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บทคดัย่อ 
 

จากการหมกับูดูที่ท าขึ้นเองภายในห้องปฏิบตัิการโดยใช้ปลากะตักผสมกับ
เกลอืในอตัราส่วนปลาต่อเกลอืเท่ากบั 3:1 โดยน ้าหนัก บรรจุส่วนผสมลงในภาชนะ หมกัตัง้ไว้
กลางแจง้เป็นเวลานาน 9 เดอืน เพื่อศกึษาการเปลี่ยนแปลงจ านวนของแบคทเีรยีทัง้หมด และ
แบคทเีรยีที่สามารถผลติเอนไซม์ในระหว่างการหมกับูดู พบว่า จ านวนแบคทเีรยีทัง้หมดบน
อาหาร Sehgal and Gibbons Complex (SGC) ทีม่กีารแปรผนัความเขม้ขน้เกลอื NaCl ที ่0-
25%, (w/v) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37oC เป็นเวลา 3-7 วนั เพิม่จ านวนมากขึน้เลก็น้อยตัง้แต่ 0-2 เดอืน
แรก และจะลดจ านวนลงตัง้แต่เดอืนที ่3-9 ซึง่มแีนวโน้มเช่นเดยีวกนักบัการเปลีย่นแปลงจ านวน
ของแบคทเีรยีที่สามารถผลติเอนไซม์โปรติเอส ดอีอกซไีรโบนิวคลเีอส และไลเปสที่เลี้ยงบน
อาหาร mM73, Dnase-Methyl Green Test และ mSGC ตามล าดบั บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37oC เป็น
เวลา 3-7 วนั 

จากการเกบ็ตวัอยา่งบดูทูีไ่ดจ้ากการหมกัเองภายในหอ้งปฏบิตักิาร (0-9 เดอืน)  
พบว่า แบคทเีรยีทีเ่จรญิบนอาหาร SGC ทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอื NaCl ตัง้แต่ 0, 10, 15, 20 และ 
25% มจี านวนเชือ้ทีแ่ยกไดเ้ท่ากบั 57, 56, 33, 11 และ 10 ไอโซเลต ตามล าดบั และตวัอย่าง  
บูดูที่ได้จากโรงงานในอ าเภอสายบุร ีจงัหวดัปตัตานี พบว่า มจี านวนเชื้อที่แยกได้เท่ากบั 15, 
18, 12, 10 และ 9 ไอโซเลต ตามล าดบั น าเชือ้แบคทเีรยีทัง้หมดมาคดัเลอืกความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส และไลเปสชอบเกลือสูงบนอาหารแข็ง 
mM73, DNase-methyl green test และ mSGC บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37oC เป็นเวลา 3-7 วนั พบว่า 
จ านวนของแบคทเีรยีที่สามารถผลติเอนไซมโ์ปรตเิอส ดอีอกซไีรโบนิวคลเีอส และไลเปส คอื 
57, 136 และ 81 ไอโซเลต ตามล าดบั คดัเลอืกเชือ้ทีใ่ห้ค่าประสทิธภิาพในการผลติเอนไซม ์   
โปรตเิอส (FBU21217 (4.25), LBU50301 (6.85) และ LBU50502 (8.84)) ดอีอกซไีรโบนิวคล-ี
เอส (FBU41201 (5.12), FBU41202 (3.70) และ FBU41206 (2.22)) และไลเปส (LBU20907 
(7.69), FBU40007 (5.97) และ LBU50901 (5.29)) ไดส้งู และน าไอโซเลตทีเ่ลอืกไดด้งักล่าวมา
ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติเอนไซม์ในอาหารเหลว M73, SGC และ mSGC พบว่า    
ไอโซเลต LBU50301 FBU41201 และ LBU20907สามารถผลติเอนไซมโ์ปรตเิอส ไรโบนิวคลี-
เอส และไลเปสได้สูงสุด ตามล าดบั น าไอโซเลตที่คดัเลอืกได้มาศึกษาผลของพเีอช อุณหภูม ิ
และระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม์ทัง้สามชนิด พบว่า LBU50301 สามารถผลติ
เอนไซมโ์ปรตเิอสได้สูงที่สุด (0.045 AU) เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว M73 ที่ความเขม้ขน้เกลอื 
NaCl 25%, พเีอช 8.0 อุณหภูม ิ30oC เป็นเวลา 120 ชัว่โมง FBU41201 สามารถผลติเอนไซม์
ไรโบนิวคลเีอสได้สูงที่สุด (12.25 U/ml) เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว SGC ที่ความเขม้ขน้เกลอื 
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NaCl 20% พเีอช 8.0 อุณหภูม ิ35oC เป็นเวลา 72 ชัว่โมง และ LBU20907 สามารถผลติ
เอนไซมไ์ลเปสได้สูงทีสุ่ด (46.50 U/ml) เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว mSGC ที่ความเขม้ขน้เกลอื 
NaCl 20% พเีอช 8.0 อุณหภมู ิ35oC เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  

