���
�'� 0.1 
������'� ���
��c�	&��'��
�!ZY���Y�	 0.02-1.4 v
&��ก� 
 �!ก&��'��o�!�'����
'Y�	� ก!���� 100 &��'� ��ก� #��n��qY�������
v"���Y��*�����!) x�U������*v�&"����v�"���ก�)"��! Triton X-100 �c�
c�� 2.5% (v/v) ���
���(oZ
�(��	��|����� 30 ���� �������	 Triton X-100 "��!�#n�ก� �� &"!
�U�*�U') x�U����c�
c�� 
0.1 &
���� l��	��ก�)"��!&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.15 &
���� x���� 7.4 )Y
��� 37 �	���l��l�!*  
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��|����� 30 ���� ��ก� #�!��
*����"��!*�����! Coomassie Brilliant Blue R-250 �c�
c�� 0.1% 
�
+�����c�
c�� 40% ��ก�"�l�'�ก�c�
c�� 10% ��|����� 1 � ��&
	 * 	�ก'��)&��Y	�* (Clear 
zone) ����ก�"c�#�)��qY����l��	�*"	��	'n��(�Y	c�	���vl
����!Y�!*��!vU)��� 
 

3.3.3.2  x���������(oZ
�'Y��*��!�o�xc�	���vl
�!Y�!*��!vU)���  
��ก��q�c�	x����'Y��*��!�o�xc�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� &"!)Y
���vl
�)��*��+�,��� 

x����'Y�	 � ������x���� 2 (Glycine-HCl) x���� 3-6 (Sodium acetate) x���� 7-8 (Tris-maleate) x���� 
9-10 (Sodium hydrogen carbonate) x���� 12 (Glycine-NaOH) &"!��ก) x�U���
����
�c�
c��
*�"���! 100 
����&
���� ��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 1 � ��&
	 �
�����)�����n�' ��!Y�	c�	�'Y�x�
���q*
ก )*�����!) x�U������*v�&"����v�"� (x���� 7.4) �c�
c�� 1 &
���� �!Y�	��"��k���
� '��*Y�� 1 'Y� 1 �x����(�x����c�	' ��!Y�	��|� 7.4 �กk)' ��!Y�	������!k� ������(�ก��ก��
ก��!Y�!
*��!vU)��� " 	��!����!"�� 3.3.1.3. �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!
กn�(�"�(�' ��!Y�	v
Yv"�)Y
���x���� 7.4 
��Y���|� 100 %  

��ก��q�c�	���(oZ
�'Y��*��!�o�xc�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� &"!�n����vl
�)��*��+�,
)Y
���Y�	���(oZ
� 10�80 �	���l��l�!* ��*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 

����&
���� x���� 7.4 ��|����� 1 � ��&
	 �
�����)�����n�' ��!Y�	�(��!k�&"!� ��� ������(�ก��ก��

c�	���vl
�����(����!ZY'�
��!����!"��c�� 3.3.1.3 �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, 
%) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���v
Yv"�)Y

��Y���|� 100 %  

 
             3.3.3.3  q�c�	����l�!
���v�"�'Y�ก��ก��
���*��!�o�xc�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� 

������(�ก��ก��
��*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 
7.4 ����" )���
�c�
c��c�	����l�!
���v�"� 0-100 
����&
���� '�
��!����!"�� 3.3.1.3 ��ก��
q�c�	����l�!
���v�"�'Y��*��!�o�xc�	���vl
� &"!�n����vl
�)Y
"��!����l�!
���v�"����
�" )���
�c�
c��'Y�	 � (0-100 
����&
����) ��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 2 � ��&
	 ��ก� #���Y��
�#n��ck	� ��� ������(�ก��ก��
����(����!ZYc�	���vl
�'�
����)��� 3.3.1.3 &"!
�����l�!
���v�"�
�c�
c�� 20 
����&
����  ��&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.15 &
���� ��*�����!���*v�&"����v�"�
�c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7.4 ���}�ก���!� �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity,%) &"!
กn�(�"�(�' ��!Y�	���)Y
&"!������ก����l�!
���v�"�
��Y���|� 100 %  
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3.3.3.4  q�c�	&l�"�!
���v�"�'Y�ก��ก��
���*��!�o�xc�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� 
������(�ก��ก��
��*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7.4 ���

�" )���
�c�
c��c�	&l�"�!
���v�"�'Y�	 � ��� 0-1&
���� '�
��+���c�� 3.3.1.3 ก����ก��q�c�	
&l�"�!
���v�"�'Y��*��!�o�x &"!�n����vl
�)Y
������
�c�
c��c�	&l�"�!
���v�"�'Y�	 � ��� 0-4 
&
���� ��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 2 � ��&
	 ��ก� #��n�
���Y���#n��ck	� ��� ������(�ก��ก��
���
�(����!ZY���}�ก���!����
�����l�!
���v�"��c�
c�� 20 
����&
���� ��&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.15 
&
���� ��*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7.4 �n�����Y�ก��ก��

* 
x �+� (Relative activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���)Y
&"!������ก&l�"�!
���v�"�
��Y���|� 
100 %  

 
3.3.3.5  q�c�	*��' #	'���n��x�'Y�ก��ก��
c�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� 
������(�&"!���*��' #	'���x�v�"�* 	����(� &"!��*Y��q*
c�	�}�ก���!����
�'�      

150 v
&����'� ��ก�)"��!*��' #	'��* 	����(�'Y�	 � ��� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Benz-
Val-Gly-Arg-pNA, Tos-Gly-Pro-Arg-pNA, Benz-Pro-Phe-Arg-pNA, D-Val-Leu-Lys-pNA �� 
Benz-L-Arg-pNA ���vl
�)��*��+�,)�	*Y�� *�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 

����&
���� (x���� 7.4) &l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.15 &
���� ����l�!
���v�"��c�
c�� 20 
����&
-
���� )Y
��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 30 ���� �
�����)����(!�"�}�ก���!� &"!�'�
*�����!ก�"  
�l�'�ก 80% ���
�'� 100 v
&����'� ������(����
��c�	  p-Nitroaniline ����Zก��"��Y�!&"!� "
�Y�ก��"Z"ก����*	��� 405 ��&��
'� &"! p-Nitroaniline ��|�*��
�'�~�� กn�(�"�(� 1 (�Y�!
ก��ก��
 ������
�� p-Nitroaniline ����Zก��"��Y�!��ก
� 1  ��&�&
� 'Y�����  

 
3.3.3.6  q�c�	*��! )! #	��v����'Y�ก��ก��
c�	���vl
�!Y�!*��!vU)��� 
��ก��q�c�	*��! )! #	&��'���* Leupeptin, Trypsin inhibitor I (soybean), TLCK, TPCK, 

PMSF, EDTA, Bestatin, Pestatin A, E64 ������
�c�
c��   1   
����&
����    *����"��l� (β-ME) ��
&�(����l�� � (CuCl2, CoCl2, FeCl3, MnCl2, �� ZnSO4)     ������
�c�
c�� 1   
����&
���� ��
*����ก�)�ก��������"��!��������ZY (LiCl2, NaCl, KCl, MgCl2 �� CaCl2)   ������
�c�
c�� 20 

����&
����    &"!���*��' #	'�� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA '�
��!����!"c�� 3.3.3.5  &"!q�c�	
*����ก�)�ก��������"��!��������ZY� #�������(�ก��ก��
&"!v
Y
�v����c�	&l�"�!
���v�"�
������l�!
���v�"����}�ก���!�    �n�����Y�ก��ก��
����(����!ZY&"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���v
Y
�*��
�����ก��
��Y���|� 100 %  

 

 

 

 

 

 



39 

      3.3.4  ก��!"�!	��!#$����8�9���#:�����	����F 
            ����!)���!)���
*�
�����ก��!Y�!*��!vU)���c�	���vl
�)��*��+�,ก )x��*
��   &"!
*Y��q*
c�	�}�ก���!����
�'� 50 v
&����'� ��ก�)"��! ���vl
�)��*��+�, (0.05 Unit/ml) ��
*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� (x���� 7.4) &l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.15    
&
���� ���l�!
���v�"��c�
c�� 20 
����&
���� )Y
��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 0, 30, 60 �� 90 
���� *Y���}�ก���!�c�	x��*
��� #��'��!
"��!��+��"�!�ก �&"!������ก����l�!
���v�"� (!�"
�}�ก���!�"��!ก���(����
�������#n��"��"��|����� 5 ���� ��ก� #�������(�q��'o �������ก�"��กก��
!Y�!"��! SDS-PAGE ������
�c�
c��c�	������v
"� 12.5% T  
 
      3.3.5  �����9��4"�ก��!"�!	��!3
!���#:��J�������9�
����A�� 

��ก��ก��ก��
c�	���vl
�!Y�!*��!vU)���(� 	��ก)Y
��*o��c�	�))��	�"��
��(���n���	  &"!�)Y	ก����ก����ก��|� 3 *o�� ��� *o����� 1 ���vl
�)��*��+�,�Zก�n�v�)Y
&"!

����vl
��x�l���c�
c�� 4% ��) x�U���vก�l��v�&"����v�"��c�
c�� 0.1&
���� x���� 2 ��|����� 
1 � ��&
	 ��� 37 �	���l��l�!*   �
���)Y
��)���� �'�
*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 
1 &
����     x���� 7.4       ����!k�� ������ '��*Y�� 1:1 �x����� )�(�x����c�	' ��!Y�	v"���
�� 7.4 
*o�����   2     )Y
���vl
�)��*��+�,ก )���vl
�����l���c�
c��       0.2%        ��*�����!U�*�U'
) x�U���l���� (Phosphate buffer saline)  x���� 8 ��|����� 24 � ��&
	 ��� 37 �	���l��l�!* �
�����)
�����n��(��!k�    *o����� 3 )Y
���vl
�)��*��+�,ก )�x�l���c�
c�� 4%    ��) x�U���vก�l��v�&"�-
���v�"��c�
c�� 0.1&
����   x���� 2 ��|����� 1 � ��&
	 ��� 37 �	���l��l�!*   ��ก� #��'�
*�����!
) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 1 &
����     x���� 7.4     ����!k���� '��*Y�� 1:1   ��ก� #��'�

���vl
�����l���(�v"����
�c�
c�� 0.2%   ����)Y
'Y�*o���"�!�ก ���|����� 24 � ��&
	 ��ก� #���)
�n��(��!k�  ������(�ก��ก��
ก��!Y�!*��!vU)�������	�(���'�
��+� 3.3.3.5 ��ก� #��n��(��c�
c��"��!
�!���ก��	���
� MWCO 30 ก�&�"��' �         ��������(�ก���	�!ZYc�	���vl
��!ZY"��!������ Fibrin 
zymography " 	��!����!"��c�� 3.3.2.3 

 
      3.3.6  ���	���4���9G������8�9���#:��!"�!	��!3�4�� 
              3.3.6.1  ������(�c��"&
��ก��c�	���vl
� 

������(�c��"&
��ก��c�	&��'���*&"!��+� Activity staining (Carcia-Carreno et al., 
1993) &"!��� Native-PAGE ��� Stacking gel �c�
c�� 4%T �� Separating gel �c�
c�� 12.5%T  &"!
�'��!
*��q*
�(�Y�	���vl
�)��*��+�,ก )*�����!) x�U��� l��	��ก�)"��!���*v�&"����-
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v�"��c�
c�� 0.125 &
���� x���� 6.8 ก���l�����c�
c�� 20% �� &)�&
UV���)�Z�c�
c�� 0.1% ��
� '��*Y�� 1:1 �!ก&��'��"��!�����������&'�&U��l�* (Electrophoresis) x���
ก )&��'��

�'�~�� ��ก� #��n�������v"���Y�	��*��' #	'����l���c�
c�� 2% ��*�����!) x�U������*- 
v�&"����v�"� x���� 8.0 �c�
c�� 50 
����&
���� ก�'���ก��ก��
c�	&��'���*"��!ก��)Y
�����
*�����!) U�U������*v�&"����v�"� �c�
c�� 50 
����&
����  x���� 8.0 ������(oZ
� 60 �	��-
�l��l�!* ��|����� 30 ���� ��ก� #�!��
���"��!*�����! Coomassie Brilliant Blue R-250 �c�
c�� 
0.1% �
+�����c�
c�� 40% ��ก�"�l�'�ก�c�
c�� 10% ��)�* (Clear zone) �*"	��	'n��(�Y	
c�	&��'���* 
 
              3.3.6.2  ก��������(�ก��ก��
&��'���*&"!���&��'����|�*��' #	'��  (Proteolytic activity) 
              ������(�ก��ก��
&��'���*��*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 
9 '�
��!����!"��c�� 3.3.1.4  
 
              3.3.6.3  ���(oZ
���x����'Y�ก��ก��
���*��!�o�xc�	���vl
�&��'���*  

������(�q�c�	���(oZ
�'Y�ก��ก��
&��'���*��*�����!) x�U������*v�&"����v�"�
�c�
c��  50 
����&
����   x���� 7.0 )Y
������(oZ
�    10-80 �	���l��l�!*    ��|�����  1 � ��&
	 '�

��!����!"�� 3.3.1.4    �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���
���(oZ
� 60  �	���l��l�!*  
��Y���Y�ก ) 100% 

