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ABSTRACT 

 

 Collagenases are enzyme that can hydrolyze both native collagen and gelatin. 
Collagenases are generally used in food industry, pharmaceutical, laboratory work and 
agriculture. In this study, collagenase producing bacterium were isolated from fermented fish and 
fish waste contaminated soil. 83 and 62 colonies which could hydrolyze gelatin when grown on 
gelatin agar plate were isolated at neutral pH (pH 7.5) and acidic pH (pH 4.8), respectively. Two 
isolates that gave the highest collagenase activity in broth medium at pH 7.5 and 4.8 were Bacillus 
cereus CNA1 and Klebsiella pneumoniae CNL3, respectively. The culture conditions for 
collagenase production from both strains were optimized. Glycerol was the suitable carbon source 
for the highest collagenase production from both strains among glucose, sucrose and lactose 
determined. The optimal initial pH for collagenase production by CNA1 and CNL3 were observed 
at pH 7.5 and 6.0, respectively, and the optimum temperature was found at 37 °C for both strains. 
The maximum collagenase production by CNA1 (20.99 U/ml) and CNL3 (9.77 U/ml) were 
observed at the concentration of 0.5% (w/v) glycerol and 1.0% (w/v) gelatin. The maximum 
activity of partial purified collagenase from CNA1 were observed at pH 7 and 45 °C and its pH 
stability and thermal stability were in the range of 6-8 and below 40 °C, respectively. While the 
maximum activity of partial purified collagenase from CNL3 were observed at pH 6.0 and 40 °C 
and its pH stability and thermal stability were in the range of 5-7 and below 37 °C, respectively.  
It was found that collagenase from CNL3 which was isolated at acidic pH showed higher stability 
at low pH compared to that from CNA1 which was isolated at neutral pH. Collagenase from both 
strains was applied for collagen extraction from salmon skin, wastes from seafood processing 
plant. The results found that collagenases from CNA1 and CNL3 could extract collagen from 
salmon skin only 3.70 and 2.26% base on dry weight, respectively, which were much lower than 
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treating with 0.5 M acetic acid (36.51%). However, the combination of each collagenase from 
CNA1 and CNL3 with 0.5 M acetic acid treatment could yield high collagen of 54.56 and 
53.93%, respectively. Moreover, the study of collagen size showed that collagen from salmon fish 
skin consisted of two different α chains (α1 and α2), and was characterized as collagen type I 
with no disulfide bond. There was no difference in size of collagen extracted by acid and 
collagenase. 
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(Jongjareonrak et al., 2005; Zhang et al., 2006) �
��<%��	#?
&$C?�B� 	�

��������$&�8��
���������
&$C?���(C$%��$���$&�8������	�� �
����=
=
�����; $%�� (Zhang et al., 2007) 
���� ��$E���$���$&����������$$������B� �� ��"�%���B���9�$&�	�� ���6���?���� �& �&'�=;�%�&�
�� ��!�������
��$!"��������	�

��������=
���$�#
������!�$��������& 6
�������$&�     
	�

���� ����� ��$���������$�#
������������=
����!�6���?����;  �
�����67��&��������
��� $��B� 	� ��$�&' �& �67�$��
�6���?����$	�� ��$$���$&���%�����	����� �
�!�$��(�$C�
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$���$&�	�

������$��& 6
� 8����%�!�:����$&���%�$������� ��$	�

����
�
�������!�
���%�����67�$�� �& �&'��������	�

��������=
�8���"�'��#
������	%����9� �������!����%����
�67�$����%� ���� ��$E�����$��� ��%�&����=������<%�� �����������86������$�"�'��#
��������%�
!�:� ���9� �������!����%�����67�$
� �������  !� ��%�&���'�� 	&���$�"�'��#
�������&' !����%�
����67�$
� �
��67�$�� �����!������������	�

����������$�$����; �&' !����%�����67�$
� �
�
�67�$�� 8�� ��%�&�������$	&���$�#
������������9���!"�!�$��=
��������	�

�������$
��
� �������$������B� %&��#�(C��
��6�����86���� �
��������&$6
���'�<��� 8�����9�
$��	&���$���!�����%�����67�$
� �
��67�$�������!������"�'����=
��������	�

����������
$�$������ $&� ��$�&'��� �9�$��	&��
��$�#
���������������=
��������	�

��������6���?�;  
�
��9�$��(�$C����%�����������!�$��=
��������	�

����� �%��&' (�$C�	#?��<&�<� 
6��$��B� �������	�

�� ����
�
&$C?�B� 	�

��������$&����8��!"� �������           
	�

�������$�#
�������
��6���<����<$&<$��!"�$���$&� ������67�B���;
��'�Y��!�$���9��6
6���#$��!"�!��#����$�������6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 3 

�	
������	 

1.   ��������������	����	���
�	���� ! �	�	�"�� 

 �#����$���$���6��;6��������
$9�
& �67��#����$�������9�	&:B� 6����(  
��� ���;
	��$���� ��$�; !�6[ 2548 �& ����%8����; B�'� �
�$���9��B����������
������9����6��;6
��6���?�; �"��$&� !�6[ 2548 ��$���9��B��6
���
���6���?����
� 10 B� 6���?�&' ���B� 
��	������9��B���
��67��&��&< 2 B� $���9��B����$6����("
� ((;����������($���$C��, 2549) 
������9����6��;6�67�=
��&?@���� A �
�%�� ��$=
��&?@����=���$���6��;6 ��� ��$$��<%�$��
=
��&$��%&��#�(C��
�������; B�'��������%� %M�$���&' ���!�$��$9��&�%&��#�(C��
���' ��$$��
�6��;6��������
 	��$���9��6�' ���
 ��� �67�$����������#�!�������  ���
��
&  �� �����
�� �� 	#?	���� 8�"��$�� �<%��!�%&��#�(C��
����
����'��� 	�6��$�< �"�� 86���� �B�&� ��� 
$���9��6�' �67�$���;:������ ����9���!"�6��8�"����� !�$��$��<%�$���6��;66
���
�����
%&��#�(C��
��6����?����
� 15 B� �'9���&$�6[�$ (Arnesen and Gildberg, 2007) ��� %&��#�(C��
��
��
����'����$� ��&  $���;$ �$
E� 	��< 8����& ��6���?��$����#� � 	�6��$�<����9�	&:!���& 
6
���
���	�� 	�

���� ��� !���& 6
�����6���?B� 	�

������;��; 6����?����
� 50-70 
B� 6���?%&��#�< (Kittiphattanabawon et al., 2005) $���$&�	�

����8��!"�$������$ (acid-
soluble collagen) �
�$��!"���������66�� (pepsin-soluble collagen) �<%���������$&�   
	�

�����������$&<����
� 23.7 �
� 70.5 B� 	�

�����&' ��� ���
9��&< (Aidos et al., 1999)  
 Arnesen �
� Gildberg (2007) (�$C�$���$&���
�����$��& 6
���
��� 8��
!"�$������$ �B��B�� 0.5 8�
��� (acid-soluble collagen) ��� !��=
$���$&�����$&<����
� 39.7 8��
�'9���&$�6[�$B� ��& 6
���
��� 8�����������<$&<��& 6
�	����� 	�6��$�<B� $�����8�
������$&� �& ��� !����� ��� 1 ���6���?$����8� (8��
���
��F���$��8��
��) B� ��& 
6
���
�����6���?�; $%��6
�	������
� 1.2 �9�!���#?��;���������B� ��
�����$��& 
6
���
����; $%����
�����$��& 6
�	��  
 
 2.   $���	��� (Collagen) ��"���	
.� (Gelatin) 

 2.1  �$���	�2��$���	��� 

 � 	�6��$�<�
&$B� ���'�������$���%�&� (connective tissue) B� �&�%� 	�� 	�

���� 
��� � 	�6��$�<��'�67���%��9�	&:!�$��"�%�!��	%���BE �� �$�$
������'�B� �&�%� 	�

����
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<� ��%�������
�
�����!����
�
���$
�� <� ��%�
�
��!����
�
��$�� <� ��%����
������
�
����� (Foegeding et al., 1996)  	�

����!��&�%��
�'� 
;$��%�����6����?����
�  
20-25 B� 86�����&' ��� (Burghagen, 1999) 	�

������B���8��
$#
 300 $8
��
�&� 8��
$#

B� 	�

��������$%�� 8��8�	�

���� (tropocollagen) ��
&$C?��67��;6�� $��<�$��%
6����? 2800 �& ���� �
�����=���(;���$
�  14n15 �& ���� ��� 6��$�<��%����8�
��66���� 
3 ��� �� 2 ��������
&$C?�������$&� ��� ���8�
��66���� 2 ��������
&$C?����������$&��67�"��
��
o� 1 �
���$���� ����67�"����
o� 2 (Foegeding et al., 1996) �&'  3 ����&�$&��67��$
��% 
(triple helix) �& ��� !� Figure 1 

 
Figure 1. Schematic representation of the conformation of tropocollagen.  
����� : Burghagen (1999) 
 
 8��
$#
B� 8��8�	�

���� ���"�������$&����%�� �&%���6
�� (head-to-tail) 
��� �������
����$&��9�!���$��67�
��B%� <�����!�	�

���� (Foegeding et al., 1996) �& ��� 
!� Figure 2 �9�!��8	� ���� 	�

������
&$C?��67���B��� ��� "�%�����	%���BE �� !��$&<���'������
�$���%�&� (Burghagen, 1999) 
 

 
Figure 2. Build up of a collagen fiber (a) from tropocollagen (b) molecules.  
����� : Burghagen (1999) 
 
 "��B� 	�

��������	%����$��� B� �66�����
�� 	�6��$�<B� 8��
$#

!��� ��"�%������� $&� �
�!�"&'�B� ���'�������$���%�&�$E��	%����$��� �"��$&� (Burghagen, 1999) �& 
��� !� Table 1 
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 $�����8�����67�� 	�6��$�<�
&$!�8��
$#
B� 	�

����6��$�<��%� 
�$
��� 8��
�� �
��F���$��8��
�� (Burghagen, 1999) ��� �$
������� 1 !� 3 B� $�����8�
�&' ��� �
�$�������;��#$A �9����� ������B� ���8���66���� ��� �����$&�!�
&$C?� nGly-Pro-
X- (-�$
���-8��
��-X-) ���  X ������67��F���$��8�
�� ����$�����8��&%����A (Suzuki et al., 
2006) �$�%��"�% B� $�����8� 14 �&%��$�&<��$6
����8����� �
�"�% $�����8� 10 �&%
��$�&<��$6
��	���<���������$���&����� !�
&$C?��& $
��% 6���?B� $�����8����
�"��
����67�� 	�6��$�<B� 	�

������� !� Table 2 �<%��6���?B� $����8� ����$� 8��
���
�    
�F��$��8��
�� B� 6
���6���?����$%���&�%��
�'� 
;$��%����"�� ��;�
�%&% ��� ��=
���	%��
������B� ���	�

���� (Foegeding et al., 1996) ����� ��$8	� ���� ����67�% B� 8��
�� �
�
$������;��F���$��B� �F���$��8��
�����$�$������ �&�M��F8��������%�� ���8�
��66����
�9�!��8	� ���� ��	%���BE �� ��$B�'� (Zhang et al., 2007)  
 
Table 1. Type of collagen. 
Type Peptide chainsa Molecular composition Occurrence 
I α1 , α2 [α1(I)]2 α

2 (I) Skin, tendons, bones, muscle (epimysium) 

II α1 [α1(II)]3 Cartilage 

III α1 [α1(III)]3 Fetal skin, cardiovascular system, synovial 
membranes, inner organs, muscle 
(perimysium) 

IV α1 , α2 [α1(IV)] 3(?)
b 

 
(?) 

Basal membrane, capsule of lens, glomeruli 
Placental membrane, lung, muscle 
(endomysium) 

V αA, αB, αC (?)   [αB]2 αA or 

(αB)3+(αA)3 or 

(αC)3(?) 

Placental membrane, cardiovascular 
system, lung, muscle (endomysium), 
secondary component of many tissues 

aSince the α chains of various type of collagen differ, they are called α1(I), α1(II), αA etc. 
b(?) Not completely elucidated 
����� : Burghagen (1999) 
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Table 2.  Amino acid composition of collagen (residues/ 1000 residues).   
Amino 
acid 

Grass 
carp skin 
collagen 

Pig skin 
collagen 

Calf 
skin 

collagen 

Bigeye 
snapper 
skin 

collagen 

Cod 
skin* 

Salmon 
skin* 

Ocellate 
puffer 

collagen 

Hyp 65 97 94 77 56 60 67 
Asp 42 44 45 51 52 54 50 
Thr 24 16 18 29 23 23 25 
Ser 39 33 33 36 63 46 48 
Glu 61 72 75 78 71 74 87 
Pro 121 123 121 116 98 106 103 
Gly 334 341 330 286 358 366 351 
Ala 135 115 119 136 103 104 106 
Cys 4 0 0 0 0 0 2 
Val 31 22 21 22 17 15 17 
Met 10 6 6 12 17 18 12 
Ile 10 10 11 5 11 9 12 
Leu 22 22 23 24 20 19 23 
Tyr 2 1 3 4 5 3 4 
Phe 17 12 3 15 12 13 10 
Hyl 8 7 7 10 0 0 0 
Lys 23 27 26 31 24 24 19 
His 5 5 5 10 13 13 8 
Arg 57 48 50 60 53 53 54 
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
Imino 
acid 

186 220 215 193 166 166 170 

����� : Zhang �
�	?� (2007), * Arnesen �
� Gildberg (2007) 
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 2.2  ���	
.� (Gelatin) 

 ��
��� (gelatin) �������$$���6��;6	�

���� (collagen) �������;�!�=%��&  
$���;$ �%��&' ���'�������$���%�&�B� �&�%���� �67�%&��#�<�������9����9�$��=
� 8��$��!"�	%������
�
�!"��������"�%� �"�� $���������  ����$��!"�������� �9�!��8	� ���� 	�

�����;$�9�
���
�
�6
�����6
 �67���
��� ��� ��
���������
�
���'9���� 6>��#<&���$���9���
�����!"��67�
��%�6��$�<B� =
��&?@��
��"�� �"�� �	���� �9���  �� ����� �
�o�
�������;6 8���D���
�� �����#����$����������� �67��
�����!�:�����#�B� ��
��� �
�����!�:��� 
 ��	��
�#����$���$��=
���8��!"���
���!�$���	
��<��E����
�=
��67��	6�;
 �&' "���	6�;

