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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและ  

ไลเปสจากตัวอย่างไตปลาทูหมักจ านวน 13 ตัวอย่าง ที่ถูกเก็บมาจากภาคใต้ตอนบนของประเทศไทย ผลการวิเคราะห์ทางเคมี
พบว่ามีค่า pH ระหว่าง 4.70 - 5.80 มีปริมาณกรดแลคติก 3.40 - 4.60% และมีปริมาณเกลือ 4.00 - 22.44% เมื ่อท า 
การแยกแบคทีเรียชอบเค็มบนอาหาร Nutrient agar (NA) ที่มีการเติม 5% NaCl สามารถคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มได้ 
จ านวน 130 ไอโซเลท และเมื่อน ามาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสโดยวิธี agar well diffusion พบว่ามี 
24 ไอโซเลท (18.46%) ที่มีกิจกรรมการย่อยบนอาหาร Skim milk agar ซึ่งมีขนาดวงใส 10.53 - 21.36 มิลลิเมตร จากนั้น 
น าแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร Tween 20 agar 
พบว่า มีเพียง 12 ไอโซเลท ที่สามารถสร้างตะกอนขุ่นขาวขนาด  10.67 - 17.27 มิลลิเมตร โดยแบคทีเรียชอบเค็มที ่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสสูงที่สุดคือ E1-4 ซึ่งเมื่อน ามาจัดจ าแนกสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่ามีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับแบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus safensis NBRC 100820 
(98.11% similarity) แสดงให้เห็นว่า E1-4 เป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปส  
ซึ่งสามารถน าไปศึกษาเพื่อประยุกต์ใช้ในงานด้านเทคโนโลยีชีวภาพต่อไป 
 

ABSTRACT 
This research aimed to investigate the chemical properties of fermented short mackerel innards 

samples, and screen for halophilic bacteria producing protease and lipase enzymes. Thirteen samples were 

collected from the upper southern region of Thailand. Chemical analysis revealed pH values ranging from 

4.70 to 5.80, lactic acid content of 3.40 - 4.60%, and salt content of 4.00 - 22.44%. Total 130 bacterial 

isolates were screened using Nutrient agar medium (NA) supplemented with 5% NaCl. Enzyme activity 
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screening using the agar well diffusion method identified 24 isolates (18.46%) with proteolytic activity on 

skim milk agar, producing clear zones with diameters of 10.53 - 21.36 mm. Among these protease-producing 

isolates, 12 also demonstrated lipolytic activity on Tween 20 agar medium, forming white precipitates  

with diameters of 10.67 - 17.27 mm. Isolate E1-4 exhibited the highest proteolytic and lipolytic activities. 

Molecular identification based on 16S rRNA gene sequencing exhibited that E1-4 shares 98.11% similarity 

with Bacillus safensis NBRC 100820. These findings demonstrate that E1-4 represents a promising  

halophilic bacterium with protease and lipase-producing capabilities, making it a valuable candidate for 

biotechnological applications 
 

ค าส าคัญ: แบคทีเรียชอบเค็ม  โปรติเอส  ไลเปส  ไตปลาทูหมัก  ไตปลา 
Keywords: Halophilic Bacteria, Protease, Lipase, Fermented Short Mackerel Innards, Tai Pla 
 

บทน า 
ปัจจุบันความต้องการใช้เอนไซม์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยในปี พ.ศ. 2565 ตลาดเอนไซม์ 

ทั่วโลกมีมูลค่าประมาณ 6.95 พันล้านดอลลาร์สหรัฐ และคาดการณ์ว่าระหว่างปี พ.ศ. 2566  ถึง 2593 จะเติบโตขึ้นปีละ 
6.4% (Kumar et al., 2024) แต่การผลิตเอนไซม์ในประเทศไทยส่วนใหญ่ยังคงพึ่งพิงการน าเข้าจากต่างประเทศ ดังนั้นการ
ค้นหาแหล่งจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีคุณภาพสูงจึงเป็นทางเลือกที่ส าคัญส าหรับการลดการน าเข้าและ  
เป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับทรัพยากรชีวภาพท้องถิ่น 