��ก��q�c�	x����'Y�ก��ก��
c�	&��'���*��*�����!) x�U������x����'Y�	 � ��� x����   
2 (Glycine-HCl) x���� 3-6 (Sodium acetate) x���� 7-8 (Tris-maleate) x���� 9-10 (Sodium 
hydrogen carbonate) x���� 12 (Glycine-NaOH) ��ก) x�U���
����
�c�
c��*�"���! 100 
����&
���� 
�n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���x���� 9 
��Y���Y�ก ) 
100%  
            ��ก��q�c�	���(oZ
�'Y��*��!�o�xc�	&��'���*&"!)Y
���vl
����Y�	���(oZ
� 10�80 
�	���l��l�!* ��*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 7.0 ��|����� 
1 � ��&
	 �
�����)���� �n�' ��!Y�	�(��!k�� ��� ������(�ก��ก��
�	�(���'�
��!����!" 3.3.6.2 
�n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���v
Yv"�)Y

��Y���|� 100 % 

��ก��q�c�	x����'Y��*��!�o�xc�	&��'���* &"!)Y
���vl
����x����'Y�	 � ��ก�)"��! 
x���� 2 (Glycine-HCl) x���� 3-6 (Sodium acetate) x���� 7-8 (Tris-maleate) x���� 9-10 (Sodium 
hydrogen carbonate) x���� 12 (Glycine-NaOH) ��ก) x�U���
����
�c�
c��*�"���! 100 
����&
���� 
��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 1 � ��&
	 ��ก� #��'�
*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 1 &
���� 
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x���� 9 �!Y�	��"��k� "��!� '��*Y�� 1:1 �x����(�x����c�	' ��!Y�	��|� 9 �����n��(��!k� ������(�
ก��ก��
c�	&��'���*����(����!ZY'�
 3.3.6.2 �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!
กn�(�"�(�' ��!Y�	���v
Yv"�)Y

��Y���|� 100 %  

 
3.3.6.4  q�c�	����l�!
���v�"�'Y�ก��ก��
���*��!�o�xc�	���vl
�&��'���*  
������(�ก��ก��
��*�����!) x�U����c�
c�� 50 
����&
���� x���� 9 ����" )���


�c�
c��c�	����l�!
���v�"�'Y�	 � ก � ���  0-100 
����&
���� '�
��!����!"�� 3.3.6.2 ��ก��q�
c�	����l�!
���v�"�'Y��*��!�o�x &"!)Y
���vl
�)��*��+�,������
�c�
c��c�	����l�!
���v�"�
���" ) 0-100 
����&
���� ��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 2 � ��&
	 �
�����)���� �n�' ��!Y�	�(��!k�
&"!� ��� ��ก� #�������(�ก��ก��
����(����!ZYc�	���vl
�)��*��+�,'�
 3.3.6.2  &"!�}�ก���!�
�
����l�!
���v�"��c�
c�� 10 
����&
���� ��&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.5 &
���� ��*�����!
) U�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 9 �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative 
activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���)Y
&"!������ก����l�!
���v�"�
��Y���|� 100 %  

 
3.3.6.5  q�c�	&l�"�!
���v�"�'Y�ก��ก��
���*��!�o�xc�	&��'���* 
������(�q�c�	&l�"�!
���v�"�'Y�ก��ก��
c�	���vl
�����" )���
�c�
c��'Y�	 � ���  0-

4 &
���� '�
��!����!"��c�� 3.3.6.2 *n�(� )q�c�	&l�"�!
���v�"�'Y��*��!�o�x )Y
���vl
����
���
�c�
c��c�	&l�"�!
���v�"�'Y�	 � ��� 0-4 &
���� x���� 9 ��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 2 
� ��&
	 ��ก� #��n�' ��!Y�	�(��!k�� ��� ������(�ก��ก��
'�
��!����!"�� 3.3.6.2 &"!�}�ก���!�
�
����l�!
���v�"��c�
c�� 10 
����&
���� ��&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.5 &
���� ��*�����!
) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 9 �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative 
activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���)Y
&"!������ก&l�"�!
���v�"�
��Y���|� 100%  

��ก��ก��#��ก��q�c�	&l�"�!
���v�"�'Y�ก��ก��
c�	&��'���* &"!���*��' #	'�� Suc-
Ala-Ala-Pro-Phe-pNA ���
��" )���
�c�
c��c�	&l�"�!
���v�"�'Y�	 � ��� 0-4 &
���� ������(�
ก��ก��
'�
��!����!"��c�� 3.3.6.7 �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!
กn�(�"�(�' ��!Y�	���
�&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.5 &
���� 
��Y���|� 100 %  

 
3.3.6.6  �*��!�o�xc�	&��'���*��� 37 �	���l��l�!* 'Y�ก��ก��
c�	&��'���* 
��ก���*��!�o�xc�	&��'���* &"!)Y
���vl
�)��*��+�,��� 37 �	���l��l�!* ��|����� 0 4, 

8, 12 �� 24 � ��&
	 ��*o�������ก�)"��!����l�!
���v�"� 10 
����&
���� &l�"�!
���v�"� 
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0.5 &
���� ��*�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 9 �
���)Y
��)
���� �n�' ��!Y�	�(��!k�� ��� ��ก� #�������(�ก��ก��
'�
��!����!"��c�� 3.3.6.2 &"!������(�
��*o��������vl
���Y	ก��ก��
v"�*Z	*�"l��	
�����l�!
���v�"��c�
c�� 10 
����&
����  ��
&l�"�!
���v�"��c�
c�� 0.5 &
���� ��*�����!���*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
����   x���� 
9 �n�����Y�ก��ก��
* 
x �+� (Relative activity, %) &"!กn�(�"�(�' ��!Y�	���v
Y)Y

��Y���|� 100 %  

 
3.3.6.7  q�c�	*��' #	'���n��x�'Y�ก��ก��
c�	&��'���* 
�����
�'�c�	�}�ก���!� 150 v
&����'� ��ก�)"��!*��' #	'��* 	����(�'Y�	 � ��� Suc-

Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Tos-Gly-Pro-Arg-pNA, D-Val-Leu-Lys-pNA �� Benz-L-Arg-pNA 
���vl
�)��*��+�, *�����!) x�U������*v�&"����v�"��c�
c�� 50 
����&
���� x���� 9 &l�"�!
-
���v�"��c�
c�� 0.5 &
���� ����l�!
���v�"��c�
c�� 10 
����&
���� ��ก� #�)Y
��� 60 �	��-
�l��l�!* ��|����� 30 ���� �
�����)����(!�"�}�ก���!�&"!�'�
ก�"�l�'�ก 80%  ���
�'� 100 
v
&����'� ������(����
�� p-Nitroaniline ����Zก��"��Y�!&"!� "�Y�ก��"Z"ก����*	���  405  ��-
&��
'� กn�(�"�(� 1 (�Y�!ก��ก��
 ������
��*�� p-Nitroaniline ����Zก��"��Y�!��ก
� 1 ��-
&�&
�'Y�����  

 
3.3.6.8  q�c�	*��! )! #	��v����'Y�ก��ก��
c�	&��'���* 
��ก��q�c�	*��! )! #	&��'���* Leupeptin, Trypsin inhibitor I (soybean), TLCK, TPCK, 

PMSF, EDTA, Bestatin, Pestatin A, E64 ����" )���
�c�
c�� 1 
����&
���� *����"��l� (β-ME) 
��&�(����l�� � (CuCl2, CoCl2, FeCl3, MnCl2, �� ZnSO4) ����" )���
�c�
c�� 1  
����&
-
���� ��*����ก�)�ก��������"��!��������ZY (LiCl2, NaCl, KCl, MgCl2 �� CaCl2) ����" )
���
�c�
c�� 10 
����&
���� &"!���*��' #	'�� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA '�
��!����!"��c��  
3.3.6.7 &"!q�c�	*����ก�)�ก��������"��!��������ZY� #� ������(�ก��ก��
&"!v
Y
�v����
c�	&l�"�!
���v�"�������l�!
���v�"����}�ก���!� �n�����Y�ก��ก��
����(����!ZY&"!กn�(�" 
�(�' ��!Y�	���v
Y
�*�������ก��
��Y���|� 100 %  
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����� 4 
��ก
�����������
��� 

 
4.1  ก
������������ก��ก���ก
������
������ ���!��"� ������"�
ก Virgibacillus   
       sp. SK1-3-7 ก*���+���������+*���ก��,�
ก -.
��
 
            �����	 4.1 ���������	�ก����กก��������������������� �!������"#$��ก��%��������	
�& ��ก��'(ก)��*+��#� 25 ��."�/� "(	�0���� Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��7���."�/���	�#��8
9/�:����"#$����/��������������ก�*+��#� 25 ��."�/� .��������	�ก��!(+���������� �
������#�!��� 1.47 �"�:��#:� (�����	 4.2) %��#�#��8��ก������/��������0��=0�>
��%������ก/��#   Virgibacillus sp.     �?����   8     ��."�/������*+� ��!A>��	��%������ก/��#�B	� C ��	
'(ก)� �� �ก� Staphylococcus sp., Corynebacterium sp., Tetragenococcus halophilus �/> 
Brevibacterium sp. �#��#��89/�:����"#$����/����������  #��������ก�	��ก*���/������$��	
�#��89/�:����"#$����/�������� �� �ก� Staphylococcus aureus �&B+��*�ก/�����7���	�� �*ก:*+��:� 
�E %.'. 1948 ��7��&B+���	9/�:����"#$����/����������	#�&B	�����:��G./�%�� (Staphylokinase)  
.���?��� ���	��/�	��0/�#�.������7�0/�#�� "(	�0/�#���?��� ���	��ก������/�������� 
(Collen and Lijnen, 1991) �:�9/ก��'(ก)���+0������%��������0*�V�$ Staphylococcus sp. ��	%*���ก
�� ��ก�+?��/��*+��#��#��89/�:����"#$����/����������  ��ก��ก��+�*�#��������ก�	��ก*�
����"#$����/����������	#�&B	�����*:.:>�%�� (Nattokinase) "(	�9/�:��ก B. natto "(	���7�
��%��������	%*���ก�� ��ก9/�:X*AY$�*:.:> �/>8�ก% �0�%�*+���ก.�� Sumi et al. (1987) ����"#$
��+#�'*ก�X�0��ก������/���������� ��ก���0/�#�� :��#�����"#$�*:.:>�%���(���7���ก
����/B�ก��(	�?���*��\��ก*��/>�*ก)�.�%��	�ก����ก/�	#�/B�� ��	���ก����*+��*�#��������ก�	��ก*�
����"#$����/����������	9/�:��ก��%������ "(	�0��� ��9/�:X*AY$�����.��:���#*ก �� �ก� B. 
subtilis DC33 �/> B. amyloliquefaciens DC-4 "(	�%*���ก�� ��ก9/�:X*AY$8*	���/B���#*ก!��
��>��'���  ����ก��� Douchi (Wang et al., 2006; Peng et al., 2002) Bacillus sp. KA38 %*���ก�� 
��ก�/��#*ก!����>��'�ก��/���	����ก��� Jeotgal (Kim et al., 1997) Bacillus sp. CK11-4 %*���ก
�� ��ก8*	���/B���#*ก!����>��'�ก��/� ����ก��� Chungkook-jang (Kim et al., 1996)  
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�/����  4.1  ������!��ก������/��������!�� 25 ��."�/�    ��*�����%B�  ��*.%./��!��   3 
                 ��."�/� Negative control %B� �������/���:$ก*� Positive control  %B� 0/�#�� (A),         
                 ��*.%./��!��  9  ��."�/�  Negative control  %B�  �������/���:$ก*� (B, C)   �/>  
                 ��* .%./��!�� 9 ��."�/� Negative control %B� MRS (D) 

 
            �#B	�0����A�ก��ก��#ก������/��.��:��.���& ��."�%"�� (Azocasien) ��7���:*+�: � 
0���� Virgibacillus sp. SK1-3-7 �#��8���ก��ก��#ก��������."�%"���� �����#B	�
�����������ก*���%�������*+��#� 25 ��."�/�  (�����	 4.3)   9/ก��'(ก)���+0������%�������*+� 25 
��."�/���	�& ��ก��'(ก)��*+��#��8�/*	�.��:�����ก#���ก�"//$��  �ก�� ���%������ก��
�/mก:�ก T. halophilus MRC10-1-3 "(	��#��#��89/�:.��:�����	�/*	���ก#���ก�"//$�� 

A B 

C D 
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(Extracellular enzyme)  ��!A>��	��%��������0*�V�$ Virgibacillus �#��89/�:.��:�����	�/*	�
��ก#���ก�"//$ ��%/ ��ก*�.��:���ก/��#"*���/�"����	�/*	���ก#���ก�"//$��ก Virgibacillus 
sp.  2 ��0*�V�$ �� �ก� Virgibacillus sp. SK37 �/> SK33 "(	���7�����"#$��	8�กก�>:� �ก��ก��#� ��
�ก/B�."����#%/����$ (Sinsuwan et al., 2007; 2008a; 2010a; 2010b; Phrommao et al., 2011) 
��ก��ก��+�*�#��������ก�	��ก*�.��:�����	�/*	���ก#���ก�"//$��ก��%������ �� �ก� Halobacillus 
thailandensis sp. nov. "(	���7��&B+���	��ก�� ��ก�+?��/� (Chaiyanan et al., 1999) .��:�����	9/�:��ก 
B. subtilis, B. lichcniformis, B. amyloliquefaciens ��B� B. lentus (Ballinger and Wells, 1998) 
Brevibacterium linens ATCC 9174 (Rattray et al., 1997) 9/ก��'(ก)���+�*�0�����*+���%������ก/��# 
Staphylococcous sp., Brevibacterium sp., Corynebacterium sp. �/> T. halophilus  �#��8�/*	�
.��:�����ก#���ก�"//$ �ก�� � T.halophilus. MRC10-1-3 (�����	 4.3) �����7����� �����%������ 