�BE �
��	6�;
��� (Kittiphattanabawon et al., 2005) 
 2.3  �	����$���	��� 
 8���&�%�6	�

�����������$&���$��& �
�$���;$B� ��;�
�%&% �����%�
6>:��=
��&?@���$��;���������&<F�
�
�9���&<=;��&<���(������
�� ��%�%&%����6>:��$���67�
8�	��� A �"��8�	������$�� 8�	6�$�����6GH�� 8�	�B���� �&$��< ��� ��	%��$& %
%������ =
���
=;�<�8�	��� (Zhang et al., 2007) 6>��#<&������$���&���$���$&�	�

������$%&��#�(C��
����$
6
� �"�� ��&  �$
E� �
�$���;$6
� (Nagai and Suzuki, 2000; Morimura et al., 2002; 
Jongjareonrak et al., 2005; Kittiphattanabawon et al., 2005; Zhang et al., 2006) ��� %M�$���$&����&' 
$��!"�$���
�$��!"�������� ��� ������6���<����<=
=
������� �<%��$���$&�8��!"�$����!��=

=
���9�$%��$��!"�������� (Kittiphattanabawon et al., 2005) 

2.3.1  �	������4�	56��� 

 	�

�����������$&����8��$��!"�$�� (acid-soluble collagen) ��$��� ��B� 
Kittiphattanabawon �
�	?� (2005) (�$C�$���$&�	�

������$��& �
�$���;$B� 6
�
���%��8��$��!"�$������$ �B��B�� 0.5 8�
��� !��=
=
�����
� 10.94 �
� 1.59 8���'9���&$

�6[�$ ���
9��&< ������9��6��B���8��
$#
8�� SDS-PAGE �<%������< 2 ��< 	�� α1 �
� α2 
��� �9���$����67�	�

����"����� 1  ��%�&�B�  Hwang �
�	?� (2007) (�$C�$���9�	�

����
<��#�M���� �$&�����$��& 6
� 8��!"�$������$�B��B�� 0.5 8�
��� ���=
=
�����
� 8.9 8��

�'9���&$�6[�$ �������B���8��
$#
8�� SDS-PAGE �<%������< 2 ��< 	�� α1 �
� α2 ��� �9���$
����67�	�

����"����� 5 	�

��������$&������	���#?��;����	�

������������ (Temperature 
degeneration, Td) ����$&< 28 � (���
����� �
�!� ��%�&�B�  Liu �
�	?� (2007) (�$C�$���$&�
	�

������$��& 6
� channel catfish 8��$��!"�$������$ �B��B�� 0.5 8�
��� (acid-soluble 
collagen) ���=
=
�����
� 25.8 8���'9���&$�6[�$ ������9��6��B���8��
$#
8�� SDS-PAGE 
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�<%���� 2 ��< 	�� α1 �
� α2 ��� �9���$����67�	�

����"����� 1 �
���6���?�$
���       
�F���$��8��
�� 8��
�� ����$&<����
� 23.99, 7.3 �
� 9.79 ���
9��&< ��� ������$&<	�

�������
�$&���$��; �
�6���?� 	�6��$�<B� $�����8�!$
��	�� $&<B� 	�

������$��;       
	�

��������$&������	���#?��;����	�

������������ (Td) ����$&< 32.5 � (���
����� ��� ��9�$%��
	�

������$��& ��; 
 2.3.2  �	������4�	56����78�9 

 Morimura �
�	?� (2002) (�$C�$��!"��������86�����"����� A !�$���$&�
	�

������$��& 6
��
�$���;$B� 6
�B�� ��
��  �<%���������86����� �	 ��$�"�'� Bacillus 
subtilis �������" 7 ��!���&���$�������
������
� 69.2 �
�!�$���;$��6���?�$
��� 8��
�� 
�F���$��8��
��  ����$&<����
� 27.2, 11.1 �
� 6.5 ���
9��&< �������6���?��9�$%�� 	�

����
��$��& ��; !� ��%�&�B�  Jongjareonrak �
�	?� (2005) (�$C�$���$&�	�

������$��& B� 
6
����%��8��$��!"���������66�� (pepsin-soluble collagen) ���=
=
�����
� 4.7 8��

�'9���&$�6[�$ ������9��6��B���8��
$#
8�� SDS-PAGE �<%���� 2 ��<	�� α1 �
� α2 ��� 
�9���$����67�	�

����"����� 1 8��6��$�<��%�8��
$#
����$� cross link ��B����
E$$%��$��
�$&�8��!"�$���
���6���?�$
��� �F���$��8��
�� 8��
�� ����$&< 235, 86 �
� 135 ���
6���? 1000 B� $�����8��&' ��� ���
9��&< !� ��%�&�B�  Liu �
�	?� (2007) (�$C�$��
�$&�	�

������$��& 6
� channel catfish 8��$��!"���������66�� (pepsin-soluble collagen) 
���=
=
�����
� 38.4 8���'9���&$�6[�$ ������9��6��B���8��
$#
8�� SDS-PAGE �<%���� 2 

��<	�� α1 �
� α2 ��� �9���$����67�	�

����"����� 1 �
���6���?�$
��� �F���$��8��
��
8��
�� ����$&<����
� 23.33, 7.59 �
� 10.13 ���
9��&< ��� ������$&<	�

��������$&���$��& ��; 
�
�!� ��%�&�B�  Zhang �
�	?�( 2007) (�$C�$���$&�	�

������$��& 6
�	���� 8��$��
!"���������66��(pepsin-soluble collagen) ���=
=
�����
� 46.6 8���'9���&$���  ������9��6��

B���8��
$#
8�� SDS-PAGE �<%���� 2 ��<	�� α1 �
� α2 �
��6���<����<$&<	�

������$
��& %&%�<%������<������$&� �����6���?B� $����8���9�$%��	�

������$�&�%��
�'� 
;$��%��� 
��=
!��	���#?��;����	�

������������ (Td) ����$&< 24.6 � (���
����� ��� ��9�$%��	�

������$
��;�"��$&� 8	� ���� B� 	�

������
&$C?����;��#� �67���B��������(�$C�!��$
�� �#
���(��
��
E$�����<<��$� (SEM) ��� ��
&$C?����������$&<	�

������$��& %&% 
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3.   ���78�94:�4� 
�� (Proteolytic enzyme) 

 �����������86���� (peptide hydrolase, EC. 3.4) ��������;��&$$&�!�"�������$�&�%�6
%���66���� (peptidase), 86����� (protease), 86����� (proteinase) �
�86��8��
�$������� 
(proteolytic enzyme) �&���;�!�$
#��B� �������6����������� 6�$���$���
���&�M���� A ��%��'9� 
(hydrolase ���� hydrolytic enzyme) ��� �<� �67� 2 $
#��!�:�A 8������?���$�9����� B� 
�&�M��66���������������B���6��� 6�$���$���
�� 	�� 
   -  ��������66���� (peptidase, EC. 3.4.11-19) �67�������������� $���&�
�&�M��66����B� $�����8������;��� 6
��B� ���8�
��66���� (exopeptidase) ��� ����$�         
���8��66���� (aminopeptidase, EC. 3.4.11) ���66���� (dipeptidase, EC. 3.4.13, 15) �
� 
	���<�$���66���� (carboxypeptidase, EC. 3.4.16-17) 
   -  �������86����� (proteinase, EC. 3.4.21-24) �67�������������� $���&��&�M�
���!�(endopeptidase) B� ���8�
��66���� �<� ����67� 4 $
#������ ���"��B� $�����8�
�9�	&:�����;��� <��%?���  (active site) B� ������� ��� !"�!�$���&<$&<�����	���<��B� ��;�   
	���<��
 (carbonyl group nC=O) �� <��%?�&�M��66����B� �&<����� ����$� �����86����� 
(serine proteinase, EC. 3.4.21), ��������86����� (cysteine proteinase, EC. 3.4.22) ����         
86�����  (acid proteinase, EC. 3.4.23) �
�����
8
86����� (metalloproteinase, EC. 3.4.24) 
(Ward, 1983 ��� 8�� �� ��� ���#� (�, 2541) 
  �66�����F8���
������	%���9�	&:!��� $��	�� �&��67�86�������$$%��     
�66���� ����$� �����86����� ��� ������=
������$�"�'� Aspergillus spp. ���	&���$��$�� 8��!"�
	�

�����
���
����67���
� ����� ��$$��(�$C�$��	&���$�"�'����=
��������86�������$
�������	%���	E� !����%�����67����  �<%���"�'����	&���$�����%�!�:��67� Bacillus sp. (Nakayama et 
al., 2000), Bacillus subtilis (Tran and Nagano, 2002), Bacillus mojavensis (Beg and Gupta, 2003),      
Bacillus sp. (Patel et al., 2005) �
� Bacillus cereus (Nilegaonkar et al., 2007)  
 3.1 ���78�9� 
.��� (proteinase, EC. 3.4.21-24) 

  �������86�������$�#
�������&$�67������������
&� ��$�;���$��

� �&' ��'�����!"�
����86����"����� A �����;�!��� �%�
��������$ !������67�$�����8��9���&<�;�����B���;���

� 
�����!"�!�$����<8� ��� �������86������<� ���$
�$$���9� ������67�  

3.1.1  8���� 
.��� (serine proteinase)  

  �67�$
#��B� �����������86������$�#
�����������=;�(�$C�$&���$ �67������������
86��������9� �������!�"�% ����"�67�$
� �� ���  ����;�����8�
�� <��%?���  ��� ���;$�&<�&' 8�� 
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DPF (diisopropyl-phospho-fluoridate) ����9�6�$���$&<��;� nOH B� ��#�;
���
 (seryl residue) ���
<��%?���  

 ������������86�������$�#
������ �������<� ����67� 4 $
#������	�� 
  1)  �����86��������	
���$&<��6�� �������$
#����'�9� �������!�"�% ����"
6����? 8 �
��& ��	%���9��������$�������&�M��66���� �� �9����� $�����8�����67��<� 	�� 
�������� (arginie, Arg), �
��� (lysine, Lys)  
  2 )  �����86���������9� �������!����%����  �������$
#����'��	%��������
�9� �������!�"�% ����"6����? 10 ��	%���9���������&<���������67�$�����8���� ����;�������
�67�% ��%� �"�� ��8���� (tyrosine, Tyr) �
�o[�
��
���� (phenylalanine, Phe) �
����
$�����8�������"�<�'9� �"�� 
%��� (leucine, Leu) 8���"�'����=
��������������&
	��
��86����� 
����$� Bacillus mojavensis ��� 	&���$�"�'���$�� (Beg and Gupta (2003), Bacillus sp. 	&���$��$
�������	%���	E� (Patel et al., 2005) �
� Bacillus proteolyticus 	&���$��$B� ����B� 
$��<%�$���6��;66
� (Bhaskar  et al., 2007) 

  3)  �����86��������=
���$�<	������$
#�� Myxobacterium (Myxobacter α-lytic 
proteinase) �67��������!�$
#�������=
�9�
���<	������"����� A 8���&�%�6��	%���9��������
$�����8���
���� (alanine, Ala) �
�%�
�� (valine, Val) ����������;$�&<�&' $���9� �������%� 
DPF  
  4)  �����86��������=
���$ Staphylococcus spp. (Staphylococcal proteinase) 
�������"����'=
�8���"�'� Staphylococcus aureus V8 ��	%���%������ DPF ��	%���9��������
$���&��&�M��66������ <��%?$�����8���������$ (aspartic acid, Asp) ����$
;���$ 
(glutamic acid, Glu) (Ward, 1983 ��� 8�� �� ��� ���#� (�, 2541) 

3.1.2  8���
���� 
.��� 

  �������!�$
#����'����;� sulfhydryl ��;��� <��%?���  ��%�!�:��������9� �������
!�"�% ����"�67�$
�  	�� 6-7.5 �
���	%��	 ������#?��;�!�"�%  60-80 � (���
����� �������
!�$
#����'���;$�&<�&' 8������������$%�� sulfhydryl reagents ���� sulfhydryl group (-SH) ����$
#��     
����
 (-SH) �9�!����;��&
�o�
���<��%?��� ����&<	%��$���<$�������  
 3.1.3  ��8.�� 
.���  

  ����86����� ������  86����������"�% ����"B� $���9�6�$���$�������
��
��;�!�"�% ����"B� $�� �������"����'�������<�����%�!�:�!����
������ ����<������$!�
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�<	������ ��	%���������9� �������!�"�% ����" 2-4 ���������	%���9�����$&<$�����8��������;�
�������67�% ��%� �
�$�����8������B���!�:� �"�� ��8�����
�o[�
��
����  

3.1.4  ���	���� 
.��� 

 �67����8��66�������������B� 8
���67���%�6��$�<!�<��%?��� ������%�
!�6�$���$�������
��$
��%	�� ��;�!�
&$C?�8	�o	����� ��� 8
����%�!�:�����$� Zn2+ ��� �9�
��������9�	&:	���&<$&<�&<����� �& �&'�$���9� ��B� �������$
#����'�� �;$�&<�&' $���9� ����%� 
EDTA �������!�$
#����'��"�% 6�$����������"�67�$
�  (����" 6.5-7.5)  
 3.2  ���78�9$���	�.���  

  �������	�

����� �67��������86�����"������ !�$
#���������86��������
�����������
�� native collagen ��� (Tran and Nagano, 2002) �������	�

���������;��&$!��&�%�
�
�'� 
;$��%��� 	�� �66�� (pepsin) ��6�� (trypsin) �	8���6�� (chymotrypsin) ������$��" 
	�� 6��6� (papain) (Harrington, 1996) �������	�

�����������=
������$�#
������ �"�� 
Clostridium histolyticum (Matsushita et al., 1999), Bacillus subtilis (Nagano and To, 1999), 
Bacillus sp. (Nakayama et al., 2000; Okamoto et al., 2001) �#
��������
����'������	&���$�����$
�� ����������$����&$6
� �"�� �'9�6
� (Nagano and To, 1999; Tran and Nagano, 2002) 
8���&�%�6�������	�

������������	�

��������� �� Zn2+ �67�8	�o	������� <��%?���  ��� 
�&��67�����
8
86����� (Tsuruoka et al., 2003) <� "���&��67������86������
�86�����
����A �� 
 �� (Watanabe, 2004) �������	�

�����"������
8
86����������
�����
	�

������ �&�M��66�������%�� $�����8�"������ $&< �$
���-8��
�� (Watanabe, 2004)  
  Kawahara �
�	?� (1993) (�$C�$��	&���$�
��9���$�<	���������=
��������         
	�

�������$�� 8��!"�	�

�����67���
� 	���<���
���8����� �����<� "�'����&�M#��#
������
�<%���67��"�'� Bacillus alvei DC-1 �
�������9�<��#�M��������	�

�����8��$���$��$����%�
�$
�����8�������&
�o�����
� 80 �
�(�$C���<&�B� �������	�

����� �<%���������
	�

������������9� ��������������" 4.5 6.0 �
� 7.0 ��� ��������#6���%���"�'�����&�M#���'=
�
�������	�

�����"��!��������$�$����������"�67�$�� !� ��%�&�B�  Nagano �
� To (1999) 
(�$C�$���9�<��#�M��������	�

�������$�"�'� Bacillus subtilis FS-2 ���	&���$�����$$����&$
�'9�6
��<<�&' ��� !�����������$��������
��� ����"B� ������
�'� �"�'�����$&< 7.5 <������#?��;� 
35 � (���
����� �<%��B���8��
$#
B� �������	�

�������$$��(�$C���%� SDS-PAGE 
����$&< 125 $8
��
�&� ���������	%���������������"!�"�%  5-10 �
��������	�

��������;$
�&<�&' ��%� 2-β-mercaptoethanol �
� diisopropyl-phospho-fluoridate (DPF)  �������&��������
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	�

�������$�"�'� Bacillus subtilis FS-2 �67��������!�$
#�������86����� !�$��(�$C�B�  
Lund �
� Granum (1999) (�$C�$��=
������������	�

������$�"�'� Bacillus cereus !������ 
CGY medium �
�'� ����#?��;� 32 � (���
����� �������	�

����������B���8��
$#
��$
$��(�$C���%� SDS-PAGE ����$&< 105 $8
��
�&� �������	�

��������;$�&<�&' ��%� EDTA 
�
� 1,10-phenanthroline �
����������	%���B��B��B�  ZnCl2 ���9�!��$�$���B� �����������B�'� 
�9�!���������&��������	�

�� �����$�"�'� Bacillus cereus �67��������!�$
#��                        
����
8
86����� ��$��$��' Nakayama �
�	?� (2000) (�$C�$�$���B� �������         
	�

��������#?��;��; �
���$����$�"�'� Bacillus sp. strain NTAP-1 8������
����67���
� 
��8����� �<%����������������9� ��������������" 3.9 �
�����;$�&<�&' 8�� EDTA 	%���B��B�� 
10 �

8�
��� �
��������	�

�������$�$�����
����;�����
� 80 ����#?��;� 60 � (���
�����
�����<���67��%
� 4 "&�%8�  ��$ ��B�  Okamoto �
�	?� (2001) (�$C�$��=
������������
	�

������$�"�'� Bacillus sp. MO-1 !�����������$�����	�

����
 �6 ����"B� ������
�'� 
�"�'�����$&< 7.2 <������#?��;� 65 � (���
����� �<%���������	�

�������������B���8��
$#
��$
$��(�$C���%� SDS-PAGE ����$&< 105 $8
��
�&� �9����� �D��������������&��&�M��66���� 	�� 

%��� ��8���� F����� ��
���� �
��
��� �������	�

��������;$�&<�&' ��%� DPF �
� 
phenylmethylsulfonylfluoride �9�!���������&��������	�

�������$�"�'� Bacillus sp. MO-1 
�67��������!�$
#�������86����� !�$��(�$C�B�  Tsuruoka �
�	?� (2003) (�$C�$���9�
<��#�M��
�	#?
&$C?�B� �������86�������������
��	�

���� ��$�"�'� Alicyclobacillus 

sendaiensis NTAP-1 !��������$8��� ������"����$&< 4.8 �
�'� ����#?��;� 55 � (���
����� 
�������	�

�������������B���8��
$#
��$$��(�$C���%� SDS-PAGE ����$&< 40 $8
��
�&� 
���������	%���������������"!�"�%  3.5-5.0 ����������;$�&<�&' ��%� EDTA, 2-β-
mercaptoethanol �
� phenylmethylsulfonylfluoride �9�!���������&� �67��������!�$
#�������  
86����� ��$��$��'�& �� ��%�&�B�  Kanayama �
� Sakai (2005) (�$C�$���9�<��#�M��
�
	#?��<&�B� �������86�����"��!�����$�"�'� Microbacterium liquefaciens ��� 	&���$��$��
<��%?8�  ���#����$���$��=
���
��� 8���
�'� �"�'�!����������� ��
����67���
� 
��8����� �<%���������86�������B���8��
$#
 21 $8
��
�&� ������������
��������B��� 
100 $8
��
�&� ����67�B��� 60 �
� 40 $8
��
�&� �������������������	�

������� 
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4.    G���4�����H�
:��	�	H�.
���78�9$���	�.��� 

  $���
�'� �"�'����=
��������	�

�����!����$����<8�B� �"�'��; �
���$��=
�
�������	�

�����6���?�;  B�'���;�$&<6>��&���� A �"������%$&<$��=
��������86�����
�&�%A�6 �& ��' 
 4.1  ���:�$	9�����"$�	��2��2��������	"�� 

  	���<���67���
� �
&  ������9�	&:���$����<8�B� �#
������ ��� ��%�!�:���
� 
	���<�����67�	���8<�F���� �"�� �6�  $
;8	� �;8	�� ����<8�� �67���� 8�� Ferrero �
�	?� 
(1996) (�$C�$��=
��������86�������$�"�'� Bacillus licheniformis MIR 29 8���
�'� �"�'����
���%� 45 � (���
����� �
�����"����$&< 7.5 �
��6���<����<��
� 	���<����� A 	�� �;8	��   
$��
	8�� ��oo�8�� ��8
� �6�  ��
�<8�� �
	8�� $
������
 $
;8	� ���;
� ��
8�� 
�
��	��� �<%�� $����<8�B� �"�'� B. licheniformis MIR 29 !������������	�����!��$����<8�
B� �"�'��; �#� �
��� 
 ��!������������'9���
��
�<8���
��6�  �9���&<$��=
��������     
86����� �<%���	���!��$��=
��������86������; �#�����$&< 71.5 �����;����


�� �
��'9���

$
;8	�$&<$
������
!��$��=
��; �� 
 ������$&< 16.2 �
� 17.7 �����;����


�� ���
9��&< �& 
��� !� Table 3 
  Lama �
�	?� (2005) (�$C�$��=
��������86�������$�"�'� Salinivibrio 
genus ��� 	&���$��$�'9����
 !������ saline solution yeast extract (SSY medium) ������"����$&< 
9 �
�(�$C�	%����$��� B� ��
� 	���<�� 	�� $
;8	� ��
8�� �;8	��  $��
	8�� o�#	8�� 
������ ���8�� �
	8�� $
������
 8��!"�	%���B��B������
� 1 (�'9���&$���6�����) �
�<��
��� 37 � (���
����� �67��%
� 20 "&�%8�  �<%�� ���8�� $
;8	� �
��;8	�� !��$����<8�B� �"�'�
�; �#������%&�$����<8���� 540 ��8����� ���$��=
��������86������<%�� $
������
 �
	8�� 
�
� ������!��$��=
��������86������;  �& ��� !� Table 4 
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Table 3. Microbial growth and alkaline protease production from B. licheniformis MIR 29 with 
different sources.  

 
Carbon source Biomass (A560) Enzyme production (APU/ml) 

Sucrose 0.95 0.00 
D-(+)-Galactose 2.65 4.16 
Ramnose 2.85 5.73 
D-(+)-Xylose 2.55 0.00 
Starch 3.14 12.3 
D-(+)-Melibiose 3.20 5.97 
Lactose 1.80 6.33 
Glycerol 1.28 17.7 
Glucose 2.15 16.2 
Inulin 0.72 8.39 
Maltose 1.55 0.00 
Casein 3.78 71.5 
����� : Ferrero �
�	?� (1996) 
 
  Patel �
�	?� (2005) (�$C�=
	%���B��B��B� ��
� 	���<�����$����<8��
�
$��=
��������86�������$�"�'� Bacillus sp. 8��!"�$
;8	�!�"�% ����
� 0.5-2 (�'9���&$���
6�����) ��	������"����$&< 10 <����� 37 � (���
����� �67��%
� 48 "&�%8�  �<%�����	%���B��B��B� 
$
;8	�����
� 0.5 (�'9���&$���6�����) ��!��$����<8�B� �"�'� Bacillus sp. �; �#� �
�!��	��
$�$���B� �������86������; �#� (Figure 3) 
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Table 4. Effect of medium composition on growth of Salinivibrio genus 18AG and protease 
production. 

 
Nutrient Cell growth 

(OD 540) 
Protease units Protease production 

(U/OD540) 
SSY medium pH 9.0 1.9 15 7.9 
SSY medium pH 7.5 1.5 8 5.3 
SSY medium + gelatin (10%) 2.0 16 8.0 
gelatin (10%) 2.1 67 32.0 
Glucose 2.0 2.5 1.25 
Maltose 1.8 5.7 3.2 
Sucrose 2.0 3.5 1.75 
Galactose 1.9 0.8 0.4 
Fructose 2.0 0.9 0.45 
Acetate 0.8 7.0 8.7 
Mannose 2.1 4.0 1.9 
Lactose 1.4 11.5 8.2 
Threalose 2.0 7.5 3.75 
Glycerol 1.7 19.0 11.0 
����� : Lama �
�	?� (2005) 
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Figure 3. Effect of glucose concentration (0n2 %, w/v) on growth (•) and protease activity (▲). 

Samples were withdrawn after incubation for 66 h at 37 °C. 
����� : Patel �
�	?� (2005) 
 
  Gupta �
� Khare (2007) (�$C�=
	%���B��B��B� ��
� 	���<�����$����<8�
�
�$��=
��������86�������$�"�'� Pseudomonas aeruginosa PseA ��� �
�'� !�������
�'� �"�'���
��" 7.0 �
�<������#?��;� 30 � (���
����� 8��(�$C�	%����$��� B� ��
� 	���<�� 	��         
$
������
 $
;8	� 	���<�$������%-��

;8
� (CM-cellulose) �;8	�� ��
8�� �
� o�#	8�� 
�6���<����<$&<"#�	%<	#� �& ��� !� Figure 4A �<%���"�'�������!"�	���8<�F����!�$��=
�
�������86����� �$�%��$
;8	���� ��=
���$���&<�&' $
�$ catabolic repression B� $���& �	�����
������� ��%�	���<�$������%-��

;8
� (CM-cellulose) ��=
���$��=
��������86������; �#� 
�� 
 ��	�� $
������
 �;8	�� ��
8�� �
� o�#	8�� �������� ��$	���<�$������%-��

;8
� 
(CM-cellulose) ����	��;  =;�%�&��� (�$C�	%���B��B��B� $
������
���������� �
��<%�����	%��
�B��B������
� 0.7 !��$��=
��������86������; �#� (Figure 4B) 
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Figure 4. Effect of different carbon sources on growth and protease production. The incubation 

was carried out at 30 ˚C for 48 h (A). Effect of glycerol concentration on growth and 
protease production (B).  

����� : Gupta �
� Khare (2007) 
 
 4.2  $�	��2��2��2�����:�7��
���������	"�� 

  ��
� ��8��������!"�!�������
�'� �"�'�B� �#
���������&' ��������������67����
=���" ���� �"�� ������$&� �668�� ��68�� �
���������� 	�6��$�<B� $�����8� �"�� 
86������� A �
���
� ��8���������67������������ �"�� �$
�����8������ �
��$
�������� ���
$��=
��������86��������!"�86����"����� A �67���
� ��8����� ����� ��$�������        
86�� ������;$���� B�'�������9�������� !�$����� 6�$���$�������&�M��66����B� ���                
8�
��66����!�86���� 
  Lama �
�	?� (2005) (�$C�$��=
��������86�������$�"�'� Salinivibrio 
genus ���	&���$��$�'9����
 !������ saline solution yeast extract (SSY medium) ���������"����$&< 
9 �
�(�$C�$�������
���!� SSY medium ���	%���B��B������
� 10 �
� 12 ($�&����
��) 
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�6���<����<$&<�����������
��� �<%��$����<8�B� �"�'�����B�'������	%���B��B��B� ��
���
����B�'� �<%������������
�������
� 10 �
� 12 ($�&����
��) ������=
��������86���������; 
$%������������������
��� !�$��(�$C�B�  Patel �
�	?� (2005) (�$C���
� ��8�����!�$��
=
��������86�������$�"�'� Bacillus sp. ����$� 8����668�� ��68�� �	���8�� ��
��� $��
	����8� �668�� �
�������$&� �<%����
���!��$����<8�B� �"�'� Bacillus sp. �
�$�$���
B� �������86�����������#� �
������(�$C�	%���B��B������������!�"�% ����
� 0-2 (�'9���&$���
6�����) �<%�����	%���B��B��B� ��
�������
� 1.5 (�'9���&$���6�����) !��$����<8��; �#� 
�
�	��$�$���B� �������86���������B�'����������	%���B��B��B� ��
�������B�'��& ��� !� 
Figure 5 

 

 
Figure 5. Effect of gelatin concentration (0-2%, w/v) on growth (•) and protease activity (▲). 