อาหารหมักพื้นบ้านของประเทศไทยถือเป็นแหล่งที่ส าคัญของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์หลากหลายชนิด โดยเฉพาะ
แบคทีเรียชอบเค็มซึ่งมีความสามารถในการอยู่รอดและเจริญเตบิโตในสภาพแวดล้อมท่ีมีความเค็มสูง (Ventosa et al., 1998) 
อีกทั้งหากเป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่คัดแยกมาจากอาหารหมักที่มีช้ินส่วนของเนื้อสัตว์เป็นวัตถุดิบ จะสามารถคัดแยกแบคทีเรีย
ชอบเค็มที่มีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสหรือไลเปสได้อีกด้วย โดยเอนไซม์โปรติเอสหรือไลเปสที่ผลิตจาก  
แบคทีเรียชอบเค็มสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร ผงซักฟอกและการบ าบัดน ้าเสีย ตลอดจนงานทาง  
ด้านเทคโนโลยีชีวภาพได้ เนื่องจากมีความเสถียรและสามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพในสภาวะรุนแรง เช่น pH เป็นกรด 
ความเค็มและอุณหภูมิสูง (Margesin and Schinner, 2001) แม้ว่าการศึกษาก่อนหน้านี ้จะสามารถคัดแยกแบคทีเรีย 
ชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอส (อ าพรรณและคณะ, 2558; Chancharoonpong and Palagool, 2020) และเอนไซม์ไลเปส 
(Yiamsombut et al., 2022) ได้จากปลาร้า ซึ่งเป็นอาหารหมักพื้นบ้านของภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและ
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลติเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสได้จากบูด ูซึ่งเป็นอาหารหมักพ้ืนบ้านของภาคใต้ตอนล่าง
ของประเทศไทย (Kanjan and Sakpetch, 2020) แต่อย่างไรก็ตาม ยังไม่พบการรายงานเกี่ยวกับแบคทีเรียชอบเค็มที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสจากไตปลาทูหมัก ซึ่งเป็นอาหารหมักพื้นบ้านของภาคใต้ตอนบนของ
ประเทศไทย 

ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งเน้นไปที่การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของตัวอย่างไตปลาทูหมักจากตลาดท้องถิ่นของจังหวัด 
ในภาคใต้ตอนบนของประเทศไทย เพื่อช่วยให้เข้าใจถึงองค์ประกอบและสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมส าหรับการเจริญของ
แบคทีเรียชอบเค็ม และการคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสจากตัวอย่ าง 
ไตปลาทูหมัก ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นส าหรับการพัฒนาอุตสาหกรรมเอนไซม์จากแหล่งจุลินทรีย์ท้องถิ่นและเป็นการเพิ่มมูลค่าให้  
กับผลิตภัณฑ์อาหารหมักพ้ืนบ้านไทย ตลอดจนเป็นการสนับสนุนการใช้ทรัพยากรชีวภาพอย่างยั่งยืนต่อไป 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. การเก็บตัวอย่างและศึกษาคุณภาพทางเคมีของไตปลาทูหมัก 
เก็บตัวอย่างไตปลาทูหมักจ านวน 13 ตัวอย่าง จากร้านที่จ าหน่ายปลาทูนึ่งในตลาดท้องถิ่นของจังหวัดต่าง ๆ ใน

ภาคใต้ตอนบน ได้แก่ สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และชุมพร จังหวัดละ 3 ตัวอย่าง ระนองและพังงา จังหวัดละ 2 ตัวอย่าง
ท าการวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด - ด่าง (pH) ด้วยเครื่อง pH meter (Mettler Toledo MP320U, Switzerland) วิเคราะห์
ปริมาณเกลือ โดยชั่งตัวอย่าง 1 กรัม เติม 0.1 M AgNO3 10 มิลลิลิตร และ HNO3 10 มิลลิลิตร น าสารละลายที่ได้ไปต้ม 
เป็นเวลา 10 นาที จนสารละลายมีสีเหลือง ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น  กรองสารละลายที่ได้และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
ด้วยน ้ากลั่น เติมสารละลายอิ่มตัวของ NH4Fe(SO4)2·12H2O2 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วไทเทรตด้วย 0.1 M KSCN จน
สารละลายสีเหลืองเปลี่ยนเป็นสีส้ม น าไปค านวณปริมาณเกลือโดยวิธี AOAC (2000) วิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติก โดย 
น าตัวอย่าง 10 กรัม ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสที่ได้ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
ผสมกับน ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร หยดฟีนอลทาลีน 2 - 3 หยด จากนั้นไทเทรตด้วย 0.1 N NaoH จนสารละลายเปลี่ยนเป็น 
สีชมพ ูแล้วน าไปค านวณปริมาณกรดแลคติกโดยวิธี AOAC (2000)    
2. การแยกเชื้อแบคทีเรียชอบเค็ม 

น าตัวอย่างไตปลาทูหมักมาแยกเชื้อแบคทีเรียชอบเค็มโดยชั่งตัวอย่าง 25 กรัม ใส่ในถุงพลาสติกส าหรับตีป่นอาหาร 
(stomacher bag) เติมสารละลาย 0.85% NaCl ปริมาตร 225 มิลลิลิตร และน าไปตีป่นในเครื่อง stomacher จากนั้นท าการ 
spread plate ลงบนอาหาร NA ที่มีการเติม 5% NaCl บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ท าการคัดเลือก
โคโลนีท่ีมีลักษณะแตกต่างกันมาท าให้บริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
3. การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปส 