        

 
 

�/����  4.2  � �9���'���$ก/��!��������	�ก����กก������/����������������� �� ������"#$   
 ก*���ก��%������ Virgibacillus sp. ��	%*���ก�� ��กก�>���ก���#*ก�+?��/�
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 ��
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�/mก:�ก T. halophilus MRC10-1-3 9/�:�=0�>.��:�����	:�(�����X�����"//$�����*+���B��#�#�ก��
� ��.��:����/��/>9/ก��'(ก)���+����� ��m������%��������0*�V�$ Virgibacillus sp. SK1-3-7 
��7���0*�V�$��	#�%��#�#��8��ก��9/�:.��:����/>����"#$������������ �� �*��*+��(��� 
%*��/B�ก��%������ Virgibacillus sp. SK1-3-7 #�'(ก)�%�A/*ก)A>%�A#�*:����&���%#�!������"#$
����/���������/>.��:��      "(	���ก��'(ก)���+��7���������ก��	'(ก)��ก�	��ก*�����"#$����
/����������ก Virgibacillus sp. ��	%*���ก�� ��กก�>���ก���#*ก�+?��/� 
 

4.2  +@��*กA��B�� �C�������
������ �
ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
      4.2.1  ก
��.
����@�D�E� �C�������
������  

�0B	��� �ก����%$%��#�� �ก�	��ก*�����"#$����/�������� �(��?������V�s����"#$�/>'(ก)�
%�A#�*:����&���%#�!������"#$��	9/�:��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �#B	��?�����"#$����/��
������#��?������V�s 0��������"#$#�%��#�����V�s�0�	#!(+� 25.6 ���� �:�#����#�A9/9/�: (Yield) 
�0��� 1.2%  (:������	 1) �*+���+�����B	����กก���?������V�s����"#$���:�/>!*+�:��#�ก��ก?��*�
����"#$����/����������ก�(���9/�� 9/9/�:��	�� /�/������#�ก "(	����:�/>!*+�:���>
:�����%��#�����V�s!������"#$�/>:������+?���*ก.#�/ก�/!������"#$� ����%��% Fibrin 
zymogram ��7���	���*��ก:����#B	��?�����"#$9���%�/*#�$ phenyl-Sepharose 0���� ���#�A9/9/�:
��	�� /�/���/B��0��� 2.4% ��B	����ก��� Virgibacillus sp. SK1-3-7 �/*	�����"#$��ก#�#�ก#�� 

 

"
�
����  4.1  ก���?������V�s����"#$����/����������	9/�:��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  

Step  of purification 

 
 

Volume (ml) 
 

Total Total unit Specific 

Fold 
 

Yield 
(%) 

protein activity activity 

(mg) (U) (U/mg 

    protein) 
Crude proteinase  500 69.77 260.4 3.7 1.0 100.0 
Crude in 1 M (NH4)2SO4  500 27.83 122.9 4.4 1.2 47.2 
Phenyl-Sepharose  20 0.79 6.3 8.0 2.1 2.4 
DEAE- Sephacel   40 0.20 11.2 54.7 14.7 4.3 
Source Q   15 0.03 3.3 95.5 25.6 1.2 
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�/��&�����������/�+���&B+���/���:$ก*� (�����	 4.4 �8���	 1) �#B	�*��ก:�8�!������"#$����
/����������	9���%�/*#�$ phenyl-Sepharose (�����	 4.4 �8���	 2) �>��m��� ���%�/*#�$�z.��.�-
��ก�#��8ก?��*�����"#$����/����������	#�!���.#�/ก�/��ก���  60 ก�./��/:*� ��ก���� 
�����#�ก��9/�� 9/9/�:��	�� /�/�  �:�%��%��#�����V�s (Fold) �0�	#!(+��0���  2.1 ���� ��B	����ก
ก?��*�.��:������{|���� �0����/mก� �� ���#�A.��:����	�*��� ��7����#�A.��:��"(	�9/�:��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 �����*+� ��B	����ก�������/���:$ก*���	�& ��7�������/�+���&B+�#�
��%$��>ก��?�%*}�0����0����$��*+��/>ก���>#�.� "(	��#��#��8:����*����#�A.��:����  
�>��m��� ����#B	�9���ก���?������V�s� ��%�/*#�$�z.��.���ก .��:���8�ก&>��ก#���&���� ��!��
ก����ก (�����	 4.5A) ����� ��m��������"#$#�%��#�#�#�!*+��� �������กm:�# �#B	�����"#$9���ก��
�?������V�s� ��%�/*#�$�z.��.���ก 0����%��%��#�����V�s��	�� �0�	#!(+��0����/mก� �� �(��?������V�s
����"#$:��� ����%��%ก����ก� ��:*��/ก��/�	����>��/� (Anion exchanger) .���?�����"#$9���
%�/*#�$ DEAE-Sephacel "(	�����"#$8�ก��ก��ก#���&���ก/��!��ก����ก (�����	 4.5B) �/> 
0������%��%��+�� %��%��#�����V�s�0�	#!(+���ก 2.1 ���� ��7� 14.7 ���� (:������	 4.1)  �#B	������������
�8�ก��ก��#ก��������������ก:*��������	9���%�/*#�$ phenyl-Sepharose (�����	 4.4 �8���	 2) ก*�
:*��������	9���%�/*#�$ DEAE-Sephacel (�����	 4.4 �8���	 3) 0����ก����ก.��:��� ��%�/*#�$ 
  

 

 

 

 

  

 

 
 

                �/����  4.4  ������!������"#$ ���%��>�$.��  SDS-fibrin zymogram; Crude enzyme (1), 
                                 ����"#$��กก���?������V�s.��   phenyl-Sepharose (2),    DEAE-Sephacel (3)   
                                 �/> Source Q (4)  S  %B� .��:��#�:���� 
                                

 

66 

         S     1              2              3                4 

200 
116, 97 

45 

31 

21 

36 kDa 

20 kDa 
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�/����  4.5  ก���?������V�s� �� phenyl-Sepharose (A), DEAE-Sephacel (B) �/> Source Q (C) 
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DEAE-Sephacel  �#��8ก?��*�����"#$��	#��+?���*ก.#�/ก�/.����>#�A 41  ก�./��/:*�  ��ก��
�� �0���������  �������กm:�#��%��%�*�ก/����*��#��#��8ก?��*�.��:������{|���� #�ก������	%�� 
�0B	��0�	#%��%��#�����V�s�(��?�����"#$#��?������V�s:��� ����%��%ก���/ก��/�	����>��/���ก%�*+� 
.���& :*�ก/��    Source 30Q   ��B	����ก��"�� Source 30Q #�����(��>�������>���� �*��*+�����"#$
�(�8�ก&>��ก#���&���� ��!��ก����ก (�����	 4.5C)  ����� ��m��������"#$#���>��/����#��8
�*�ก*���"�����������������    � ����:���+�(���ก.��:���:*��B	� C   ��ก���� �����#���>��V�X�0 
�������กm:�#.��:����	8�ก��ก��ก���*+���7�����"#$����/��������    �*��*+�9/9/�:��	�� �(�#�%��
:	?� .��:����	��ก�� � ��%�/*#�$  Source 30Q      #��0������8�#�!����+?���*ก.#�/ก�/ 20 �/> 36 
ก�./��/:*�  (�����	 4.4 �8���	 4)      �*+���+#�������!���.#�/ก�/!��0/�#���/>�*:.:>�%��"(	�
��7�����"#$����/��������%B�  84 �/>  28 ก�./��/:*�  :�#/?��*�  (Novokhatny et al., 2003; 
Fujita et al., 1993) �/>#�������!���.#�/ก�/����"#$����/����������	9/�:�� ��ก Bacillus "(	�
������&��� 27-41  ก�./��/:*� (Kim et al., 1996; Change et al., 2000; Jeong et al., 2001; Kim et al., 
1997; Peng et al., 2003; Wang et al., 2009)  ��!A>��	����"#$��	#�!��� 20 �/> 21 ก�./��/:*� �� 
��ก Pseudomonas sp. (Wang et al., 2006) �/>����"#$!��� 35 ก�./��/:*� �� ��ก Streptomyces 
sp. (Simkhada et al., 2010) 

 

      4.2.2  +@����*"��
�V���+��B�� �C�������
������ �
ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
              4.2.2.1  0���&�/>��A�X�#�:���8���X�0!������"#$ 
              ����"#$����/��������#��8���X�0��&���0���&%���! ��ก� ��%B� 4-10 (�����	 4.6A) 
����"#$�}����8���X�0��	X��>%��#��7�ก���/>���������� (�����	 4.6A)  �������กm:�#
����"#$�*�%�����8���X�0��	X��>��7�ก������	0���& 2 .��%�#�ก��ก��#��/B�������>#�A 
31% �/>����"#$�����V�s�}���ก��ก��#�����#���A$��	0���& 12 ก���}����8���X�0!��
����"#$��B	����ก0���&ก���/>������9/�� ����"#$�ก��ก���}���X�0V��#&�:� ����"#$��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 #��8���X�0��	0���&ก� ��ก�������"#$�*:.:>�%���/>����"#$����
/����������	9/�:��ก Streptomyces sp. CS684 "(	�����"#$#�%��#�8�����&���0���& 6-9 (Wang 
et al., 2009; Simkhada et al., 2010) ��ก��ก��+����"#$����/����������	9/�:��ก Bacillus sp. 
KA38 �/> Pseudumonas sp. TK015 ����8���X�0��	0���&��&���%���! ��ก� ��%B� 0���& 4-11 
(Kim et al., 1997; Wang et al., 2009) ��A�X�#�#�9/:��ก���}���X�0V��#&�:�!������"#$ �#B	�
��A�X�#���!(+�0*�V>��	�8���.%��� ��.��:���>8�ก�?�/�� ��9/�� ����"#$�ก��ก���}���
ก��ก��#!(+�     ก��'(ก)���A�X�#�:���8���X�0!������"#$����/��������        0��������"#$#� 
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    �/����  4.6  9/!��0���& (A)  �/>��A�X�#� (B)   :���8���X�0!������"#$����/����������ก  
                     Virgibacillus sp. SK1-3-7  9/!��0���&'(ก)�.����#����"#$��	%��0���&:��� C  (0���&   
                     2-12)  ��	  37 ��'��"/�"�� ��7���/� 60 ���� 9/!����A�X�#�'(ก)�.����#����"#$��	 
                     ��A�X�#�:��� C (10-80 ��'��"/�"��) ��	0���& 7.4 ��7���/� 60 ���� ���%��>�$ก��ก��#   
                     !��:*�������*+��#���	 37 ��'��"/�"�� ��7���/� 60 ���� 
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�8���X�0����&��� 10-40 ��'��"/�"�� �/>�*�%����ก��ก��#�� ����	��A�X�#� 50 �/> 60 
��'��"/�"�� .��#�%��ก��ก��#��	��/B�����8(� 78 �/> 56% :�#/?��*� (�����	 4.6B) �#B	���A�X�#�
��!(+�ก��� 60 ��'��"/�"�� #�9/�?��� ����"#$�}����8���X�0 .���}����8���X�0�����
#���A$��	��A�X�#� 70 ��'��"/�"�� "(	���%/ ��ก*��������ก�	��ก*�����"#$����/����������	
9/�:��ก��%������ก/��# Bacillus �&�� B. amyloliquefaciens AN6, B. subtilis KCK-7 �/> B. subtilis 
A26 (Agrebi et al., 2010; Agrebi et al., 2009; Paik et al., 2004) �>��m��� �������"#$��ก�&B+� 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 #��8���X�0��	��A�X�#���ก�������"#$�*:.:>�%��"(	�#��8���X�0��	  
30-50 ��'��"/�"�� (Wang et al., 2009) �/>9/ก��'(ก)���+����� ��m��������"#$�����V�s��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 �#��8��%��#� �����>�*���(	� ก���*ก)��8���X�0!������"#$
�?���7��������	���	�>: ��%��%�#��A�X�#��#��� ���ก�� 60 ��'��"/�"�� 
       
