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บทที่ 2

ตรวจเอกสาร

1. ปร ิมาณ โปรต ีนในช ึส ิวท ี่ผส ิตในประเทศไทย ประเทศญ ี่ป ่น  เกาหสิ ไต ้ห ว ัน แอะส ิน

ซีอ๊ิวตามมาตรฐานอุตสาหกรรม (มอก 252-2521) หมายถึงผลิตภัณฑ์ของเหลวท่ีได้ 
จากการย่อยโปรตีนของถ่ัวเหลืองโดยการหมัก จะนำมาแต่งรส และ/หรือ สี หรือไม่ก็ตาม 
ตามแต่ชนิดของผลิตภัณฑ์ชีอ๊ิวน้ันๆ แล้วนำไปผ่านการพาสเตอร์ไรส์ แบ่งชีอ๊ิวเป็น 4 
ประเภทตามสักษณะทางเคมีท่ีระบุไว้ไนตารางท่ี 1 ดังนี ้
ดารางท่ี 1 การแบ่งประเภทชีอ๊ิวตามลักษณะทางเคมี (มอก.252-2521)

ชนิด
คุณลักษณะ ซีอิ๊วขาว ซีอวิคนิคม ซีอ๊ิวดำ ซีอ๊ิว

หวาน
ชนพิเศษ ช่ํนหนง ช๋ันฟ้เศษ ชนห•นง

โปรต ีน  (%Nx6.25yki น้อย
กว่าเอยละของนั้าหนัก 5.5 4.5 8.5 7.5 2.0 1.5
ปริมาณของแข็งที่ระเหยไม่ 
ได ้ไม ่น ้อยกว ่าเอยละของ
นำหนัก 32 30 35 32 50 50
เกส ื อ (ก ิ ดเป ็ น โช เด ี ขม 
ค ล อ ไ ร ด ์  ) เ  อขละข อง
นั้าหนัก 17ถึง23 17ถึง23 17ถึง23 17ถึง23

J

ไม ่เก ิน1
นั้าตาลทั้งหมด (คิดเป็นนั้า 
ตาลอินเวิร ์ต)ไม่เก ินเอยละ
ของนาหนัก 7 6 12 10 25 80
พีเอช 4.5ถึง5.3 4.5ถึง5.3 4.5ถึง5.3 4.5ถึง5.3 4.5ถึง5.5 4.5ถึง5.5
ความถ่วงจำเพาะที่ 27+ 3 
องศาเซลเซียส ไม่น้อยกว่า 1.20 1.20 1.23 1.23 1.33 ไม่กำหนด
สารปนฟ้อน ตะกว ทองแดง อาริซินิอ ไม่เกิน 1 , 5,0.5 มิถถิกริมต่อกิโถกริม ตามลำดับ
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ซีอ ิ้วขาว ห มายถ ึงช ีอ ิวท ี่ไค ้จากการห ม ัก  ไม ่ไค ้ปร ุงแต ่งรส ส ี แบ ่งเป ็นสองช ัน  
คุณภาพ ไค ้แก ่ ช ั้นพิเศษและชั้นหนึ่ง

ซ ีอ ี๊วดำเค ีม  หมายถ ึงผล ิตภ ัณฑ ์ท ี่ไค ้จากการนำช ีอ ิ๊วขาวมาบ ่ม( a g e in g นกระท ั่งไค ้ 
ความเข้มข้นตามเกณฑ์ท ี่กำหนด แบ ่งเป ็นสองช ั้นค ุณภาพได ้แก ่ ช ั้นพ ิเศษและชั้นหนึ่ง

ชีอิ๊วดำ หมายถึง ผล ิตภ ัณฑ ์ท ี่ไค ้จากช ีอ ิวขาวผสมสารให ้ความหวานในอัตราส ่วนท ี่ 
พอเหมาะจนไค้ความหวานและเค ็ม ไค ้รสชาต ิตามเกณฑ์ท ี่กำหนด

ชีอ ิ้วหวาน หมายถ ึงผล ิตภ ัณฑ ์ท ี่ไค ้จากช ีอ ิ๊วขาวในปริมาณน ้อยผสมกับสารให ้ความ  
หวานจนไค้ความหวานตามเกณฑ์ท ี่กำหนด

มาตรฐานผล ิตภ ัณ ฑ ์อ ุตสาหกรรมระบ ุด ้วยว ่าผล ิตภ ัณ ฑ ์ช ีอ ิวจะต ้องไม ่ม ีเช ือราและ  
ย ีส ต ์ โคลิฟอร์มแบคทีเร ีย สตาพ ิโลคอกไค ด ังน ั้นอ ุณ หภ ูม ิท ี่เหมาะสมต ่อการพาสเตอร ์ไรส ์ 
จะต ้องทำให ้ช ีอ ิ้วปราศจากเช ื้อด ังกล ่าวเหล ่าน ั้

น อ ก จ าก น ี้ม อ ก .252-2521 ย ังระบ ุว ่าส ่วนประกอบหลักท ี่สำค ัญของช ีอ ิ๊ว คือ ทั่ว 
เหลือง แป ้งสาล ี หรือแป้งข้าวเจ้า เกลือ น ั้าบร ิโภค และอาจจะมีโปรตีนจากพ ืชท ี่ถ ูกย ่อย  
สลายแล ้วหร ือไม ่ก ็ไค ้ (hydrolysed plant proteins) ส ่วนชีอ ิ้วดำและซ ีอ ิ๊วหวานจะต ้องม ีส ่วน  
ประกอบท ี่เพ ิ่มข ึ้นจากช ีอ ิ๊วขาวและช ีอ ิวดำเค ็ม ค ือจะค ้องม ีส ่วนประกอบอย่างใดอย่างหน ึ่ง 
หรือร ่วมก ันด ังน ี้ น ั้าตาลหรือกากนั้าดาล น ั้าเช ื่อมข้าวโพด (com syrup) เดกช ์โตรส ลิควิด 
กลโค ส

«  ,  * , 1 0  0, . 3, *  . .โชย ูเป ็นคำศ ัพทภาษาญ ีป ้นสำหรับใช ้เร ียกช ีอ ิวญ ีป ้น ในประเทศญ ีป ็นม ีการผลิตช ีอ ิว
หลายชนิด ข ึ้นอย ู่ก ับชน ิดและอ ัตราส ่วนของวัตธ ุด ิบท ี่ใช ้ ชน ิดของอุล ินท ร ีย ์ท ี่ใช ้ และภาวะ
การผลิต ด ังแสดงในตารางท ี่ 2
ตารางท่ี 2 เปอร์เซ็นต์การผลิต1ชีอ๊ิวญ่ีไ]นชนิดต่างๆ1ในประเทศญ่ีป้น (Yokotsuka,1986)

เปอร์เซ็นต์การผลิตในปี ค.ศ. 1982
โคอิถูชิโชยู (Koikuchi shoyu) 84.4
ยูจุ[คูชิโชยู (Usukuchi shoyu) 12.4
ทามาริโชยู (Taman shoyu) 2.0
ชาอิชิโคมิโชยู (Saishikomi shoyu) 0.3
ชิโรโชยู (Shiro shoyu) 0.5



! แทสมุแทลแ สทา!โนรพรฃรทพ โ  
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Yokotsuka (1986) รายงานว่ามาตรฐานการเกษตรญี่ใ]น ( Japanese Agricultural 
Standard, JAS) ระบ ุคำจำก ัดความของช ีอ ิ้วญ ี่ใ]นท ี่ไค ้จากการหม ักว ่าผล ิตจากว ัตถด ิบถ ั่ว  
เหล ืองและข ้าวสาล ีท ี่ผ ่านความร้อน และบ่มค้วยเช ื้อ Aspergillus oryzae ห เอ  A.sojae เพื่อ 
ให ้เก ิด โคจ ิซ ็่งนำไปผสมก ับนาเกล ือไค ้เป ็นระยะโมโรม ิ ระยะโมโรม ิเป ็นการหม ักโดย
แลคโตบาช ิลล ัสและยสค ้ มาตรฐานการเกษตรญ ื่ใ]น กล ่าวถงช ีอ ิ๊วญ ื่ใ]น 5 ชนิดซ็งมิหลาย 
เกรดตามสมบัต ิด ังแสดงในตารางท ี่ 3
ตารางที่ 3 สมบ ัต ิบางประการของช ีอ ิ๊วญ ี่ใ]น (ดัดแปลงจาก Yokotsuka ,1986)

เกรด
จำนวน 

ตัวอย่างท่ีนำ 
มาวิเคราะห้

เปอริเซ็นต ั
ไนโตรเจน 
ท้ังหมค

เปอร์เซ็นต์
โปรตีน
(%N X 6.25)

NaCl พีเอช

โค อ ิค ูช ิโชย ู ธรรมคา 6 1.56 9.8 21.8 17.1 4.85
^เป อร ์ 3 1.69 10.6 22.4 17.1 4.84
อัลตราจุแปอร์ 1 1.83 11.3 23.5 17.4 4.79
เกลือน ้อย 5 1.57 9.8 19.9 13.5 4.88
เกลือตํ่า 2 1.55 9.8 16.3 8.9 4.86

m  ชิ'ไ‘ญ ธรรมดา 5 1.19 7.4 22.2 18.5 4.89
'แป อร ์ 1 1.49 9.3 22.3 18.1 3.97
เกลือน ้อย 1 1.20 7.5 19.5 14.9 4.95

ทามาร ิโชย ู 1 1.89 11.8 23.1 17.1 4.97

ซาอ ิช ิโคม ิโชย ู 2 2.24 14.0 27.5 14.1 4.89

ช ิโรโช ย ู 1 0.53 3.3 24.9 17.9 4.74

Yokotsuka (1986) รายงานว่า ประมาณ 85 เปอร์เซ ็นต ์ของช ีอ ิ๊วญ ี่ใ]นท ี่บริโภคภาย
ในประเทศญ ี่ใ]นเป ็นชนิด โคอ ิค ูช ิโชย ู ซ ็งม ีส ีเข ้มและผลิตจากเมล็ดถั่วเหลือง ก ับแป ้งสาลีใน
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ป ร ิม าณ เก ือ บ เท ่าๆก ัน  ใน ระยะโมโรม ิของการผล ิตโคอ ิด ูช ิโชย ูเก ิดกระบวนการหม ักซ ึ่งได ้ 
กรดแลดต ิคและแอลกอฮอล ์ ผล ิตภ ัณฑ ์ท ี่ได ้จะผ ่านการพาสเตอรไรส ์ท ี่อณหฎมิก ่อนข้างส ูง 
( ประมาณ 80 องศาเซลเซ ิยส) เพ ื่อไหได ้ผล ิดภ ัณฑ ์ท ี่ม ีส ืน ี้าตาลแดงเข ้ม และม ีรสชาต ิไหม  ้

โคอิค ูช ิโชย ูชน ิดท ี่ม ีค ุณภาพคีม ีไนโตรเจนท ั้งหมด(กร ัมต ่อปร ิมาตร) เท่ากับ 1.5-1.8 
เปอร์เซ ็นต ์ซ ึ่งเท ียบเท ่าก ับปริมาณโปรตีนท ั้งหมดเท ่าก ับ 9.4-11.3 เปอร์เซ ็นต ์ ม ีร ีต ิวซ ึ่ง^การ  ์
(ส ่ว น ให ญ ่ก ล ูโค ส ) 3 .0 -5 .0 เป อร ์เซ ็น ต ์,เอธาน อล 2.0-2.5 เป อร ์เซ ็น ต ์, โพ ล ิแอลกอฮอล ์ 
(กล ีเชอรอลเป ็นส ่วนใหญ ่) 1.0-1.5 เปอร์เซ ็นต์, กรดอินทรีย ์(โดยมากเป ็นกรดแลคติคท ี่พ ีเอช  
4.7-4.8) 1.0-2.0 เปอร์เซ ็นต ์ และ โซเด ียมคลอไรต ์ 17-18 เปอร์เซ ็นต ์ ในการท ี่จะทำให ้ช ีอ ิ้ว  
ญี่ม ์นม ีรสชาต ิน ่าร ับประทาน จะต ้องม ีสารประกอบไนโตรเจนประมาณ ครึ่งหน ึ่งอย ู่ในร ูป  
ชองกรดอะม ิโนอ ิสระและสารประกอบไนโตรเจนมากกว ่า 10 เปอร์เซ ็นต ์อย ู่ในร ูปกรด  
กถูตาม ิคอิสระ