น าแบคทีเรียชอบเค็มที่คัดเลือกได้มาเลี ้ยงในอาหารเหลว  Nutrient broth (NB) ที่มีการเติม 5% NaCl บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสจากการปั่นเหวี่ยงปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาทดสอบการผลิตเอนไซมโ์ปรตเิอสและเอนไซม์ไลเปส
โดยวิธี agar well diffusion ในอาหาร Skim milk agar (ประกอบด้วย 2% skim milk และ 1.5% agar) และ Tween 20 
agar (ประกอบด้วย 1% peptone 0.01% CaCl2·2H2O 2% agar และ 1% Tween 20) ตามล าดับ บ่มที ่อ ุณหภูมิ  37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลการเกิดปฏิกิริยาของแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสและ  
ไลเปส โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสบนอาหาร Skim milk agar และตะกอนขุ่นขาวบนอาหาร Tween 20 agar 
ตามล าดับ (ดัดแปลงจาก Vijayaraghavan and Vincent, 2013; Samad et al., 2017; Daroonpunt et al., 2018) 
4. การจัดจ าแนกสายพันธุข์องแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  

 จัดจ าแนกสายพันธ์ุของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ โดยท าการสกัดดีเอ็นเอด้วย Genomic DNA kits (Omega BioTek, 
GA, USA) ตรวจสอบ genomic DNA ที่สกัดได้ด้วยเทคนิคอิเล็คโทรโฟเรซิส (electrophoresis) ใน 1% agarose gel ที่แช่
ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1xTAE ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อม agarose gel ด้วย SYBR Gold solution 
เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าไปตรวจสอบภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง UV transilluminator และบันทึกภาพ 
โดยใช้ Gel Documentation จากนั้นท าการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนบริเวณ 16S rDNA ด้วยเทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 27F (5′AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3′) และ 1492R (5′GGTTACCTTGTTACGACTT3′) 
ได้ผลผลิต PCR ความยาว 1465 คู่เบส (Kanjan and Hongpattarakere, 2016) และท าการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ที่ห้างหุ้นส่วน จ ากัด วอร์ด เมดิก (http://www.wardmedic.com) น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ได้ไปเทียบกับฐานข้อมูล 
ที่มีอยู่ใน GenBank ที่เว็บไซต์ https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
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5. การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ  
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-Way-ANOVA) เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในแต่ละ