             4.2.2.2  9/!���%/�"��#%/����$:��ก��ก��#�/>�8���X�0!������"#$ 
             ก��ก��#!������"#$����/����������ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 8�กก�>:� �� ��
�%/�"��#%/����$��	�>�*�%��#�! #! � 20 #�//�.#/��$ "(	���7��>�*���	����"#$���ก��ก��#�� 
���� .��#�%��ก��ก��#�0�	#!(+���7�  3 ���� �#B	������ก*�:*������%��%�#��	�#�#��%/�"��#%/����$ 
(�����	 4.7A) ����� ��m��������"#$#�%��#�?���7�: ���& �%/�"��#%/����$?���*�ก��ก�>:� �
ก��ก��#��B	����ก�%/�"��#�������������#�� .%��� ��!������"#$#�%��#�B������ (Flexible)  
"(	���9/�� ����"#$�ก��ก����/�	����/�.%����� (Conformation) ��	��#�>#:��ก���ก�����ก�����
��  ����"#$��	�/*	���ก#���ก�"//$��ก Virgibacillus sp. SK37 �/> Virgibacillus sp. SK33 
: ��ก���%/�"��#%/����$�0B	�����ก��ก��#�&�������ก*�����"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 .��
����"#$���ก��ก��#�� ������	�%/�"��#%/����$�! #! � 100 �/> 50 #�//�.#/��$ :�#/?��*� 
(Sinsuwan et al., 2007, 2008a, 2010b)   
            �#B	�'(ก)�9/!���%/�"��#%/����$:���8���X�0!������"#$ 0��������"#$�����V�s#�
%��#�8�����	�>�*�%��#�! #! � 0 8(� 30 #�//�.#/��$ (�����	 4.7B) �/>����"#$�����V�s�}���
�8���X�0�����#���A$��	�>�*��%/�"��#%/����$�! #! �   100   #�//�.#/��$    "(	���%/ ��ก*� 
����"#$�/*	���ก��ก�"//$��ก Virgibacillus sp. SK37 �/> Virgibacillus sp. SK33 ����"#$
�*�ก/���#��8���X�0��	�%/�"��#�"��#%/����$#�%��#�! #! �:	?�ก��� 20 #�//�.#/��$ (Phrommao et 
al., 2011; Sinsuwan et al., 2007)  ����"#$�ก��ก���}����8���X�0 ��B	����ก�%/�"��#%/����$
��7�����>ก���ก/B���	#�9//��8���X�0!������"#$ .��#�9/�?�/��0*�V>�z.������>�����
�+?���	/ �#���.��:��     #�9/�?��� ก���*�:*��>������+?���	/ �#���.��:��/�/���9/�� ���.���E 
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    �/����  4.7  9/!���%/�"��#%/����$:��ก��ก��# (A) �/>�8���X�0 (B) !������"#$�����V�s 
                    ��ก  Virgibacillus sp. SK1-3-7    '(ก)�ก��ก��#!������"#$��	0���&   7.4    ��	     37  
                    ��'��"/�"�� '(ก)��8���X�0!������"#$.����#����"#$ก�����	�>�*��%/�"��#- 
                    %/����$:��� C (0-100 #�//�.#/��$)  0���& 7.4  ��7���/�   2  &*	�.#� ��	 37 ��'��"/- 
                    �"��   �/>:����*�ก��ก��#��	 37 ��'��"/�"�� ��7���/� 60 ���� .��#��%/�"��#- 
                    %/����$�! #! �  20   #�//�.#/��$ �/>."����#%/����$�! #! � 0.15 .#/��$ 
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!���+?��0�	#!(+� �/>�*�:�ก������z.��.���กX����.#�/ก�//�/� .��:���(�#����.� #��	�>��G�:*�
��ก�ก��ก���}���.%��� ��V��#&�:�����	�� (Boye, Ma, and Harwalker, 1997)  
 
             4.2.2.3  9/!��."����#%/����$:��ก��ก��#�/>�8���X�0!������"#$ 
             ��กก��'(ก)�9/!��."����#%/����$:��ก��ก��#!������"#$�����V�s��ก Virgibacillus 
sp. SK1-3-7     0����ก��ก��#!������"#$�����V�s8�ก����� ��."����#%/����$��	�>�*�%��#�! #! �
#�กก���  0.15 .#/��$   �/>�*�%����ก��ก��#���&����+����8(��>�*�%��#�! #! � 1 .#/��$ (�����	 
4.8A) ����� ��m��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 8�กก�>:� �� ��."����#%/����$ .��
."����#%/����$��������#ก���! ��*�����"#$!����:*+�: � (Page and Cera, 2006)  ก��'(ก)�9/
!��."����#%/����$:��ก��ก��#��	�>�*�%��#�! #! �    0-1  .#/��$    ��B	����ก���ก�����ก��/��
�������ก��!(+�������ก��.��#�%��#�! #! ������."����#.����>#�A  0.15  .#/��$    �*��*+��(�
#����� �'(ก)���	�>�*�!��."����#%/����$#�%��#�! #! ��#��ก�� 1 .#/��$  
 �#B	�'(ก)�9/!��."����#%/����$:���8���X�0!������"#$�����V�s      0��������"#$#�
�8���X�0����	�ก/B�."����#%/����$�! #! �  0-2 .#/��$ (�����	 4.8B) ����"#$%���/B�ก��ก��#8(� 
80% �/> 60% ��	%��#�! #! ��ก/B�."����#%/����$   3   �/>  4  .#/��$  :�#/?��*� 9/ก��'(ก)���+
&�+�� ��m��������"#$#�%��#�8�������X��>��	#�."����#%/����$             "(	���%/ ��ก*�������
�ก�	��ก*�����"#$��ก  Virgibacillus sp. SK37    "(	���7�����"#$��	#��8���X�0��&���%��#�! #! �
�ก/B���	ก� ��:*+��:�  0  8(�  30% (Phrommao et al., 2011)   ��	���ก����*+� Sinsuwan et al. (2010) �� 
�������ก�	��ก*�����"#$�����V�s��ก  Virgibacillus sp. SK33  "(	����ก��ก��#�0�	#��!(+�8(� 2.5 
���� ��X��>��	#��ก/B�."����#%/����$�! #! ���:*+��:�  10%  ��8(�  25%  ��7���	���*��ก:���
����"#$�����V�s��	9/�:��ก  Virgibacillus sp. SK1-3-7 #�ก��ก��#�0�	#!(+��#B	���#����"#$��	."����#-
%/����$�! #! �  1 .#/��$  ก����#����"#$� ���ก/B�."����#%/����$��	��A�X�#�  37  ��'��"/�"�� 
��7���/� 2 &*	�.#�  ���#�9/����	���?��?��� .%�����!������"#$�ก��ก����/�	����/���B+��?������ 
�����A�����/>�����A�*��/>�#��:��� C  ��	�ก�	��! �������ก�����������:?��������	��#�>#  ����"#$
#��8���X�0/�/��#B	��>�*�!���ก/B�."����#%/����$��#�กก��� 2 .#/��$ ���:���	�8���X�0!��
����"#$/�/�  �����B	����ก���ก�ก��A$  salting out   ��9/�� ����"#$�ก��ก���}���X�0
V��#&�:�  

#��������ก�	��ก*������!���ก/B�."����#%/����$:��ก��ก�>:� �ก��ก��#!������"#$
����/��������   �&�� Kim and Choi (2001)  �������������"#$����/�������������V�s"(	�9/�:
��ก    B. amyloliqueficiens  DJ4      �#��8����ก��ก��#��X��>��	#��ก/B��/>8�กก�>:� �� ���ก/B� 
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�/����  4.8  9/!��."����#%/����$:��ก��ก��# (A) �/>�8���X�0 (B) !������"#$�����V�s��ก 
                Virgibacillus sp. SK1-3-7 '(ก)�9/:��ก��ก��#��	0���& 7.4   ��	     37     ��'��"/�"��   

                   �/>'(ก)��8���X�0!������"#$.����#����"#$��	�>�*�."����#%/����$:��� C (0-4   
                   .#/��$) ��	0���& 7.4 ��7���/� 2 &*	�.#� ��	 37 ��'��"/�"�� �/>:����*�ก��ก��#    ��	 
                    37 ��'��"/�"�� ��7���/� 60 ����  .��#��%/�"��#%/����$�! #! �  20   #�//�.#/��$   
                   �/>."����#%/����$�! #! � 0.15 .#/��$ 
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."����#%/����$�! #! � 2.5%      .�������}�.��:�����	9/�:��ก��%������ก/��#&���ก/B����/>
&���ก/B����ก/���?���7�: ��#��ก/B�."����#%/����$�0B	�����ก��ก��#      .������"#$&���ก/B��#�
�#��8���ก��ก��#�� ��X��>��	#��ก/B�."����#%/����$:	?���B��#�#��ก/B�."����#%/����$ 
��B	����ก����"#$�>�ก��ก���}���X�0V��#&�:�    (Kim and Kim 2005; Uchida et al., 2004) �:�
��ก9/ก��'(ก)���+       0��������"#$����/���������*�%����ก��ก��#�� �*+���X��>��	#��ก/B�
."����#%/����$�/>�#�#��ก/B�."����#%/����$       "(	��>��m��� �������"#$��	9/�:��ก��%��������
�ก/B�#�%�A#�*:���ก�����ก/B���B�#��8���X�0��X��>��	#��ก/B���       ��B	����ก�������"#$��
�ก/B���/���*+�#�ก���>#�.���	��7�ก�����������A0B+�9��!������"#$   "(	�ก���>#�.���/����+�?��� ���	
��ก���ก���*�:�ก����������>�����\�ก*��ก/B��/>�+?�#����.� #��	�>�8���.%��� ������"#$ 
(Roa and Argos, 1981; Flannery, 1996) �&�� .��:�����ก Halobacterium halobium ��>ก��� ��
ก���>#�.���0�:�ก (Aspatic) ก/�:�#�ก (Glutamic)       �/>���#�$��>#�A    23%    :��.#�/ก�/ 
(Stepanov et al., 1992)  
 
             4.2.2.4  9/!����:*+�: ��?��0�>:��ก��ก��#!������"#$ 
             ����"#$����/���������#��8����/����:*+�: � Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA "(	���7�
��:*+�: �*��%��>�$?���*�"*���/�"�� (Subtilisin) �/>�%.#����"�� (Chymotrypsin) �� ���� �:�
�#�����/����:*+�: �?���*�����"�� (Trypsin) 0/�#�� (Plasmin) %�/�%����� (Kalikrein) V��#-
��� (Thrombin) �/>��.��%�� (Urokinase) (:������	 4.2) �>��m����ก���>#�.���	����"#$�#��8
����/��  (P1)      #�.%��� ����7��>.�#�:�ก (Aromatic)    �� �ก�  �E��/�>/����   "(	���7�/*ก)A> 
 
"
�
����  4.2  %��#�#��8��ก��������:*+�: ��?��0�>!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
                       

Synthetic substrates Specificity Relative activity (%) 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Subtilisin and chymotrypsin 100.0 
Benz-Val-Gly-Arg-pNA Urokinase 2.9 
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA  Thrombin 5.7 
Benz-Pro-Phe-Arg-pNA Kalikrein 2.7 
D-Val-Leu-Lys-pNA Plasmin 3.9 
Benz-L-Arg-pNA Trypsin 3.1 
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�&�������ก*�����"#$.��:�����ก/��#"*���/�"�� (Subtilisin) (Graycar, Ballinger, and Wells, 2004)      
%�A#�*:���+%/ ��ก*�����"#$�*:.:>�%�� "(	��#��8����/�� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA �� �� 
��!A>��	0/�#��#�%��#�?��0�>:��ก���>#�.��/"�� .��#���:*+�: ��?��0�>%B� D-Val-Leu-Lys-
pNA ��ก��ก��+�*�#��������ก�	��ก*�����"#$����/����������ก��%�������/����0*�V�$ "(	�
�#��89/�:����"#$#�%�A#�*:�%/ ��"*���/�"�� (Fujita et al., 1993; Chang et al., 2000; Peng et 
al., 2003)   
 

               4.2.2.5  9/!�����*��*+��/>�����:��ก��ก��#!������"#$ 
             �#B	�'(ก)�9/!�����*��*+�:��ก��ก��#!������"#$�����V�s��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
0���� PMSF "(	���7����*��*+�.��:���ก/��#"���� (Serine protease)   �&�� �%.#����"�� ����"��  
�/>V��#��� �/>�*��*+�.��:�����ก/��#"�:���� (Cysteine) �&�� ����� (Mikola and Mikola, 
1986) �#��8�*��*+�ก��ก��#!������"#$�� ���� ����"#$#��#��"����������	�����A�������ก����� "(	��>
��:��ก���?����ก�����ก*� PMSF .���#���z���ก"�!��"������	���������A�������ก������?����ก����ก*� 
PMSF �ก����7� Phenylmethanesulfonic ester �?��� ����"#$�#��#��8�������ก�������  ��ก
ก��'(ก)���+0���� PMSF �#��8�*��*+�ก��ก��#!������"#$�� ���� .��#�%��ก��ก��#*#0*�V$
��/B��0��� 24% ��!A>��	���*��*+�.��:���ก/��#"��:��� (Cysteine) �#��/./ (Metallo) �/>    
��"�� (acid) �#�0�ก���*��*+���B�#�ก���*��*+��0����/mก� �� (:������	 4.3) �&�������ก*� Leupeptin, 
SBTI  �/> TLCK  "(	���7����*��*+�����"#$����"�� �/> TPCK ��	#�%��#�?��0�>:���%.#����"��
กm�#�#�9/:��ก��ก��# 9/�*�ก/������&�+�������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  �*���7�"����.��:�-
����	�#��&�����"���/>�%.#����"���:���7�ก/��#"*���/�"�� ��ก9/ก��'(ก)���+��%/ ��ก*�
����"#$����/����������	9/�:�� ��ก��/���B	� C �� �ก� Pseudomonas sp., B. natto, B. subtilis 
KCK-7, Bacillus sp. nov. SK006, Bacillus sp. DJ-4, B. amyloliquefaciens DC-4, Bacillus sp. 
CK11-4, B. subtilis DC33, Fusarium sp. BLB, Streptomyces sp. CS684, Streptomyces 
megasporus SD5 (Chitte and Dey, 2000; Fujita et al., 1993; Hua et al., 2008; Kim et al., 1996; 
Kim and Choi, 2000; Paik et al., 2004; Peng et al., 2003; Simkhada et al., 2010; Ueda et al., 2007; 
Wang et al., 2009; Wang et al., 2006) ��!A>��	����"#$����/����������ก Bacillus sp. KA38 
�*���7��#��/./.��:��� (Metalloprotease)  "(	�8�ก�*��*+�� �� EDTA �/> Zn2+(Kim et al., 1996) 
            ��ก��ก��+ ก��ก��#!������"#$�#��88�กก�>:� ��� �/mก� ��� �� Ca2+, Mg2+, K+, Na+, 
�/> Li+ ��� Zn2+ #�9//�ก��ก��#!������"#$�/mก� �� (:������	 4.4) 9/�*�ก/������&�+����%/�"��#
%/����$�/>."����#%/����$#�9/����ก��ก��#!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
��ก��ก��+0��������"#$����/����������ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��:�������!��./�>
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�� �/�ก�/��&�����	�>�*�%��#�! #! � 1 #�//�.#/��$ .���=0�>�������	������!��./�>
����"�&*	� (Cu2+, Co2+, Fe2+ �/> Mn2+) ��B	����ก��������./�>�?��� �ก��.%�������	��#�>#��	�>
�ก�����ก�������  #��������ก�	��ก*�9/!���������ก�/>�����!��./�>����"�&*	�:��ก������
ก��ก��#!������"#$����/�������� "(	���7�����"#$��ก/��#"*���/�"����ก�&B+� Streptomyces 

albogriseolus  �/> Salinivibrio costicola ���8�ก�*��*+�ก��ก��#� �� Zn2+ (Suzuki et al., 1997; Lama 
et al., 2005)    "(	�#��*+���%/ ���/>�:ก:���ก*���ก����กก��'(ก)���+     ��B	��#���ก����"#$���� 
 