ยู^ดูชิโชยูทำจากส่วนผสมท่ีมีถ่ัวเหลืองมากกว่าและข้าวสาลีน้อยกว่าส่วนผสมท่ีใช้ 
ผลิตโคอิดูชิโชยู บางคร้ังมีการเติม อามาสาเก (amasake) ซ่ึงเป็นนาท่ีละลายนาตาลจากโคจิ 
ท่ีเตรียมจากข้าวเจ้า หรือเติม saccharified starch ท่ีถูกย่อยโดยเอนไซม์ลงในระยะโมโรมิ 
ของการผลิตยู'!1ดูชิ!ชยู เพ่ือทำให้รสชาติตีข้ึน ปริมาณไนโตรเจนในยูชูคูชิโชยูไม่เกิน 1.2 
เปอร์เซ็นต์ซ่ึงเทียบเท่ากับปริมาณโปรตีน 7.5 เปอร์เซ็นต์ ส่วนใหญ่ชาวญ่ีม์นใช้ ยู^ถูชิโชยู 
ในการประกอบอาหาร ท่ีต้องการรักษาสีและรสชาติเด่นของวัตธุติบท่ีใช้ในการประกอบ 
อาหาร ท้ังน้ีเพราะชีอ๊ิวประเภทโคอิคูชิโชยูให้กล่ินและสีเข้มแก่อาหาร

ท าม าร ิโช ย ูผ ล ิตจากถ ั่ว เห ล ืองโดยใช ้แป งส าล ีเล ็กน ้อย  ปร ิมาณ ไนโตรเจนบางครั้ง 
มากกว่า 2 เปอร์เซ ็นต ์ (เท ียบเท่ากับปริมาณ โปรต ีน 12.5 เปอร์เซ ็นต ์ ) และม ีแอลกอฮอล ์เล ็ก  
น้อย

ช ิโรโชย ูม ีส ีจางและผล ิตจากแป ้งสาล ีเป ็น  ส ่วนใหญ ่ โดยใช ้ถ ั่ว เหล ืองเล ็กน ้อย  
ชาอ ิช ิโคม ิโชย ู ผล ิตโดยใช ้เอนไซม ์ย ่อยถ ั่วเหล ืองและแป ้งสาล ีในช ีอ ิ๊วแทนท ี,จะใช ้ 

ก าร ห ม ัก ใน น ี้า เก ล ือ  ช ีอ ิ้วชน ิดน ี้ม ีรสชาต ิเข ้ม ข ้น เน ื่องจากม ีสารป ระกอบ ไน โตรเจน และ  
นี้าตาล1ในปริมาณสูง ชาวญ ี่ม ์นใช ้เป ็นน ี้าจ ิ้มสำหรับปลาด ิบและปลาไหลย่าง

มาตรฐานการเกษตรญ ี่ป ้นระบุเกรด 3 เกรดสำหรับช ีอ ิ๊วญ ี่ม ์นแต ่ละชน ิดได ้แก ่เกรด  
พิเศษ(special grade) เกรดส ูง(upper grade)llละเกรดธรรมดา (ordinary grade) โดยพิจารณา 
จากการประเม ินกลิ่นและรสชาต ิ ปร ิมาณไนโตรเจนท ั้งหมด ปริมาณกรดท ี่ละลาย(ในภาวะ
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ท ี่ไม ่ม ีโซเด ียมคลอไรต ์) และปร ิมาณ แอลกอฮอล ์ โดยพ ิจารณาให ้เกรดพ ิเศษแก ่ช ีอ ิ๊วท ี่ผล ิต  
โดยวิธ ีการหม ักเท ่าใfน

ประมาณ 65 เปอร์เซ ็นต ์ของช ีอ ึ๊วญ ็่ใ]นได ้ร ับการพ ิจารณาเป ็นเกรดพ ิเศษในป ี ค.ศ. 
1980 โดยโคอ ิด ูช ิโชย ู เกรดพ ิเศษม ีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 1.5 เปอร์เซ ็นต ์ (เทียบเท่ากับ 
ป ร ิม าณ โป รต ีน ท ั้งห ม ด  9.4 เป อ ร ์เซ ็น ต ์) แล ะม ีเป อ ร ์เซ ็น ต ์แอ ล กอ ฮ อ ล ์ม าก ก ว ่า 0.8 
เปอร์เซ ็นต ์

ในการผล ิตช ีอวญ ี่ใ]นเกรดส ูงและเกรดธรรมดาอาจเต ิมโปรต ีนจากพ ืชซ ึ่งไค ้จากการ  
ไฮโดรไลช ์โดยว ิธ ีการทางเคม ี ไม ่เก ิน 50 เปอร ์เซ ็นต ์หร ือเต ิมโปรต ีนจากพ ืชท ี่ไค ้จากการใช ้ 
เอนไซม ์ย ่อยไม ่เก ิน 30 เปอร์เซ ็นต ์ ลงในช ีอ ิ๊วท ี่ไค ้จากการหม ักตราบใดท ี่รสชาต ิช ีอ ิ๊วเฉพาะ  
ตัวยังคงอยู่

Yokotsuka (1986 ) รายงานว่าการผลิตช ีอ ิ๊วในประเทศเกาหลีประกอบด้วยการป ัน  
เมล ็ดถ ั่วเหล ืองต ้มส ูกและแป ้งสาล ี1ในปริมาณ'ที่เท ่าก ันเป ็นก้อนกลม และบ่มด้วย Aspergillus 
หรือ Rhixopus sp.lSนเวลาหลายเด ือนในช ่วงฤ ด ูหนาว และเม ื่อฤ ด ูใบไม ้ผล ิมาถ ึงก ็จะนำก ้อน  
โคจิมาสกัดด ้วยนาเกล ือ นำสารละลายท ี่สก ัดไค ้ไปบ ่มกลางแดดเพ ื่อผล ิตช ีอ ิ๊ว  อย ่างไรก ็ตาม  
ยังตรวจไม ่พบเอกสารท ี่ระบ ุปริมาณไนโตรเจนของช ีอ ิ๊วเกาหล ี

ใน ตอน ใต ้ของสาธารณ ร ัฐป ระชาชน จ ีน ม ีการผล ิตช ีอ ิ้วแบ บ เกาห ล ีและแบบ ท ามาร  ิ
ของญี่ใ]นเช ่นกัน และ Yokotsuka (1986) รายงานว่าประเทศจีนเป ็นค ้นแบบการผลิตช ีอ ิ๊ว 
จ าก ถ ั่ว เห ล ือ งโด ย ไม ่ใช ้แ ป ๋งส าล ี อย ่างไรก ็ตามใน กร ุงป ักก ิ่งและเช ี่ยงไฮ ้ม ีการเตร ียม โคจ  ิ
สเกลใหญ ่โดยเล ี้ยง A. oryzae บนถั่วเหล ืองต ้มส ุกและข ้าวสาล ี หรือรำข ้าวสาล ี (6:4) และ 
ผสมโคจ ิลงในนาเกล ือ โดยมีความชื้นประมาณ 80 เปอร์เซ ็นต ์ และความเข ้มข ้นของเกลือ 6- 
7 เปอร์เซ ็นต ์ เก ็บระยะโมโรม ิท ี่ 45-50 องศาเซลเช ียสเป ็นเวลา 3 ส ัปดาห ้เพ ื่อให ้เก ิดการย ่อย  
โดยเอน ไซ ม ์ สก ัดสารท ี่ไค ้จากการย ่อยโดยใช ้ท ั้าเกล ือร ้อนและนาร ้อน ไม ่ม ีการหม ักให ้เก ิด  
แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ แล ะไม ่ม ีก ารก ด เพ ื่อ ก รอ งช ีอ ิ๊ว  จ ึงเป ็นกระบวนการผล ิตช ีอ ิ๊วท ี่แตกต ่างจาก  
กระบวน การผล ิตช ีอ ิ๊วแบ บญ ี่ใ]น  มาตรฐานส ูงส ูดของร ัฐบาลจ ีนสำหรับช ีอ ิ๊วได ้แก ่ปร ิมาณ  
ไนโตรเจนท ังหมด 1.6 เปอร์เซ ็นต ์(เท ียบเท ่าก ับโปรตีนท ั้งหมด 10 เปอร์เซ ็นต ์ ร ีด ิ๊วซ ึ่งร ุเการ  ิ
4 เปอร์เซ ็นต ์ และ โซเด ียมคลอไรต ์ 19 เปอร์เซ ็นต ์หรือมากกว่า)

ว ิเช ียร ล ีล าว ัช รม าศ  (2534) ระบ ุว ่าช ีอ ิ้วท ี่ผล ิตโดยกระบวนการหม ักในประเทศ  
ไต้หวันเป ็นเวลา 1-15 เด ือนม ีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทั้งแต ่ 0.95 เปอร์เซ ็นต ์ ถึง 1.49 
เปอร์เซ ็นต ์ซ ึ่งเท ียบเท ่าก ับปริมาณโปรตีน 5.9-9.3 เปอร์เซ ็นต์ดามลำดับ
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Yong และ Wood (1974) รายงานว่าช ีอ ิ๊วจ ีนจากนานกิงม ีปร ิมาณไนโตรเจนท ั้งหมด  
เท่ากับ 1 เปอร์เซ ็นต ์ ( เท ียบเท ่าก ับปริมาณโปรตีนท ั้งหมด 6.3 เป อร ์เซ ็น ต ์)

จากผลการตรวจเอกส ารจะเห น ได ้ว ่าซ ิอ ิ้วท ี่ผล ิต ใน ป ระเท ศ ไท ยส ่วน ให ญ ่ย ังไม ่ได ้ 
ร ับ ต ราม าต รฐาน อ ุต ส าห กรรม  เพ ราะม ีป ร ิม าณ โป รต ีน ต ํ่าก ว ่า เก ณ ฑ ์ม าต รฐ าน ด ือ  5.5 
เปอร์เซ ็นต ์หร ือเท ียบเท ่าก ับปริมาณไนโตรเจนท ั้งหมด 0.88 เปอร์เซ ็นต ์ ในขณ ะท ี่ช ีอ ิ๊วญ ี่ป ้น  
ไต้หวัน และจีน ม ีปร ิมาณ โปรต ีนในช ่วง 9.8-11.3 เปอร์เซ ็นต ์ 5.9-9.3 เปอร์เซ ็นต ์ และ 6.3 
เปอร์เซ ็นต ์ ตามลำดับ ด ังน ั้นในเบ ื้องด ้นของการปรับป^งค ุณภาพซ ็อ ิ๊วท ี่ผล ิตในประเทศไทย  
ควรม ีปร ิมาณโปรต ีนในช ่วง 5.5 เปอร์เซ ็นต ์เป ็นอย่างน ้อย และ 11.5 เปอร์เซ ็นต์เป ็นอย่าง 
มากท ั้งน ี้ต ้องคำน ึงถ ึงกล ิ่น ส ี ความใส และรสชาต ิของซ ีอ ิวให ้เป ็นท ี่ยอมรับของผ ู้บร ิโภคท ั้ง  
ภายในและต่างประเทศด้วย
2. กระบวนการผอ ิตช ีอวในประเทศต ่างๆ

