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ABSTRACT 

 

 Kapi is a Thai traditional fermented shrimp paste that serves as a flavoring in 

various Thai foods. Nowadays, the number of people who have become vegetarian 

has increased. To accommodate vegetarians, fermented legume products are often 

used as meat condiment substitutes. In this study, 7 traditional kapi samples in 

Thailand were used as a source for the isolation of bacterial strains. A total of 23 

isolates were obtained, 10 of which had the ability to produce both protease and 

amylase activity and these were selected to produce vegetarian kapi using mung bean 

protein as a substrate. Among the 10 strains, three isolates; RY1, NW1 and IS4, 

produced the high content of total nitrogen and free amino acid with low ammoniacal 

nitrogen and these strains were identified as Bacillus amyloliquefaciens RY1, Bacillus 

subtilis NW1 and Bacillus subtilis IS4 , respectively by 16s rDNA analysis. However, 

the preliminary study of fermentation of mungbean protein into vegetatian kapi by B. 

subtilis IS4 and B. amyloliquefaciens RY1 found that texture, color and aroma of the 
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mungbean kapi samples were not similar to the commercial samples. Therefore, the 

suitable substrate for vegetarian kapi fermentation by starter cultures has been 

investigated to accommodate the vegetarian kapi with more satisfactory quality. 

 Soybean has been selected to be the substrate for vegetarian kapi fermentation 

due to the result that it has shown the most satisfactory qualities that are similar to 

commercial kapi condiments, especially in terms of aromatic volatile compounds. In 

order to determine which strain of bacteria were responsible in bringing about the 

desirable fermentation, studies of 8 safe and non-pathogenic starter cultures were 

carried out. The fermented soybean by isolate IS4, CM1, RY1, TD1, NW1, SC1, 

TISTR001 and TISTR 010, were analyzed for their volatile compounds using SPME 

coupled with gas chromatography/mass spectrometry, and then compared with the 

commercial kapi (3 kinds of shrimp paste samples and 3 kinds of vegetarian kapi 

samples). Principal component analysis and cluster analysis were carried out to 

visualize data trends and to detect possible clusters among samples. The volatiles 

profile of the fermented samples could be separated into four groups. Soybean kapi, 

S1, S2, S5, S6, S7 and S8 which were produced form IS4, CM1,  NW1, SC1, 

TISTR001 and TISTR010, respectively, were classified into the same group as 

commercial vegetarian kapi samples (J1, J2 and J3) that had a predominance of 

indoles, S-containing compounds and N-containing compounds. While soybean kapi 

S3 and S4 (fermented by isolate RY1 and TD1, respectively) were classified into 

group2, shrimp paste kapi was classified into group 3 and shrimp paste kapi K2 and 

K3 were classified into group4.  However, sensory evaluation of S1 showed a strong 

kapi odor with higher scores and there were no significant differences in evaluation 

scores between S1 and the commercial vegetarian kapi samples. These data 
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demonstrate that B. subtilis IS4 can be employed as a starter culture to produce an 

acceptable soybean kapi that can be a substitute for shrimp paste kapi. 

 The changes in enzymatic activities, aroma profiles, color development, 

phenolic content, including isoflavones, and radical scavenging properties during 

fermentation of soybean kapi using two isolates of B. subtilis IS4 and B. 

amyloliquefaciens RY1, were investigated. The activities of three hydrolytic enzymes 

(β-glucosidase, α-amylase and protease) from both strains showed the similar change 

patterns of which the highest activities have been observed during days 2-4 of 

fermentation. With respect to the volatile compound formation, the common dominant 

volatile compounds found in both B. subtilis IS4 and B. amyloliquefaciens RY1 

samples were aldehydes and N-containing compounds. However, B. subtilis IS4 also 

contained the dominant compounds acids/esters, while B. amyloliquefaciens RY1 also 

contained alcohol as the dominant compound. Moreover, the change of color in term 

of CIE system (increase in a
*
- and b*- value and decrease in L*-value) appeared to be 

coincidental with the development of browning and the increase in fluorescence 

intensity in all samples of B. subtilis IS4 and B. amyloliquefaciens RY1. In addition, 

the fermented samples resulted in a significant increase (p<0.05) of phenolic content 

as well as DPPH radical scavenging activity, which was well correlated. Although the 

content of glucoside isoflavone (daidzin and genistin) and aglycone isoflaove 

(daidzein and genistein) increased in the early state of fermentation, and dramatically 

decreased thereafter in both strains, the derivatives of them may possess the 

antioxidant activity. These results show the potential of the individual B. subtilis IS4 

and B. amyloliquefaciens RY1 that can be used as functional starter cultures for the 

enrichment of the antioxidant and free-radical scavenging activity in soybean kapi.  
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บทคัดย่อ 
 