Samples were withdrawn after incubation for 66 h at 37 °C. 
����� : Patel �
�	?� (2005) 
 
 4.3   I���6�.��
��������	"�� 

  ����"!�������
�'� �"�'���=
���$��=
��������86����� �
����8	� ���� 
�
��������B� ������� $����<8�B� �#
���������������"�������������$����<8���$��� ��$   
����"�������������$��=
�������� ��� �"�'�"������%$&����������"������������� $&�B�'���;�$&<
�;��������
�'� �"�'��
����%�����A !�$��(�$C�B�  Patel �
�	?� (2005) (�$C�=
B� ����"���
$�$���B� �������86������
�$����<8�B� �"�'� Bacillus sp. !�"�% ����" 7-10 !������ 
CMB medium �<%���������" 7-8 !��$����<8��; �#� �
����������"�67� 9 $�$���B� ���������

�
  ��$��$��' Gupta �
� Khare (2007) ���(�$C�=
B� ����"���$����<8��
�$��=
�
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������� 86�������$�"�'� Pseudomonas aeruginosa PseA ��� (�$C��������" 6.0-10.0 <������#?��;� 
30 � (���
����� �<%���������" 7 !��$����<8��
�$��=
��������86������; �#� 8��$��=
�
�������86�������
�
 ���������"����$&< 10 ��� �����%��67����  �
�!�$��(�$C�B�  
Nilegaonkar �
�	?� (2007) (�$C�=
B� ����"���$�$���B� �������86������
�$����<8�
B� �"�'� Bacillus cereus MCM B-326 ��� �
�'� �"�'�!������������&�%��
�� �67�� 	�6��$�< 8��
(�$C�=
B� ����"!�"�%  4-12 �<%������"�������������!��$�$���B� �������86������; 	����
��" 9 �
����������"�; B�'��67� 10 	��$�$���B� �������86�������
�
   
 4.4   ��J�K!�.������	"�� 

  �#
�������������<� ��$�67� 3 $
#�� ����#?��;����!"�!�$����<8� 	�� $
#�����
��<8�����#?��;���9�$%�� 20 � (���
����� (Psychrophiles) $
#�������<8�����#?��;���� 6����? 40 
� (���
����� (mesophiles) �
�$
#�������<8��; $%�� 50 � (���
����� (thermophiles) ��� $��=
�
���������B�'���;�$&<�#?��;� ����#?��;��������������$����<8��������$��� ��$�#?��;����
����������$��=
�������� ��$$��(�$C�B�  Bhaskar �
�	?� (2007) (�$C��#?��;����
�������!�$����<8�B� �"�'� Bacillus proteolyticus CFR 3001 �
�$�$���B� �������86��
��� !�"�% �#?��;�10-60 � (���
����� �<%���#?��;���� 37 � (���
����� �"�'���$����<8����
�
!��	��$�$���B� �������86������; �#� �
��<%������#?��;� 45 � (���
����� �������86��
�������$�$���
�
 ����
� 18 �
� ��!�$��(�$C�B�  Gupta �
� Khare (2007) (�$C�=
B� 
�#?��;����$����<8��
�$��=
��������86�������$�"�'� Pseudomonas aeruginosa PseA 
�<%���"�'� P. aeruginosa PseA ��<8��������#?��;� 20 ��  40 � (���
����� �
��#?��;����
����������$����<8��
�$��=
��������86�����	�� 30 � (���
����� 
 4.5   $�	��2��2��2���8���4�$��7�9 

  	%���B��B��B� �$
����=
���"��B� ������� %���67�"��"�<�$
���������"�<
�$
���
���=
���$���9� ��B� ��������
�$����<8�B� �"�'� 8��!�$��(�$C�B�  Tran �
� 
Nagano (2002) (�$C�=
	%���B��B��B� 8������	
��������$����<8�B� �"�'� Bacillus subtilis 
�
�$��=
��������	�

����� !�"�% 	%���B��B������
� 0-8 �<%�����	%���B��B��B� 8������
	
���������
� 1 !��$����<8��; B�'� ���!��$�$���B� �������	�

�����
�
  ��� !�"#�
��
� ���������8������	
����� �<%����!��$�$����������	�

������; �#� ��$��$��'�& ��
$��(�$C�B�  Gupta �
�	?� (2005) (�$C�=
B� 8������	
��������$�$���B� �������       
86��������=
���$�"�'� Bacillus sp. ���	&���$�����$�� ��� (�$C�!�"�% 	%���B��B�� 0-0.17 8�
��� 
�<%�����	%���B��B��B� 8������	
����� 0.03 8�
��� !��	��$�$���B� �������86������; �#� 
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�
�!�$��(�$C�B�  Patel �
�	?� (2005) (�$C�=
B� 8������	
��������$����<8�B� �"�'� 
Bacillus sp. �
�$��=
��������86����� ���	%���B��B��B� 8������	
�����!�"�% ����
� 0-20 
(�'9���&$���6�����) !�������
�'� �"�'����������"����$&< 9.0 �<%��	%���B��B��8������	
��������
����������$����<8�B� �"�'�����$&<����
� 10 (�'9���&$���6�����) �
�$�$���B� ������� 
86����������	���; �#�����$&<����
� 10 (�'9���&$���6�����) �"��$&� ��� ����&��"�'� Bacillus sp. �67�
�<	������"�<�$
��  
 
5.  �.����	��	�	���"$�	�$�
��2�����78�9$���	�.��� 

 5.1  I���6������	"��5��	��	�	���"$�	�$�
��2�����78�9$���	�.��� 

  Kawahara �
�	?� (1993) (�$C�=
B� ����"���$�$���B� �������       
	�

������
�$����<8�B� �"�'� Bacillus alvei DC-1 ��� 	&���$��$�� �<%���������9� �����
���������" 4.5, 6.0 �
� 7.0 ��� �"�'�����&�M#���'=
��������	�

�����"��!��������$�$����������"
�67�$�� (Figure 6) 

 

 
Figure 6. Effect of pH on activities of collagenase for collagen hydrolysis. 
����� : Kawahara �
�	?� (1993) 
 
  Nagano �
� To (1999) (�$C�=
B� ����"���$�$����
�	%��	 �&%B� 
�������	�

�������$�"�'� Bacillus subtilis FS-2 ��� 	&���$��$�'9�6
� !�"�% ����" 5-10 �<%��
�������" 9.0 !��	��$�$���B� �������	�

������; �#� �
��������	�

�������	%��������
�������"!�"�%  5-10 �
�$��(�$C�B�  Nakayama �
�	?� (2000) (�$C�=
B� ����"���$�$���
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B� �������	�

������
�$����<8���$�"�'� Bacillus sp. NTAP-1 !�"�% ����" 2-10 �<%�����   
����" 3.9 !��	��$�$���B� �������	�

������; �#� (Figure 7) 
 

 
Figure 7. Effect of pH on collagenolytic activity. 
����� : Nakayama �
�	?� (2000) 
 
 5.2  ��J�K!�.������	"��5��	��	�	���"$�	�$�
��2�����78�9$���	�.��� 

  Ferrero �
�	?� (1996) (�$C�$��=
��������86�������$�"�'� Bacillus 
licheniformis MIR 29 8��(�$C�	%��������!�$���9� ���
�	%������������#?��;�B� 
�������86�����!�"�%  30-70 � (���
����� �<%���#?��;����!��$�$���B� �������86�����
�; �#�	����� 60 � (���
����� �
�������#?��;�����B�'��67� 70 � (���
����� �������86�������
�������� �9�!��$�$���B� �������
�
 ��
������
�70 !�$��(�$C�B�  Gupta �
�	?� 
(2005) (�$C�$��=
��������86�������$�"�'� Bacillus sp. ���	&���$��$�� �
�(�$C��#?��;����
����������$���9� ��B� �������!�"�%  5-50 � (���
����� �
�	%������������#?��;�B� 
�������86����� !�"�%  37-90 � (���
����� �<%���������86�������$�$����; ����#?��;� 37 
� (���
����� (Figure 8A) �
�8��=
B� $��<������#?��;� 45 �
� 50 � (���
����� �<%��
�����������$�$���
�
 ��
������
� 92 �
� 85 ���
9��&< �
�$�$���B� �������
�
 ��
��
������$�����<������#?��;��; B�'��67� 80 �
� 90 � (���
����� (Figure 8B) ����� ��$�#?��;��9�!��
��������������� 
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Figure 8. Effect of temperature on activity (A) and stability of protease (B). 
����� : Gupta �
�	?� (2005) 
 
  Kanayama �
� Sakai (2005) (�$C�=
B� �#?��;����$�$���B� �������      
86�����"��!�����$�"�'� Microbacterium liquefaciens ��� 	&���$��$��<��%?8�  ��
�#����$���$��=
���
��� 8���
�'� �"�'�!�������������
����67���
� ��8����� �<%��
�������86�������$�$���$���9� ���; ����#?��;� 37-42 � (���
����� �
�=
B� �#?��;����
	%��	 �&%B� �������86�������$�"�'� Microbacterium liquefaciens �<%������#?��;���9�$%�� 30 
� (���
����� �������86�������	%��	 �&%��$$%������
� 60 ���������#?��;������; $%�� 40 
� (���
����� �������86��������;:����$�$������ ���������$E<��������%���� -80 ��  0         
� (���
����� �<%�������$���;:����$�$���B� �������86����� 
 
6.   �	 "4��
956����78�94:�4� 
�����H�.
�	����.���49 

  $���9������������86������!"��������	�� !�B&'����$�������
��86����B� 
$��<%�$��=
�!��#����$������ A �&'� ��B������6���<<� 6��$�� 	�� 6�$���B� ���������
	%���%�
�	%���9������;  ��$�&' �9�����6���!�����%�����#��� ����$%�� �& �&'��� �9�!��������
	%<	#��&���$��=
��
����	#?���B� =
=
���� ��� 8���D���!��#����$�������� ��� $��
6���#$��!"������������86�������=
���$�#
����������&<	%����!���$!��#����$������ A �& ��' 
 
 6.1  �	7N��7��9� 
�� (Protein hydrolysis)   

  $���&���$��<%�$��=
���������9���&<�#����$���$���F8���
��86���� 
���'�6
� �
����'���� A ��� 6>��&��9�	&:�����=
���$�������
��86����8�������������$� 
	%���9�����B� ������� B�<�B�!�$���9�
������M���"��B� 86���� 	%���B��B��B� 

A B 
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�&<������
�������� �#?��;��
�����" 86����!�M���"��8���&�%�6�����	%���%���$������
�
��8���������86����� ����� ��$��8	� ���� ����BE ��  $���9�
������M���"��B� 86����
�67�=
��$$��	
���&%B� 8��
$#
86������$�� �9�!���&�M��66�����&�=&�$&<�����$ �
���
	%���%���$�������
��8�������������B�'� =
=
���������$$���F8���
����
��� ������!"�
6��8�"����� �"�� !"��67����!��o� !��"��; !"��67���%�=��!��	���� �9���  !"��67���%�=��!�
�	���� �������!���
&  ����9�  
 6.2  �	���	�$ 

  !"��67���%�6��$�<!������!"��&$C�8�	 �"�� �����6%���� ���� �#��� !�
�� �������� ��$����E<�$!�	����  "�%�$9��&��"�'�$��8�	��� A �
�"�%��&<�&' $���$�8�	����E  
(Watanabe, 2004)  
 6.3  56�5����� Q.��
.�	 

  !"�!�$����$��

��&<B� ��;��$�� �
�$������	�

����������9��6
6���#$��!"�!��#����$�������� (Watanabe, 2004) !"�!�$������<�� "�%�	�� (Okamoto et al., 
2001) !"��������	�

�������$�"�'� Staphylococcus aureus V8 !�$��(�$C��=�����66����B�       
	�

���� (Jongjareonrak et al., 2005)  
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��
R� "��$9 

 1.   �����	&���$�"�'��<	���������������=
��������	�

����� 
 2.   �����(�$C����%�����������!�$��=
��������	�

����� 
 3.   �����(�$C�$���9��������!��<��#�M�<� ��%��
���<&�B� �������	�

����� 
 4.   �����(�$C�$���$&�	�

������$��& 6
�8���������	�

������6���<����<$&<$��
!"�$�� 

 
2���2
�	��.��4 

  	&���$�"�'��<	���������=
��������	�

�������$�&%���� �� ��� ��$������
B� ��
� 86���� �"�� ����<8�  ���6��;6��������
 ��<��%?��<�
���� �
������
��'�<������!"�6
���&$ �"�� �'9�6
������;����%�� $����&$ ��$�&'��� �9���$�"�'����	&���$���8��%M�
�� �&?Y��%����
��� "�%�	�� �
�(�$C����%�����������!�$����<8��
�$��=
��������                
	�

�������$�"�'����	&��
��$��� �%��&' (�$C�$���9��������!��<��#�M�<� ��%��
���<&�B� 
�������	�

����� �%��� $��6���#$��!"��������	�

�����������!�$��������& 6
�������$&�
	�

����8���6���<����<$&<$���$&���%�$�� �
�(�$C�	#?
&$C?�B� 	�

��������$&���� 
 
 
 
 
 
 
 
 



����� 2 

��	�
������ 

��	��������
�� 

1. ��	���������� 

 1.1 
�����
������������� !� 
  ����������	
������	���	��������� 660 �������� ��� �! ���������	"�#���	��
�	������!���"�$��� 0.2-0.8 
 1.2 
���"�#$
�#$�������� (Gram staining) 
  ������	���� 1 ����*��+���
�, ������, (smear) �$��!"�#	�4 ����4�!"�#��#� 
��5��6��,������
�,
�+�������
7 ������8����
��!��� *��$��!���������, �8��
�#��4��9 1 
���� �����8���#��#��������4�� ������4����	��
!�!�� �8��
�#��4��9 1 ���� �#��������46�*
���� ���#� ���!���!� �#!��4 95  ���<�	$4!!	�� �#��#������  �	��������647���8� �8��

�#��4��9 30 �8���� �#����#������ ���
��#��	�#!� >����?�, 
  �������> : �6��,�8������A!� crystal violet I Gram positive bacteria 

                       �6��,�8��$�M�A!� safranin I Gram negative bacteria 
 1.3 
���"�#12���$�������� 

  ������	���� 1 ����*��+���
�, ������,�$��!"�#	�4 ����4�!"�#��#� ��5�
�6��,������
�,
�+�������
7 ���������
��,	����#!��4 0.5 "�#����*�8��9���������,�$��!
�# 
����
�,
�!������!!���������! �8��
�#��4��9 10 ���� (�!���8�����
��,	���!������! �4���!���
"�#��#�) �#����#������ ����647���8� �8��
�#��4��9 30 �8���� �#����#������ ���
��#��	�#!�
 >����?�, 
  �������> : ��������8���A��� I �!����!�,A!��*������� 

                       ��������8��$�M� I �6��,����!������
��"$��!����!�, 
 1.4 
����1��
��1�"�����45#�$����61 

  "$#�AQ��A�����4���	���������A!��*������������!��> 18-24 $������ ���*��
�, 
��#�������4���
S��� ���!�,!!	
6,�#!��4 3 ��*��*���������	���� ("$#�AQ��A���+��
�*�������	�*
S��� ���!�,!!	
6,) ��� �+� �	7!��	Q�����	8A5����������" <#���7!��	8A5��
*���5	+���T�*�	 ��! �*���������	���������<��#���!�
6�,�������
#  5�����
S��� �
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��!�,!!	
6,
#���� ��4�	Q�!!	68� ��	8A5�� ���<#���	
���	87!��	Q�������"�#+���T��*���!
�*�����������
����#���!�
6�,�������  
 1.5 
��������
�
��#������45#���66����1  
  	����� ��	����!�� ���8�*�!�����AQ� ��	������*#��	�
����!��    
!46��8	�A#�A#��#!��4 35 ���������	��!��8����  (Medina and Baresi, 2007) ��A����"���4
A��A!������� ����������9 �M��!����� Degree of  hydrolysis 