Yong and Wood (1974) รายงานว่า การผล ิตช ีอ ิ้วในป ้จช ุบ ัน แบ ่งได ้เป ็น  3 ว ิธด ังน ี้
2.1 กระบวนการหมักช ีอ ิว (fermented soy sauce process) ว ิธ ีน ี้เป ็นว ิธ ีส ืบทอดกัน  

มา และยังเป ็นท ี่น ิยมในป ้จช ุบ ันโดยอาศ ัยเอนไซม์จาก À. oryzae Asojae มาย่อยส่วนผสม  
ของถั่วเหล ืองและแป ้งสาล ี กระบวนการน ี้จะได ้ช ีอ ิวท ี่ม ีกล ิ่นและรสชาต ิต ี เป ็นท ี่ยอมรับและ 
มีคุณค่าทางอาหารลุ[ง

2.2 กระบวนการผลิตช ีอ ิ๊วทางเคม ี (chemical soy sauce process) ว ิธ ีน ี้เป ็นท ี่น ิยมกัน  
อย ่างแพร่หลายในทวีปย ูโรป และในสหรัฐอเมร ิกา ว ิธ ีน ี้จะใช ้กรดอน ินทร ีย ์ ย ่อยส่วนผสม 
ของถั่วเหล ืองและแป ้งสาล ี แทนการใช ้เอนไซม ์จากรา กรดท ี่น ิยมใช ้ด ือกรดไฮโดรคลอร ิก  
20 เปอร์เซ ็นต ์ ปร ับสารละลายให ้เป ็นกลางโดยใช ้โซ เด ียมไฮดรอกไซ ต ์ ซ ีอ ิ๊วท ี่ผล ิตโดยว ิธ ีน ี้ 
จะม ีกล ิ่นและรสชาติไม ่ต ี เน ื่องจากไม ่พบสารเปปไทต ์ แอลกอฮอล ์ เอสเทอร ์ และ กรด 
อินทรีย ์เช ่นกรดอะซิด ิก กรดแลคติก แต ่การย ่อยโปรต ีนจากถั่วเหล ืองจะทำได ้สม!yรณ์กว่า

2.3 กระบวนการผลิตซ ีอ ิวถ ึงเคมี (semichemical soy sauce process) เป ็นวิธ ีท ีใช ้การ
หมักแบบท ั้งเต ิมรวมกับการย ่อยโดยใช ้กรดอน ินทรีย ์ การผล ิตโดยใช ้ว ิธ ีน ี้ไม ่เป ็นท ี่น ิยม
แพร'หลายนักในประเทศญี่ม ์น เน ื่องจากกล ิ่นและรสชาต ิซ ีอ ิวท ี่ได ้จากกระบวนการน ี้ไม ่ต ี วิธี 
การด ือใช ้กรดอน ินทร ีย ์ แทนเช ื้อราเช ่นเด ียวกับกระบวนการผลิตทางเคม ีแต ่ใช ้ความเข ้มข ้น  
7-8 เปอร์เซ ็นต์เท ่าน ัน และทำให ้สารละลายเป ็น กลางโดยใช ้โซ เด ียมไฮครอกไซ ด ์ นอกจาก 
น ี้ย ังม ีการเต ิมรำข ้าวสาล ีและแบคท ีเร ียก ับย ีสต ์ลงไปในระยะโมโรม ิด ้วย ใช ้ระยะเวลาในการ  
หมัก 2 เดือน
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จากข ้อม ูลการผล ิตช ีอ ิวข ้างต ้น จะเห ็น ได ้ว ่ากระบ วน การห ม ักช ีอ ิวแบ บ ด ั้ง เด ิม เป ็น  
กระบวนการผลิตช ีอ ิวท ี่ม ีกล ิ่นและรสชาต ิด ี ด ังน ั้น การตรวจเอกสารวิทยาน ิพนธ์ฉบ ับน ี้จะ 
เน ้นเฉพาะกระบวนการหมักแบบดั้งเด ิม
3. กระบวนการหม ักช ึอ ิวแบบด ั้งเด ิม

Hesseltine and Wang (1967) รายงานว่าการหมักช ีอ ิ้วแบบดั้งเด ิมแบ ่งเป ็น 2
แบบคือ การหมักแบบจีนและการหมักแบบญ ี่ม ู่เน การหม ักแบบจีนจะน ิยมใช ้อ ัตราส ่วนของ
เมล็ดถ ั่วเหล ืองมากกว่าแป ้งสาล ีหรือแป ้งข ้าวเจ ้า Yong and Wood (1974) รายงานว่าการผลิต
ช ีอ ิ๊วแบบด ั้งเด ิมของจ ีนจะใช ้แป ้งสาล ีด ั้งส ิ้น  ต ่อมาไต ้ม ีการทดลองผสมแป ้งสาล ีก ับแป ้งข ้าว
เจ ้าในอ ัตราส ่วนต ่างๆก ัน  เพ ื่อลดต ้นท ุนในการผลิต การหมักช ีอ ิ๊วประเภทโคอคิชูโิชยูแบบ
ญ ี่ป ็นจะใช ้ข ้าวสาล ีถ ั่วและบดหยาบและเมล ็ดถ ั่วเหล ืองในอ ัตราส ่วนท ี่เท ่าก ัน นอกจากนี้อาจ
นำเมล ็ดถ ั่วเหล ืองท ี่สก ัดไขม ันออกแล ้วมาใช ้เป ็นว ัตถต ิบด ้วย  

‘ โ  '
รูปที 1 (ก) แสดงข ันตอนการผล ิตโคอ ิด ูช ิโชย ูโดยกระบวนการหม ักแบบด ังเด ิม

ถ่ัวเหลือง*(400กิโลกรัม) ข้าวสาลี(340กิโลกรัม) เช้ือราบริสุทธ์,A o r y z a ,g หรือ
I  I  A .s o ja e  0.1-0.2 เปอรัเซ็นต

แช่นา 15 ช่ัวโมง ถ่ัวท่ี 170-180 °ช 2-3 นาที นำหนักของวัตธุคิบ
อุณหภูมิห้อง I

I  บคอย่างหยาบให้ไค 4-5 เส่ียงต่อ
น่ืงฆ่าเช้ือโคยใช้ความคันไอ เมล็ด
(autoclave) 1 ช่ัวโมงท่ีความคัน 
ไอ 1 กก.ซม2 เ___________

ท้ิงให้เย็นแล้วผสมกันบนแผ่น 
เหล็กรูพรูนขนาค 5x12 เมตร 
ส่วนผสมสูง 30-40 เซ็นติเมตร

หมักโคจิที่ 25-30 °ช 
50-72ชม.

ความช้ืน ของส่วนผสม40-45 % 
ความชื้นของโคจิ 25-30 %
พิเอช 6.5-7.0



1 0

i
โกจ ิ

เติมเกลือ 276 กิโลกรัม- 

นา 1,200 ลิตร

-*•ผสมก ัน,นถ ังหม ัก

(ระยะโม โรม ิ)

เติมหัว เชอ Pediococcw soyae 
ตอนเริ่มต้นการหมักและ

เตliSaccharomyces roux ii หลัง 
การหมัก 1 เดือน

ปร ิมาณ ส ่วนผสมในถ ังหม ัก เท ่า  

กับ 2,000 ลิตร ใช ้เวลาหมักโคย  

การกวน หม ักเป ็นเวลา6-8 เดือน 

จะ เกิค

1. การย ่อยวัตธ ุค ิบโคยเอนไซม ั

2. การหมักที่เก ิคกรคแลกติก

3. กไรหม ักโคยย ีสต ้

แผ่นถั่ว

(soy cake) ประมาณ 220 

ก ิโลกร ัมความช ื่น  3 0 %

บ่ม

I 1
กคเอาส่วนนาออก

โชยูดิบ

1. 7
ฆ่าเชือโคยวิธ ี พาสเตอร์ไรส ่

- า
ตะกอน  

(shoyu cake) พ ีIอช4.7-4.9

1 .
ใช้เล้ียงสัตว์เช่นเป็คและวัว บรรจุขวค

*หรือใช้ถ่ัวเหลืองปราศจากนามัน 330 กก. ผสมนาร้อน 420 ลิตร

รูปท่ี 1 (ก) แสดงข้ันตอนการผลิตโคอิคูชิโชยูโดยการหมักแบบด้ังเดิม (ดัดแปลงจากวิเชียร 
ลีลาว้ชรมาศ ,2534, และYokotsuka,1986)
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ถ่ัวเหลือง ข้าวสาลี รำข้าวสาลี
ปราศจากนามัน 500 กก. 500 กก.

1,000 กก.

(หัวเช้ือ)

, 1  .ห้องเตรียมโคจิI ̂
บ่อหมักI

นาเกลือ 3,550 ลํดร
(19° Be')

กรอง ----------------►  กาก 660กก.

L
ซอว

I
ถังเก็บr
ฆ่าเช้ือ

1
ตกตะกอนI

ถังเก็บ

I
บรรชุ'ขวด

เปท๋ึ 1 (ข) ข้ันตอนการผลิตชีอ๊ิวไต้หวัน (วิเชียร ลีลาวัชรมาศ,2534)



1 2

วิเชียร ลีลาวัชรมาศ (2534) ระบุว่าการหมักชีอิวแบบไต้หวันดังแสดงในรูปท่ี 1 (ข) 
มีการเพ่ิมรำข้าวสาลีเพ่ือเป็นแหล่งอาหารของเช้ือราในการผลิตเอนไซม์เช่น อะไมเลสและ 
โปรติเอส เป็นต้น

การหมักซีอ๊ิวในประเทศไทยส่วนใหญ่จะใช้วิธีการหมักแบบจีนมากกว่าแบบญ่ีรุ่เน 
โดยนำถ่ัวเหลืองมาแช่นาค้างคืน และนำไปต้มค้วยนาหรือไอนา และนำไปคลุกกับแป้งสาลี 
และหรือแป้งข้าวเจ้าโดยปริมาณแป้งท่ีใช้อยู่ระหว่าง 15-50 เปอร์เซ็นต์ ของนาหนักถ่ัว 
เหลืองแห้ง นำไปเกล่ียบนกระด้งแบบไม่ปราศจากเช้ือเป็นเวลา 4-7 วัน เช้ือราท่ีใช้ใน 
กระบวนการหมักเป็นเชือราท่ีไต้จากอากาศและวัตถุดิบ ไม่มีการฆ่าจุลินทรีย์บนกระด้งก่อน 
การหมักคร้ังต่อไป นำโคจิท่ีไต้มาเติมนาเกลือ 22 เปอร์เซ็นต์อัตราส่วน 1: 3 บ่มตากแดดไว้ 
60 วันจะไต้ระยะโมโรมิ ทำการแยกถ่ัวเหลืองและน้ีาหมักโดยจะนำถ่ัวเหลืองไปทำเต้าเจ๋ียว 
เกรดต่ํา หรือเติมนาเกลือทำการหมักเป็นชีอ๊ิวเกรดต่ําต่อไป นาใสท่ีกรองไต้เป็นซีอ้ิวช้ืน 
หนึ่ง(Bhumiratana และคณะ,1980)