ชุดการทดลองด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS 
เวอร์ช่ัน 23 

 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

คุณภาพทางเคมีของไตปลาทูหมัก  
 จากการน าตัวอย่างไตปลาทูหมักจากร้านที่จ าหน่ายปลาทูน่ึงในตลาดท้องถิ่นของจังหวัดต่าง ๆ ในภาคใต้ตอนบนของ
ประเทศไทยจ านวน 13 ตัวอย่าง ได้แก่ สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และชุมพร จังหวัดละ 3 ตัวอย่าง ระนองและพังงา 
จังหวัดละ 2 ตัวอย่าง มาวิเคราะห์ค่า pH ปริมาณกรดแลคติกและเกลือ พบว่าตัวอย่างไตปลาทูหมักมีค่า pH ระหว่าง 4.70 - 
5.80 และมีค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 5.02 ± 0.29 (ตารางที่ 1) โดยค่า pH เฉลี่ยของตัวอย่างไตปลาทูของแต่ละจังหวัดไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05) ยกเว้นจังหวัดสุราษฎร์ธานีที่มีค่า pH เฉลี่ยสูงที่สุด (5.41 ± 0.35) นอกจากนี้ 
ยังพบว่า ค่า pH จากตัวอย่างไตปลาทูหมักมีค่าต ่ากว่าค่า pH ของตัวอย่างไตปลาหมักที่ไม่ระบุชนิดของปลาที่พบในจังหวัด
เดียวกัน เช่น นครศรีธรรมราชราช ที่มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 5.62 ± 0.04 (ลัญจกรและมณฑกานต์, 2561) และในจังหวัดอื่น ๆ เช่น 
จังหวัดปัตตานีที ่มีค่า pH ระหว่าง 5.70 - 5.73 (อุษณีย์และคณะ, 2556) โดยค่า pH ที่ต ่าในตัวอย่างไตปลาทูหมักอาจ
สอดคล้องกับการตรวจพบกรดแลคติกในตัวอย่างที่มีค่าระหว่าง 3.40 - 4.60% และมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.87 ± 0.42% ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณกรดแลคติกในตัวอย่างไตปลาทูหมักกับอาหารหมักที่มีเกลือสูงชนิดอื่น  ๆ พบว่ามีปริมาณที่สูงกว่าใน
ตัวอย่างบูดูที่มีปริมาณกรดแลคติกเพียง 1.14 - 1.95% และมีค่า pH ระหว่าง 5.57 - 6.20 (Saimmai et al., 2017) ทั้งนี้
แสดงให้เห็นว่า กลิ่นและรสที่เฉพาะตัวของไตปลาทูหมักอาจมาจากการมีปริมาณกรดแลคติกสูงในผลิตภัณฑ์ เนื่องจากกรดแล
คติกเป็นกรดอินทรีย์ที่เกิดจากกระบวนการหมักของแบคทีเรียแลคติก มีผลท าให้ผลิตภัณฑ์อาหารหมักชนิดต่าง ๆ มีกลิ่นและ
รสที่เป็นเอกลักษณ์ 
 ส าหรับปริมาณเกลือของตัวอย่างไตปลาทูหมักพบว่า สามารถพบปริมาณเกลือได้ในช่วงกว้างระหว่าง  4.00 - 
22.44% (ตารางที่ 1) โดยมีตัวอย่างท่ีมีปริมาณเกลือต ่ากว่า 10%  10 - 15%  16 - 20% และมากกว่า 20% จ านวน 2  5  4 
และ 2 ตัวอย่าง ตามล าดับ ซึ่งมีค่าปริมาณเกลือเฉลี่ยเท่ากับ 15.08 ± 5.53% โดยมีปริมาณใกล้เคียงกับการรายงานของ 
ลัญจกรและมณฑกานต์ (2561) ที่ได้ท าการศึกษาปริมาณเกลือของผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักในพื้นที่จังหวัดนครศรีธรรมราช 
พบว่าตัวอย่างไตปลาหมักมีปริมาณเกลือเฉลี่ย 19.77% ในขณะที่ตัวอย่างไตปลาหมักที่ผลิตและจ าหน่ายในเขตจังหวัดปัตตานี
มีปริมาณเกลือสูงถึง 24.80 - 25.00% (อุษณีย์และคณะ, 2556) จากข้อมูลแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถพบได้
ในตัวอย่างไตปลาทูหมักจะเป็นกลุ ่มของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง (moderate halophilic bacteria) ซึ ่งสามารถ
เจริญเติบโตได้ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเกลือตั้งแต่ 5 - 20% (Sekar and Kim, 2020) ดังนั้น จึงใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
การเติม 5% NaCl ในการแยกแบคทีเรียชอบเค็มจากตัวอย่างไตปลาทูหมัก นอกจากนี ้ยังพบว่าการใช้ปริมาณเกลือ  
ในการหมักไตปลาจะมีความแตกต่างกันในผู้ผลิตแต่ละรายหรือแต่ละพื้นที่ซึ่งแสดงถึงอัตลักษณ์ของไตปลาหมักของผู้ผลิต  
รายนั้น ๆ และอาจเนื่องมาจากความต้องการของผู้บริโภคที่นิยมรับประทานไตปลาหมักที่มีความเค็มที่แตกต่างกัน ส่งผลให้
ผู้ผลิตมีการเติมเกลือในปริมาณที่แตกต่างกันตามสูตรของตนเองเพื่อตอบสนองต่อความต้องการของผู้บริโภค 
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ตารางที่ 1 คุณภาพทางเคมีของตัวอย่างไตปลาทหูมักที่จ าหน่ายในตลาดท้องถิ่นของจังหวัดต่าง ๆ ในภาคใต้ตอนบน 

จังหวัดที่เก็บตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง 
คุณภาพทางเคมีของผลติภณัฑ์ไตปลาทูหมัก 

pH % กรดแลคติก % เกลือ 
สุราษฎร์ธาน ี A1 4.99 ± 0.01 4.69 ± 0.35 13.90 ± 0.88 

A2 5.44 ± 0.08 3.49 ± 0.17 14.96 ± 0.11 
A3 5.80 ± 0.02 3.73 ± 0.09 4.00 ± 0.36 

ค่าเฉลี่ย  5.41 ± 0.35a 3.98 ± 0.59a 10.96 ± 5.10b 

นครศรีธรรมราช B1 5.05 ± 0.03 3.85 ± 0.21 10.86 ± 0.67 
B2 4.79 ± 0.00 4.60 ± 0.06 15.31 ± 0.66 
B3 4.83 ± 0.02 3.40 ± 0.03 22.44 ± 0.20 