"
�
����  4.3  9/!�����*��*+��/>���%#�:��ก��ก��#!������"#$�����V�s��ก Virgibacillus sp.      
   SK1-3-7 
 

Substance Targeted enzyme Final   
concentration 

Relative   
activity (%) 

   Leupeptin Trypsin-like and some 
cysteine proteases 

       100 µM 97 

Trypsin inhibitor I 
(soybean) 

Trypsin-like protease      0.02 mg/mL 98 

        TLCK          Trypsin-like protease        100 µM 95 
   TPCK Chymotrypsin-like protease        100 µM 99 
   PMSF    Serine protease            1 mM 24 
   EDTA   Metallo protease          10 mM 94 
   Bestatin     Aminopeptidase          10 µM           104 
   Pepstatin     Acid protease          10 µM           100 
   E-64  Cysteine protease          10 µM 95 

      2-Mercaptoethanol               -          10 mM           100 

 
/���������*+�9/�:#���ก��/����	�:ก:���ก*� ����"#$������������ก Bacillus  �&�� B. subtilis 
JY1 8�ก�*��*+�� ������� Cu2+, Zn2+, Fe3+ �/>  Hg2+ ��!A>��	 Paenibacillus polymyxa EJS-3 8�ก
ก�>:� �ก��ก��#.�� Zn2+, Mg2+ �/> Fe2+ 8�ก�*��*+�� �� Ca2+ �/> Cu2+ (Lu et al., 2010) ?���*�
����"#$����/����������ก B. subtilis BK17 0���������!�� Zn2+, Ca2+, Cu2+ �/> Fe2+�#�#�
9/:��ก��ก��#!������"#$����/�������� (Jeong et al., 2001)      ��!A>��	����"#$����/��
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��������ก B. subtilis DC33 8�ก�*��*+�� �� Zn2+�/> Fe3+ (Wang et al., 2006) �/>������!�� 
Wang et al. (2009) 0��������"#$����/����������ก Pseudomonas sp. TKU015 8�กก�>:� �
ก��ก��#�� � �� Mg2+, Fe2+, Mn2+ �/> Ca2+ �:��>8�ก�*��*+��/mก� ��� �� Cu2+ �/> Zn2+  
 
"
�
����  4.4  9/!��������/>�����./�>:��ก��ก��#!������"#$��ก Virgibacillus sp.  
                      SK1-3-7 
 

Substance Final concentration (mM) Relative activity (%) 
Mono- and di- valent cations   

Li+ 20  112 

Na+ 20  108 

K+ 20  114 

Mg2+ 20  116 

Ca2+ 20 110 

Metal ions     

Cu2+ 1 108 

Co2+ 1 109 

Fe2+ 1 106 

Mn2+ 1 104 

Zn2+ 1 93 

       
      
        4.2.3  ก
������������ก��ก�������/����ก
������
������ ��_��
�� �C���
ก   

               Virgibacillus sp.  SK1-3-7 ���`�
���  
              �����.����"(	���7���:*+�: �!����������>ก��� ��0�/�������$  3 �� ��	�:ก:���ก*� 
�� �ก� α,  β �/> γ  "(	�#�0*�V>��"*/���$�&B	�#:���>������#��  .��#�!���.#�/ก�/  64, 56 �/>  
47  ก�./��/:*�   :�#/?��*�    ��X��>��	��#�>#:��ก�����ก��ก��#!������"#$��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 ���ก�����: ��#��%/�"��#%/����$�! #! � 20 #�//�.#/��$ ��9/�� �ก��ก�� 
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�&B	�#:��ก*�!���� γ �ก����7��� γ-γ #��+?���*ก.#�/ก�/ 105 ก�./��/:*� (�����	 4.9A) �#B	�'(ก)�
������ก������/��������!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �� SDS-PAGE   0����
����"#$�#��8���� α �/> γ- γ ����������m�X����%�(	�&*	�.#� :�#� ��ก�������� β �/>����
�� γ ��7�/?��*���� �� (�����	  4.9A) 9/�:9/��	 �ก����กก������������� ������"#$��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7  #�!��� 52, 45, 33 �/> 27 ก�./��/:*� :�#/?��*�    ��!A>��	����"#$ 
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   �/����  4.9  ������!��ก������������!������"#$�����V�s��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  (A) 
                      �/>0/�#�� (B) "(	����%��>�$.�� SDS-PAGE (12.5%T) F %B������� :*��/!���  
                      ��/�ก����������������� S  %B� .��:��#�:���� 
                     

A 

S          F        0       30      60      90         

 
   kDa 

 
    200 
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0/�#���#��8������������	��  α  �*��*���ก  �/>:�#� ��ก��������  β   � ���*:��ก������
��	& ��/>��� ������ γ  (�����	 4.9B)    .��#�9/�:9/��	�ก����กก������������#�!���  50, 33 �/> 
26 ก�./��/:*�  :�#/?��*�  "(	����>��ก��'(ก)�������ก������������� ��0/�#���*+��#�#�
�%/�"��#%/����$�����ก������(��#��ก����  γ-γ  �#B	�������������*:��ก������������!������"#$
�����V�s�����ก*�0/�#��  0��������"#$��ก  Virgibacillus sp. SK1-3-7    ����/���������� ��m�
ก��� 0/�#���:�#�%��#�?��0�>���>��:��0*�V>��	:���ก*� (�����	 4.9)    9/ก��'(ก)���	��%/ ��ก*�
������!������"#$����/����������ก  Paenibacillus polymyxa EJS-3  "(	�������  α  �/> β 
/?��*���ก:�#� ��ก������  γ  ���*:��ก��������	& �  (Lu et al., 2010)   ��!A>��	����"#$����/�� 
��������ก  B. subtilis DC33   "(	��#��8������  β  �� ��m�ก���  α  �/>  γ (Wang et al., 2006) 
��ก��ก��+0��������"#$����/����������ก  Streptomyces sp. CS684  �#��8�����=0�>�� β 
�����*+� (Simkhada et al., 2010)  
     
      4.2.4  ��B�� �C��b �����
���� 
_
�"�ก��ก���B�� �C�� 
 �����	 4.10 ���8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$�:�/>&��� .���8���	 1 
���8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �8���	 2 ���
8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$�0�"�� "(	�0�����#��#��8����/����������  �8�
��	 3 ���8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �/*�9���
ก����#� ������"#$�0�"�� �8���	 4 ���8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$����"�� 
�8���	 5 ���8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��	9���
ก������� ������"�� �8���	 6 ���8(�ก��ก��#ก������/��������!������"#$��ก Virgibacillus  
sp. SK1-3-7 ��	9���ก������� ������"#$�0�"���/>����"�� :�#/?��*� ��ก9/ก��'(ก)�0����
����"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ����8�ก��ก��#ก������/����������	#�!���.#�/ก�/ 
20 �/> 36 ก�./��/:*� (�����	 4.10 �8���	 1)  �#B	�����"#$9���ก������� ������"#$�0�"�� 0����
����"#$�*�%�#�ก��ก��#��/B����� "(	��>*��ก:0��8�ก��ก��#�ก��!(+���	:?�������+?���*ก.#�/ก�/ 20 
ก�./��/:*� (�����	 4.10 �8���	 3) "(	���%/ ��ก*�9/!��ก���*�%��ก��ก��#ก��������:*+�: �
�?��0�>!������"#$����"�� %B� Benz-L-Arg-pNA �/>�%.#����"�� %B� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA 0��������"#$����"���#��8������:*+�: ��� �*+�%�� �������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-
3-7 #�%��#�?��0�>:�� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA �0������������� ��!A>��	����"#$�0�"���#�
�#��8������:*+�: ��*+�����  ��ก9/�*�ก/�������� ��m�����8�:?������ 20 ก�./��/:*� ��7�
ก��ก��#!������"#$.��:�����ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �%��0������������� .��#�%��ก��ก��#
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�/*���#��	��/B����� 3.87 ± 0.00 Unit/ml ��ก 4.22 ± 0.09 Unit/ml (:������	 4.5)  &�+�� ��m��������"#$
��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7   �#��8��:��ก������!������"#$�0�"����    ก����	����"#$#�
ก��ก��#/�/���B	����ก���X��>��	����#�%��%��#��7�ก����#�ก   .��#�%��0���&��>#�A  2 "(	�
����?��� ����"#$�}���X�0V��#&�:������� �#B	�'(ก)�9/!������"#$����"��:��ก��ก��#
!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7       0��������"#$�#��8��:��ก������� ������"��
*��ก:�� ��ก�8�ก��ก��#��	��/B�������	:?������    20   �/>   36   ก�./��/:*� (�����	 4.10 �8���	 5)   
����8�ก��ก��#:��:?������    24   ก�./��/:*�     ��	�ก��!(+��*+����8(�ก��ก��#!������"��     
(�����	 4.10 �8���	 4)  "(	���%/ ��ก*�%��ก��ก��#��	��/B������/*�9���ก����#� ������"�� .��0����
ก��ก��#!������"����	��/B�����/�/���ก   6.57±0.74   Unit/ml    ��7�   4.98±0.71 Unit/ml     ���
�� ��m��������"#$��ก   Virgibacillus sp. SK1-3-7   �����������"#$����"���� �������?��� %��
ก��ก��#!������"#$����"��/�/�       ��!A>��	%��ก��ก��#��	��/B������#B	������ ����:*+�: �
�?��0�> Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA #�%���0�	#!(+��/mก� ��       �*+���+�����7��0��>����"#$��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7  �/>����"���#��8������:*+�: �  Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA �� �*+�%�� 
(:������	 4.5) �������กm:�# 9/!���8�ก��ก��#���������".#�ก�#�/>%��ก��ก��#ก������!�� 
 
  

  
 

 

 

 

 

 
 
 

�/����  4.10  ก��ก��#ก������/��������!������"#$�:�/>&������%��>�$.�� SDS-PAGE (12.5% 
                  T) �8���	 1 �������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �8���	 2 �������"#$�0�"��    
                  �8���	 3 �������"#$�/*���ก9���ก������� ���0�"�� �8���	 4 �������"�� �8���	 5  
                  �������"#$�����V�s��	9���ก������� ������"��  �8���	 6  �������"#$��	9���ก������ 

    � ���0�"���/>:�#� ������"�� 

31 36 kDa 

20 kDa 

24 kDa 
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"
�
����  4.5  ก������/����:*+�: ��?��0�>!������"#$����"���/>�%.#����"��!������"#$     
                      ��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ����"#$����"���/>����"#$�0�"�� 
 

Enzymes 
Activity (Unit/ml) 

Benz-L-Arg-pNA Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 
Virgibacillus sp. 1-3-7 enzyme ND 4.22±0.09 
Pepsin ND ND 
Trypsin 6.57±0.74 4.19±0.25 
Pepsin  + Virgibacillus sp. 1-3-7 enzyme ND 3.87±0.00 
Trypsin +Virgibacillus sp. 1-3-7 enzyme 4.98±0.71 4.79±0.41 
Pepsin +Trypsin + Virgibacillus sp. 1-3-7 
enzyme 