สภาวะทีเ่หมาะสมต่อกจิกรรมของเอนไซม์ พบว่าเอนไซมโ์ปรตเิอส คอื พเีอช 
6.0 อุณหภูม ิ 40oC และความเขม้ขน้เกลอื NaCl 15% เอนไซมไ์รโบนิวคลเีอส คอื พเีอช 9.0 
อุณหภูม ิ 60oC และความเขม้ขน้เกลอื NaCl 25% และเอนไซมไ์ลเปส คอื พเีอช 7.0 อุณหภูม ิ
40oC และ ความเขม้ขน้เกลอื NaCl 25%  

ความคงทนของความเขม้ข้นเกลอื NaCl พเีอช อุณหภูม ิและผลของไอออน
โลหะต่อกจิกรรมของเอนไซม ์พบว่า เมื่อบ่มทีอุ่ณหภูม ิ4oC ยงัคงมกีจิกรรมของเอนไซมโ์ปรติ-
เอส ไรโบนิวคลเีอส และไลเปสในสภาวะทีม่เีกลอืและไม่มเีกลอืเหลอือยู่สูงกว่าอุณหภูม ิ35 และ 
40oC อยู่เลก็น้อย เอนไซมโ์ปรตเิอส ไรโบนิวคลเีอส และไลเปสมคีวามคงทนสูงที่สุดที่ระดบัพี
เอช 7.0, 8.0 และ 8.0 ตามล าดบั และมคีวามคงทนสูงที่สุดที่อุณหภูม ิ40, 45 และ 40oC 
ตามล าดบั และความคงทนของไอออนโลหะต่อกจิกรรมของเอนไซม ์พบว่าไอออนของ Ca2+ มี
ผลใหก้จิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเิอส ไรโบนิวคลเีอส และไลเปสเพิม่สูงขึน้มากกว่า 100% ของ
กจิกรรมสูงสุด นอกจากนี้ยงัพบว่า ไอออนของ Hg2+ และ Zn2+ จะมผีลยบัยัง้การท างานของ
เอนไซมโ์ปรตเิอส ไรโบนิวคลเีอส และไลเปสใหม้กีจิกรรมของเอนไซมล์ดลง 
   จากการเทยีบเคยีงชนิดของแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกได ้พบว่าไอโซเลต LBU50301 
มลีกัษณะใกลเ้คยีงกบั Chromohalobacter sp. strain 08EPH117 ไอโซเลต FBU41201 พบว่า
ใกล้เคยีงกบั Chromohalobacter sp. strain LY7-9 ในขณะที่ไอโซเลต LBU20907 พบว่า
ใกลเ้คยีงกบั Virgibacillus sp. strain IDS-20  

ตรวจสอบผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากการย่อยสลาย RNA ของเอนไซมไ์รโบนิวคลเีอส 
ด้วยวิธโีครมาโทกราฟีแบบแผ่นเคลือบ พบว่าเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสที่ได้จากเชื้อไอโซเลต 
FBU41201 หรอืเชือ้ Chromohalobacter  sp. สามารถย่อยสลาย RNA ไดผ้ลติภณัฑส์ุดทา้ย
เป็นสารประกอบนิวคลโีอไทดก์วัโนซนี 5'-โมโนฟอสเฟต (Guanosine 5'-monophosphate, 5'-
GMP) ซึง่จดัเป็นสารเสรมิรสชาต ิ