ค่าเฉลี่ย  4.89 ± 0.12b 3.95 ± 0.54a 16.21 ± 4.93a 

ชุมพร C1 4.70 ± 0.01 3.55 ± 0.08 21.34 ± 0.50 
C2 4.88 ± 0.02 3.41 ± 0.25 18.13 ± 0.28 
C3 4.98 ± 0.01 3.53 ± 0.09 17.43 ± 0.61 

ค่าเฉลี่ย  4.86 ± 0.12b 3.50 ± 0.16b 18.97 ± 1.80a 
ระนอง D1 4.87 ± 0.03 4.00 ± 0.13 19.27 ± 0.40 

D2 5.05 ± 0.02 3.93 ± 0.12 19.68 ± 0.89 
ค่าเฉลี่ย  4.97 ± 0.10b 3.97 ± 0.12a 19.48 ± 0.63a 
พังงา E1 4.98 ± 0.19 4.28 ± 0.12 6.76 ± 0.20 

E2 4.86 ± 0.00 3.93 ± 0.09 12.02 ± 0.14 
ค่าเฉลี่ย  4.92 ± 0.14b 4.11 ± 0.22a 9.40 ± 2.75b 
ค่าเฉลี่ยรวม  5.02 ± 0.29 3.87 ± 0.44 15.09 ± 5.57 

หมายเหตุ:  ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ ้า ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตา่งชนิดกันในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ p < 0.05 
 

การคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปส 

จากการน าตัวอย่างไตปลาทูหมักจ านวน 13 ตัวอย่าง มาท าการแยกแบคทีเรียชอบเค็มในอาหารเลี ้ยงเชื้อ  NA  
ที่มีการเติม 5% NaCl และท าการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที ่แตกต่างกัน ตัวอย่างละ 10 ไอโซเลท มาศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเร ียชอบเค็มแกรมบวกได้จ านวน  120 ไอโซเลท (92.31%)  
โดยมีลักษณะรูปร่างกลมเรียงตัวเป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น 49 ไอโซเลท รูปร่างกลมเป็นเซลล์เดี่ยว 1 ไอโซเลท รูปร่างแท่งสั้น
และแท่งยาว 65 และ 5 ไอโซเลท ตามล าดับ และพบแบคทีเรียชอบเค็มแกรมลบจ านวน 10 ไอโซเลท (7.69%) โดยมีลักษณะ
รูปร่างกลมเรียงตัวเป็นกลุ่ม 6 ไอโซเลท และรูปร่างแท่งสั ้น 4 ไอโซเลท ซึ่งจากการที่พบแบคทีเรียแกรมบวกมากกว่า 
แบคทีเรียแกรมลบในตัวอย่างไตปลาทูหมักอาจเนื่องมาจากโครงสร้างของผนังเซลล์ที่แตกต่างกัน โดยแบคทีเรียแกรมบวก
มีเปปไทโดไกลแคนที่มีความหนาประมาณ 20 - 80 นาโนเมตร ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบมีเพียง 7 - 8 นาโนเมตร ซึ่งการ
มีเปปไทโดไกลแคนที่หนากว่านี้ ช่วยให้แบคทีเรียแกรมบวกสามารถต้านทานต่อแรงดันออสโมติกได้ดีกว่า (Silhavy et al., 
2010) จึงท าให้สามารถพบแบคทีเรียแกรมบวกได้มากกว่าแกรมลบในตัวอย่างไตปลาทูหมักซึ่งเป็นอาหารหมักที่มีปริมาณ  
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เกลือสูง สอดคล้องกับการรายงานในตัวอย่างปลาร้า ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มได้ 40 ไอโซเลท โดยเป็นแบคทีเรีย
แกรมบวกและแกรมลบ จ านวน 36 และ 4 ไอโซเลท ตามล าดับ (Chancharoonpong and Palagool, 2020)  