6.94±0.84 3.99±0.20 

�#����:� ND �#��8(� Not detected 
 
��:*+�: �*��%��>�$ 0��������"#$�*�%����ก��ก��#�� �� ��B	����กX��>�?�/��!��/?�� �/mก��	
0���& 8 ��7�X��>��	����"#$ �#��8���ก��ก��#�� ����%/ ��ก*�9/!��0���&:���8���X�0
!������"#$ (�����	 4.6A) ��ก9/ก��'(ก)���+����� ��m��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
��:��ก������� ������"#$����"�� ��	���ก����*+� ����"#$��ก  Virgibacillus sp. SK1-3-7   �*���
:��ก������� ���0�"���/>����"�� :�#/?��*� *��ก:�� ��ก�8�ก��ก��#��	��/B�����:?������  20 
ก�./��/:*� (�����	 4.10 �8���	 6)  ����8�ก��ก��#:?������  24  ก�./��/:*�   ��	�ก��!(+��*+�%B�
ก��ก��#!������"#$����"�� (��� ��	 4.10 �8���	 4) .��%��ก��ก��#!������"#$��ก Virgibacillus 
sp. SK1-3-7   ��	��/B�����%B�  3.87 ± 0.00 Unit/ml    �ก/ �%���ก*�%��ก��ก��#�/*�9���ก������� ��
�0�"��%B� 3.99 ± 0.20 Unit/ml (:������	 4.5) ��ก9/ก��'(ก)���+&�+�� ��m��������"#$��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��:��ก������!������"#$���>���������������?�/�� Wong and 
Mine (2004)     "(	�0��������"#$����/����������	ก*��� ��กก>�G�#��8��:��ก������!��
�0�"���/>����"�� ����"#$����/����������ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 #�'*ก�X�0��	�>�& 
��7���9/�:X*AY$������0B	��!X�0  
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4.3  ก
�ghกA
+@��*กA��B�!��"��� !��bV,�
�"*-�", !��"� �!C�+C�  
     4.3.1  ก
��.
����@�D�E ���B 
�!���ก@�B�!��"���  
            ����"#$��ก   Virgibacillus sp. SK1-3-7   ��ก��ก����/���������/ ��*��#��8����
/����."�%"���� �� ������!��ก����ก��B�ก���?������V�s!������"#$��#B��ก*�����"#$����
������ (�����	 4.5) .��#�%��%��#�����V�s�0�	#!(+� 14.1 ���� �/>9/9/�:��	�� :	?�%B���/B���>#�A 1% 
(:������	 4.6) .��:�����	��ก�� #�!��� 20 �/> 36 ก�./��/:*� (�����	 4.11)   &�+&*��������"#$����
��."�%"����B�.��:�����ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��7�����"#$&��������ก*�����"#$��	����
������ ��ก��ก��+�>��m��� ���.��:�����ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 #�!�����	��%/ ��ก*� 
Virgibacillus sp. SK33 "(	�#�!��� 19 �/> 32 ก�./��/:*� (Sinsuwan et al., 2007, 2010b)  �/> 
Virgibacillus sp. SK37 #�!��� 19, 34 �/> 44 ก�./��/:*� (Phrommao et al., 2011)   ��	���ก�����+#� 

 
"
�
����  4.6  :����!*+�:��ก���?������V�s!��.��:�����	9/�:��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 
 

 
  Total Total  Specific   

Step of purification   Volume(ml)  protein activity activity Fold  Yield  

      (mg) (U) (U/mg   (%)  
          protein)     
Crude proteinase  500 69.77 23.7 0.3 1.0 100 
Crude in 1 M (NH4)2SO4  500 27.83 18.0 0.6 2.2 76 
Phenyl-Sepharose  20 0.79 0.9 1.1 3.7 4 
DEAE-Sephacel   40 0.20 0.6 2.8 9.4 2 
Source Q   15 0.03 0.1 4.2 14.1 1 

 
������!���.#�/ก�/!��.��:���"(	�0��� ����%�������/����0*�V�$ �&�� B. subtilis PE-11 
(Adinarayana et al., 2003) !��� 15 ก�./��/:*� ��ก�&B+� Micrococcus sp. INIA 528 !��� 19.4 
ก�./��/:*� (Fernández, Mohedano, Polanco, Medina and Nuñez, 1996) ��ก�&B+� Pseudomonas 
aeruginosa !��� 18 ก�./��/:*� (Karadzic, Masui and Fujiwara, 2004) ��ก�&B+� B. laterosporus 
!��� 15 ก�./��/:*� (Usharani and Muthuraj, 2010) ��ก�&B+� Haloalkaliphilic bacterium sp. AH6 
!��� 40 ก�./��/:*� (Dodia et al., 2008) ��ก�&B+� Virgibacillus marismortui !��� 17, 19, 24, 29 
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�/> 35 ก�./��/:*� (Chamroensaksri et al., 2008) ��ก�&B+� Halobacillus karajensis !��� 36 ก�./-
��/:*� (Karbalaei-Heidari et al., 2009)  ��ก�&B+� B. licheniformis !��� 31 ก�./��/:*� 
(Toyokawa et al., 2010) 
 

        

 

 

 

 

 

 

 

   �/����  4.11  ������!������"#$ ���%��>�$.�� Activity staining;    Crude enzyme   (1), 
                              ����"#$��กก���?������V�s.�� phenyl-Sepharose (2), DEAE-Sephacel (3) 
                              �/> Source Q (4)  S  %B� .��:��#�:���� 
                 
      4.3.2  @�_i/�����`��V"�ก��ก��������j���i
`B�!��"��� 

ก��'(ก)�%�A/*ก)A>!������"#$����/����������ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 #��� 
'(ก)�9/!����A�X�#��/>0���&:��ก��ก��#!������"#$����/�������� ��B	����กก�>���ก��
����/���������ก��!(+���	��A�X�#� 37 ��'��"/�"�� �/>0���& 7.4 "(	���7���A�X�#��/>0���&��
����ก��!��%��ก:� �*��*+���ก��'(ก)�%�A/*ก)A>!������"#$����/���������(�#����� �'(ก)�
�=0�>�8���X�0!������"#$�����*+� ��!A>��	ก��'(ก)�%�A#�*:����&���%#�!��.��:�����ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��	����/����."�%"���� �?�ก��'(ก)�9/!����A�X�#��/>0���&:��
ก��ก��#!������"#$ ��B	����ก��A�X�#��/>0���&��	��#�>#:��ก������ก��ก��#!������"#$��7�
%�A#�*:����&���%#���B+��: �!��.��:��� ก���0�	#��A�X�#��>�?��� ��:*+�: �#�0/*����#�ก
0���	�>�?��� ���*+�ก/����7�����	8�กก�>:� �������X�00� �#��/�	�� ����	8�กก�>:� ���	�ก��!(+�
�*+�#�%��#�#��8���"(	��>��/�	����7�9/�:9/!�����ก���������������m� �*��*+�ก���0�	#��A�X�#��>�?�
�� �*:����m�!�����ก������0�	# �:�ก���0�	#!����A�X�#��0B	��?��� �*:����m�!�����ก���������"#$�0�	#
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�*+�#�!���?�ก*� �*+���+��B	����ก����"#$��7�.��:����	#�.%������##�:���	/*�"*�" ���/>ก����	
����"#$�#��8�������ก�������  ����"#$: ��#�.%������##�:���	��#�>#:��ก���?���� .��#�ก��
�*������:*�!��ก���>#�.�:��� C .���=0�>�����A�������ก����������0���#�>��	�>�� ��:*+�: ��! �
�*��/ ��ก�����ก�������/�	����7�9/�:9/!(+���  .%������##�:�!������"#$��	�?���7�:��ก������
���ก�������+�>%���������� : ����'*�0*�V>���.%���/��$:��� C �?����#�ก "(	�0*�V>��/����+�����ก�
ก��8�ก�?�/�� �*��*+��#B	��0�	#��A�X�#��� ��!(+�����ก���?��� ����"#$���X�0V��#&�:� �>�?��� 
�*:����m�!�����ก�����/�/�  "(	�ก��'(ก)�9/!����A�X�#���	��#�>#:��ก������ก��ก��#!��.��:�-
����ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  %B� 60 ��'��"/�"�� (�����	 4.12A) 0������A�X�#���	��#�>#
:��ก������ก��ก��#!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 #�%���ก/ �%���ก*�X��>��	��#�>#
:��ก������ก��ก��#!��.��:��������V�s��ก Virgibacillus sp. SK33 %B� 55 ��'��"/�"�� 
(Phrommao et al., 2011) �/>.��:��������V�s��ก Virgibacillus sp. SK37 %B� 55-60 ��'�-
�"/�"�� (Sinsuwan et al., 2010) ��ก��ก��+ Chamroensaksri et al. (2008) 0����X��>��	
��#�>#:��ก���?����!������"#$��ก Virgibacillus marismortui %B� 50 ��'��"/�"��  
Usharani and Muthuraj (2010) 0����X��>��	��#�>#:��ก���?����!������"#$��ก B. 

laterosporus %B� 40 ��'��"/�"�� �/> B. licheniformis RSP-09-37 %B� 50 ��'��"/�"�� 
(Sareen and  Mishra, 2008) ��!A>��	��A�X�#���	��#�>#:��ก������ก��ก��#!��.��:�����ก B. 
lichenformis RKK-04 %B� 50 ��'��"/�"�� (Toyokawa et al., 2010)  

0���&#�9/:��ก������ก��ก��#!������"#$ .��0���&�>#�9/:��ก���:ก:*�!��ก���>#�.�
."�! ��!������"#$ ก���ก����>��!��ก���>#�.�X����.%��� ��!��.��:��#�9/:���*�:�ก�����
�����>�����\� (Electrostatic interactions) �����#�� ����"#$�ก��ก���������ก�������!(+�"(	�X��>��+
����ก��� 0���&��	��#�>#:��ก���?����!������"#$ ��!A>��	�#B	�0���&�0�	#����B�:	?�#�9/�?�/��
�*�:�ก����������>�����\� ��B�>0���ก/B� (Salt bridge) �*��*+�.%��� ������"#$��	�8���� ��
�*�:�ก����������>�����\�#����.� #��	�>��G�:*���ก ��9/�� ����"#$�ก��ก���}���ก��ก��#
�ก��!(+� ก��'(ก)���+0����.��:�����ก    Virgibacillus sp.  SK1-3-7 �#��8����ก��ก��#�� ����	     
0���& 9.0 (�����	 4.12B) "(	��ก/ �%���ก*�����"#$��ก��/���B	���	#���:*+�: ���	�:ก:���ก*� ��ก
������!�� Sinsuwan et al. (2007) 0��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK37 ������."�%"���� �� 
��	����	0���& 6.0 �/> 8.0 ��ก��ก��+ Phrommao et al. (2011) ���������.��:��������V�s��ก
Virgibacillus sp. SK37 �#��8������:*+�: �*��%��>�$  Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC  �� ����	����	   
0���& 8.0 �/> Sinsuwan et al. (2010) 0��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK33 �#��8������
:*+�: � Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC �� ������	0���& 7.5 �/>#�������.��:�����ก��%�������/��  
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�/����  4.12  9/!����A�X�#� (A) �/>0���& (B) :��ก��ก��#ก��������:*+�: ���."�%"�� 
             !��.��:�����ก   Virgibacillus sp. SK1-3-7 
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��0*�V�$ �&�� .��:�����ก Haloalkaliphilic bacterium sp. AH6  �/> Bacillus sp. SAL1  ���� 
�%"���� ������	0���& 9-11 �/> 9.0 :�#/?��*�  (Dodia et al., 2008; Almas, Hameed, Shelly and 
Mohan, 2009) .��:�����ก Halobacillus karjensis ������."�%"���� ����	����	0���& 9 (Karbalaei-
Heidari et al., 2009) .��:�����ก B. lichniformis RKK-04 �#��8������:*+�: � Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA �� ����	����	0���& 10.0 (Toyokawa et al., 2010)   �/>.��:�����ก B. licheniformis 
RSP-09-37 �����%"���� ����	����	0���& 10.0 (Sareen and Mishra 2008) 

�#B	�'(ก)�9/!����A�X�#�:���8���X�0!������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  0����
����"#$#��8���X�0�/>���ก��ก��#�� ����	 10-50 ��'��"/�"�� (�����	 4.13A) ��ก��ก��+�*�
0��������"#$�#��8��%��#� ����	��A�X�#�    60  ��'��"/�"��  "(	���7���A�X�#���	��#�>#:��
ก������ก��ก��#�� �� .��#�%��ก��ก��#��/B�����8(� 50% (�����	 4.13A) �#B	������������%��#�#��8
��ก������/����:*+�: ��������/*���ก��#����"#$��	��A�X�#� 60 ��'��"/�"�� ��7���/� 1 
&*	�.#� 0���� .��:���#�%��ก��ก��#��/B����� 56% (�����	 4.6B) ����� ��m����9/!����A�X�#�:��
�8���X�0!������"#$��ก��������:*+�: ��*+���#�%���ก/ �%���ก*� �/>#��8���X�0�ก/ �%���ก*�
����"#$��ก Virgibacillus sp. SK37 "(	�#��8���X�0��	��A�X�#�:	?�ก��� 50 ��'��"/�"�� 
(Phrommao et al., 2011) .��:��������V�s��ก   Virgibacillus sp. SK33 "(	�#��8���X�0��	��A�X�#�
:	?�ก��� 60 ��'��"/�"�� (Sinsuwan et al., 2010)   ����"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �ก��ก��
�}����8���X�0�����#���A$��	 70-80 ��'��"/�"��  ��%/ ��ก*�.��:��������V�s��ก  
Bacillus sp. SAL1 (Almas et al., 2009)  B. licheniformis RKK-04 (Toyokawa et al. 2010)  
Filobacillus sp. RF2-5 (Hiraga et al., 2005) Halobacillus sp. SR5-3 (Namwong et al., 2006)      
.��:�����ก B. licheniformis RSP-09-37 (Sareen and Mishara, 2008) �/>.��:�����ก 
Halobacillus karajensis (Karbalaei-Hajighasemi et al., 2009) #��8���X�0��	��A�X�#�:	?�ก��� 60 
��'��"/�"�� �/>.��:��������V�s��ก��%������ Haloalkaliphilic bacterium sp. #��8���X�0
��&�����A�X�#�ก� ��%B� 25-80 ��'��"/�"�� (Dodia et al., 2008)  