จากการตรวจเอกสารอาจสรุปในเบืองต้นไต้ว่า การท่ีชีอ๊ิวญ่ีม์นโดยเฉพาะโคอิคูชิ 
โชยู มีปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดหรือมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าชีอ้ิวท่ีผลิตในประเทศไทย 
ประเทศจีนและไต้หวัน อาจเน่ืองมาจากการใช้เมล็ดถ่ัวเหลืองและข้าวสาลีในปริมาณเท่ากัน 
พร้อมท้ังมีการถ่ัวข้าวสาลีและบดหยาบ นอกจากน้ียังมีการใช้หัวเช้ือบริสูทธในระยะโคจิ
และระยะโมโรมิ ดังน้ีนในการตรวจเอกสารต่อไปน้ีจะเป็นเร่ืองวัตถุติบท่ีใช้ในการผลิตชีอ้ิว 
และจุลินทรีย์ท่ีพบในกระบวนการหมักชีอ้ิว
4. วัฅลุดิบที่ใช้ในการผลิตชีลิว

4.1 เมล็ดถ่ัวเหลือง
Yong and Wood (1974) รายงานว่า ถ่ัวเหลืองมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า G lycine max(L) 

Merr หรือเรยกว่า soy bean ,soya bean ,Chinese pea และ Manchurian bean เปนทรู้จักกันด 
ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ องต์ประกอบทางเคมีของถ่ัวเหลืองจะแตกต่างกันตามสถาน 
ท่ีปลุกเช่น ถ่ัวเหลืองในประเทศจีนมีปริมาณน้ีา 13 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด 6 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาณโปรตีน 38 เปอร์เซ็นต์ ไขมัน 16 เปอร์เซ็นต์ และ ๒vert sugar 15 
เปอร์เซ็นต์ถ่ัวเหลืองในประเทศญ่ีม์นมีปริมาณน้ีา 11 เปอร์เซ็นต์ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด 
6 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณโปรตีน 38 เปอร์เซ็นต์ ไขมัน 19 เปอร์เซ็นต์ Invert sugar 19 
เปอร์เซ็นต์
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วันชัย สมชิต (2527) รายงานว่าถ่ัวเหลืองในประเทศไทยมีปริมาณโปรตีน 40 
เปอร์เซ็นต์ ไขมัน 21 เปอร์เซ็นต์ คาร์โบไฮเดรต 34 เปอร์เซ็นต์ และ เถ้า 4.9 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึง 
องต์ประกอบต่างๆจะต่างกันตามพันธุและสถานท่ีปลูกเช่น พันธุ ส.จ.2 มีปริมาณไขมันล[ง 
กว่าพันธุ ส.จ.1 และ ส.จ.4 ส่วนพันธุท่ีให้โปรตีนสูงได้แก่ พันธุ ส.จ.4 มีปริมาณโปรตีนอยู่ 
ในช่วง 44.6-48.7 เปอร์เซ็นต์

การหมักชีอ้ิวในประเทศไทย และประเทศเพ่ือนบ้านใกล้เคียง ยังคงใช้ถ่ัวเหลืองท้ัง 
เมล็ดในกระบวนการผลิต แต่ โรงงานใหญ่ๆหลายแห่งในประเทศญ่ีธุ่เน ได้เปล่ียนมาใช้กาก 
ถ่ัวเหลืองท่ีเหลือจากกระบวนการผลิตนามันเป็นวัตถุดิบท่ีใช้ในการหมัก (นภา โล่ห์ทอง 
2531)

4.2 แป้งสาลี
Yong and Wood (1974) รายงานว่าแป้งสาลีท่ีใช้ในกระบวนการหมักชีอ๊ิวเป็นแป้ง 

สาลีชนิดเบา (soft wheat flour ) ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 8-9 เปอร์เซ็นต์ ต่อนาหนัก การเดิมแป้ง 
สาลีลงไปเพ่ือทำให้

(1) ดวามชืนเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือรา ความช้ืนท่ีเช้ือราต้องการคือ 45 
เปอร์เซ็นต์ แต่ในถ่ัวเหลืองต้มสุกจะมีความช้ืน 60 เปอร์เซ็นต์ แป้งสาลีหรือข้าวสาลีบดจะ 
ช่วยลดปริมาณความช้ืน

(2) ทำให้โปรดิเอสแอคดิวัตีของเช้ือราในโคจิสูงข้ึน และการเจริญของเช้ือราจะดี 
ข้ึนเม่ือวัตถุดิบเร่ิมด้นมีถ่ัวเหลืองและแป้งสาลีในอัตราส่วนเท่ากัน

(3) แป้งสาลีเป็นแหล่งของสารประกอบหลักของนาตาลและแอลกอฮอล์ และกรด 
อินทรีย์ในชีอ๊ิว

วิเชียร ลีลาวัชรมาศ (2534) รายงานว่าการถ่ัวข้าวสาลี วัตถุประสงค์เพ่ือทำให้แป้ง 
สาลีในข้าวสาลีมีลักษณะเหนียวแบบเจลาดิน และโปรตีนย่อยง่าย ทำให้หัวเช้ือผลิตเอนไซม์ 
ตีฃึน เป็นการปรับความช้ืนให้เหมาะสม ง่ายต่อการโม่ นอกจากน้ียังเป็นการทำลาย
ธุลินทรีย์ท่ีผิวเมล็ดทำลายธุลินทรีย์ท่ีผิวเมล็ด การบดข้าวสาลีอย่างหยาบให้ได้ 4-5 เส่ียงต่อ 
เมล็ดเป็นการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวของข้าวสาลีเพ่ิมข้ึน และทำให้ชีอ๊ิวมีกล่ินหอม สีของชีอ๊ิวดีข้ึน

4.3 เกลือ
วิเชียร ลีลาวัชรมาศ (2534) ระบุว่าเกลือเป็นสารป้องกันการเสียของวัตถุดิบในการ 

ผลิตชีอิวท่ีสำคัญ ถ้าหากความเข้มข้นของน้ีาเกลือไม่สม่ําเสมอ คุณภาพของซีอ๊ิวท่ีได้ก็ต่าง 
กันไปด้วย ดังน้ันจะต้องควบคุมความเข้มข้นของน้ีาเกลือให้คงท่ีทุกคร้ัง การเตรียมน้ีาเกลือ
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ส่วนมากใช้นาเย็น ณ อุณหภูมิห้องมาละลายเกลือ ไม่นิยมใช้นาร้อนเพราะเหตุผลเชิง 
เศรษฐกิจ ถึงแม้ว่าน้ัาร้อนอาจฆ่าอุลินทรีย์บางชนิดท่ีติดมากับเกลือหรือน้ัาไค้ การควบคุม 
ความเข้มข้นของน้ัาเกลือนิยมใช้0Be^Baume'ykiช่วง 19.5-20.0°BeSqงนเพราะโรงงาน 
ไม่ไค้ใช้เกลือบ ร ิส ูท ธ ดังนันนาเกลือท่ีมีความถ่วงจำเพาะเท่ากันอาจมีปริมาณเกลือท่ีแท้จริง 
ต่างกันไค้ (วิเชียร ลีลาวัชรมาศ, 2534)โรงงานอุตสาหกรรมขนาดย่อมในประเทศไทยนิยม 
ใช้ ไฮโดรมิเตอร์ (hydrometer) ในการวัดความเข้มข้นของนาเกลือ มีหน่วยเป็น °Be'

4.4 นา
วิเชียร ลีลาวัชรมาศ (2534) ระบุว่านาท่ีใช้ในการหมักชีอิวแบ่งเป็น 3 ประเภท คือ 

นาท่ีใช้ละลายเกลือ นาท่ีใช้แช่ถ่ัวเหลือง และน้ัาใช้ท่ัวๆไปในการทำความสะอาดไหหมัก 
ฯลฯ นาที,ใช้ละลายเกลือจะค้องเป็นน้ําท่ีไค้มาตรฐานนาด่ืม ถ้านามีธาตุเหล็กอยู่มากจะทำให้ 
กล่ินและรสชาติของชีอ้ิวเปล่ียนไป นาท่ีใช้ไม่ควรมีสารอินทรีย์ แอมโมเนีย และสารแขวน 
ลอยอ่ืน  ๆตามปกติโรงงานท่ัวไปใช้นากรอง

นอกจากวัตถุดิบจะมีความสำคัญต่อการผลิตซีอิวแล้ว Yong and Wood (1974) ไค้ 
รายงานว่า สภาวะแวดล้อมก็มีบทบาทอย่างมากในการผลิตซีอ๊ิว คือถ้าความช้ืนสูงจะเกิดเช้ือ 
ราวงศ์ Mucoraceae และแบคทีเรียเจริญข้ึนบนโคจิทำให้มีเอนไซม์ย่อยโปรตีนน้อยลง 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในช่วงระยะโคจิคือ 25-35 องศาเซลเซียส ถ้าอุณหภูมิสูงกว่า 40 องศา 
เซลเซียส ก็ค้องลดอุณหภูมิลงเพราะทำให้อัตราการเจริญของเช้ือราหยุดไค้ ดังน้ันควร 
วางกระด้งโคจิไว่ไนท่ีท่ีมีอากาศถ่ายเทไค้ตี อุณหภูมิไม่สูงเกินไป
5.อ ุ0นทร ีย ์ก ี่เก ี่ยวข ้องในกระบวนการทม ักช ีอ ิว

5.1 โกจิ (Koji) มาจากคำว่า Kabi-tachi หมายถึงการเจริญของรา ราท่ีเจริญบนโคจิ 
จะสร้างและปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยถ่ัวเหลืองและแป้งสาลี

เชือราท่ีพบว่ามีบทบาทมากท่ีสุคในการหมักซีอิวระยะโคจิคือ Aspergillus oryzae 
และ Asojae เป็นเช้ือราท่ีมีบทบาทเพราะมีเอนไซม์สำคัญได้แก่ โปรติเอสย่อยโปรตีนใน 
ถ่ัวเหลืองให้เป็นโปรตีนท่ีละลายน้ัาไค้ โพลีเปปไทค์เปปไทด์เปปโตน และกรดอะมิ'โน 
โปรต ิเอสท่ีผลิตโดยเช้ือราไค้แก่โปรติเอสท่ีทำงานในสภาวะความเป็นกรดค่างท่ีเป็นกลาง 
(neutral proteases) โปรติเอสท่ีทำงานในสภาวะท่ีเป็นด่าง (alkaline proteases) นอกจากน้ี 
เช้ือรายังผลิตเอนไซม์อะไมเลส ย่อยแป้งให้เป็นน้ัาตาล ไคแซคคาไรศ์ และ โมโนแชคคา 
ไรด์ (Yong and Wood ,1974 และวาเณี ประติษฐศรีคุล,2533) บางคร่ํงพบราชนิดอ่ืนนอก 
เหนือจาก Aspergillus oryzae , A.soyae ข้ึนปนมาด้วยเน่ืองจากสภาวะในห้องเก็บโคจิไม่



15

ปลอดเชื้อด ังเช ่น ท่ีพบในประเทศ ท่ีผลิตซีอ ิวเป ็นอุตสาหกรรมขนาดใหญ ่ เช่น ประเทศญ่ีธุ่jน 
ซึ่งราเหล ่าน ี้จะทำให ้กล ิ่นและรสของชีอิวเปลี่ยนไป เช่น A.Jumigatus , A. niger, A. flavus 1 
A. terreus Rhizopus spp. ,Mucor spp..Chlamydomucor spp. รามบทบาทในการหม ักโคจจง 
ทำให ้ม ีการค ัดเล ือกสายพ ันธ ุของเช ื้อราใหม ่ๆ ท ี่ม ีประส ิทธ ิภาพในการย่อยล ุ[งและแยกโปรต  ิ
เอส อะไมเลสของ Aspergillus oryiae, A. soyae ให้บริฤ[ทธิ (Yong and Wood ,1974)