จากนั้นน าแบคทีเรียชอบเค็มที่คัดเลือกได้ 130 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส  
โดยวิธี agar well diffusion บนอาหาร Skim milk agar พบว่ามีแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้  
จ านวน 24 ไอโซเลท คิดเป็น 18.46% โดยมีขนาดวงใสของการย่อยระหว่าง 10.53 - 21.36 มิลลิเมตร ซึ่งไอโซเลท E1-4  
มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงที่สุด แสดงดังตารางที่ 2 และรูปที่ 1 และเมื่อน าแบคทีเรียชอบเค็มที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสทั้ง 24 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร 
Tween 20 agar พบว่ามีจ านวน 12 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยมีการสร้างตะกอนขุ่นขาวขนาด 
10.67 - 17.27 มิลลิเมตร ซึ่งมีจ านวน 5 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูง โดยมีขนาดของตะกอนขุ่นขาวมากกว่า 
15 มิลลิเมตร ได้แก่ E1-4 มีค่าเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 17.27 ± 0.54 มิลลิเมตร แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
กับไอโซเลทอื ่น รองลงมาคือ A3-10 (16.43 ± 0.55 มิลลิเมตร)  E2-5 (16.09 ± 0.01 มิลลิเมตร)  A1-2 (15.43 ± 1.16 
มิลลิเมตร) และ A1-8 (15.37 ± 1.09 มิลลิเมตร) ดังแสดงดังตารางที่ 2 และรูปที่ 1 
 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียชอบเค็มที่คัดเลือกได้จากตัวอย่างไตปลาทูหมักมีความสามารถใน  
การผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสได้ ซึ่งแบคทีเรียกลุ่มนี้มีความส าคัญอย่างมากในกระบวนการหมักเพื่อให้เกิดกลิ่น รส  
ที่เฉพาะของไตปลาทูหมัก เนื ่องจากวัตถุดิบหลักในกระบวนการหมักคือ เครื ่องในของปลาทูซี ่งมีโปรตีนและไขมันเป็น
องค์ประกอบ สอดคล้องกับการรายงานการพบแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสหรือไลเปสในผลิตภัณฑ์ปลา
หมักชนิดอื่น ๆ เช่น น ้าปลาที่ผลิตจากโรงงานในภาคตะวันออกของประเทศไทย สามารถแยกแบคทีเรียชอบเค็มได้จ านวน 
285 ไอโซเลท และสามารถคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ 34 ไอโซเลท คิดเป็น 11.93% 
(Kanlayakrit and Bovornreungroj, 2005) ในขณะที่น ้าปลาของประเทศมาเลเซียสามารถคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิต
เอนไซม์โปรติเอสได้สูงถึง 50% (20 ไอโซเลท) จากแบคทีเรียชอบเค็มทั้งหมด 40 ไอโซเลท (Samad et al., 2017) อีกทั้ง 
ยังสามารถคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้จากปลาร้าของจังหวัดกรุงเทพมหานคร  นนทบุรี  พะเยา 
เชียงราย  สกลนคร  นครพนม  มุกดาหาร และประเทศลาวได้อีกด้วย (อ าพรรณและคณะ, 2558; Chancharoonpong and 
Palagool, 2020) และมีการรายงานการพบแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้จากปลาร้ าของจังหวัดมหาสารคราม 
และน ้าปลาของจังหวัดสมุทรสาคร (Yiamsombut et al., 2022) นอกจากนี้ยังสามารถคัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิต
เอนไซม์โปรติเอสและไลเปสได้จากบูดูของจังหวัดปัตตานีจ านวน 4 ไอโซเลท จากแบคทีเรียชอบเค็มทั้งหมด 47 ไอโซเลท  
คิดเป็น 8.51% (Kanjan and Sakpetch, 2020) 
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ตารางที่ 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสของแบคทีเรียชอบเค็มที่เลือกได้
จากตัวอย่างไตปลาทูหมัก  

ไอโซเลท 
gram 

staining 
รูปร่าง 

ขนาดของวงใสบนอาหาร  
Skim milk agar (มิลลิเมตร) 

ขนาดตะกอนขุ่นขาวบนอาหาร 
Tween 20 agar (มิลลิเมตร) 

A1-1 + แท่งยาว 12.10 ± 0.60 14.07 ± 0.06bcd 
A1-2 + กลม 11.70 ± 0.70 15.43 ± 1.16abc 
A1-3 + กลม 10.80 ± 0.34 14.40 ± 2.91bcd 
A1-4 + แท่งสั้น 11.96 ± 0.55 14.38 ± 0.53bcd 
A1-5 + แท่งสั้น 13.33 ± 0.30 ND 
A1-8 + กลม 12.33 ± 0.90 15.37 ± 1.09abc 
A1-9 + แท่งสั้น 14.46 ± 0.50 ND 
A2-4 + แท่งสั้น 10.83 ± 0.28 11.14 ± 0.02e 
A2-5 - กลม 10.80 ± 0.34 13.78 ± 0.52cd 
A3-2 + กลม 12.23 ± 0.86 ND 
A3-6 + กลม 13.20 ± 0.17 10.67 ± 1.09e 
A3-10 + กลม 11.16 ± 1.60 16.43 ± 0.55ab 
B1-1 + แท่งสั้น 15.05 ± 0.47 ND 
B1-4 + แท่งสั้น 11.83 ± 0.76 ND 
B1-5 + แท่งสั้น 10.76 ± 0.68 ND 
B2-3 + แท่งสั้น 16.46 ± 0.92 12.11 ± 2.52de 
D2-1 + แท่งสั้น 12.36 ± 0.55 ND 
D2-2 + แท่งสั้น 12.06 ± 1.03 ND 
D2-5 + แท่งสั้น 11.83 ± 0.55 ND 
D2-6 + แท่งสั้น 10.53 ± 0.41 ND 
D2-8 + แท่งสั้น 12.83 ± 1.61 ND 
E1-4 + แท่งสั้น 21.36 ± 0.90 17.27 ± 0.54a  
E2-3 + แท่งสั้น 19.20 ± 0.34 ND 
E2-5 + กลม 17.66 ± 1.13 16.09 ± 0.01abc 