 กะปิเป็นอาหารหมกัพื้นบา้นของไทยท ามาจากกุง้นิยมใชเ้ป็นเคร่ืองปรุงรสในอาหารไทย

หลายชนิด ปัจจุบนัจ านวนประชาชนท่ีบริโภคแบบมงัสวิรัติมีแนวโนม้เพิ่มข้ึน เพื่อตอบสนองความ

ตอ้งการของผูบ้ริโภคท่ีเป็นมงัสวรัิติ เคร่ืองปรุงท่ีผลิตจากถัว่จึงถูกน ามาใชแ้ทนผลิตภณัฑท่ี์ท าจาก

เน้ือสัตว ์เช่นกะปิ ในการทดลองน้ีกะปิ  7 ชนิดถูกน ามาใชเ้ป็นแหล่งในการแยกเช้ือแบคทีเรีย เช้ือท่ี

แยกไดมี้จ านวน 23 เช้ือ และมี 10 เช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสและอะไมเลส 

ถูกใชเ้ป็นหวัเช้ือหมกักะปิเจจากโปรตีนถัว่เขียว พบวา่ ไอโซเลท RY1, NW1 และ IS4 สามารถ

ผลิตกะปิเจจากถัว่เขียวท่ีมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด, กรดอะมิโนอิสระสูง และมีปริมาณ 

แอมโมเนียไนโตรเจนต ่า จากการตรวจสอบเอกลกัษณ์ของไอโซเลททั้ง 3 สายพนัธ์ุโดยวธีิ 16s 

rDNA analysis พบวา่เช้ือดงักล่าวคือ Bacillus amyloliquefaciens RY1, Bacillus subtilis 

NW1 และ Bacillus subtilis IS4 ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามจากการศึกษาเบ้ืองตน้ กะปิเจท่ีผลิต

จากโปรตีนถัว่เขียว ไม่สามารถใหผ้ลิตภณัฑ ์ ท่ีเป็นท่ีน่าพึงพอใจเน่ืองจากลกัษณะของผลิตภณัฑท่ี์

ไดแ้ตกต่างกบักะปิในแง่ของ เน้ือสัมผสั สี และกล่ิน ดงันั้นจึงตอ้งคดัเลือกวตัถุดิบท่ีจะน ามาใชใ้น

การผลิตกะปิเจเพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์เป็นท่ียอมรับ 

 ถัว่เหลืองถูกน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตกะปิเจ เน่ืองจากผลิตภณัฑจ์ากการหมกัถัว่

เหลืองท่ีไดน้ั้นมีลกัษณะคลา้ยกะปิท่ีขายในทอ้งตลาดโดยเฉพาะในแง่ของกล่ิน เพื่อคดัหวัเช้ือท่ีมี

ความสามารถในการหมกัถัว่เหลืองใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์เป็นท่ีน่าพอใจมากท่ีสุด ไอโซเลทท่ีปลอดภยั

และไม่ก่อใหเ้กิดโรค 8 ชนิดไดแ้ก่ IS4, CM1, RY1, TD1, NW1, SC1, TISTR001 และ 
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TISTR 010 ถูกน ามาหมกัถัว่เหลือง จากนั้นตรวจสอบสารใหก้ล่ินท่ีผลิตไดเ้ปรียบเทียบกบักล่ิน

ของกะปิกุง้และกะปิเจท่ีมีขายในทอ้งตลาด โดยเทคนิค SPME และ GC-MS และใชก้ารวเิคราะห์

องคป์ระกอบหลกั (Principal component analysis) และการจดักลุ่ม (cluster analysis) ในการ

แยกผลิตภณัฑห์มกัชนิดต่างๆเป็นกลุ่ม ตามสารใหก้ล่ินท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัเหมือนกนั พบวา่

สามารถแยกตวัอยา่งได ้4 กลุ่ม โดยท่ีกลุ่มท่ี 1 ไดแ้ก่กะปิเจจากถัว่เหลือง S1, S2, S5, S6, S7 และ 