�#B	�'(ก)�9/!��0���&:���8���X�0!��.��:�����ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 0����
����"#$#��8���X�0��	%���! ��ก� ����&���0���& 4-10 (�����	 4.13B) ��ก��ก��+�*�0��������"#$
�}���ก��ก��#��	X��>%��#��7�ก����	0���& 2 �/>������	0���& 12 �������กm:�#    ����"#$�*�%�#� 
ก��ก��#��/B�����8(� 21% ��X��>��	��7�ก�������� (0���& 2)    �/>#�ก��ก��#��/B�����8(� 73% ��	 
0���& 3 �/>�}���ก��ก��#�����#���A$��	0���& 12 (�����	 4.13B)    "(	�����"#$����8���X�0
%/ ��ก*�ก������/����������ก������! ��: �   ����� ��m��������"#$��ก   Virgibacillus sp. 
1-3-7 �#��8����/����:*+�: ���������B���."�%"����&���0���&��	ก� ���&�������ก*�      ��ก�*+� 
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�/����  4.13  9/!����A�X�#� (A) �/>0���& (B) :���8���X�0!��.��:�����ก   Virgibacillus sp.       
  SK1-3-7 �#B	����%��>�$� ����:*+�: ���."�%"�� 9/!����A�X�#�'(ก)�.����#����"#$   
  ��	��A�X�#�:��� C (10-80 ��'��"/�"��) 0���& 7 ��7���/� 60 ����   9/!��0���&'(ก)� 
  .����#����"#$��	%��0���&:��� C (0���& 2-12)   ��	 37 ��'��"/�"��  ��7���/� 60 ���� 
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����"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 #��8���X�0��&���0���&��	�ก/ �%���ก*�.��:�����ก 
Virgibacillus sp. SK37 .��#��8���X�0��&���0���&��	%���! ��ก� ��%B� 5-10 (Phrommao et al., 
2011) �/>.��:�����ก B. licheniformis RSP-09-37 #��8���X�0��&���0���&��	%���! ��ก� ��%B�
4-12 (Sareen and Mishra., 2008) .��:������ก/��##��8���X�0��X��>��	��7����� (Alkaline 
protease) �&�� .��:�����ก Haloalkaliphilic bacterium sp. AH6 #��8���X�0��	0���& 8-13 (Dodia 
et al., 2008) .��:�����ก  B. strain SAL1  #��8���X�0��	0���&  7-10 (Almas et al., 2009)       
.��:�����ก B. licheniformis RKK-04 #��8���X�0��	0���& 8-10 (Toyokawa et al., 2010)  
 
      4.3.3  ��B��+��C���+�����"�ก��ก��������j���i
`B�!��"��� 
            ��	�>�*�%��#�! #! �!���%/�"��c#%/����$ 10 #�//�.#/��$ #�9/����ก��ก��#!������"#$
��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  ���� (�����	 4.14A)      .���#��8ก�>:� ��� ����"#$����ก��ก��#
�0�	#!(+���7�   2 ����  �#B	������ก*�X��>��	�#�#��%/�"��#%/����$         ����� ��m��������"#$��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 : ��ก���%/�"��#%/����$�0B	�ก�>:� �ก��ก��#ก������/���������/>
��."�%"�� ��B	����ก����%/�"��#%/����$�#��8�ก���*�:�ก�����ก*�ก���>#�.�."�! ����	����
! ���%��������A�������ก�����    ��9/:��ก����/�	����/�.%�������B���>��!������"#$  #�9/�� 
ก���! ��*�ก*���:*+�: ��ก���� ��!(+��/>#��8���X�0#�ก!(+������#�� ���ก������ก���� ��!(+�       �#B	�
�����������%��#: ��ก���& �%/�"��#%/����$�0B	�����ก��ก��#ก������/��������!������"#$
��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  ก*�ก������/����."�%"�� 0������	�>�*��%/�"��#%/����$�! #! � 
20 #�//�.#/��$    ����"#$�#��8����ก��ก��#ก�������������0�	#!(+���7� 2 ����   ��!A>��	ก��ก��#
ก��������."�%"��/�/���/B�  70%     ����� ��m�������ก�����ก������/����:*+�: �������!��
����"#$: ��ก���%/�"��#%/����$�0B	�ก�>:� �ก��ก��#��	�>�*�%��#�! #! ���ก���ก������/��
��:*+�: ���."�%"�� ��B	����ก��A�X�#�ก��:������%��>�$ก��ก��#�:ก:���ก*�       "(	�ก������/��
��."�%"��:������%��>�$��	   60   ��'��"/�"��   "(	���7���A�X�#���	����"#$����ก��ก��#�� �����/>
B���B	����กก���0�	#��A�X�#��?��� �*:��ก���ก�����ก������0�	#!(+�    �*��*+�����"#$�(�#�%��#: ��ก��
�& �%/�"��#�0B	�����ก��ก��#���>�*���	:	?�ก���ก������/��������     "(	�:������%��>�$��	 37 ��'�-
�"/�"�� ����"#$��ก Virgibacilus sp. SK1-3-7 #�%��#: ��ก���%/�"��#%/����$�0B	�����ก��ก��# 
�&�������ก*�����"#$��ก  Virgibacillus sp. SK33 �/> SK37 (Sinsuwan et al., 2007, 2010a, 2010b; 
Phrommao et al., 2011)   ��ก��ก��+0�.��:��������V�s��ก Haloalkaliphilic bacterium sp. AH6 
�#��8����ก��ก��#�� ����	�>�*�%��#�! #! �!���%/�"��#%/����$��	  5 #�//�.#/��$ (Dodia et al., 
2008)        ��	���ก����*+�      �#B	�0����A�9/!���%/�"��#%/����$:���8���X�0!������"#$ 0���� 
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 �/����  4.14  9/!���%/�"��#%/����$:��ก��ก��# (A) �/>:���8���X�0 (B)   !��.��:�����ก   
                     Virgibacillus sp. SK1-3-7  ���%��>�$� ����:*+�: ���."�%"����	0���& 9  �/>��A�X�#�  
  60 ��'��"/�"��  '(ก)��8���X�0.����#��	�>�*��%/�"��#%/����$:��� C   (0-100  
  #�//�.#/��$) ��	0���& 9 ��7���/� 2 &*	�.#� ��	 37 ��'��"/�"��  �/>:����*�ก��ก��#  
  ��	 60 ��'��"/�"�� ��7���/� 60 ���� .��#��%/�"��#%/����$�! #! �10 #�//�.#/��$  
  �/>."����#%/����$�! #! � 0.5 .#/��$ 

0

5

10

15

20

25

30

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Ac
tiv
ity
  (m

U/
ml
)

CaCl2 concentration (mM)

A

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Re
lat
ive
 ac
tiv
ity
 (%

)

CaCl2 concentration (mM)

B

 

 

 

 

 

 



72 

 

����"#$#��8���X�0��	�>�*��%/�"��#%/����$�! #! � 0 8(� 10  #�//�.#/��$  �/>��	�>�*�%��#
�! #! � 20 #�//�.#/��$ ����"#$#�%��ก��ก��#��/B����� 70% ��!A>��	�>�*��%/�"��#%/����$
�! #! � 30 �/> 50 #�//�.#/��$ ����"#$#�ก��ก��#��/B������0��� 46% �/> 41% :�#/?��*� ก��
�}����ก�������#���A$��	 100 #�//�.#/��$ (�����	 4.14B)   

 
      4.3.4  ��B�!C�����+�����"�ก��ก��������j���i
`B�!��"��� 
 �>�*�!��."����#%/����$��	��#�>#:��ก������ก��ก��#!��.��:���%B���	  0.5 .#/��$   
(�����	 4.14A) "(	���%/ ��ก��ก��#ก������/�������� &�+�� ��m��������"#$��ก Virgibacillus sp. 
SK1-3-7 : ��ก��."����#%/����$�0B	�����ก��ก��#ก������/���������/>��."�%"�� ��ก��ก��+
�*�0��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7  #�ก��ก��#/�/��#B	�."����#%/����$#�%��#
�! #! ��0�	#!(+� �/>ก��ก��#!������"#$%��� C /�/��#B	�%��#�! #! �!���ก/B�."����#%/����$��
ก��� 2 .#/��$ ��!A>��	�#B	��*�ก��ก��#!������"#$�����V�s��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 .���& 
��:*+�: �*��%��>�$ Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA �����."�%"�� 0��������"#$�����V�s�*�%�����
ก��ก��#�� ����	�>�*�%��#�! #! �!���ก/B�."����#%/����$��ก��� 2 .#/��$ ��8(� 4 .#/��$ (�����	 
4.16) "(	����&�+�����."�%"���ก�� Salting out ��X��>��	#��ก/B���!(+� "(	���7����.� #�����ก*���	0�
�#B	��& ��:*+�: ��������� 4.2.2.3 ��ก9/ก��'(ก)���+&�+&*��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-
7 �#��8���ก��ก��#�� �*+���X��>��	#��/>�#�#�."����#%/����$ .��:�����ก Filobacillus 
sp. RF2-5 (Hiraga et al., 2005) �/> Halobacillus sp. SR5-3 (Namwong et al., 2006)   0����
ก��ก��#!��.��:����0�	#��!(+� 2.5 ���� ��	."����#%/����$�! #! � 20-35% "(	��:ก:�������ก
�������ก�	��ก*�.��:�����ก B. licheniformis RKK-04 "(	�0����ก��ก��#!��.��:���/�/��#B	�
%��#�! #! �!��."����#%/����$�0�	#!(+� (Toyokawa et al., 2010)   
  �#B	�'(ก)�9/!��."����#%/����$:���8���X�0        0��������"#$#��8���X�0���ก/B�
."����#%/����$��	�>�*�%��#�! #! � 0-2 .#/��$ (�����	 4.15B)     ��7���	���*��ก:����#B	���#����"#$
��7���/� 2 &*	�.#�   0��������"#$#�ก��ก��#�0�	#!(+�8(� 1.8 ���� ��	�>�*�%��#�! #! ��ก/B�."����#
%/����$ 1 .#/��$   (�����	 4.15B)     0�����8���X�0!������"#$�0�	#!(+������B	����ก.%�����!�� 
����"#$�ก��ก����/�	����/� �*���B	��#���กก���ก���*�:�ก�����!��."����#%/����$ก*�."�! ��!��
ก���>#�.�#�9/�����#�� �����A�����/>�����A�*���#8(��#��:��� C  ��	�ก�	��! �������ก�����������
:?��������	��#�>#   ��	���ก����*+�����"#$#�ก��ก��#�0�	#!(+� 1.4 ���� ��	�>�*�%��#�! #! ��ก/B�
."����#%/����$ 2 .#/��$ (�����	 4.15B) �#B	�0����A���	�>�*�%��#�! #! �!���ก/B�."����#%/�-
���$ 3 �/> 4 .#/��$ �>��m��� �������"#$��/B�ก��ก��#�0��� 83% �/> 61% :�#/?��*� (��� 4.15B) 
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  �/����  4.15  9/!��."����#%/����$:��ก��ก��# (A)  �/>:���8���X�0 (B) !��.��:�����ก    
                        Virgibacillus sp. SK1-3-7      �#B	�:������%��>�$� ����:*+�: ���."�%"����	0���& 9  
                        ��A�X�#�  60 ��'��"/�"��   '(ก)��8���X�0!������"#$.����#����"#$��	�>�*�  
    ."����#%/����$:���  C   (0-4 .#/��$)    ��	0���& 9 ��7���/� 2 &*	�.#�   ��	  37 ��'�-  
                        �"/�"�� �/>:����*�ก��ก��# ��	  60  ��'��"/�"�� ��7���/� 60 ���� .��#��%/-  
    �"��#%/����$�! #! � 10 #�//�.#/��$ �/>."����#%/����$�! #! � 0.5 .#/��$ 
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�/����  4.16  9/!��."����#%/����$:��ก��ก��#!��.��:���.���& ��:*+�: �*��%��>�$ Suc-Ala- 
                   Ala-Pro-Phe-pNA   

  
"(	���7����.� #�����ก*���	����/�������� ��ก��ก��+.��:���#��8���X�0��&���%��#�! #! �
!���ก/B�."����#%/����$%���! ��ก� �� �*��*+��(��#��8�*�.��:�����ก Virgibacillus sp. SK1-
3-7 ��7�&�����	���ก/B� (Halotolerant protease) .���*	���.��:���9/�:��ก��%������&���ก/B��>
#�/*ก)A>���� %B�#��8���X�0��X��>��	#��ก/B�."����#%/����$�� �&�� B. licheniformis RKK-04  
"(	�.��:�����	9/�:�� #��8���X�0��&���."����#%/����$�! #! � 10-30% (Toyokawa et al., 2010) 
.��:�����ก Haloalkaliphilic bacterium sp. AH6  #��8���X�0��&���."����#%/����$�! #! � 0-4 
.#/��$ (Dodia et al., 2008) .��:�����ก Halobacillus karajensis  #��8���X�0��&���."����#
%/����$�! #! � 0-3 .#/��$ (Karbalaei-Heidari et al., 2009) .��:�����ก Halobacillus sp. SR5-3 
#��8���X�0��&���."����#%/����$�! #! � 0-25% (Namwong et al., 2006) �/>.��:�����ก  B. 
subtilis FP-133 #��8���X�0��&���."����#%/����$�! #! � 0-20% (Setyorini, Kim, Takenaka, 
Murakami and Aoki, 2006)  
 �#B	��?�����"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ����#��X��>��	#�."����#%/����$�! #! � 
0.5 .#/��$ �/>�%/�"��#%/����$�! #! � 10 #�//�.#/��$ ��	 37 ��'��"/�"�� ��7���/� 24 &*	�.#� 
0��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK 1-3-7 #��8���X�0��"(	�����"#$�#�#�ก���}���ก��ก��# 
(�����	 4.17) ����� ��m��������"#$#��8���X�0����	��A�X�#� 37 ��'��"/�"�� 
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�/����  4.17  9/!���>�>��/���ก����#:��ก��ก��#!������"#$����/����."�%"�� 
         ��	."����#%/����$�! #! � 0.5 .#/��$    �/>�%/�"��#%/����$�! #! � 10  
                               #�//�.#/��$  ��	 37 ��'��"/�"�� 
   