 
 Degree of hydrolysis   =   

 
  	����� ��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8���"�����4����$8���8��9 �������8]�
A!� Tran ��4 Nagano (2002) ������!�����!�
6�, 0.1 �8��8�8�� ��8�� ���8��A#�A#��#!��4 0.2 (��
�������	��!��8����) ��8���� 0.3 �8��8�8�� ��4��8� Tris-HCl M��!$ 7.5 �A#�A#� 0.15 �����, �����
����6�����!
�,�A#�A#� 0.012 �����, ��8���� 0.2 �8��8�8�� ������+��
�*�����  37               
!�?��6��6��� ��T����� 30 ���� ��>�b8	8�8��#��	�
S����!�8	�A#�A#� 0.1 �����, ��8���� 
0.6 �8��8�8�� �A���"�#�A#�	�� ��8�����4����6����
S�!	
6,�A#�A#� 0.1 �����, ��8���� 0.6 
�8��8�8�� �A���"�#�A#�	�� ���
�����b8	8�8��	�*����4����8�
S�8��A#�A#��#!��4 0.35 "��!���!�
�#!��4 95 ��8��9 0.36 �8��8�8�� �A���"�#�A#�	�� �#�"�������!��T����� 5 ���� ���
������	��
�	��������� 570 �������� ($>��*�>���8����!�����!�
6�,��4��8�	�
S����!�8		�!���8�
� ���8� ��4 Tris-HCl ���
�*���$������	��) "$#�*�Q��,��T�*�7�7!�, (buffer) �������4���
�!�
6�, ��#����������
#
������*����*	�*	��7����d��A!�
	�6�� 
  1 �����A!��!�
6�,��!������� ����<5� 	8 	���	����!�����������
#��T�
	�!4�8��
	�6�� ��8��9 1 
����	�����!���� e��"�#�e��4���	����  
  �������> : "��e��4�����T�	� ��� ��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ��
������!�����!�
6�, 0.1 �8��8�8�� ��8�� ���8��A#�A#��#!��4 0.2 (���������	��!��8����) ��8���� 
0.3 �8��8�8�� ��4��8� Tris-HCl M��!$ 4.8 �A#�A#� 0.15 �����, ���������6�����!
�,�A#�A#� 0.012 
�����, ��8���� 0.2 �8��8�8�� ���
�*���$������	�*A#���#� 
 1.6 
�������������2��#�9�2����������45#���66����1 (����� �	 Lowry et al., 1951) 
  �������4������!������8���� 200 
�����8�� ������b8	8�8��	�*����4���    
�!���
��,�!���!�, (alkaline copper reagent) (��4	!*#�� Na2CO3 �#!��4 "� NaOH ����

�A#�A#� 0.1 �����,, CuSO4 �#!��4 1 ��4 NaKC4H4O6⋅H2O �#!��4 2 "�!�������� 100:1:1) 

��#�+���?���,	���A!���"� 
 ��#�+���?���,	���A!������� 
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��8���� 2.5 �8��8�8�� ����8��
�#���!>9�e��8�#!� 10 ���� ��#� 5���8�����4����7�8� (Folin-
Ciocalteaums phenol reagent) 65��� �! ��"�!�������� 1:1 #������	���� ��8���� 250 
�����8�� ��

�+��"�#�A#�	�� ����8��
�#���!>9�e��8�#!���T����� 30 ���� ���
������	���	����������������
����� 650 �������� ����*	�*�*�Q��, 65��"$#����	�������!*�7�7!�, (buffer) �������4������!���� 
��#����������
#
������9�����A#�A#�A!��������������*����*	�*����4�������d�� Bovine 
serum albumin (BSA) ��������A#�A#�����	�* 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ��4 1.0 �8��8	�����!�8��8�8�� 
�������* 
 1.7 
������;6������6�4#���6���6<
���=���5�1$��$26�1>�; (SDS-PAGE) (���$26���	�

��� Laemmli, 1970) 

  ��� ��A������	>�A!�!��,��4	!*������"��!���� �����	�
# ��"$#
�6������68�6���7��M��!4��8��
�,� �!8��Q	���7!��68� (sodium dodecyl sulfate-
polyacylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) ��������!�����!���� � 50 �8��8	��� �4���"�
�6����7!��7�*�7�7!�, M��!$ 7.2 �A#�A#� 0.02 �����, ������6������68�6���7��A#�A#��#!��4 1 
���������	��!��8���� ��8���� 5 �8��8�8�� 	����!����!���T����� 12 $������ ���!>9�e��8 4 !�?�
�6��6��� ���
��qr�����������������Q� 8,000 �!*��!���� ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��T����� 3 ���� 
�������"�����8��9������ ��4� �! ��������"�����4����6����7!��7�*�7�7!�,M��!$ 7.2 
�A#�A#� 0.02 �����, ������6������68�6���7� �A#�A#��#!��4 1 ���������	��!��8���� "�#
#
�����A#�A#��>�#�� 4 �8��8	�����!�8��8�8�� ������!�������
#�� 150 
�����8�� ��� �! ��#��
*�7�7!�, Tris-HCl M��!$ 6.8 �A#�A#� 0.5 �����, ������6������68�6���7��A#�A#��#!��4 4 ��
�������	��!��8���� ��4	���6!�!��A#�A#��#!��4 20 ����8������!��8���� ��8���4
����8�        
β-mercaptoethanol (βME) "�!�������� 1 ��! 1 ����8������!��8���� ��#����
���	������
����!����4���A!�������"�#
#��8��9������ 20 
����	��� ��*�� ��M��!4��8��
�,���
��� � staching �����A#�A#��#!��4 4 ��4 � � separating �����A#�A#��#!��4 7.5 ��4���
���	
��"$#	�4��
7 15  �8��8�!����, ���� �	�����#!�� ���"$# Coomassie blue R-250 �A#�A#�   
�#!��4 0.05 �������	��!��8���� "������!��A#�A#��#!��4 15 ��8������!��8���� �����	�!468�8	
�A#�A#��#!��4 5 ��8������!��8����  �	�����#��#�������!��A#�A#��#!��4 30 ��8������!
��8���� �����	�!468�8	�A#�A#��#!��4 10 ��8������!��8���� ��"$#����������d��65����
�������	����	>�"�$��� 53-212 	8������� $�8�����������T�!��,��4	!*"�����������d�� 

(High molecular weight protein markers) 
#�	� Myosin A�� 212 	8������� α2-Macroglobulin 
A�� 170 	8������� β-Galactosidase A�� 116 	8������� Transfernin A�� 76 	8������� 
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Normal-subunit of α2-Macroglobulin A�� 70 	8������� Glutamic-dehydrogenase A�� 53 

	8������� ����� α1 A!��!���� �$�8��� 1 ��A����4��9 116 ����� 65��"�t�	������ 

α2 �����A��89 	8������� ����!����M��!4��8��
�,� �!8��Q	���7!��68��**�����e�M  
(Jongjareonrak et al., 2005) 
 1.8 
������������L����1M���   

  "�����4A����!�A!�	��?5	w� 4��	������+�	����!��**�>����! 
(Completely Randomized Design, CRD) ��	����"�# �����6��� (replication) "�	��?5	w�����4
���������	�* 3 6��� ��4�8����4�,������	����A!�����y�������8����4�,������������������ 
(One-way ANOVA) ��"$#����	�������Q ��� SPSS (Statistic Package for Social Science) 
Version 10 

2. ��	�
����6�� 

 2.1 
������6 �
$6���$�
�� !����1�#��MN6�����45#���66����1 

  2.1.1 
�����$�
�� !�$�����������N6�����45#���66����1�������$�<� 
  $������!����8� 1.0 	��� ���!���!����!�������	 1 �8��8�8�� "������!��!����
��8�����4����6������!
�,�#!��4 0.85 ��8���� 9 �8��8�8�� ����!���� 1 �8��8�8�� "����"� 
7���,	A�� 250 �8��8�8�������!�����������$��!��8���� 100 �8��8�8�� ( ����� 3 6���) �A���#�������!�
�A���"�#�A#�	��#��������Q� 200 �!*��!���� ���!>9�e��8 37 !�?��6��6���  ��T����� 48 $������ �
���!���� �	7���,	�� 10 �8��8�8�� "����"�7���,	A�� 250 �8��8�8�������!�����������$��!��8���� 
90 �8��8�8�� �A���#�������!��A���"�#�A#�	��#��������Q� 200 �!*��!���� ���!>9�e��8 37              
!�?��6��6��� ��T����� 48 $������ ���6����$����� 2 ����� � �! ���$��!"�#�������A#�A#�����4�� 
��4��9 10-1-10-3 ���� ����!�������� �! ����#���8���� 0.1 �8��8�8�� "����"�!�����������$��! �	����
�$��! (spread plate) "�#	�4 ������ ��!�����AQ� ��#����
�*�����!>9�e��8 37 !�?��6��6��� ��T�
���� 12 $������ ���!	����������	8A5�������	�� restreak *�!���� ���6��� 2-3 ����� �M��!"�#
#��T�
����������� ���
� spot *�!�����������$��!�AQ������� ���8�!����#!��4 1.5 ���������	��!��8���� 
*�����  37 !�?��6��6��� ��� 12 $������ ��4��� ���"��!*���������� �	����*#��             
	�
����!��!46��8	�A#�A#��#!��4 35 ���������	��!��8����  (Medina and Baresi, 2007) �� 
��"� �M��!����� degree of hydrolysis  
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  2.1.2  
�����$�
�� !�$�����������N6�����45#���66����1����2��#�9 

  ���!	����������	8��"���4"�#��� Degree of hydrolysis �����������"�!��������
�M��!?5	w�	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ���M�4�������$��!�*���������������!	
#"�!�������� 
10 �8��8�8�� "���!��!�A�� 16 x 150 �8��8���� "$#�$��!��8���#� (inoculum) ����M�4������
����#���T����� 24 $������ (�����	���	��������� 660 ��������"�#���������	�* 1.0) ��8��9�#!�
�4 5 A!���8����!�����������$��! *��*������!��A���������Q��!* 200 �!*��!���� ���!>9�e��8 37      
!�?��6��6��� ��T����� 48 $������ �������4�������qr����������	�$��!��#�
�?5	w�	8 	���A!�
�!�
6�,�!��� 8����$8���8��9 ��4���!	�$��!���"�#	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8������ �M��!���
�
?5	w���!
� 
  2.1.3 
������$�
6�
O9����1�9P�������$6������#������ !�$��������������$�
4�" 

  ?5	w���	w94�����9d���8��� 
#�	� �������, 	���8���	�� ��4�#!���!�, 
(endospore) A!��*������� ��4��	w94���$������ ����!*	����#���!�
6�,�������  
  2.1.4 
����$�
$��������������$�
4�" 

   � ����	�*��������������	
# ��"$# 16S rRNA ��	��������!�����8����4�,
�M��!��   ����*�*���� �94�8���?����,����8��������8� ��#��������*�*� 16S rRNA ���
#
�
�����*����*����*�*������!���"� database 65����A#!���!���"�!8���!�,��Q� ��"$#��Q*
6,A!� 
http://www.ncbi.nlm.nim.gov #������	�� BLAST 
 2.2 QR
O�1>��������#��1#S�
��N6�����45#���66����1�
�� !�$���������������6 �
4�" 

  2.2.1 ��!����
�������#
6"��� !�����#�"� 

   	��������	�#��$��! 4���	���A����$��! �	A#! 1.2 ��"�!����������8���� 20 
�8��8�8�� ���*�� >"�A� Erlenmeyer flask A�� 50 �8��8�8�� ���
�*��*������!��A���������Q��!* 
200 �!*��!���� ���
�*�����!>9�e��8 37 !�?��6��6��� ��T����� 24 $������  �	��������������	���

#�����*��8��9�$��!"�#
#���	���	��������� 660 �������� ����	�* 1.0 "$#��8��9�$��!��8���#� 5 
��!�,�6Q��, ��T�	�#��$��!��8���#� 
  2.2.2 $�6L�������������#��1# 

   ������!�����������$��!��"$#	����� 6����� �!���� ������ ��4	���6!�!� 
��T���������,*!� ��������A#�A#��#!��4 0.5 �������	��!��8���� ��8���� 9.5 �8��8�8�� ��8�	�#�
�$��!��8���#���8���� 0.5 �8��8�8�� ���
�*��*������!��A���������Q��!* 200 �!*��!���� ���!>9�e��8 
37 !�?��6��6��� ��T����� 48 $������ ��4�	Q*���!�����M��!��	����8*��A!��$��!�*������� ��
���
������	���	��������� 660 �������� 	����������������M��!$ ��4�qr���	�6��,�*�������



 

 

30 

 

#�������!���>��������!������Q� 8000 �!*��!���� ��T����� 15 ���� ���  4 !�?��6��6��� ���
����4�������"����8����4�,��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ���!	��������,*!����"�#
��8��9�!�
6�,�!��� 8���������M��!"$#"�	����!�A����!���!
� 
  2.2.3 ;��������#�"������#��1# 

  ������!�����������$��!��"$#��������,*!��������4�� �	A#! 2.1 ���*M��!$
��8���#�A!�!�����������$��! ��T� 4, 4.8, 6, 7.5 ��4 8.5 ��8���� 9.5 �8��8�8�� ��8�	�#��$��!��8���#�
��8���� 0.5 �8��8�8�� ���
�*��*������!��A���������Q��!* 200 �!*��!���� ���!>9�e��8 37      
!�?��6��6��� ��T����� 48 $������ ��4�	Q*���!�����M��!��	����8*��A!��$��!�*������� �����
�
�����	���	��������� 660 �������� 	����������������M��!$ ��4�qr���	�6��,�*�������#��
�����!���>��������!������Q� 8000 �!*��!���� ��T����� 15 ���� ��� 4 !�?��6��6��� �������4���
����"����8����4�,��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ���!	M��!$���"�#��8��9�!�
6�,        
�!��� 8���������M��!"$#"�	����!�A����!���!
� 
  2.2.4 �T9�>U#������#��1# 
  ������!�����������$��!��"$#��������,*!��������4�� �	A#! 2.1 �����*M��!$
��8���#�A!�!�����������$��!���A#! 2.2 ��8���� 9.5 �8��8�8�� ��8�	�#��$��!��8���#���8���� 0.5 
�8��8�8�� ���
�*��*������!��A���������Q��!* 200 �!*��!���� *�����!>9�e��8 30, 37, 40 ��4 45 
!�?��6��6��� ��T����� 48 $������ ��4�	Q*���!�����M��!��	����8*��A!��$��!�*������� �����
�
�����	���	��������� 660 �������� 	����������������M��!$ ��4�qr���	�6��,�*�������#��
�����!���>��������!������Q� 8000 �!*��!���� ��T����� 15 ���� ��� 4 !�?��6��6��� �������4���
����"����8����4�,��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ���!	!>9�e��8���"�#��8��9�!�
6�,   
�!��� 8���������M��!"$#"�	����!�A����!���!
� 
  2.2.5 ���#��"#�"����$�6L�������������#��1# 