นภา โล่ห์ทอง (2531) รายงานว่าเช้ือราท่ีใช้ในการหมักซีอ้ิวในป้จธุบันคือ 
Aspergillus oryzae, A.soyae เช้ือท้ังสองชนิดน้ีมีลักษณะทางสรีระวิทยาท่ีแตกต่างกัน ทำให้ 
เหมาะแก่การหมักในสภาวะท่ีต่างกัน คือ Aspergillus oryzae เส้นใยจะมีลักษณะyjยาวจึง 
เหมาะแก่การเตรียมโคจิโดยวิธีด้ังเติมคือบ่มในกระด้ง ส่วน A.soyae เป็นเช้ือท่ีมีลักษณะเส้น 
ใยสนจึงเหมาะสำหรับการหมักในห้องบ่มโคจึในห้องท่ีมีการกวนหรือเกล่ีย

นภา โล่ห์ทอง (2531) รายงานว่าโคจิของโรงงานต่างๆในประเทศไทยจำนวน 15 
โรงงานประกอบด้วยเชือรา 2 กลุ่มใหญ่  ๆ คอกลุ่ม Aspergillus Jlavus ,Aspergilus oryzae 
,Aspergilus sojae และเชอราพวก Phycomyces เช่น Rhizopus spp. ÂbsicUa spp. และ 
Syncephalastrum spp. และพบว่าเมือนำโคจทมเชือรากลุ่ม Aspergillus Jlavus , Aspergillus 
oryzae เป็นจำนวนมากมาใช้ในการหมักชีอ๊ิว จะได้ชีอ๊ิวท่ีมีกล่ินรสดีกว่าโคจิท่ีมีเช้ือราพวก 
Phycomyces ปนเปีอน

5.2ชุลินทรีย ์ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับการหม ักช ีอ ิวระยะโมโรมิ
รา เช้ือราท่ีพบในช่วงน้ีมักจะเป็นเช้ือราท่ีติดมาจากระยะโคจิ และจะอยู่ในรูปของ 

สปอร์ โดยพบในช่วงท่ีเติมน้ีาเกลือใหม่  ๆ หลังจากหมักเป็นเวลานาน จะพบเช้ือราน้อยลง 
หรือไม่พบเลย ท้ังน้ีเพราะสภาวะหมักในระยะโมโรมิมีเกลือปริมาณสูง เช้ือราท่ีพบอยู่
เสมอได้แก่ Aspergillus spp., Pénicillium spp., Mucor spp.และ Rhizopus spp. (Yong and 
Wood ,1974)

แบคทีเรี ย เช้ือแบคทีเรี ยท่ีพบในระยะโมโรมิจะเป็นแบคทีเรียท่ีชอบเค็มหรือทน 
โซเดยมคลอไรดม 4 กลุ่มคอ กลุ่มแรก Pediococcus spp. กลุ่มทสอง Staphylococcus spp. 
กล่บท่ีสาม Bacillus spp. และกลุ่มท่ีส่ีคือ แบคทีเรียรูปท่อนแกรมลบ แบคทีเรียท่ีมีการคืกษา 
มากท่ีสูดคือ Pediococcus spp.ซ่ึงจะพบมากในระยะการหมักวันท่ี 20-25 และแบคทีเรียท่ี 
สำคัญรองลงมาคือ Staphylococcus spp.ซ่ึงจะพบมากใน 7 วันแรก การทดสอบความ 
สามารถในการทนเกลือของแบคทีเรียเหล่าน้ีพบว่า Staphylococcus spp.imะ Bacillus 
spp.เจริญได้ดีในอาหารท่ีไม่ มีเกลือ แต่ในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของเกลือสูงค็เจริญได้
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Pediococcus spp.และกลุ่มแบคทีเรียรูปท่อนแกรมลบที,พบไม่สามารถเจริญใด้ท่ีในอาหาร 
เล้ียงเชือท่ีไม่มีเกลือ แต่เจริญได้ดีท่ีมีเกลือ 5 เปอร์เซ็นต์ข้ึนไป และจากการทดสอบความ 
สามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 43 องศาเซลเชียสพบว่าแบคทีเรียเหล่าน้ีสามารถเจริญได้ 
เม น การขน ข้ินได้ว่าแบคทีเรียด ้งกล่าวอยู่ในถังหมักชีอ้ิวท่ีมีอุณหภูมิสูงดอนกลางวันได้จริง 
(สุทธิสักค สุขในศิลป๋ ,2520 )

Sukthavom (1996) รายงานว่าจากการแยกแบคทีเรียจากโรงงานชีอ๊ิวในเขตกรูงเทพ 
มหานครรวมท้ังสิน 136ตัวอย่างพบว่าได้แบคทีเรีย 507 สายพันธุและมี 447สายพันธุท่ีเป็น 
แลคติกแอซิดแบคทีเรียท่ีย้อมดิดแกรมบวก เป็นพวก facultative anaerobes สามารถเจริญ 
ได้ท่ี 37 องศาเซลเชียส ไม่เจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส เจริญได้ค'ในอาหารเล้ียงแช้ือ'ท่ีมีเกลือ5- 
15 จัดอยู่ในกลุ่ม Tetragenococcus halophilus และพบ Staphylococcus spp. 48 สายพันธุ 
และ Micrococcus spp. 12 สายพันธุ

นภา โล่ห’,ทอง (2531) รายงานว่าธุลินทรีย์ท่ีตรวจพบในระยะโมโรมิได้แก่ แบคทีเรีย 
แลคตกและยสตทนเกลอ เช่น Pediococcus halophilus, Lactobacillus delbrueckii, 
Saccharomyces rouxii และ Torulopsis holmii
6. การกรองซ ีอ ิวท ี่ได ้จากการหม ัก

เคร่ืองมือท่ีใช้ในกาวกรองซีอ๊ิวโดยใช้แรงด้นผ่านตัวกรองมี 3 แบบคือ Lever press 
Screw press และ Water press ซ่ึง 2 แบบแรกเป็นแบบท่ีใช้แรงงานมนุษย์น้ันจะได้ผลน้อยท่ี 
สุด เหมาะสำหรับโรงงานขนาดเล็ก โรงงานขนาดใหญ่จะใช้แบบท่ี 3 โดยใช้ลุงผ้าขนาด 
ใหญ่กว้าง 1 X 1 เมตร 400 ใบ (วิเชียร ลีลาวัชรมาศ ,2534)

การกรองโดยอาศัยเมมเบรนประเภทเซรามิค เป็นการใช้เซรามิคเมมเบรนในการทำ 
ให้ชีอิ๊วมีความใสข ึ้น นิยมทำการกรองหลังจากรฆ่าเชื้อธุลินทรีย์แล้วและมีตะกอน 
(particles) นำชีอิวท่ีได้มาผ่านการกรองโดยเซรามิคเมมเบรนท่ีมีฃนาดรู 0.2 ไมโครเมตร 
โดยให้อัตราการ ไหลผ่าน 861 ลิตรต่อช่ัวโมง ภายใต้ความด้น 11 บาร์ที่ 25 องศาเซลเซียส 
(Chin and Been ,1992)
7. องค ์ประกอบทางเกม ีฃองช ีอ ิว

ซีอ๊ิวท่ีดีจะด้องประกอบด้วยไนโตรเจนท้ังหมด 1.5 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียม
คลอไรต์ 18 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ีนมีปริมาณกรดอะมิโน น้ีาตาล แอลกอฮอล์ กลีเซอรีน 
และกรดอินทรีย์ในปริมาณท่ีพอเหมาะ มีกล่ินและรสท่ีดี สารประกอบไนโตรเจนในชีอ๊ิว 
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 40-50 เปอร์เซ็นต์แอมโมเนีย 10-15 เปอร์เซ็นต์ เปปไทต์ และ เปป
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โทน 40-50 เปอร็พนต์ และโปรตีนน้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ (Yong and Wood ,1974 และ 
Yokotsuka ,1960) ส่วนกรดอะมิโนในชีอิ้วมี 17 ชนิดดังนี้คือ อาร‘จนน กรดแอสปาร์ตก 
ซิ,สเดอีน กรดกลูตามิค อิสติดีบ ไอโซลิวชิน ลิวซ็น ไลชีน เบไธโอนีน ฟ่นิลอะลานิน โพ 
รลีน ชีรีน ทริโอนีน ทริพโทเฟน ไทโรช ีน วาลีน ไกลชีน ไม่พบกรดอะมิโนอีก 3 ชนิด 
คือ กลูตามีน แอสปาราจีน และอะลานิน

ส่วนสารประกอบอินทรีย์ที่มีภาวะเบส (organic bases) ที่พบในชีอิวได้แก่ อคินิน 
ไฮโปแชนทิน แชนทิน กัวนิน ไชโฅช ีน และ ยูราชิล

นี้าตาลที่พบในซีอิวได้แก่ กลูโคส กาแลคโตส มอลโทส อราบิโนส และไซโลส

กรดอินทรีย์ที่พบได้แก่ กรดแลคติก ไพโรกลูตามิค ชัคชินิค อะชิติค วานิลลิค 
(vanillic) ไชรินจิก (synngic) เพ่อรูลิค (ferulic) และ trimethyl gallic acid โดยที่กรดแลคติด 
เป็นกรดอินทรีย์ที่สำคัญที่สุด

สารระเหยที่พบในการหมักได้แก่ สารพวก เอสเทอร์แอลกอฮอล์และกรด

8. การปรับปรุงค ุณภาพชีอ ิว
8.1 การปรับปรุงด้านวัตถติบที่ใช้ในการผลิตชีอิ๊ว
L e b u m fa c i l -D a v id e  (1 9 6 7 )  ร า ย ง า น ว ่า ม ีก า ร ท ค ล อ ง ใ ช ้ฃ ้า ว โพ ด  แ ล ะ ข ้า ว ฟ ้า ง แ ท น  

ข ้า ว ส า ล ีใ น ป ร ะ เ ท ศ ฟ ิล ิป ป ิน ส ์ เน ื่อ ง จ า ก ป ร ะ เท ศ ฟ ่ล ิป ป ิน ส ์ ไ ม ่ม ีก า ร ป ล ูก ข ้า ว ส า ล ีแ ล ะ ถ ั่ว  

เห ล ือ ง  เพ ื่อ ล ด ด ้น ท ุน ก า ร ผ ล ิต จ ิง ท ด ล อ ง ใ ช ้ ข ้า ว โพ ด แ ล ะ ข ้า ว ฟ ้า ง น ำ ม า บ ด ห ย า บ ๆ  ผ ส ม แ ท น  

ข ้า ว ส า ล ีพ บ ว ่า  พ ีเอ ช  ป ร ิม า ณ ก ร ด ท ั้ง ห ม ด ซ ึ่ง ว ิเ ค ร า ะ ห ์โ ด ย ว ิธ ีไ ต เต ร ช ัน  ป ร ิม า ณ ไ น โ ต ร เจ น ท ั้ง  

ห ม ด  โ ป ร ต ีน อ ะ ม ิโ น ไ น โ ต ร เ จ น ใ น ร ุป ฃ อ ง ไ น โ ต ร เ จ น ท ั้ง ห ม ด  ข อ ง แ ข ็ง ท ี่ไ ม ,ใ ช ่ค ล อ ไ ร ด ์ แ ล ะ  

ป ร ิม า ณ น ี้า ต า ล ร ีต ิว ช ์ข อ ง ช ีอ ิ๊ว ท ี่ผ ล ิต โ ด ย ใ ช ้ข ้า ว ส า ล ีส ุง ก ว ่า ก า ร ใ ช ้ข ้า ว โ พ ด ห ร ือ ข ้า ว ฟ ่า ง  น อ ก  

จ า ก น ี้ก า ร ว ัด ป ร ิม า ณ ก ร ด อ ะ ม ิโ น พบว ่า ชีอิ้วท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ใ ช ้ข ้า ว ฟ ่า ง แ ท น ข ้า ว ส า ล ีจ ะ ม ีก ร ด  