จากการวเิคราะหส์มบตัทิางเคมขีองบูดทูีห่มกัโดยไม่เตมิ (ชุดควบคุม) และเตมิ
เอนไซม ์ 5 ชุดการทดลอง ไดแ้ก่ บูดูทีเ่ตมิเอนไซมโ์ปรตเิอสเดอืนที ่0 (HP), บูดูทีเ่ตมิเอนไซม์
โปรตเิอสเดอืนที่ 0 และไลเปสเดอืนที่ 1 (HPL1), บูดูทีเ่ตมิเอนไซมโ์ปรตเิอสเดอืนที่ 0 ไลเปส 
และไรโบนิวคลเีอส เดอืนที ่1 (HPL1R1), บูดูทีเ่ตมิเอนไซมโ์ปรตเิอสเดอืนที ่0 ไลเปสเดอืนที ่1 
และไรโบนิวคลเีอสเดอืนที ่2 (HPL1R2) และ บูดูทีเ่ตมิเอนไซมโ์ปรตเิอสเดอืนที ่0 ไลเปสเดอืนที ่
1 และไรโบนิวคลเีอสเดอืนที ่3 (HPL1R3) หมกับูดูเป็นระยะเวลา 6 เดอืน พบว่า ค่าพเีอชของ  
บูดูของชุดการทดลองทัง้หมดที่ได้มคี่าคงที่อยู่ระหว่าง 5.64-6.18 ระดบัความเขม้สนี ้าตาลของ 
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บดูจูะเพิม่สงูขึน้เรือ่ยๆ เมือ่ระยะเวลาการหมกันานขึน้ พบว่า บูดูทีเ่ตมิเอนไซมโ์ปรตเิอสเดอืนที ่
0 ไลเปสในเดอืนที ่1 และไรโบนิวคลเีอสในเดอืนที ่3 (HPL1R3) ใหส้นี ้าตาลในบูดูดทีีสุ่ด และ
ปรมิาณความเขม้ขน้เกลอืของบูดูของชุดการทดลองทัง้หมดอยู่ระหว่าง 27.07-30.60% ปรมิาณ
ค่าฟอรม์อลดไีฮดไ์นโตรเจนของบูดูทีเ่ตมิเอนไซมน์ัน้จะใหค้่าสูงกว่าบูดูทีไ่ม่เตมิเอนไซม ์โดยมี
ค่าอยู่ระหว่าง 11.37-11.67 และ 9.32 กรมัต่อลติร ตามล าดบั เช่นเดยีวกนักบัปรมิาณโปรตนี 
พบว่า มคี่าปรมิาณโปรตนีอยู่ระหว่าง 11.18-11.80 และ 9.85 กรมัต่อลติร ตามล าดบั การ
วเิคราะห์หาปรมิาณสารประกอบนิวคลโีอไทด์ 5'-GMP ของบูดูที่หมกันาน 6 เดอืน พบว่า 
ปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด์ 5-'GMP ที่เกิดขึ้นในบูดู HPL1R3 มีค่าเท่ากับ137.34 
มลิลกิรมั/ลติร ซึง่มคี่าสูงกว่าบูดูทีเ่ตมิเอนไซมช์นิดอื่นๆ และบูดูทีไ่ม่เตมิ ในขณะที่ปรมิาณกรด   
อะมโินอสิระของบูดูในเดอืนสุดทา้ยของการหมกั (เดอืนที ่ 6) พบว่า บูดู HPL1 (6272.22 100 
มลิลกิรมั/100 มลิลลิติร) นัน้มปีรมิาณกรดอะมโินทัง้หมดสูงกว่าบูดูที่ไม่เตมิเอนไซม์ (6191.72 
100 มลิลกิรมั/100 มลิลลิติร) และพบว่ากรดอะมโินที่มผีลต่อรสชาตทิีด่ขีองบูดูนัน้ คอื กรด 
กลตูามกิ ซึง่พบว่า บดูทูีเ่ตมิเอนไซมน์ัน้ใหป้รมิาณกรดกลตูามกิสูงกว่าบูดูทีไ่ม่เตมิเอนไซม์ และ
จากการประเมนิทางประสาทสมัผสัของตวัอย่างผู้บรโิภคต่อบูดู พบว่า บูดู HPL1R3 มคีะแนน
ของส ีกลิน่ รสชาต ิและความชอบโดยรวมสูงที่สุดอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิ (p<0.05) และ
พบว่าบูดูที่เตมิเอนไซมท์ุกชุดการทดลองมคีะแนนของกลิน่ รสชาต ิและความชอบโดยรวมไม่
แตกต่างกบับดูทูางการคา้ทีห่มกันาน 12 เดอืน ดงันัน้ การเตมิเอนไซมโ์ปรตเิอส ไรโบนิวคลเีอส 
และไลเปสร่วมกบัการหมกับูดูมผีลเร่งในการย่อยสลายโปรตีน รวมทัง้มผีลช่วยในการเกิดสี
น ้าตาล กลิน่ และรสชาตขิองบดูใูหด้ยีิง่ขึน้ได้ 
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ABSTRACT 
 