  ����!
#��������,*!����"�#	��+�8��!�
6�,�!��� 8�������> �����?5	w�����
�A#�A#�����#!��4 1, 2, 3 ��4 4 �������	��!��8���� �����*M��!$��8���#�A!�!�����������$��!���A#! 
2.2 ��8���� 95 �8��8�8�� ��8�	�#��$��!��8���#���8���� 5 �8��8�8�� ���
�*��*������!��A���������Q�
�!* 200 �!*��!���� *�����!>9�e��8�������4�� �	A#! 2.3 ��T����� 48 $������ ��4�	Q*���!����
��8���� 2 �8��8�8�� ������� 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 $������ �M��!��	����8*��A!��$��!�*������� ��
���
������	���	��������� 660 �������� 	����������������M��!$ ��4�qr���	�6��,�*�������
#�������!���>��������!������Q� 8000 �!*��!���� ��T����� 15 ���� ���  4 !�?��6��6��� ���
����4�������"����8����4�,��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ���!	!>9�e��8���"�#��8��9
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�!�
6�,�!��� 8�������� ���!	�����A#�A#�A!���������,*!����"�#��8��9�!�
6�,            
�!��� 8���������M��!"$#"�	����!�A����!���!
� 
  2.2.6 ���#��"#�"��6���������#��1# 

  ������!�����������$��!��"$#��������,*!��������4�� �	A#! 2.1 ��4����
�A#�A#�A!���������,*!��������4�� �	A#! 2.4 	���������A#�A#�� ���8�����#!��4 0.5, 1.0, 1.5 
��4 2.0 �������	��!��8���� ���*M��!$��8���#�A!�!�����������$��!���A#! 2.2 ��8���� 95 �8��8�8�� 
��8�	�#��$��!��8���#���8���� 5 �8��8�8�� ���
�*��*������!��A���������Q��!* 200 �!*��!���� *�����
!>9�e��8�������4�� �	A#! 2.3 ��T����� 48 $������ ��4�	Q*���!������8���� 2 �8��8�8�� �������     
0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 $������ �M��!��	����8*��A!��$��!�*������� �����
������	���	������
��� 660 �������� 	����������������M��!$ ��4�qr���	�6��,�*�������#�������!��qr��������
!������Q� 8000 �!*��!���� ��T����� 15 ���� ��� 4 !�?��6��6��� �������4�������"����8����4�,
��	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� ���!	!>9�e��8���"�#��8��9�!�
6�,�!��� 8�������� �M��!
���!	�����A#�A#�� ���8����"�#��8��9�!�
6�,�!��� 8��������  
 2.3 
��QR
O�1#����������45#���66����1 
  ����$��!���
# �	A#! 1 ��������"��e��4�������4��"�	��+�8��!�
6�,�!��� 8��� 
(A#! 2) ��#��������4������qr���	�6��,�*�������!!	���������Q� 8,000 �!*��!���� ���  4         
!�?��6��6��� ��� 15 ���� ����8��������"� ��#����	����	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� 
��4����8��9������  �	�������
����"�#*�8�>�]8}��	���	�4	!�������#���!��������
6���7������A#�A#��#!��4 80 �������	��!��8���� �8��
�#12 $������ ���
��6Q���87~� , 8,000 �!*��!
���� ��� 4 !�?��6��6��� ��T����� 20 ���� �4����4	!�#������4���*�7�7!�,�����A#�A#� 150             
�8��8�����, ���
�
!4
�68� (dialysis) ��"$#<>�
!4
�68������A�� molecular weight cut-off 
����	�* 8,000 ����� #��*�7�7!�,�����A#�A#� 20 �8��8�����, ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��T����� 
12 $������ (�����������4����>	� 4 $������) �������4������
#?5	w���*��8A!��!�
6�, 
  2.3.1 
����1��;���������#��1# 

              ���*M��!$A!�����4���� ���8� ��4� �! ���!�
6�,�!��� 8���"�����4���
*�7�7!�, M��!$ 4I9 (0.15 �����, !468���*�7�7!�, (M��!$ 4-6), 0.15 �����, 7!��7�*�7�7!�,      
(M��!$ 6-7) ��4 0.15 �����, ��8�
S����!�8	*�7�7!�, (M��!$ 7-9)) ����b8	8�8�����!>9�e��8 30 
!�?��6��6��� ��� 30 ���� ��!����	����!�� ���8�  
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  2.3.2 
����1���T9�>U#������#��1# 

              ���*M��!$A!�����4���� ���8� ��4� �! ���!�
6�,�!��� 8���"�����4���
*�7�7!�, M��!$�������4�� �	A#! 3.1 "$#!>9�e��8"�	������b8	8�8�����!>9�e��8 30, 37, 40, 45, 50 
��4 55 !�?��6��6��� ��� 30 ���� ��!����	����!�� ���8�  
  2.3.3 
����1�����#�����������45#���66����1���;�����L�� V 

  � �! ���!�
6�,�!��� 8���"�����4���*�7�7!�, M��!$ 4I9 (0.15 �����,        
!468���*�7�7!�, (M��!$ 4-6), 0.15 �����, 7!��7�*�7�7!�, (M��!$ 6-7) ��4 0.15 �����,         
��8�
S����!�8	*�7�7!�, (M��!$ 7-9)) ���
�*�����!>9�e��8 �	A#! 3.2 ��T����� 60 ���� ��#����
�!�
6�,�!��� 8������+���	��*�����M��!$����� ����	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8����������!"�
�e��4�����
# �	A#! 3.1 ��4 3.2  
  2.3.4 
����1�����#�����������45#���66����1����T9�>U#��L�� V  

  � �! ���!�
6�,�!��� 8���"�����4���*�7�7!�,M��!$�������4�� �	A#! 3.1 
��#��������4����!�
6�,�!��� 8���
�*�����!>9�e��8 4, 20, 30, 37, 40, 45, 50 ��4 55          
!�?��6��6��� ��� 60 ���� ��#�����!�
6�,���+���	��*�����!>9�e��8����� ����	8 	���A!�
�!�
6�,�!��� 8����������!"��e��4�����
# �	A#! 3.1 ��4 3.2    
 2.4 �2���������
��1
����66����
����26�$56#�����S�"
��$6����45#���66����1    

  2.4.1 
��2���1>�;����26�
L��
��1
����66��� 

  	�����*�e�M�������	�!�	���	��!���� � ����� �	 Jongjareonrak ��4
�94 (2005) �������������6��!� ����	Q*
�#��� -20 !�?��6��6���  ����������4!����#��
#��������4�� ��"�#��T�$8����Q	� A����4��9 1.0 × 1.0 �6��8���� �	Q*
�#��� 4 !�?��6��6��� 
�����	�� ����������
��"$��!���� � ���$��������"�����4����6����
S�!	
6,����
�A#�A#� 0.1 �����, (!�����������!������!����4��� ��T� 1:10 �������	��!��8����) �$���T����� 24 
$������ �����������4����>	� 6 $������ �#��#������	�!� ������M��!$��T�	���  �	����	�� �
A���
!!	 �	������� ��	���$�"�
!�6�M�M��!������A#�A#��#!��4 10 (!�����������!������!
����4��� ��T� 1:10 �������	��!��8����) �$���T����� 24 $������ �����������4����>	� 6 $������ 
�#��#������	�!� �M��!$��T�	��� 
  2.4.2 
��QR
O�
��1
�����
��S�"
�� (���$26��
 1��	�;�Q� �6�������, 2549) 

  ����������������*�e�M��#��$�"�����4���	�!468�8	�����A#�A#� 0.5 �����, 
(!�����������!������!����4��� ��T� 1:15 �������	��!��8����) 	����T����� 24 $������ ���!>9�e��8 
4 !�?��6��6��� ���
��qr�����������������Q� 8,000 �!*��!���� ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��� 30 
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���� �������"�
��	�4	!��!���� � ���������4����!���� �����	�
# ��8�#��             
��8�
S����!�8	*�7�7!�,�����A#�A#� 0.1 �����, !�������� 1:1 ��#��	�4	!�#���	��!�6����
��!
�,"�#�����A#�A#��>�#����T� 2.6 �����, ���
��qr�����������������Q� 8,000 �!*��!���� ��� 4 
!�?��6��6��� ��T����� 20 ���� �4����4	!�#��	�!468�8	�����A#�A#� 0.5 �����, ���
�

!4
�68� (dialysis) ��"$#<>�
!4
�68������A�� molecular weight cut-off ����	�* 8,000      
����� #��	�!468�8	�����A#�A#� 0.1 �����, ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��T����� 12 $������ 
(�����������4����>	� 4 $������)  �	����
!4
�68�#������	���� �M��!$��T�	���  ��#����
����
��#����!	�AQ� (freeze-dried) �����9��8��9+�+�8����
#  ?5	w�A������	>�#��	�����               
�M��!4��8��
�,� �!8��Q	���7!��68��**�����e�M (SDS-PAGE)  
  2.4.3 
��QR
O�
��1
����66����
����26����NL��
��1
���"��
��$6"�������45#�

��66����1�
�� !�������$�
4�" (���$26��
 1��	�;�Q� �6�������, 2549) 

  ����������������*�e�M��#����$�"�����4���	�!468�8	�����A#�A#� 0.5     
�����, (!�����������!������!����4��� ��T� 1:15 �������	��!��8����) 	����T����� 24 $������ ���
!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ���
��qr�����������������Q� 8,000 �!*��!���� ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� 
��� 30 ���� ��������������!�#��#������	���� ���M��!$��T�	��� ���
��$�"�����4���*�7�7!�,�����
M��!$�������4����!	��������A!��!�
6�,�!��� 8��� �	�$��!�������	
# �����!�
6�,    
�!��� 8��������A#�A#��>�#������	�* 100 ���8���!	������� (!��������������!����4��� 1:15 
�������	��!��8����) 	����T����� 24 $������ ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ���
��qr�����������
������Q� 8,000 �!*��!���� ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��� 30 ���� �������"�
��	�4	!�
�!���� � ���������4����!���� �����	�
#��8�#����8�
S����!�8	*�7�7!�,�����A#�A#� 
0.1 �����, !�������� 1:1 ��#��	�4	!�#���	��!�6������!
�,"�#�����A#�A#��>�#����T� 2.6 
�����, ���
��qr�����������������Q� 8,000 �!*��!���� ��� 4 !�?��6��6��� ��T����� 20 ���� �4���
�4	!�#������4���*�7�7!�,�����M��!$�������4����!	��������A!��!�
6�,�!��� 8������
�

!4
�68� (dialysis) ��"$#<>�
!4
�68������A�� molecular weight cut-off ����	�* 8,000     
����� #������4���*�7�7!�,�����M��!$�������4����!	��������A!��!�
6�,�!��� 8��� ���
!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��T����� 12 $������ �������������4����>	� 4 $������  �	�������
�

!4
�68�#������	���� �M��!$��T�	��� ���
������#����!	�AQ� (freeze-dried) �����9��8��9
+�+�8����
# ?5	w�A������	>�#��	������M��!4��8��
�,� �!8��Q	���7!��68��**�����e�M  
(SDS-PAGE)  
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  2.4.3 
��QR
O�
��1
��������45#���66����1�
�� !� CNL3 $6��� !� CNA1 (���$26�

�
 1��	�;�Q� �6�������, 2549) 
  ����������������*�e�M��#����$�"�����4���*�7�7!�,�����M��!$�������4����!
	��������A!��!�
6�,�!��� 8��� �	�$��!�������	
# �����!�
6�,�!��� 8��������A#�A#�
�>�#������	�* 100 ���8���!	������� (!��������������!����4��� 1:15 �������	��!��8����) 	��
��T����� 24 $������ ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ���
��qr�����������������Q� 8,000 �!*��!���� ���
!>9�e��8 4 !�?��6��6��� ��� 30 ���� �������"�
��	�4	!��!���� � ���������4���
�!���� �����	�
#��8�#����8�
S����!�8	*�7�7!�,�����A#�A#� 0.1 �����, !�������� 1:1 ��#�
�	�4	!�#���	��!�6������!
�,"�#�����A#�A#��>�#����T� 2.6 �����, ���
��qr�����������
������Q� 8,000 �!*��!���� ��� 4 !�?��6��6��� ��T����� 20 ���� �4����4	!�#������4���
*�7�7!�,�����M��!$�������4����!	��������A!��!�
6�,�!��� 8������
�
!4
�68� (dialysis) 
��"$#<>�
!4
�68������A�� molecular weight cut-off ����	�* 8,000 ����� #������4���
*�7�7!�,�����M��!$�������4����!	��������A!��!�
6�,�!��� 8��� ���!>9�e��8 4 !�?��6��6��� 
��T����� 12 $������ �������������4����>	� 4 $������  �	�������
�
!4
�68�#������	���� � 
M��!$��T�	��� ���
������#����!	�AQ� (freeze-dried) �����9��8��9+�+�8����
# ?5	w�A��
����	>�#��	������M��!4��8��
�,� �!8��Q	���7!��68��**�����e�M  (SDS-PAGE)  
 
��1�T$6��T2
�9� 

1.   $�6L������L��1������
�����$�
�� !�$�����������N6�����45#���66����1 

 1.1 8�*�8��9�����	���4��A!��?w��� 
#�	� 8��!*������������!�����4�� �	 *�8w�� 
�8�7��  ��	�  �������A�� 8�*�8��9������!������  
 1.2 !�������	���M���*#�� 
#�	� ����������!����4�����	�����	 ����#� ��������� ����#� 

 2.  ������6�!���� !� 

  2.1 !�����������$��!������*	������	�$��!�*����������+�8��!�
6�,�!��� 8��� (����� �	 
Tran and Nagano, 2002) 
    !�����AQ�������*�����!	�$��!���+�8��!�
6�,�!��� 8��� ��4	!*#�� 	�����

�#!��4 0.5, ����,�	��#!��4 0.1, K2HPO4 �#!��4 0.7, KH2PO4 �#!��4 0.2, MgSO4⋅7H2O �#!��4 
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0.01, CaCl2⋅2H2O �#!��4 0.01, � ���8��#!��4 0.5 ��4�>#��#!��4 1.5 ���*M��!$��T� 7.5  �	����
���
��5������$��!��� 121 !�?��6��6��� ������ 15 �!�,��!������8�� ��T��4�4���� 15 ���� 
  2.2  !�����������$��!������*?5	w�	����8*��A!��$��!�*���������4	��+�8��!�
6�,�!��� 8��� 
(����� �	 Tran and Nagano, 2002) 
   ��!��,��4	!*�$������	�*A#! 2.1 ���
����8��>#� 
   �������>: 	������	�$��!"��e��4�����T�	� 4"$#!�����������$��!�����M��!$ 4.8 

3.   ���MT�������26� 

  ��������6��!� �	 *�8w�� �8�6>� (��4��?
��)  ��	�  �������A��  

4.  1����#� (>��N��
 
) 

 4.1  ����������"$#	���8����4�,	8 	���A!��!�
6�,�!��� 8��� 
 4.2  ����������"$#"�	���8����4�,��8��9������  
 4.3  ���������� "$# "�	������M��!4��8��
�, � �!8 ��Q	���7!��68��**�����e�M             
(SDS-PAGE) 

5.   �T2
�9� 

 5.1  !>�	�9,������*	���M�4������ >�8�����, 
5.1.1 �����!��	#�������*	���M�4��������� >�8�����, �$�� 7��	,� ��!��!� A����� 

�~���  ���M�4�$��!   
5.1.2 �����!��A��� �>�� VRN-480 *�8w�� Gwmmy industrial corporation 
5.1.3 ��#!�5������$��! �>�� SS-325 *�8w�� Tomy Seiko Co., Ltd 
5.1.4 ��#��!�$��! (Laminar air flow) �>�� 527044 *�8w�� Hotpack 
5.1.5   ��#*���$��! �>�� MIR-153 *�8w�� Sanyo 

 5.2  !>�	�9,���"$#"�	���8����4�, 
 5.2.1 �����!���M��!$ �>�� 420A *�8w�� Orion Research, Inc. 

5.2.2 �����!���!"�	������ �!8��Q	���7!��68� 
 5.2.3 �����!����	����7���8��!�, �>�� U-2000 *�8w�� Technical Cooperation 
 5.2.4 �����!���>����������*�>�!>9�e��8 �>�� 5430 *�8w�� Eppendrof 



 3 

 

1.    

 

  

      

 12     

 3�  

 Figure 9 

 

 

 7.�  

4.8  7.�  124   81 

 2�   4.8  89  �9 

 30  

 7.�  83   

67  4.8  62   70  

degree of hydrolysis  7.�  16   degree of 

hydrolysis  3.8  4.8  8   

degree of hydrolysis  2.0 

 4.8  degree of hydrolysis   

 7.�  Tran  Nagano (2002)   

 

 17   12  

  

 Bacillus subtilis CN2 Nakayama  (2000) 

 4.8 
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 Bacillus sp. strain NTAP-1  Kawahara  (1993) 

 7.0 

    Bacillus alvei DC-1 

 Okamoto  (2001)       

 7.2 

    

Bacillus sp. strain MO-1  

  Table �  

degree of hydrolysis  7.� 

 7   degree of hydrolysis  3.�-�.3 

 7   degree of hydrolysis  3.6-4.2 

 2        

  degree of hydrolysis  3.�  7.� 

    

 2           

  

 

 

Figure 9. Clear zone of gelatin hydrolysis after addition of trichoroacetic acid. 
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Table �.   Morphology and partial biochemical test of gelatin hydrolysing isolates in liquid 

medium pH 7.�. 

 

Isolate Source 
Degree of 

hydrolysis 

Gram 

stain 
Shape 

Spore 

forming 

Catalase 

test 

CNA1 soil from sea food industry �.3 + rod + + 

CNA� soil from sea food industry 3.6 + rod + + 

CNA13 soil from sea food industry 3.6 + rod + + 

CND4 soil from sea food industry 3. 7 + rod + + 

CND7 soil from sea food industry 3.� + short rod - - 

CND11 soil from sea food industry 4.0 + rod + + 

CND1� soil from sea food industry 3.� + rod + + 

CNB6 fish sauce 3.6 + rod + + 

CNB10 fish sauce 3.8 + rod + + 

CNB12 fish sauce 3.9 + rod + + 

CNB13 fish sauce 4.2 + rod + + 

CNC6 fish sauce 3.6 + short rod - - 

CNC10 fish sauce 3.8 + rod + + 

CNC12 fish sauce 3.9 + rod + + 

CNE24 soil from fresh market 3.� + rod + + 

CNE27 soil from fresh market 3.� + rod + + 
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  Table 6  

degree of hydrolysis  4.8  1   

  degree of hydrolysis  2.0  1   

degree of hydrolysis  2.2  3   degree of 

hydrolysis  2.0  7   

degree of hydrolysis  3.2-3.4  4.8 

    

 

Table 6.   Morphology and partial biochemical test of gelatin hydrolysing isolates in liquid 

medium pH 4.8. 

 

Isolate Source 
Degree of 

hydrolysis 

Gram 

stain 
Shape 

Spore 

forming 

Catalase 

test 

CNI1 pla-som 2.0 - short rod - + 

CNJ3 pla-ra 2.2 - rod - + 

CNK4 pla-pang-dang 2.0 - rod - + 

CNK18 pla-pang-dang 2.0 - rod - + 

CNK19 pla-pang-dang 2.0 - rod - + 

CNL3 fish sauce 3.2 - rod - + 

CNL6 fish sauce 3.4 - rod - + 

CNL8 fish sauce 3.3 - rod - + 

 

 

 10   16×1�0  

 7.�  7.� 

 4.8  4.8   Figure 10 

 7.�  CNA1, CNB13  CND4 

 660  3.79-3.92  48  

  CNA1, CNB13  CND4        

 1�.70-16.1�   CNA1     



40

 16.1�   CNA1 

  4.8  Figure 11  8 

 660  0.81-1.69 

 0.2�-0.48   CNL3 

 48   0.48           

  CNL3  

  4.8 

 7.�  

 Russell  (1979)      

 

 ATP 

 6-8  (Teresa Thiel, 

1999)  

  CNA1  CNL3 

  CNA1 

 7.�  

    CNL3       

 4.8 

    

 

 16S rDNA  CNA1  Bacillus cereus  

(identities)  100   CNL3  Klebsiella 
pneumoniae  (identities)  100  

 

 Bacillus sp.  Bacillus subtilis CN2 (Tran and Nagano, 
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Figure 10. Growth and collagenase production from 6 isolates in liquid medium pH 7.� incubated 

at 37 °C for 48 h.   

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

CNI1 CNJ3 CNK4 CNK18 CNK19 CNL3 CNL6 CNL8

Isolate

C
o
ll
a
g
e
n
a
se

 a
c
ti
v
it
y
 (
U

/m
l)

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0
O

D
 a

t 
6
6
0
 n

m

Collagenase

OD

 
Figure 11. Growth and collagenase production from 8 isolates in liquid medium pH 4.8 incubated  

at 37 °C for 48 h. Different letters in the same parameter indicate significant difference 

(p<0.0�). 
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Figure 12. Effect of carbon source on growth and collagenase production by CNA1 strain (a) and 

CNL3 strain (b). Samples were withdrawn after incubation for 48 h at 37°C. Different 

letters in the same parameter indicate significant difference (p<0.0�). 
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Figure 13. Effect of initial pH on growth and collagenase production by CNA1 strain (a) and 

CNL3 strain (b). Samples were withdrawn after incubation at 37°C for 48 h. Different 

letters in the same parameter indicate significant difference (p<0.0�). 
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Figure 14. Effect of incubation temperature on growth and collagenase production by CNA1 

strain (a) and CNL3 strain (b). Samples were withdrawn after incubation for 48 h. 

Different letters in the same parameter indicate significant difference (p<0.0�). 
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Figure 1�. Effect of glycerol concentration on growth (a) and collagenase production (b) from 

CNA1 incubated at 37 °C. 
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Figure 16. Effect of glycerol concentration on growth (a) and collagenase production (b) from 

CNL3 incubated at 37 °C. 
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Figure 17. Effect of gelatin concentration on growth (a) and collagenase production (b) from 

CNA1 incubated at 37 °C. 
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Figure 18. Effect of gelatin concentration on growth (a) and collagenase production (b) from 

CNL3 incubated at 37 °C. 
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Figure 19. Effect of pH on activity of collagenase from CNA1 strain (a) and CNL3 strain (b) at   

37 °C. 
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Figure 20. Effect of temperature on activity of collagenase from CNA1 strain (a) at pH 7.0 and 

CNL3 strain (b) at pH 6.0. 
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Figure 21. Effect of pH on stability of collagenase from CNA1 strain (a) and CNL3 strain (b).  
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Figure 22. Effect of temperature on stability of collagenase from CNA1 strain (a) at pH 7.0 and 

CNL3 strain (b) at pH 6.0. 
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Table 7. Total and yields of collagen by acid extraction and collagenase of CNA1 and CNL3 

extraction.  

 

Treatment Collagen weight (mg, dry weight) % (dry weight) 

Collagenase from CNA1                     41.3 (7.4)       3.70 (0.66) 

Collagenase from CNL3                     2�.2 (6.�)       2.26 (0.�8) 

0.� M Acetic acid                   407.6      36.�1 

Collagenase from CNA1 after treating 

with 0.� M Acetic acid 

                  201.� (20.1)     18.0� (1.73) 

Collagenase from CNL3 after treating 

with 0.� M Acetic acid 

                  184.� (1�.4)     16.�2 (1.38) 

* In parentheses show control of collagen extraction in 0.1� M tris-HCl buffer and 0.1� M acetate 

buffer for collagenase of  CNA1 and CNL3, respectively. 
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1.     

   Tran   and Nagano, 2002   

  -  Glucose   5.0    

  -  Yeast extract   1.0  

  -  K2HPO4   7.0  

  -  KH2PO4   2.0  

  -  MgSO4⋅7H2O   0.10  

  -  CaCl2⋅2H2O   0.10  

  -  Gelatin   15.0  

  -  Agar    15.0  

   1000  

 7.5  121   15   

15  

2.    

   1  1000 

  7.5  121   15 

  15  

   :  4.8 

3.    4  

     3.1   (acetate buffer)  A  

B  4.0, 5.0  6.0 

 -   A : 0.15  sodium acetate (  CH3COONa  2.46  

  1.0 )  
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 -   B : 0.15  acetic acid  (  CH3COOH   

1.725    1.0 ) 

    3.2  (phosphate buffer)  A 

 B  6.0  7.0  

  -   A : 150 0.15  monobasic sodium phosphate (  

NaH2PO4⋅2H2O 4.68    1.0 )  

 -   B : 0.15  dibasic sodium phosphate  (  Na2HPO4⋅7H2O 

8.055    1.0 ) 

 3.3  (Tris-HCl buffer) 0.15   Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane Hydrochloride 18.171   

 1   6.0  7.0  1.0  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.   
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Final concentration of ammonium sulphate % saturation 
 10 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 90 100 

 Grams solid ammonium sulphate to be added to 1.0 L of solution 

0 56 113 144 176 196 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 622 767 

10  57 86 118 137 150 183 216 251 288 326 365 406 449 494 592 694 

20   29 59 78 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 520 618 

25    30 49 61 93 125 158 193 230 267 307 348 390 485 583 

30     19 30 62 94 127 162 198 265 273 314 356 449 516 

33      12 43 74 107 142 177 214 252 292 333 426 522 

35       31 63 94 129 164 200 238 278 319 411 506 

40        31 63 97 132 168 205 245 285 375 469 

45         32 65 99 134 171 210 250 339 431 

50          33 66 101 137 176 214 302 392 

55           33 67 103 141 179 264 353 

60            34 69 105 143 227 314 

65             34 70 107 109 275 

70              35 72 153 237 

75               36 115 198 

80                77 157 

90                 79 
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1.   

       
 -   (Gelatin) 

 -  Tris-HCl 

 -   (CaCl2) 

 -   (HCl) 

 -   (NaOH) 

 -   (Ninhydrin)  

 -   

  
 �  Tris-HCl  7�5  150   

12   

 �   0�35  

 95  100  

  
 1.1   
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 �  0�2 ( )  0�3   
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 �  0�1   0�6  

  10  
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Figure 24� Standard curve of glycine at 750 nm� 
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2.      Folin  Ciocalteau reagent (Lowry, 1951) 
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             -   (Na2CO3) 

            -   (CuSO4⋅5H2O)  

 -   (NaKC4H4O6⋅4H2O) 

             -   (Folin  Ciocalteau reagent) 

             -   (NaOH) 

             -   (Bovine serum albumin) 

 

  
 �   2 

 0�1 N 

 �  0�5 

 1 

 �    Alkali copper  � 50  

 � 1  ( ) 

 �   Folin  Ciocalteau reagent 

 1:1 ( ) 

 

  
 2.1  

 �   Bovine serum albumin  0, 50, 100, 200 

 250  

 �   �  0�5   

(blank  0�5  ) 

 �   alkali copper  0�3    10 

  

 �   Folin  Ciocalteau reagent  0�3   

 30   

 �   750  
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Figure 25� Standard curve of protein at 750 nm� 
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Table 8. pH and temperature of sample for isolated bacteria.    

 

Factor 
Sample 

pH Temperature (°°°°C) 

soil from sea food industry 6.8 36 

soil from fresh market  7.2 33 

fish sauce 6.1 29 

pla-som 5.2 30 

pla-ra 5.8 31 

pla-pang-dang 5.6 31 

 

Table 9.  Growth and collagenase production from 8 isolates in liquid medium pH 7.5 incubated at 

37 °C for 48 h.   

 

Isolate OD660nm SD Activity (U/ml) SD 

CNA1 3.065 0.049 2.075 0.023 

CNB10 1.24 0.035 0.989 0.284 

CNB13 3.027 0.081 1.834 0.136 

CNC10 2.223 0.046 1.576 0.068 

CND4 3.052 0.057 1.818 0.136 

CND11 2.488 0.088 0.965 0.114 
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Table 10.  Growth and collagenase production from 13 isolates in liquid medium pH 4.8 incubated 

at 37 °C for 48 h.   