อ ะ ม ิโ น  ท ร ิพ โ ต เ พ ่น  ไ ล ช ีน  แ ล ะ ฮ ีส ต ิต ีน ส ูง ก ว ่า ช ีอ ิ๊ว ท ี่ผ ล ิต จ า ก ข ้า ว ช น ิด อ ื่น  ช ีอ ิ๊ว ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร  

ใ ช ้ข ้า ว โ พ ด แ ท น ข ้า ว ส า ล ีจ ะ ม ีก ร ด แ อ ส ป า ร ์ต ิก แ ล ะ ก ร ด ก ล ูต า ม ิค ส ูง  แ ต ่ก ล ิ่น แ ล ะ ร ส ข อ ง ช ีอ ิว  

จ า ก ข ้า ว โ พ ด แ ล ะ ข ้า ว ฟ ่า ง ย ัง ไ ม ่เป ็น ท ี่ย อ ม รับข อ ง ผ ู้บ ร ิโ ภ ค

8.2 การปรับปรุงด้านสายพันธุจุลินทรีย์
จากการตรวจเอกสารพบว่านักวิจัยชาวไทยและชาวต่างประเทศจำนวนมากได้ปรับ 

ปรุงสายพันธุ Aspergillus spp. ซึ่งใช้ในกระบวนการหมักชีอิ๊วให้ผลิตโปรติเอสในปริมาณ 
สูง
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ในป ี พ.ศ. 2530 นภา โล ่ห ์ทองและคณ ะ ไค ้คดเล ือกสายพันธุ .Aspergillus oryzae 
ช ึ่งม ีประส ิทธ ิภาพ ใน การสร ้างโปรต ิเอส และอะไมเลสส ูง เจร ิญไค ้ด ีในช ่วงอ ุณหภูม ิกว ้าง 
ซ ึ่ง เห ม าะ ต ่อ ภ ูม ิอ าก าศ ข อ งป ระ เท ศ ไท ย  จ าก ก าร ท ด ล อ ง ใช ้เช ื้อ น ี้ห ม ัก ช ีอ ิ้ว  พ บว ่าไค  ้
ผลิตภัณฑ์,ท ี่ม ีรส กลิ่น และส ีเป ็นท ี่ยอมรับของโรงงาน

ในป ี ค.ศ.1980 Bhumiratana และคณะ ไค้แยก Aspergillus spp. 5 สายพันธุ และ 
Mucor sp .l สายพันธุ จากโคจ ิซ ึ่งเก ็บต ัวอย ่างจากโรงงานผลิตช ีอ ิ๊วบางแห ่งในเขตกธุงเทพ  
มหานคร ผลการจำแนกเช ื้อราและเปรียบเท ียบโปรต ิเอสแอคติว ิด ีฃองเช ื้อราท ั้ง 6 สายพันธ  ุ
กับ Aspergillus oryzae ซ ึ่งม ีขาย เป ็น กล ้าเช ือ ใน ป ระเท ศ ญ ี่ธ ุ่เน ส ำห ร ับ ท ำช ีอ ิวพ บ ว ่า  
Aspergillus Jlavus var. columnaris ม ีโปรต ิเอสแอคต ิว ิด ีส ูงส ูดเม ือใช ้ถ ัวเหล ืองคล ุกก ับแป ีง  
สาล ิในอ ัตราส ่วน  1:1 เป ็นซับสเตรต นอกจากน ิผ ู้วิจัยพบว่าราชน ิคน ิไม ่ผล ติอฟลาท ีอกช ิน  
Bhumiratana และคณะ จงใช Aspergillus Jlavus var. columnaris เตรยมโคจิจากถ ัวเหลือง 
ต้มส ุกและแป ้งสาล ี ผลการส ่งโคจ ิไปใช ้ผล ิตช ีอ ิ๊วในโรงงานผล ิตช ีอ ิ๊วแห ่งห น ึ่ง พบว่าช ีอ ิ๊วท ี่ 
ผล ิตจากโคจ ิท ี่เตร ียมในห ้องปฏ ิบ ัต ิการโดยใช ้กระค ้งท ี่ล ้างสะอาด และ'ใช้ Aspergillus jlavus 
var. columnaris ม ีรสและกลิ่นเป ็น'ท ี่ยอมรับ1ของผู้,ประกอบกิจการผล ิต1ชีอิ๊ว นอกจากน ี้ใน  
ซ ีอ ิ้ว ท ี่เต ร ีย ม ไค ้ ย ังตรวจพ บโปรต ิเอสแอคต ิว ิด ี ปร ิมาณ ไนโตรเจนท ี่ละลายในซ ีอ ิ๊วและ  
ป ร ิม าณ กล ูโคสท ี่ส ูงกว ่าช ีอ ิวท ี่ผล ิต โดยใช ้โคจ ิท ี่เตร ียมตามกรรมว ิธ ีของโรงงาน  ซ ึ่งไม ่ใช  ้
กล้าสปอร์ของเช ื้อรา แต ่ใช ้สปอร์ท ี่หลงเหล ืออย ู่บนกระต ้งจากการเตร ียมโคจ ิคร ั้งก ่อน ตัง 
น ัน ค ณ ะ ผ ู้ว ิจ ัย จ ึง แ น ะ น ำให ้ม ีก าร เต ร ีย ม ก ล ้า เช ื้อ โค จ ิโด ย ใช ้ Aspergillus Jlavus var. 
columnaris และในป ี พ.ศ. 2533 ไต้ม ีการจัดตัง Quality Control and Training Center for Soy 
Sauce ข ึ้นท ี่คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ซ ึ่งม ีการถ ่ายทอดเทคโนโลย ีการผล ิตกล ้า 
ส ป อ ร ์เช ือ ร าโค จ ิท ี่ใช ้ช ื่อ ว ่า  Ozy-Katl® และให ้บร ิการค ้านเทคน ิคและการรับตรวจสอบ  
ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ให ้ก ับ โร งงาน ห ล าย แ ห ่ง พ ร ้อ ม ท ั้งต ิด ต าม ผ ล ก าร ป ร ะ ก อ บ ก าร อ ย ่าง ต ่อ เน ื่อ ง  
(อมเรศ ภูมิร ัตน, 2535)

น อ ก จ าก น ี้ย ังม ีผ ู้ส ืก ษ าเร ื่อ งก ารท ำโป ร ต ิเอ ส ซ ึ่งส ก ัด จ าก โค จ ิให ้บ ร ิส ูท ธ ิบ างส ่ว น  
(Impoolsup et al, 1981) การ ผาเหล่า Aspergillus Jlavus var. columnaris โดยการฉายยูวเพอ 
ให ้ผล ิตโปรต ิเอสในปร ิมาณ ส ูง ซ ึ่งคณะผู้ว ิจ ัยพบว่าสายพ ันธุกลายบางสายพันธุสร้าง
อฟลาท ีอกช ิน (Kalayanamitr et al,1987) ตังน ี้นผลงานวิจ ัยของ Kalayanamitr et al (1987) 
จ ึงช ี้ให ้เห ็น ข้อควรระวังในการวิจ ัยและปรับปธุงสายพ ันธ ุ Aspergillus spp.เพ ื่อนำมาใช ้ใน  
การเตรียมโคจิสำหรับการผลิตช ีอ ิ๊ว



ใน ต ่างป ระเท ศโดยเฉพ าะท ี่ห น ่วยป ฏ ิบ ัต ิการว ิจ ัยช ีอ ิวของบร ิษ ัท ค ิโคแม น  ที่เม ือง 
โน ะค ะ ประเทศญ ี่ธ ุ่เน  ย ังดงม ีการว ิจ ัยปร ับปร ูงสายพ ันธ ุ Aspergillus oryzae และ  
Aspergillus sojae โดยใน ป ี ค.ศ. 1987 Ushijima et al รายงานว่าได ้ทำการผ่าเหล ่า โดยฉาย  
แสงฐ่วแก่ heterozygous diploids ท ี่ได ้จากการรวมโปรโตพลาสด ้ของ Aspergillus sojae 
สายพ ันธ ุท ี่ผล ิตโปรต ิเอสในปริมาณ ส ูง และโปรโตพ ลาสต ์ของ Aspergillus soyae สายพันธ  ุ
ที่ผล ิตกลูตาม ิเนส'ในปริมาณสูง ผลการทดลองพบว่าแอดต ิว ิต ีของโปรต ิเอสและกล ูตาม ิเนส  
ใน  heterozygous diploids ท ี่ถ ูกกลายพ ันธุแล ้วเพ ิ่มข ึ้น ดังนั้นคณะผู้ว ิจ ัยจึงแนะนำว่าการทำ 
โปรโตพลาสต ์พ ัวช ัน  เพ ื่อให ้ได ้สายพ ันธ ุท ี่ม ีแอคต ิว ิต ีของโปรต ิเอส และกล ูดาม ิเนสส ูงเป ็น  
ว ิธ ีการห น ึ่งท ี่อาจน ำม าใช ้ป ร ับ ป ร ุงส ายพ ัน ธ ุเช ื้อราส ำห ร ับ ใช ้เตร ียม โคจ ิเพ ื่อ ใช ้ใน การผล ิต  
๔ ว

ในป ี ค.ศ. 1988 Tatsumi et al รายงาน'ว่าแอลดาไลนโปรติเอสท ี่แยศจาก Aspergillus 
oryzae เป ็นเอนไซม ์ท ี่สำคัญท ี่ส ุดเอนไซม ์หน ึ่งในกระบวนการผล ิตช ีอ ิ๊ว คณะผู้ทำการวิจัยจึง 
ทำการโคลนแอลคาไลนโปรต ิเอส'ย ีนส ์'ของ Aspergillus oryzae และหาลำด ับเบส ผลการทด 
ลองพบพลาสมิด pOAP3 ซึ่งมีขนาดเพียง 750 ค ู่เบส ซ ึ่งม ีขนาดสั้นเก ินกว่าท ี่จะระบุรห ัสการ 
ส ัง เค ราะ ห ์แ อ ล ค าไล น ์โป ร ต ิเอ ส อ ย ่างส ม บ ุรณ ์ น ั้งน ั้เพ ราะขน าดข องเอ ็ม อาร ์เอน เอของ  
Aspergillus oryzae แอลดาไลน ์โปรต ิเอสม ีขนาด 1,700 ค ู่เบส จ ึงใช ้พลาสม ิค pOAP 3 เป็น 
โพ รบ ใน การท ำโคโลน ีไฮบ ร ิไค เซ ช ัน  เพ ื่อหาช ื้นส ่วนด ีเอนเอท ี่ระบ ุรห ัสการส ังเคราะห ์แอล  
คาไลนโปรต ิเอสของ ,4spergillus oryzae ผลการทคลองพบว่าพลาสมิด pOAP5 ซึ่งมีขนาด 
insert เท่าคับ 1,100 ค ู่เบส ระบ ุรห ัสการส ังเคราะห ์แอลคาไลน ์โปรต ิเอสของ Aispergillus 
oryzae ผลการหาลำด ับเบสของ insert 1.100 ค ู่เบสโดยวธ dideoxy chain termination และผล 
การแปลลำด ับเบสให ้เป ็นลำด ับกรดอะม ิโนพบว่า แอลคาไลน ์โปรต ิเอสของรา Aspergillus 
oryzae ประกอบด ้วยกรดอะม ิโน 282 ชนิด มีฃนาด 29 ก ิโลดาลต ัน  และเป ็น ซ !น โป รต ิเอสท ี่ 
มีการคงชนิด (conservation) Asp 32JÎ1S 64 และ Ser 221 ซึ่งเป ็น active site ของซ ีร ีนโปรต ิเอส  
ชนิดต ่างๆท ี่แยกจากช ุล ินทรีย ์ชน ิดอ ื่น ๆ