หมายเหตุ: ค่าทีแ่สดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ ้า ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ND ย่อมาจาก Not detected คือ การตรวจไม่พบกิจกรรม  
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตา่งชนิดกันในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ p < 0.05 
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รูปที่ 1 ความสามารถของแบคทีเรยีชอบเค็มที่คัดเลือกได้จากตัวอย่างไตปลาทูหมักในการผลิตเอนไซมโ์ปรตเิอสและไลเปส 
ด้วยวิธี agar well diffusion บนอาหาร Skim milk agar (   ) และ Tween 20 agar ( ) ตามล าดับ 
 

การจัดจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  
จากการน าแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้และพบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุดจ านวน 5 

ไอโซเลท ประกอบด้วย A1-2  A1-8  A3-10  E1-4 และ E2-5 มาจัดจ าแนกสายพันธุ์ โดยการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน
บริเวณ 16S rRNA ความยาว 1079  1057  1003  1000 และ 1042  คู่เบส ตามล าดับ ไปเทียบกับฐานข้อมูลที่มีอยู ่ใน 
GenBank แสดงผลการเปรียบเทียบสายพันธุ์ของแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท เป็นค่า % similarity (สูงกว่า 98%) ในตารางที่ 3 
โดยพบว่า ไอโซเลท E1-4 ที ่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสสูงที่สุด มีความสัมพันธ์ใกล้เคียง 
กับ Bacillus safensis NBRC 100820 ในขณะที่ไอโซเลท A1-2  A1-8  A3-10 และ E2-5 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ 
Staphylococcus epidermidis NBRC 100911  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า B. safensis และ S. epidermidis เป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสที่คัดเลือกได้จากตัวอย่างไตปลาทูหมักที่วางจ าหน่ายในพื้นที่ภาคใต้ตอนบน ซึ่งการพบ   
S. epidermidis เป็นจ านวนมากในตัวอย่างไตปลาทูหมักอาจเกิดการปนเปื้อนจากมนุษย์ เนื่องจาก S. epidermidis เป็น
แบคทีเรียในกลุ่ม coagulase negative staphylococci (CNS) ที่สามารถพบได้ทั่วไปบริเวณร่างกายของมนุษย์ (Heo et al., 
2020) โดยในขั้นตอนของการเตรียมเครื่องในปลาทูซึ่งเป็นวัตถุดิบหลักของการหมัก  ต้องใช้มือของมนุษย์ในการดึงและ 
แยกส่วนของเครื่องในออกจากตัวปลาทู จึงเป็นไปได้ว่า S. epidermidis ที่พบในตัวอย่างไตปลาทูหมักอาจมีการปนเปื้อนมา
จากมนุษย์ในขั้นตอนของการเตรียมวัตถุดิบ สอดคล้องกับการรายงานของปิยะวรรณ (2522) ที่กล่าวว่า สามารถตรวจพบ  
S. epidermidis ที่มีความสามารถในการย่อยโปรตีนได้เป็นจ านวนมากในวันที่ 3 - 6 ของการหมักไตปลา ทั้งนี้เนื่องจาก 
การย่อยสลายของเครื ่องในปลาในช่วงแรกของการหมักเกิดจากเอนไซม์ที ่อยู ่ในกระเพาะและล าไส้ของปลา จากนั้น
กระบวนการย่อยจะเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ท ี ่มาจากจุล ินทร ีย ์ต ่าง ๆ นอกจากนี ้ย ัง มีการรายงานการพบ 
Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis และS. saprophyticus subsp. saprophyticus ท ี ่ ม ีค ุณสมบ ัต ิ เป็ น
แบคทีเรียชอบเค็มและสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้จากตัวอย่างไตปลาหมักของจังหวัดนครศรีธรรมราชได้อีกด้วย 
(Daroonpun et al., 2018) 
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ส าหรับ B. safensis พบว่าไม่เคยมีการรายงานการตรวจพบในตัวอย่างไตปลาหมักมาก่อน แต่มี การรายงานการ 
พบจากเครื่องในของปลาซาร์ดีนอินเดีย (Saidumohamed et al., 2021) และตัวอย่างอาหารหมักชนิดอื่น ๆ เช่น ถั่วหมัก 
(Agbobatinkpo et al., 2013) และกระหล ่าปลีดอง (Pan et al., 2024) เป็นต้น งานวิจัยนี้จึงเป็นครั้งแรกที่สามารถคัดเลือก
ไอโซเลท E1-4 ซึ่งเป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสได้จากตัวอย่างไตปลาทูหมัก 
และมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ B. safensis NBRC 100820 สอดคล้องกับการรายงานของ Lateef et al. (2015) และ 
Zhang et al. (2024) ที่รายงานว่า B. safensis มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ ได้ เช่น โปรติเอส  ไลเปส  
อะไมเลส เซลลูเลส ไคติเนส อินูลิเนส เคอราติเนส และเบต้ากาแลคโตซิเตส เป็นต้น อีกทั้งยังมีการรายงานถึงคุณสมบัติอื่น ๆ 
ของ B. safensis เช่น ความสามารถในการผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคเทอริโอซิน (Saidumohamed et al., 2021; 
Kamilari et al., 2025) ความสามารถในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (Abdelli et al., 2019) ความสามารถในการยับยั้งเช้ือราและ
น ามาประยุกต์ใช้เป็นสารชีวภัณฑ์ในการควบคุมโรคพืช (Rong et al., 2020; Zhu et al., 2023) เป็นต้น ตลอดจนยังมีการ
รายงานถึงความปลอดภัยของ B. safensis สายพันธ์ุต่าง ๆ เช่น B. safensis FB03 ซึ่งพบยีนดื้อยาปฏิชีวนะเพียง 2 ชนิดที่ไม่
ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ (Boby et al., 2025) และ B. safensis APC 4099 ที่ไม่พบยีนเกี่ยวข้องกับ virulence factors ที่มี 
ในแบคทีเรียสกุล Bacillus พบเพียงยีน bslA ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีช่วยในการสร้างไบโอฟิล์ม (Kamilari et al., 2025) 