 

Isolate OD 660 nm SD Activity (U/ml) SD 

CNI1 0.813 0.095 0.245 0.109 

CNJ3 1.088 0.039 0.346 0.171 

CNK4 0.853 0.060 0.362 0.193 

CNK18 1.215 0.057 0.418 0.114 

CNK19 1.345 0.127 0.434 0.023 

CNL3 1.685 0.064 0.475 0.193 

CNL6 1.365 0.057 0.29 0.091 

CNL8 1.283 0.067 0.362 0.102 

 

Table 11.  Effects of carbon sources on growth and collagenase production by CNA1 strain 

Samples were withdrawn after incubation for 48 h at 37°C. 

 

Carbon source OD660nm SD Activity(U/ml) SD 

glucose 4.023 0.053 17.491 1.156 

maltose 4.175 0.085 19.957 0.183 

sucrose 4.208 0.067 19.775 0.714 

lactose 3.05 0.247 20.236 0.464 

glycerol 2.655 0.049 23.067 0.698 
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Table 12. Effects of carbon sources on growth and collagenase production by CNL3 strain. 

Samples were withdrawn after incubation for 48 h at 37°C. 

  

Carbon source OD660nm SD Activity(U/ml) SD 

glucose 1.25 0.028 1.957 0.302 

maltose 1.38 0.078 1.92 0.225 

sucrose 1.42 0.12 1.834 0.395 

lactose 1.04 0.028 1.979 0.168 

glycerol 0.973 0.035 5.357 0.243 

 

Table 13. Effects of initial pH on growth and collagenase production by CNA1 strain. Samples 

were withdrawn after incubation for 48 h at 37°C. 

 

pH OD 660 nm SD  Activity (U/ml) SD  

4 0.595 0.021 2.263 0.13 

4.8 1.383 0.032 8.622 0.681 

6 2.413 0.011 13.072 0.209 

7.5 2.655 0.049 23.067 0.698 

8.5 2.003 0.048 18.145 0.358 

 

Table 14.  Effects of initial pH on growth and collagenase production by CNL3 strain. Samples 

were withdrawn after incubation for 48 h at 37°C. 

 

pH OD 660 nm SD  Activity SD 

4 0.93 0.008 2.933 0.089 

4.8 1.028 0.032 5.373 0.043 

6 1.523 0.046 7.099 0.067 

7.5 1.155 0.12 4.113 0.265 

8.5 1.013 0.049 3.351 0.159 
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Table 15.  Effects of incubation temperature on growth and collagenase production by CNA1 

strain. Samples were withdrawn after incubation for 48 h. 

 

Temperature (°°°°C)  OD 660 nm SD  Activity (U/ml) SD 

30 2.255 0.014 20.654 0.596 

37 2.655 0.049 23.067 0.698 

40 2.545 0.007 20.944 0.558 

45 2.008 0.074 18.831 0.281 

 

Table 16. Effects of incubation temperature on growth and collagenase production by CNL3 

strain. Samples were withdrawn after incubation for 48 h. 

 

Temperature (°°°°C) OD 660 nm SD  Activity (U/ml) SD 

30 1.46 0.035 6.097 0.147 

37 1.53 0.046 7.13 0.077 

40 1.475 0.042 5.528 0.125 

45 1.15 0.028 4.638 0.052 
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Table 17. Effect of glycerol concentration on growth and collagenase production from CNA1 

incubated at 37 °C. 

 

Concentration (%, w/v) Time (h) OD 660nm SD Activity(U/ml) SD 

0% 0 0.2 0.015 0.574 0.193 

 6 0.459 0.053 1.957 0.261 

 12 1.575 0.127 6.863 0.547 

 24 2.628 0.180 9.609 0.322 

 36 3.995 0.191 12.991 0.376 

 48 4.085 0.177 15.903 0.130 

 60 4.070 0.071 14.971 0.675 

0.50% 0 0.203 0.008 0.542 0.105 

 6 0.456 0.031 3.115 0.123 

 12 1.535 0.156 9.126 0.799 

 24 2.885 0.064 15.764 0.587 

 36 5.525 0.163 20.236 0.232 

 48 5.87 0.127 21.094 0.093 

 60 5.795 0.106 19.989 0.322 

1.00% 0 0.207 0.004 0.654 0.049 

 6 0.454 0.016 2.563 0.256 

 12 1.720 0.085 9.609 0.165 

 24 2.895 0.021 15.979 0.627 

 36 5.110 0.184 19.121 0.469 

 48 5.920 0.141 19.946 0.201 

 60 5.815 0.134 17.651 0.456 

1.50% 0 0.2 0.004 0.676 0.043 

 6 0.455 0.010 2.016 0.139 

 12 1.490 0.007 5.673 0.353 
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Table 17. Cont. 

 

Concentration (%, w/v) Time (h) OD 660nm SD Activity(U/ml) SD 

 24 2.638 0.046 9.319 0.322 

 36 4.230 0.127 15.217 0.474 

 48 4.495 0.092 16.187 0.639 

 60 4.200 0.113 15.013 0.362 

 

Table 18. Effect of glycerol concentration on growth and collagenase production from CNL3 

incubated at 37 °C. 

 

Concentration (%, w/v) Time (h) OD 660nm SD Activity(U/ml) SD 

0.0% 0 0.195 0.008 0.558 0.107 

 6 0.592 0.000 2.054 0.246 

 12 0.535 0.007 6.702 0.488 

 24 0.493 0.004 8.064 0.189 

 36 0.439 0.002 7.592 0.201 

 48 0.417 0.008 7.271 0.418 

0.5% 0 0.207 0.008 0.477 0.089 

 6 1.128 0.059 3.003 0.288 

 12 1.437 0.013 7.485 0.521 

 24 2.601 0.055 9.469 0.186 

 36 1.950 0.017 9.040 0.447 

 48 1.443 0.021 8.504 0.381 

1.0% 0 0.217 0.007 0.622 0.073 

 6 1.377 0.208 2.032 0.267 

 12 1.938 0.136 6.842 0.559 
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Table 18. Cont. 

  

Concentration (%, w/v) Time (h) OD 660nm SD Activity(U/ml) SD 

 24 1.722 0.017 7.592 0.286 

 36 1.680 0.017 8.483 0.535 

 48 1.659 0.038 7.421 0.250 

1.5% 0 0.205 0.005 0.488 0.177 

 6 1.209 0.038 1.769 0.105 

 12 1.587 0.030 6.177 0.348 

 24 1.407 0.021 7.635 0.122 

 36 1.194 0.127 8.901 0.355 

 48 1.137 0.021 8.429 0.336 

 

Table 19. Effect of gelatin concentration on growth and collagenase production from CNA1 

incubated at 37 °C. 

 

Concentration (%, w/v) Time (h) OD660nm SD Activity(U/ml) SD 

0.5% 0 0.227 0.008 0.670 0.107 

 6 0.476 0.016 1.796 0.304 

 12 1.845 0.014 6.853 0.541 

 24 2.735 0.071 9.330 0.621 

 36 3.885 0.042 13.066 0.520 

 48 3.945 0.106 16.214 0.759 

 60 3.810 0.042 14.166 0.277 

1.0% 0 0.210 0.009 0.756 0.043 

 6 0.450 0.012 3.619 0.234 

 12 1.560 0.049 9.394 0.442 
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Table 19. Cont. 

 

Concentration (%, w/v) Time (h) OD660nm SD Activity(U/ml) SD 

 24 2.913 0.046 15.464 0.371 

 36 5.205 0.035 19.753 0.064 

 48 5.910 0.057 20.987 0.019 

 60 5.585 0.078 18.885 0.402 

1.50% 0 0.220 0.002 0.579 0.128 

 6 0.445 0.013 3.743 0.271 

 12 1.900 0.035 10.542 0.389 

 24 2.940 0.042 16.418 0.446 

 36 5.310 0.042 19.979 0.295 

 48 5.925 0.078 21.437 0.492 

 60 5.205 0.120 19.099 0.420 

2.00% 0 0.218 0.005 0.413 0.261 

 6 0.439 0.006 3.651 0.271 

 12 1.443 0.018 10.359 0.773 

 24 2.468 0.032 16.890 0.257 

 36 4.175 0.078 19.893 0.359 

 48 4.680 0.042 22.306 0.957 

 60 4.285 0.035 19.239 0.275 
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Table 20. Effect of gelatin concentration on growth and collagenase production from CNL3 

incubated at 37 °C. 

 

Concentration (%, w/v) Time (h) OD660nm SD Activity(U/ml) SD 

0.5% 0 0.218 0.008 0.306 0.064 

 6 0.550 0.006 1.898 0.263 

 12 1.120 0.057 6.102 0.322 

 24 2.145 0.042 7.367 0.348 

 36 2.033 0.025 5.973 0.400 

 48 1.915 0.028 4.815 0.103 

1.0% 0 0.215 0.008 0.375 0.076 

 6 0.587 0.016 3.496 0.089 

 12 1.258 0.018 7.528 0.211 

 24 2.253 0.018 9.769 0.474 

 36 2.125 0.049 8.601 0.437 

 48 1.963 0.039 7.850 0.678 

1.5% 0 0.217 0.001 0.408 0.049 

 6 0.567 0.029 2.290 0.217 

 12 1.265 0.028 7.727 0.323 

 24 2.290 0.071 10.531 0.650 

 36 2.055 0.057 8.794 0.037 

 48 1.950 0.007 7.082 0.098 

2.0% 0 0.221 0.007 0.445 0.083 

 6 0.557 0.011 2.820 0.317 

 12 1.243 0.039 8.193 0.415 

 24 1.960 0.042 10.842 0.170 

 36 1.858 0.025 8.386 0.335 

 48 1.790 0.049 7.689 0.056 
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Table 21.  Effect of pH on collagenase activity at 37 °C from CNA1 strain 

 

 

 

Table 22.  Effect of pH on collagenase activity at 37 °C from CNL3 strain. 

 

Buffer pH Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

acetate buffer 4.0 67.560 3.389 88.98 

acetate buffer 5.0 68.633 1.034 90.40 

acetate buffer 6.0 75.925 3.953 100.00 

phosphate buffer 6.0 70.456 7.907 92.80 

phosphate buffer 7.0 63.914 4.508 84.18 

phosphate buffer 7.5 61.765 1.930 81.36 

Tris-HCl buffer 7.5 51.582 2.600 67.94 

Tris-HCl buffer 8.0 42.359 2.457 55.79 

Tris-HCl buffer 9.0 34.531 5.008 45.48 

 

 

 

 

Buffer pH Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

acetate buffer 4.0 69.169 5.572 37.18 

acetate buffer 5.0 99.732 4.021 53.60 

acetate buffer 6.0 134.584 9.992 72.33 

phosphate buffer 6.0 137.534 5.572 73.92 

phosphate buffer 7.0 167.292 8.847 89.91 

phosphate buffer 7.5 157.105 9.927 84.44 

Tris-HCl buffer 7.0 186.059 9.927 100.00 

Tris-HCl buffer 7.5 168.097 5.800 90.35 

Tris-HCl buffer 8.0 161.394 9.663 86.74 

Tris-HCl buffer 9.0 124.397 9.992 66.86 
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Table 23.  Effect of temperature on collagenase activity from CNA1 strain at pH 7.0. 

 

Temperature (°°°°C) Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

30.0 104.343 5.722 69.25 

37.0 121.287 1.114 80.50 

40.0 135.335 3.587 89.82 

45.0 150.670 4.655 100.00 

50.0 140.590 6.530 93.31 

55.0 115.603 0.186 76.73 

 

Table 24.  Effect of temperature on collagenase activity from CNL3 strain at pH 6.0. 

 

Temperature (°°°°C) Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

30.0 30.349 1.720 61.72 

37.0 44.987 1.310 82.33 

40.0 49.169 0.825 100.00 

45.0 47.936 1.813 97.49 

50.0 39.571 0.580 80.48 

55.0 31.580 0.760 64.23 

 

Table 25.  Effect of pH on collagenase stability from CNA1 strain. 

 

Buffer pH Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

acetate buffer 4.0 72.386 2.900 37.71 

acetate buffer 5.0 94.906 6.282 49.44 

phosphate buffer 6.0 167.024 9.528 87.01 

phosphate buffer 7.0 191.957 4.914 100.00 

Tris-HCl buffer 8.0 184.779 9.246 96.27 

Tris-HCl buffer 9.0 113.405 9.651 59.08 

 



91

Table 26.  Effect of pH on collagenase stability from CNL3 strain.  

 

Buffer pH Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

acetate buffer 4.0 53.887 5.956 42.51 

acetate buffer 5.0 121.609 5.565 95.94 

phosphate buffer 6.0 126.756 8.094 100.00 

phosphate buffer 7.0 107.453 2.828 84.77 

Tris-HCl buffer 8.0 61.448 7.387 48.48 

Tris-HCl buffer 9.0 52.601 3.014 41.50 

 

Table 27.  Effect of temperature collagenase stability from CNA1 strain.  

 

Temperature (°°°°C) Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

4 287.399 2.260 93.77 

20 296.836 5.944 96.85 

30.0 297.694 6.183 97.13 

37.0 306.488 3.302 100.00 

40.0 266.810 6.183 87.05 

45.0 193.029 3.582 62.05 

50.0 160.858 3.861 52.48 

55.0 87.721 1.619 28.62 
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Table 28.  Effect of temperature collagenase stability from CNL3 strain at pH 6.0. 

 

Temperature (°°°°C) Activity(U/ml) SD Relative activity (%) 

4 96.086 0.810 98.46 

20 95.121 3.971 97.47 

30.0 97.587 2.919 100.00 

37.0 86.220 2.320 88.35 

40.0 68.097 3.756 69.78 

45.0 40.858 4.640 41.87 

50.0 30.670 4.199 31.43 

55.0 18.016 3.654 18.46 

 

Table 29. Dry weight of fish skin. 

 

 Fish skin wet 

weight (g) 

Evaporating 

dish (g) 

Evaporating 

dish + fish skin 

dry weight (g) 

Fish skin dry 

weight (g) 

1 5.0332 55.7210 56.8801 1.1591 

2 5.0909 60.0204 61.1510 1.1306 

3 5.0721 58.5309 59.5908 1.0599 

Average 1.1165 
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  DNA sequencing 16s 500 base pairs 

 CNA1 
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  DNA sequencing 16s 500 base pairs 

 CNL3 
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