8.3 การปรับปรุงด ้านกระบวนการหมักช ีอ ิว
Osaki et al.(1985) รายงานว่าการดรีงเซลธุล ินทรีย ์ 3 ชนิดคือ P. halophilus , 

Saccharomyces rouxii และ Tondopsis versatilis ใน แคลเชยมอ ัลจเนตและนำไปใช ้ในถ ัง  
หม ักแบบฟ ล ูอ ิไดช ์ พบว่าระยะเวลาในการหม ักช ีอ ิ๊วลดลงเหลือเพ ียง 80 วันเม ื่อเท ียบคับการ 
หมักแบบดั้งเต ิมซ ึ่งใช ้เวลาถึง 6 เด ือน ช ีอ ิ๊วท ี่ได ้ม ีกล ิ่นรสใกล ้เค ียงค ับการหม ักแบบด ั้งเต ิม
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Hamada และคณะ (1989) รายงานว่า การหม ักซ ีอ ิวแบบคงเด ิมจะใช ้ถ ั่วเหล ืองต ้มส ูก  
กับข ้าวสาล ีบดผสมกับสปอร์ของเช ื้อรา A. sojae และ/หรือz .oryzae หมักเป ็นเวลา 2 วันและ 
น ำม าห ม ักใน น าเกล ือ  17 เปอร์เซ ็นต ์ เช ื้อแบคทีเร ียท ื่เจร ิญไต้จะต้องทนเกลือ แบคทีเร ีย 
Pediococcus halophilus สามารถเจริญและสรางกรดแลคตก และยสต Zygosaccluzromyces 
rouxii จะสร ้างแอลกอฮอล ์,คำ1ให้เกิดกลิ่นรส'ที่ด ี ดังนั้นจึงนำ Z. rouxii มาตริงในแคลเซ ียม  
อัลจิเนต และหม ักในถ ังหม ักแบบพ ่นอากาศ (air lift) ผลการทดลองพบว่าการหมักใช ้ระยะ  
เวลา 50 ว ัน ไต ้ซีอ ิ้วท ี่ม ีกล ิ่นรสเช ่นเด ียวก ับซ ีอ ิ้วที่ผล ิตโดยวิธ ีแบบดงเด ิม

Xu (1990)รายงานว ่าในป ัจจ ุบ ันในประเทศสาธารณ รัฐประชาชนจ ีน โดยท ั่วไปม ี 
การผล ิตซ ีอ ิ๊วในโรงงานขนาดใหญ ่ โดยต ้มกากถ ั่วเหล ืองและแป ้งสาล ีผสมก ับรำข ้าวสาล ีใน  
สัดส ่วน 100:50:15 ในหม ้อน ึ่งแบบหม ุนขนาดใหญ ่ ( rotary cooker) และออกแบบภาชนะ  
ขน าดใหญ ่ สำห ร ับ เตร ียมโคจ ิ โดยม ีระบบให ้อากาศหม ุนเว ียนจากต ้านล ่างของภาชนะ
ขน าดใหญ ่สำหร ับ เตร ียมโคจ ิ โดยม ีระบบให ้อากาศหม ุนเว ียนจากด ้านล ่างของภาชนะผ ่าน  
แ ผ ่น ท ี่ มี รู พรุ น เพ ื่อ เป ็น ก า ร  ให ้อ า ก า ศ แ ก ่เช ื้อ ร า ใน ร ะ ย ะ โค จ ิ น อ กจากน ั้ม ี การเต ิม  
Lactobacillus plantarum และ Torulopsis mogii ในถ ังคอนกรีตเพ ื่อเร ่งระยะเวลาการหม ัก  
ก ระบ วน ก ารผ ล ิด ซ ีอ ิวท ี่ม ีรส ช าต ิใก ล ้เด ียงถ ับ ซ ีอ ิ๊วท ี่ผ ล ิต โด ย การห ม ัก ท ี่ใช ้เวล าน าน  ใน  
กระบวนการผลิตซ ีอ ิว ม ีการออกแบบสายพานท ี่ฃนถ ่ายโคจ ิมาใส ่ในบ ่อหม ัก และม ีการออก  
แบบ storage tank และheat transfer สำหรับการพาสเตอร์ไรส ์ซ ีอ ิ๊ว รายละเอ ียดของเครื่องม ือ  
ท ี่ใช ้ผล ิตซ ีอ ิวด ังกล ่าวข ้างต ้นม ีด ังรายงานโดย Xu (1990)ขนตอนการผลิตซ ีอ ิ๊วด ังกล ่าวทำให ้ 
ลดระยะเวลาการผล ิตซ ีอ ิวในระยะโดจ ิเหล ือ 24 ช ั่วโมงและลดระยะเวลาการหม ักในช ่วงโม  
โรม ิเหล ือ 15-30 วัน ท ังน ีเพ ื่อให ้ต ้มค ่าแก ่การลงท ุนสร้างโรงงานผล ิตซ ีอ ิวขนาดใหญ ่จำเป ็น  
ต้องผล ิตผล ิตภ ัณฑ ์ซ ีอ ิวออกจำหน ่ายเป ็นจำนวนมากในระยะเวลาส ั้นๆ

Ueki และคณะ (1994) รายงานว ่าในการทดลองหม ักซ ีอ ิวโดยใช ้ถ ั่วเหล ืองท ี่สก ัด  
ไขม ันออกแล ้ว 3,600 ก ิโลกร ัม  เมล็ดข้าวสาลี 3,600 ก ิโลกร ัม  และใช ้สปอร ์ราเร ิ่มต ้น  (tarte- 
koji) ท ี่ผสมกันระหว่างสปอร์ของราท ี่ม ีแอคต ิว ิด ีฃองกถูตาม ิเนสส ูง 2 สายพันธุ คือ A. 
oryzae สายพ ันธ ุ K2 ท ี่ม ีความยาวของโคน ิต ิโอพ ่อร ์ 350 ไมโครเมตร และ A. oryzae สาย 
พันธุ HG ท ี่ม ีความยาวของโคน ิต ิโอพ ่อร ์ 2,500 ไมโครเมตร ผลการทดลองพบว่าสามารถ 
ผล ิตซ ีอ ิวท ี่ม ีแอคต ิว ิด ีฃองกล ูดาม ิเนสส ูงถ ึง 5.5 ย ูน ิดต ่อกร ัมน ั้าหน ักแห ้งโคจ ิ เมื่อเปรียบ  
เท ียบก ับการใช ้ราสายพ ันธ ุ K2 เพ ียงอย ่างเด ียวในการเป ็นห ัวเช ื้อในการหม ักโดยจะม ีแอคต ิว ิ 
ดีกสูตามิเนสเพียง 1.8 ย ูน ิตต ่อกรัมน ั้าหน ักแห ้งโคจ ิ และเม ื่อเต ิมน ั้าเกล ือ 23 เปอร์เซ ็นต ์และ
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ทำการหมักเป ็นเวลา 180 วัน พบว่าซ ีอ ิวท ี่ผล ิตได ้ม ีกรดกลูตามิคมากกว่าซ ีอ ิ๊วท ี่ผล ิตโดยวิธ ี 
การแบบดั้งเด ิม

เพ็ญศรี และ ปราณ ี (2536)รายงายว่าทดลองตรีงเซล Lactobacillus delbrueckii 
TISTR 108 และ Zygosaccharomyces rouxii ทห ่อห ุ้มโดยวิธ ี interfacial polymerization ใช ้ 
ห ม ักโป รต ีน ไฮโดรไลเชท จากถ ั่ว เห ล ืองเพ ื่อผล ิตช ีอ ิ๊วท ี่ม ีกล ิ่น รสใกล ิ'เค ียงก ับ ซ ีอ ิ้ว  โดยทำ 
ก ารห ม ัก ใน ถ ังห ม ักแบ บ ฟ ล ูอ ิได ซ ์พ บ ว ่าเซ ลต ร ึงข องจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้งส องช น ิด ม ีค วาม ท น ต ่อ  
เกล ือมากกว่าเซลอิสระ

Mongkolwai et al 1997 รายงานว่า ศูนย QCTC -Soy bean fermentation ได ้ทำการ 
ปรับปรุงเคร ื่องจ ักรสำหรับการหม ักระยะโคจ ิท ี่สามารถควบคุมอ ุณหภ ูม ิและความช ื้น  ท ั้งน ี้ 
ได ้ทำการทดลองต ิดต ังเคร ื่องม ือในโรงงานอ ุตสาหกรรม ใช ้ว ัตล ุด ิบป ้อนเช ้าส ู่เคร ื่อง 2 ตัน 
และควบคุมอ ุณหภูม ิ 28-30 องศาเซลเซ ียส ความชื้น 90-93 เปอร์เซ ็นต ์ การหม ักใช ้เวลา 44 
ชั่วโมง ผลการตรวจสอบคุณภาพของโคจิและค ุณภาพของซ ีอ ิวท ี่ได ้ พบว่าซ ีอ ิ๊วท ี่ผลิตได้ม  ี
คุณภาพด ีกว ่าซ ีอ ิ๊วท ี่ผล ิตโดยใช ้ถาดไม ้แบบด ั้งเด ิมในการหม ักระยะโคจ ิ

จากการตรวจเอกสารการปร ับปร ุงค ุณ ภาพ ซ ีอ ิ๊วจะเห ็นได ้ว ่าย ังไม ่ม ีผ ู้ทำการทดลอง  
เต ิมผงโปรต ิเอสลงในนำหม ักซ ีอ ิวระยะโมโรม ิ ต ังน ันงานวิจ ัยน ี้จ ึงเป ็นงานวิจ ัยใหม ่ การ 
ตรวจเอกส ารต ่อไป น ี้จะ เป ็น เร ื่องช น ิด ข องโป รต ิเอส และการใช ้โป รต ิเอส ใน อ ุต ส าห กรรม  
อาหาร
9. ชน ิดของโปรติ!อส

โปรต ิเอสเป ็นช ื่อท ี่ใช ้เร ียกเอนไซม ์ท ุกชน ิดท ี่ย ่อยพ ันธะเปปไทต ์(EC 3.4) แบ ่งโปรต ิ 
เอสออกเป ็นเอกโซเปปต ิเคส (EC 3.4.11-19)และเอนโคเปปต ิเดส(EC 3.4.21-24,99) เอกโซ  
เปปติเดสย่อยพ ันธะเปปไทต์ด ้านปลายอะม ิโนหรือปลายคาร์บอกซ ี ในขณ ะท ี่เอนโดเปปต  ิ
เดสย ่อยพ ันธะเปปไทต ์ภายในสายเปปไทต ์ (Khan and Roufogalls,1994)