S8 ท่ีผลิตจากไอโซเลท IS4, CM1,  NW1, SC1, TISTR001 และ TISTR010 ตามล าดบั โดย

ไดถู้กจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่มเดียวกบักะปิเจ ท่ีขายในทอ้งตลาดทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงสารใหก้ล่ินท่ีเป็น

องคป์ระกอบหลกัในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ indole, S-containing compounds และ N-containing 

compounds ในขณะท่ี กะปิจากถัว่เหลือง S3, S4 (หมกัจากไอโซเลท RY1 และ TD1) ถูกจดัอยู่

ในกลุ่ม 2, กะปิกุง้ K1 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม 3 และ กะปิกุง้ K2, K3 จดัอยูใ่นกลุ่ม 4 อยา่งไรก็ตามจาก

การประเมินทางประสาทสัมผสั (sensory evaluation) พบวา่ S1 ใหก้ล่ินคลา้ยกะปิและได้

คะแนนสูงโดยคะแนนท่ีไดไ้ม่มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั จึงกล่าวไดว้า่ B. subtilis 

IS4 สามารถน ามาใชเ้ป็นเช้ือตั้งตน้ในการผลิตกะปิเจจากถัว่เหลืองและสามารถใชแ้ทนกะปิกุง้ได ้

 ในการศึกษาน้ี ไดต้รวจสอบการเปล่ียนแปลงของกิจกรรมของเอนไซม,์ กล่ิน, การเกิดสี, 

ปริมาณฟีโนลิครวม, ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณไอโซฟลาโวน ท่ีเกิดข้ึนระหวา่ง

การหมกักะปิเจจากถัว่เหลืองดว้ยหวัเช้ือ B. subtilis IS4 และ B. amyloliquefaciens RY1 

พบวา่ การเปล่ียนแปลงของเอนไซม ์ (β-glucosidase, α-amylase และ protease) มีแนวโนม้ท่ี

คลา้ยกนัดว้ยการหมกัจากหวัเช้ือตั้งตน้ทั้ง 2 ชนิด โดยค่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์สูงสุดสามารถ

สังเกตไดร้ะหวา่งวนัท่ี 2-4 ของการหมกั ในแง่ของการสร้างสารใหก้ล่ิน พบวา่ กล่ินท่ีเป็น

องคป์ระกอบหลกัท่ีพบในเช้ือทั้ง 2 ชนิดคือ aldehydes และ N-containing compounds 

อยา่งไรก็ตาม เช้ือ B. subtilis IS4 ยงัมี acids/esters เป็นองคป์ระกอบหลกั และ เช้ือ B. 

amyloliquefaciens RY1 ก็ยงัพบ alcohol เป็นองคป์ระกอบหลกัดว้ย นอกจากน้ี การ

เปล่ียนแปลงการเกิดสีท่ีวดัโดยค่าของ L*, a* และ b* ตามระบบ CIE ยงัสัมพนัธ์กบัการเพิ่มข้ึน

ของสีน ้าตาล (browning) และ fluorescence intensity ในกะปิจากถัว่เหลืองท่ีหมกัโดยทั้ง 2 

เช้ือ และทั้งน้ียงัพบวา่ระหวา่งการหมกักะปิจากถัว่เหลืองโดยเช้ือทั้ง 2 ชนิด ปริมาณสารฟีโน

ลิครวม, ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH เพิ่มข้ึนระหวา่งการหมกัและมีความสัมพนัธ์กนั ถึงแมว้า่
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ปริมาณไอโซฟลาโวนทั้ง glucoside isoflavone (daidzine, genistin) และ aglycone 

isoflavone (daidzein, genistein) จะเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยใน ช่วงแรกของการหมกั และหลงัจากนั้น

พบวา่มีการลดลง ของปริมาณไอโซฟลาโวนไปจนส้ินสุดการหมกั แต่สารอนุพนัธ์ของไอโซฟ

ลาโวนดงักล่าว ก็อาจมีฤทธ์ิในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระได ้ จากผลการทดลองน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่ B. 

subtilis IS4 และ B. amyloliquefaciens RY1 สามารถน ามาใชเ้ป็นเช้ือตั้งตน้ในการผลิตกะปิเจ

จากถัว่เหลือง ท่ีเพิ่มคุณค่าทางอาหารในแง่ของการเพิ่มของปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระในกะปิเจ

ถัว่เหลือง 

 
 