      4.3.5  ��B��
�"*-�", �.
�`
�"�ก��ก���B�!��"��� 
               ก��'(ก)�%��#�?��0�>:����:*+�: �*��%��>�$ (Synthetic substrate) !��.��:�����ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 .���?�ก��'(ก)�ก��ก��#��	��A�X�#� 60 ��'��"/�"�� �/>0���& 9  
0��������"#$��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �#��8����/����:*+�: �  Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA  �/>�#�����/����:*+�: �?���*�����"�� (Trypsin) 0/�#�� (Plasmin) V��#��� 
(Thrombin) �/>��.��%�� (Urokinase) (:������	 4.7) �(�ก/����� ���.��:��������V�s��ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 #�%�A#�*:�%/ ��%/(�ก*�"*���/�"��"(	���%/ ��ก*�9/ก��'(ก)�
%��#�?��0�>:����:*+�: �*��%��>�$!������"#$����/���������� 4.2.2.4 �/>.��:�����ก
��%�������/����0*�V�$ �� �ก�  B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens,  B. lentus, B. 
alcolophilus N85S  �/>  B. alcolophilus PB92 (Ballinger and Wells, 1998)  "(	���7�.��:�����	
9/�:�� ��ก�&B+���	ก/���#��#��8����/�� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC �� �� ��ก��ก��+�*�#� B. 
licheniformis BA17 (Ozturk et al., 2009) �#��8����/�� Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA �� ��� ��
�&��ก*�  "(	���7���:*+�: ���	#�%��#�?��0�>:��.��:�����ก��%��������ก/��#"*���/�"��  
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"
�
����  4.7  ��:*+�: ��?��0�>!������"#$�����V�s��������ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 :���   
                      ���%��>�$��	 60 ��'��"/�"�� 0���& 9 ��7���/� 30 ���� 
 

Synthetic substrates Specificity Relative activity (%) 

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Subtilisin and Chymotrypsin 100 

Tos-Gly-Pro-Arg-pNA   Thrombin 6 

D-Val-Leu-Lys-pNA Plasmin 3 

Benz-L-Arg-pNA Trypsin 2 
 
 

         4.3.6  ��B��
��*��*-�����
��+��"�ก��ก���B�!��"��� 
 �#B	�'(ก)�9/!�����*��*+��/>���%#�:��ก��ก��#!��.��:�����	 60 ��'��"/�"�� �/>
0���& 9 0�������*��*+�.��:�����ก/��#�#��/./�/>��"�� ��#8(����*��*+���	�?��0�>:������"�� 
(Leupeptin, SBTI �/> TLCK) �/>�%.#����"�� (TPCK) �#�#�9/�*��*+�.��:�����ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��!A>��	 PMSF "(	���7����*��*+�.��:���ก/��#"�����#��8�*��*+�
ก��ก��#����"#$�� �����#���>��V�X�0 .��ก��ก��#!������"#$��/B��0��� 11% �����ก*�
:*������%��%�# (:������	 4.8) 9/�*�ก/������&�+�������"#$�*���7�"����.��:�����	�#��&�����"���/>
�%.#����"�� ��%/ ��ก*�9/!������"#$����/�������� "(	�8�ก�*��*+�� �� PMSF �����#���A$ 
�/>��%/ ��ก*�.��:�����ก B. laterosporus (Usharrani and Muthuraj, 2010) B. licheniformis  
RSP-09-37 (Sareen and Mishra, 2008)    Haloalkaliphilic bacterium sp. (Dodia et al., 2008) �/> 
B. licheniformis RKK04 (Toyokawa et al., 2010) "(	�8�ก�*��*+�� �� PMSF ��!A>��	 2-
mercaptoethanol (β-ME) "(	���7��������"$ (Reducing agent) ��	#�9/�?�/��0*�V>��"*/���$"(	�#�9/
�*��*+�ก��ก��#!������"#$�/mก� �� ������0*�V>��"*/���$ (Disulfide bond) �#��&�0*�V>�/*ก
?���*�ก���8���.%��� ��!������"#$  
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"
�
����  4.8  9/!�����*��*+��/>���%#�:��ก��ก��#!��.��:�����ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 

 

Substance Targeted enzyme Final 
concentration 

Relative 
activity (%) 

Leupeptin Trypsin-like and some 
cysteine protease 

100 µM 95 

Trypsin inhibitor I 
(soybean) 

Trypsin-like protease 0.02 mg/ml 89 

TLCK Trypsin-like protease 100 µM 88 

TPCK Chymotrypsin-like protease 100 µM 84 

PMSF Serine protease 1 mM 11 

EDTA Metallo protease 10 mM 82 

Bestatin Metallo aminopeptidase 10 µM 93 

Pepstatin Acid protease 10 µM 92 

E-64 Cysteine protease 10 µM 87 

2-mercaptoethanol -  10 mM 89 
   
 

            �#B	�'(ก)�9/!��������/>�����./�>:��ก��ก��#!��.��:��� 0��������"#$�����V�s
8�กก�>:� ��� �/mก� ��� ������� Li+, Na+�/> Ca2+ �/>�����./�> Fe3+, Mn2+ �/> Zn2+ �:�8�ก
�*��*+��/mก� ��� �� K+ �/> Mg2+ (�����	 4.9) ��ก�*+�8�ก�*��*+�� ��./�> Cu2+ "(	��:ก:�����ก9/��	�& 
��������7���:*+�: � Virgibacillus sp. SK1-3-7 ����"#$8�ก�*��*+�� ��./�> Zn2+ �:��0��������
����� �����7��0��>�����:*+�: ���	�& :���&���ก*� Sinsuwan et al. (2010) 0��������"#$�����V�s��ก 
Virgibacillus sp. SK33 8�ก�*��*+��/mก� ��� ������� K+ �/>ก�>:� �ก��ก��#�� � ������� Li+, 
Na+ �/> Ca2+ �/>�����./�> Fe3+, Mn2+ �/> Zn2+�:��#�8�ก�*��*+�� ��  Cu2+    Phrommao et al.  
(2011) 0��������"#$�����V�s��ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 8�ก�*��*+�� ��  Cu2+,  Zn2+ �/> Fe3+  
�:�ก�>:� �ก��ก��#�� �/mก� ��� ������� Mn2+ �*�#�����������"#$�����V�s��ก B. laterosporus 
8�ก�*��*+�� �� Cu2+, K+ �/> Zn2+ (Usharrani and Muthuraj, 2010)  .��:�����ก B. licheniformis 
RSP-09-37 8�กก�>:� �ก��ก��#�� � �� Ca2+  ��!A>��	ก��ก��#8�ก�*��*+�� �� Mn2+,  Zn2+, Mg2+  �/> 
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Cu2+  (Sareen and Mishra, 2008)  �/>.��:��� ��ก B. licheniformis RKK 04 8�ก�*��*+�� �� Cu2+, 
Ag+ �/> Zn2+ �:�8�กก�>:� �� �� Mn2+ �/> Ca2+   �#�#�9/:��ก������ก��ก��#!��.��:��� 
(Toyokawa et al., 2010) ��!A>��	������.��:�����ก Haloalkaliphilic bacterium �*+�8�ก�*��*+�
ก��ก��#� �� Ca2+ �/>  Mg2+ (Dodia et al., 2008)    �>��m��� ���9/!��������/>�����./�>
:��ก��ก��#!��.��:�����	� ����ก��%������:�����0*�V�$#�%��#�:ก:���ก*�  
   
"
�
����  4.9  9/!��������/>�����./�>:��ก��ก��#!��.��:�����ก Virgibacillus sp.  
                      SK1-3-7 
 

Substance Final concentration (mM) Relative activity (%) 

Mono- and di- valent cations 
  

  

Li+ 10 108 

Na+ 10  116 

K+ 10 97 

Mg2+ 10  98 

Ca2+ 10  111 

Metal ions     

Cu2+ 1 90 

Co2+ 1 104 
Fe3+ 1 110 
Mn2+ 1 108 

Zn2+ 1 108 
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����� 5 

����	
����������� 

 
5.1  ����	
 

Virgibacillus sp. SK1-3-7 ������������������������� !"�ก�$��%�ก��&'()*�+,-��.*�
�'��+/��(� (Fibrinolytic enzyme) �'?*�+,-��.*��'��@��)�� (Proteolytic enzyme) + B�C!��  
D�ก�����������%EB%�ก��� �*���F!G-  25 +*@,'� ����� ��ก+ B%��?GJ.�!ก�?�J�ก��G-�ก
�FK��'����&'()@��)(*����G'��!**ก-�$���*ก,''� (Extracellular protease) *�+,-��.*��'��
+/��(��'?�.*��'��@��)�����&'()+ BD�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 -�P��  20 �'? 36 ก(@' �'-
)�� *�+,-��.*��'��+/��(��� !ก(Dก��-%��$�J?���-�ก'R*@, ��-�'*+� ��C! (4 @-'���) 
��-��T�� !ก(Dก��-+ B%��$�J?���-��'?+-.-�ก'R*@, ��-�'*+� � �*กD�ก��F*�+,-��.*��'��
+/��(���!�� !�T���$��%�E.J!��*E���กJB�!  �R* 4-10 *�+,-��.*��'��+/��(�TCกก�?)�B�ก��
�.!ก(Dก��- BJ�ก'R*��',��-�'*+� ��'?@, ��-�'*+� � ,U�!��!+-.��-����!��ก���Jก��*�+,-�
�.*��'��+/��(����-���V�-��)(��ก'R*-�ก.*� *�+,-��.*��'��+/��(�TCกก�?)�B�ก���.!
ก(Dก��- BJ�ก'R*@, ��-�'*+� � *�+,-��� !��V'�กWV?@��)(*�ก'�.-,���� (Serene protease) 
���TCก�����F! BJ� PMSF �K�G�B�����'B��,���('(,(� �R�*!D�ก��-��T�.*��'�����)�F!)B���!���?G� 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA + B � *�+,-��.*��'��+/��(�D�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 �.*�
�'��+/��(�+ B�C!กJ.�*�+,-��'��-(�,U�!�K�G�B�����.*��'��+/��(����ก( PUF�%��.�!ก��  �!��F�
*�+,-��.*��'��+/��(�D�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 ��-��T�K�+���?��ก)�%EB%�&'()$�V\�
��P$��,U�!��-��T' �J�-����!P*!ก��ก( @��G'* 'R* �'?G�J%D 

*�+,-��.*��'��@��)��D�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7   -�*�VG$C-(�'?��*E���G-�?�-
).*ก���.!ก(Dก��-��� 60 *!"�,',��� �'?��*E 9 )�-'K� �� �'?*�+,-���!�!�� !ก(Dก��-+ B
�C!%�E.J!��*E�.*�PB�!กJB�!E.� ��Jก��*�+,-��.*��'��+/��(� �R* 4-10  �*กD�ก��F@��)(*�
���&'()+ B�� !��V�-��)(��ก'R* �'?TCกก�?)�B�ก(Dก��- BJ�ก'R*@, ��-�'*+� ��C! 4 @-'��� 
 �!��F��������� Virgibacillus sp. SK1-3-7 -�"�ก�$�����D?��^��+����ก'B�ERF*�R�*%EB%�
ก�?�J�ก��G-�ก�FK��'�+ B ,U�!���PB*+ B�����-R�*����ก��*�+,-���!ก���B����-�ก(Dก��-' '!
%��$�J?���-�ก'R*�C! �(�!+�กJ.���F@��)(*��� !ก(Dก��-+ B��F!%��$�J?���-��'?+-.-�ก'R*@, ��-
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�'*+� ��C!  �!��F�D?G_�+ BJ.�@��)(*�D�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7 -�"�ก�$��%�ก��
��?��ก)�%EB%��$�J?���-�ก'R*�C!�'?+-.-�ก'R*+ B��F!�*!�$�J?  
 

5.2  ��������� 
             5.2.1  �J�-�ก��"UกW�ก���K�+�%EB��?@�E��+ BD�(!P*!*�+,-��.*��'��+/��(�        D�ก 
Virgibacillus sp. SK1-3-7 %�*�G��   �R�*%GB����TU!"�ก�$��%�ก��&'()*�+,-��.*��'��+/��(� 
%�*�G�����-�*!����?ก*�P*!@��)�����G'�ก 
             5.2.2  �J�-�ก��"UกW�ก���.*��'��+/��(�D�ก Virgibacillus sp. SK1-3-7   @ �� �*�%�
��)J�� '*!G�R*-��W�� �'?"UกW��J�-����(WP*!*�+,-�%�,''��ก)(P*!�.�!ก�� 
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