โป รต ิเน ส เป ็น ศ ัพ ท ์ท ี่ใช ้ส ำห ร ับ เร ีย ก เอ น โด เป ป ต ิเด ส เท ่าน ั้น  ถ ูกแบ ่งย ่อยเป ็น 4 
ประเภทตามชน ิดของกรดอะม ิโนบริเวณ active site ได ้แก ่ 1.ซ ีร ีนโปรต ิเนส (EC 3.4.21)
2. ซ ีสเตอีน โป รต ิเนส (EC 3.4.22) 3. แอสปาร ์ต ิคโปรต ิเนส (EC 3.4.23) และ 4. เมทอลโล  
โป รต ิเน ส (EC 3.4.24) ซ ี!น'โปรต ิเอสม ี1ซ ี!นท ี่ active site ซึ่งเป็นบริเวณ'ที่ซ ับณ'ตรตมาเกาะ 
โป ร ต ิเน ส ป ร ะ เภ ท ซ ีร ี น โป ร ต ิเน ส แ บ ่ง ย ่อ ย อ อ ก เป ็น  2 ก ล ุ่ม ไ ด ้แ ก ่ ค ีโม ท ร ีพ ซ ิน  
(Chymotrypsin) และซ ับท ิล ิซ ิน (Subtilisin) โดยท ี่ active site ของดีโม'ทริพ,ช ินประกอบ  
ด้วยสามเหลิ่ยมท ี่เก ิดจากการโยงเช ื่อม His57, Asp102 และ Ser195 (ใช ้การให ้ต ัวเลขสำหร ับ
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ค ีโมทริพซ ิน) ส ่วนโปรต ิเนสประเภทซ ับท ิล ิช ิน  มี Asp32 H is^ S er" 1 (ใช้การให้ต ิวเลขสำ 
หรับซ ับท ิล ิซ ิน)ท ี่active site ถ ึงแม ้ว ่าโปรต ิเนสในกล ุ่มค ีโมทร ิพ ช ินและในกล ุ่มซ ับท ิล ิซ ินจะ  
ม ีชน ิดของกรดอะม ิโนท ี่ active site เหมือนกัน ล ักษณ ะสามม ิต ิของโปรต ิเนสท ั้งสอง
ป ร ะ เภ ท น ี้แ ด ก ต ่า ง ก ัน เพ ร า ะ โ ป ร ต ีน ม ีก า ร พ ับ ต ัว  (folding) ต ่า ง ก ัน  (Khan and 
Roufogalis,1994)

ซ ีสเตอ ินโปรต ิเนสประกอบด้วยกรดอะม ิโนช ีสเตอ ินบริเวณท ี่เกาะก ับซ ับสเตรต  
แอสปาร ์ด ิกโปรต ิเนสม ีกรดแอสปาร ์ต ิก 2 โมเลค ุลท ี่ active site ซ ึ่งม ีบทบาท1ในการเร ่ง 
ปฏิกิริยา ส ่วน เมท อลโลโปรต ิเนสต ้องใช ้ไอออนของโลหะซ ึ่งตามป กต ิได ้แก ่ Zn ที่ active 
site ซ ึ่งทำให ้เก ิดขวท ี่พ ันธะเปปไทด้ท ี่จะถ ูกย ่อย รูปที่ 2 สร ูปโปรต ิเนสชน ิดต ่างๆต ังกล ่าว  
ข้างด้น

รูปที่ 2. โปรติเอสชนิดต่างๆ (Khan and Roufogahs, 1994)
pro teases

I---------- 1---------------1
exopeptidases endopeptidases

(proteinases)

r  T "  T  7 1
serine cysteine aspartic metaDo

pro teinases pro teinases proteinases proteinases

chymotrypsin subtiHsin
_ .  ท ,  102 !«s , 32 *4 „  221His ,Asp , Ser Asp .His ,Ser

แบคทํเร ิยกลุ่ม Bacillus สามารถสร้างโปรต ิเอสท ั้งท ี่อย ู่ภายในเซลและภายนอกเซล  
ในระยะปลาย lo g phaseหรือ ระหว ่างการงอกของสปอร ์ ตารางที่ 4 แสดงต ัวอย ่างโปรต ิเอส  
จาก Bacillus spp.
ตารางที่ 4  โปรต ิเอสจาก Bacillus สายพ ันธ ุต ่างๆ

. ชน ิดโปรต ิเอส เอกสารอ้างอ ิง
B. lichemformis ATCC Glutamic acid specific Kakudo et al. 1992

14580 protease
B. subtilis neutral protease Mc Conn et al. 1964
B. subtilis 168 serine protease Roitsch &Hagemanl983
B. subtilis neutral protease พน et al 1991
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B. subtilis

subtilisin 
métallo protease 
Bacillo peptidase F 
neutral protease B 
extracellular protease 
subtilisin BPN Matsubara et al 1965

B. subtilis
(alkaline protease) 
subtilisin Carlsberg Delange et al 1968

B. subtilis NT02
(alkaline protease) 
neutral protease Uehara et al. 1979

B. subtilis NT 17

(thermosensitive ; 
extracellular) 
neutral protease Uehara et al. 1979

B. stearothermophilus F l

(thermosensitive ; 
extracellular) 
alkaline protease Rahman et al. 1994

B. stearothermophilus neutral protease Hardy et al. 1993
B. stearothermophilus NCIB heat -stable alkaline Sidler and Zuber
8924 protease 1980
B. stearothermophilus thermostable neutral Sidler and Zuber

NRRLB-3880 protease 1980
B .brevis serine protease Kelebma et al. 1988
B. amyloliquefaciens subtilisin Vansantha et al 1984

B. alcaîophilus subsp.
metalloprotease 
serine protemase Takii et al. 1990

Halodurarts KP1239 alkaline serine protease

Bacillus sp. No 221
alkaline protease 
alkaline and heat-stable Horikoshi 1971

Bacillus sp. GX 6638 protease Durham et al. 1987



Bacillus sp. AH101 themostable alkaline Takami et al. 1989
protease '

Bacillus sp. KSM-K16 alkaline proteases Kobayashi et al. 
1996

B. megalerium métallo protease Chaloupka et al. 
1982

B. thermoruber thermostable alkaline 
protease

Manachini et al 1988

B. thermoproteolyticus thermostable protease Ohta 1967
B. polymyxa extra cellular neutral 

protease
intracellular serine 
protease

Takekawa et al. 1991

10. การใช ้โปรต ิเอสในอ ุตสาหกรรมอาหารแกะเคร ื่องด ื่ม

Aunstrup (1979) ราขงานว่า มีการใช้โปรติเอสในอุตสาหกรรมอาหารเป็นเวลานาน 
แล้ว เช ่นการหม ัก เบ ียร ์โดยใช ้โปรต ิเอสชน ิด  neutral metalloprotease จากแบคทีเรีย B. 
a m y lo liq u e fa c ie n s  เติมลงในขันตอนของการหมัก wort ซ ึ่งเนส่วนผสมระหว่างมอลต์กับฮอพ 
เน ื่องจากพ ีเอชท ี่เหมาะสมต ่อการเก ิดการย ่อยโปรต ีนของเอนไซม ์ชน ิดน ี้จะใกล ้เค ียงก ับพ ีเอ 
ช 1ของพoit และ โปรติเอสชนิดนี้จะไม่ลูกยับยังโดยตัวยับยั้งโปรติเอส (protease inhibitor) ซึ่งมี 
อยู่ในข้าวบาร์เลย์ ซึ่งจะสามารถยับยังช้รีนโปรติเอส (serine protease) โปรติเอสที่เติมลงไปจะ 
ช่วยกระตุ้นการทำงานของ เบตาอะไมเลสในข้าวบาร์เลย์ ทำ1ให้การย่อยแป้ง1ในส ่วนผสมดีข ึ้น 
และปริมาณโปรติเอสที่ใช้จะใช้เพียงเล็กน้อยเท่านั้น

การใช้โปรติเอสทำให้เกิดความนุ่มในอาหารประเภทเนือสัตว์ เป็นการปรับปรุงคุณภาพ 
ของเน ือส ัตว ์ในภ ูม ิภาคแถบร ้อน  โดยการใช้สับปะรดสด วางบนเนื้อสัตว์หรือหมักด้วยยาง 
มะละกอ ซึ่งเป ็นเอนไซม์ท ี่ย ่อยโปรตีนที่ได ้จากพืช โดยจะทำให้เกิดการย่อยบริเวณ connective 
tissue , collagen และ elastin โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมจะอยู่ในช่วง 40-60 องศาเซลเซียส

ทางด้านความปลอดภัยในการใช้โปรติเอส Aunstrup (1979) รายงานว่า โปรติเอสเป็น 
ต ัวเร่งปฎํก ิร ิยาตามธรรมชาติ และผลิตในทางการด้า ไม่เป็นพืษ สร้างโคยอุลินทรีย ์ท ี่ไม ่เป็น 
อันตราย โปรติเอสที่ผลิตโดยแบคทีเรียเป็นสารที่ไม่เป็นอันตรายต่อผู้ใช้หรือผู้บริโภค เพราะยัง



ไม่มีรายงานว่าโปรติเอสของแบคทีเรียสามารถเป็นแอนติเจน จึงไม่มีปัญหาในการนำโปรติเอส
ไปใช้ในธุตสาหกรรมอาหาร
11. การทดสอบความชอบ (Hedonic test)

Watts และคณะ (1989) ระบุว่าการทดสอบความชอบถูกออกแบบขืนเพื่อวัดระดับความ 
ชอบผลิตภัณฑ์ สเกลเริ่มตั้งแต่ชอบมากสุดๆ ไปจนถึงเฉยๆและไม่ชอบสุดๆ โดยผู้ช ิมให้คะแนน 
ตามอันดับความชอบ ตังแต่ 1-7 หรือ 9 โดย 7 แทนการชอบมากที่สุด และ 1 แทนความไม่ชอบ 
มากที่สุด เป็นต้น วิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉลี่ยของคะแนนความชอบโดย ANO VA 
(Analysis of Variance) เพื่อหาสาเหตุที่ทำให้เกิดความแปรปรวนในค่าเฉลี่ยของคะแนนความ 
ชอบ/ไม ่ชอบ  สาเหตุท ี่ทำให้เก ิดความแปรปรวนในค่าเฉลี่ยไต้แก่สาเหตุอ ันเนื่องมาจากชนิด 
ผลิตภัณฑ์ และสาเหตุอันเนื่องมาจากความแตกต่างต้านลักษณะนิสัย ความชอบส่วนบุคคล ฯลฯ 
ของผู้ชิมภายในกธุ่มผู้ชิม รายละเอียดของการคำนวณมีตามที่ระบุโดย Watts และคณะ (1989) 
ซึ่งคำนวนหาตัวเลขสำหรับค่าต่างๆดังนี้

- ตัววัดความแปรปรวนตั้งหมดในการทดสอบคือ total sum of squares SS(T)
- ตัววัดความแปรปรวนระหว่างชนิดของผลิตภัณฑ์เรียกว่า treatment sum o f squares 

หรือ SS(Tr)
- ตัววัดความแปรปรวนระหว่างความชอบของผู้ชิมเรียกว่า panelist sum of squares

SSCP)
- ตัววัดความแปรปรวนอันเนื่องมาจากความผิดพลาด ของการทดลอง(Error)^ยกว่า 

error sum o f squares SS(E)
- คำนวณค่า mean squares (MS) สำหรับชนิดผลิตภัณฑ์ ผู้ชิมและความผิดพลาดของ 

การทดลอง โดย หาร sum o f squares SS(Tr) , SS(P) และ SS(E) ด้วย degrees of freedom
- อัตราส่วนระหว่าง MS(Tr) หรือ MS(P) เรียกว่า F ratio

MS(E) MS(E)
เปรียบเทียบค่า F ratios ที่คำนวนไต้กับค่า F ratios ที่แสดงในตาราง F Distribution ท่ี 

ระดับนัยสำคัญทางสถิติ 5 เปอร์เซ็นต์ ในภาคผนวก ง ถ้าค่า F ratio ที่คำนวนไต้จาก 
อัตราส่วน MS(Tr) หรือ MS(P~) มีค่าสูงกว่า F ratio ในตารางเมื่อมีค่า degrees of freedom 

MS(E) MS(E)
เดียวกัน แสดงว่าชนิดของผลิตภัณฑ์และความแตกต่างภายในตัวผู้ชิมเป็นสาเหตุที่ทำให้เกิด 

ความแปรปรวนในค่าเฉลี่ยของคะแนนความชอบ/ไม่ชอบ
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