  Budu made in laboratory was prepared from Katak and salt in a ratio of 
3:1, (w/w). Fermentation took place under the sun for 9 months. The samples were 
taken during fermentation for microbiological analysis. There was an incresed in total 
bacterial count at the early phase (0-2 months) on Sehgal and Gibbons Complex (SGC) 
medium added with 0-25 %, (w/v) NaCl at 37oC for 3-7 days and slightly decreased at 
the late of the fermentation (3-9 months). The number of bacteria producing protease, 
lipase and deoxyribonuclease were the same as that of total bacterial count and 
cultured on mM73 agar, DNase-Methyl Green Test agar and mSGC agar, respectively 
at 37oC for 3-7 days.  
  Budu samples, collected from Budu made in our laboratory at the period 
of fermentation 0-9 months and factories in Sai Buri, Pattani province at a various time 
were screened on SGC agar medium added with 0, 10, 15, 20 and 25%, (w/v) NaCl. 
The total number of bacteria were isolated from Budu made in the laboratory on various 
NaCl concentrations were 57, 56, 33, 11 and 10 isolates and total number of bacteria, 
isolated from factories were 15, 18, 12, 10 and 9 isolates, respectively. In addition, all of 
isolates were screened for extracellular protease, deoxyribonuclease and lipase 
production by spotted on mM73, Bacto Dnase test and mSGC agar medium added with 
0-25% NaCl at 37oC for 3-7 days. A 95, 136 and 81 isolates were produced 
extracellular protease, deoxyribonuclease and lipase, respectively. From these data, 
selected only 3 isolates which could produce high protease : FBU21217 (4.25), 
LBU50301 (6.85) and LBU50502 (8.84); deoxyribonuclease : FBU41201 (5.12), 
FBU41202 (3.70) and FBU41206 (2.22) and lipase : LBU20907 (7.69), FBU40007 
(5.97) and LBU50901 (5.29) on agar plates medium, added with more than 15% of 
NaCl. All of these isolates were investigated for the optimum conditions of protease, 
lipase and ribonuclease production in liquid medium: m73, SGC and mSGC, 
respectively. Bacterial isolates: LBU50301, FBU41201 and LBU20907 could produce the 
highest protease, ribonuclease and lipase activities, respectively. In addition, the effect 
of NaCl concentrations, pHs, temperatures and times for the production of these three 
enzymes were investigated. The highest protease activity of 0.045 AU from LBU50301 
was cultured in M73 broth medium added with 25% NaCl, pH 8.0 at 30oC for 120 hours, 
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while ribonuclease and lipase activity of 12.25 U/ml and 46.50 U/ml from FBU41201 
and LBU20907 were cultured in SGC and mSGC broth medium, respectively. All of 
these enzymes production had the highest activities as same as conditions: added with 
20% NaCl, pH 8.0 at 35oC for 72 hours.  
  Isolates LBU50301, FBU41201 and LBU20907 were studied for the 
optimum enzymes activities: pH, temperature and NaCl concentration. Isolates 
LBU50301 exhibited the highest protease activity: 6.0, 40oC and 15% NaCl. The optimal 
conditions for ribonuclease activity of FBU41201: 9.0, 60oC and 25% NaCl. While lipase 
activity of LBU20907: 7.0, 40oC and 25% NaCl, respectively. 
  The stability of NaCl concentration, pH, temperature and metal ions for 
those three enzymes activities were stable in non-NaCl and NaCl conditions, all of them 
were higher activities at 4oC  than 35 and 40oC. protease, ribonuclease and lipase were 
stable at pH 7.0, 8.0 and 8.0 and 40, 45 and 40oC, respectively. Moreover, the stability 
of metal ions for the all enzymes activity were stimulated by Ca2+ which showed higher 
than 100% of residual activity and inhibited by Hg2+ and Zn2+. 