 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบสายพันธุ์ของแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสจากตัวอย่างไตปลาทูหมักกับ
ฐานข้อมูลล าดับเบสใน GenBank  

ไอโซเลท สายพันธ์ุแบคทีเรยีที่ใกล้เคยีง Accesssion number % similarity 
A1-2 Staphylococcus epidermidis NBRC 100911 NR_113957 98.90 
A1-8 Staphylococcus epidermidis NBRC 100911 NR_113957 98.51 
A3-10 Staphylococcus epidermidis NBRC 100911 NR_113957 98.42 
E1-4 Bacillus safensis NBRC 100820 NR_113945 98.11 
E2-5 Staphylococcus epidermidis NBRC 100911 NR_113957 98.48 

 

สรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษาคุณภาพทางเคมีของตัวอย่างไตปลาทูหมักที่วางจ าหน่ายในพื้นที่ภาคใต้ตอนบนของประเทศไทย 

พบว่ามีความคุณภาพทางเคมีที่แตกต่างกันในแต่ละตัวอย่าง โดยมีค่า pH ระหว่าง 4.70 - 5.80 มีปริมาณกรดแลคติก 3.40 -
4.60% และมีปริมาณเกลือในช่วงกว้างตั้งแต่ 4.00% จนถึง 22.44% แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างในการผลิตของผู้ผลิต 
แต่ละราย และเมื่อท าศึกษาแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสจากตัวอย่างไตปลาทูหมัก พบว่าสามารถ
คัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มได้จ านวน 130 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ 24 ไอโซเลท 
และเป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสได้ 12 ไอโซเลท โดยไอโซเลท E1-4 เป็นแบคทีเรียชอบเค็มที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสและไลเปสได้สูงที่สุด เมื่อน ามาจัดจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
พบว่ามีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ B. safensis NBRC 100820 ซึ่งมีการรายงานถึงคุณสมบัติเชิงหน้าท่ีต่าง ๆ ของ B. safensis 
จ านวนมาก จึงเป็นที่น่าสนใจในการน าไอโซเลท E1-4 ไปศึกษาคุณสมบัติเชิงหน้าที่อื่น ๆ เพิ่มเติม เพื่อเป็นแนวทางในการ
น าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเอนไซม์ต่อไป อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีการรายงานการพบ B. safensis ในตัวอย่างไตปลาทู
หมักมาก่อน ดังนั้นเพื่อเป็นการยืนยันผลการทดลองจึงควรท าการศึกษาตัวอย่างไตปลาทูหมักเพิ่มเติม 
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