Identification by partial 16s rRNA gene sequencing of selected isolates 
showed that LBU50301, FBU41201 and LBU20907 were identified as 
Chromohalobacter sp. strain 08EPH117, Chromohalobacter sp. strain LY7-9 and 
Virgibacillus sp. strain IDS-20, respectively. 

Determination of RNA degradation of ribonuclease showed that 
ribonuclease producing by Chromohalobacter sp. FBU41201 could be break down RNA 
into guanosine 5'-monophosphate (5'GMP), an important flavoring enhancer.  

Budu fermentation was carried out by Katak (Anchovy fish) and salt in a 
ratio of 3:1, (w/w) which divided by 6 experiments : without added halophilic enzymes 
(control), added halophilic enzymes: added halophilic protease in the 0 month and 
lipase in the first month (HPL1), added halophilic protease in the 0 month lipase and 
ribonuclease in the first month (HPL1R1), added halophilic protease in the 0 month 
lipase in the first month and ribonuclease in the second month (HPL1R2) and added 
halophilic protease in the 0 month lipase in the first month and ribonuclease in the third 
month (HPL1R3). Fermentation took place under the sun for 6 months. Chemical quality 
analysis of Budu samples such as the pH value, color measurement, NaCl content, 
formaldehyde nitrogen content, protein content, 5'GMP content, free fatty acid and free 
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amino acids content were investigated. The results indicated that pH values of all 
samples were not significant different, the pH was between 5.64-6.18. While the color 
changes in Budu during the fermentation found that HPL1R3 had the best color of Budu. 
In addition, NaCl content was 27.07-30.60%. The formaldehyde nitrogen content of all 
Budu added halophilic enzymes: HP, HPL1, HPL1R1, HPL1R2 and HPL1R3 had higher 
than the control (11.37-11.67 and 9.32 g/l, respectively). Similar result of Budu added 
halophilic enzymes samples showed protein content (11.18-11.80 g/l) higher than the 
control (9.85 g/l). The HPL1R3 was the highest amount of 5'GMP content (137.34 mg/l) 
when compared to other experiments but it was lower than commercial of Budu, 
fermented for 12 months (158.64 mg/l). The amount of free amino acid of HPL1 

(6,272.22 100 mg/100 ml) was higher than the control (6,191.72 100 mg/ 100 ml). 
However, glutamic acid is an amino acid, influence to good flavor of Budu. The glutamic 
acid content of Budu added halophilic enzymes samples were higher than control. In 
addition, sensory tests were evaluated by using hedonic scale (9 levels), indicated that 
HPL1R3 had the highest scores of color, aroma, flavor and overall acceptance compared 
to other samples and significant different compared to control at 95% confidence 
interval (p<0.05). Moreover, Budu added halophilic enzymes samples had not scores 
significant different compared to commercial of Budu. Therefore, adding of halophilic 
enzymes: protease, ribonuclease and lipase during Budu fermentation could accelerate 
protein hydrolysis for shorten fermentation and may lead to apply in Budu fermentation 
for color, aroma and flavor improvement. 
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