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The objective of this research was conducted to study the effect of sodium chloride 
content in fermentation process of soy sauce from Pigeon Pea and Soy Bean.Is also aimed 
to propose ways  to  fermentation process of soy sauce when  the salt content was  low.The 
different of sodium chloride content were studied at 20% (formula 1), 18% (formula 2), 16% 
(formula 3), 14% (formula 4), 12% (formula 5) and 10% (formula 6).In this work, the chemical 
change of organic acid content, microorganism content, sodium chloride content, protease 
enzyme  activities,  amylase  enzyme  activities,  glucose  content  and  ethanol  content  in 
Moromi  and  soy  sauce.  The  results  showed  that  the  lactic  acid  content  is  maximum  in 
fermentation process.The microorganism active in fermentation system.The sodium chloride 
content  constant  in  Moromi  and  increased  soy  sauce.  After  10  days  of  fermentation 
protease enzyme activities was highest and decreased  fermentation 90 days.The amylase 
enzyme  activities  correlated  with  glucose  content.The  ethanol  content  detected  at  the 
beginning of fermentation process. This study has shown that the reduce of salt contents in 
the  range  of  18-10%  clearly  shown  that  the  fermentation  process  of  soy  sauce made  of 
Pigeon Pea and Soy Bean by minimization of  sodium chloride concentration used has no 
effects  on  the  quality  of  moromi  and  soy  sauce.The  quality  of  soy  sauce  using  12%  of 
sodium chloride was similar to control recipes.
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บทที่ 1 
บทนํา 

ภูมิหลัง 
ซีอ๊ิวเปนผลิตภัณฑอาหารหมักชนิดหนึ่ง ซึ่งเปนที่นิยมในแถบเอเชีย โดยมีตนกาํเนดิในประเทศ 

จีนมานานกวาสามพันป (Groff. 1919) โดยอาศัยกรรมวิธีการหมักที่ประกอบดวยถั่วเหลือง ขาวสาลี 
หรือขาวเจา เกลือ และน้ํา ตอมาไดแพรหลายเขาสูประเทศตางๆ เชน ญี่ปุน ไทย ฟลิปปนส อินโดนีเซีย 
สหรัฐอเมริกา (Hesseltine. 1965) และทั่วทุกประเทศในโลก โดยเฉพาะประเทศญี่ปุน ไดผลิตน้ําซีอ๊ิว 
ในป ค.ศ. 1598  เปนที่รูจักในนามของโชยุ  (shoyu)  และมีการศึกษาคนควาเกี่ยวกับซีอ๊ิวมากกวา 
ประเทศอ่ืนๆ ประมาณกันวาในป ค.ศ. 1977 ญี่ปุนผลิตซีอ๊ิวไดสูงถึง 1,200 ลานลิตร หรือเทียบไดกับ 
10 ลิตรตอคนตอป จากการแพรหลายของการผลิตซีอ๊ิวทําใหซีอ๊ิวในแตละทองถิ่น แตละประเทศ มีชื่อ 
เรียกตางๆกันไป ไมวาจะเปน โชยุ  เจี่ยงอ๋ิว เปนตน นอกจากนี้รสชาติของซีอ๊ิวแตกตางกัน เนื่องจาก 
วัตถุดิบที่ใชในการผลิตและกรรมวิธีในการผลิตแตกตางกัน (Onichi; &Blenford. 1981) 

สําหรับในประเทศไทยซีอ๊ิวจัดเปนเครื่องปรุงรสที่ไดรับความนิยมจากผูบริโภค เนื่องจากเปน 
ผลิตภัณฑที่มีกลิ่นคลายน้ําปลา นิยมใชเปนเครื่องจิ้ม หรือเครื่องปรุงรสอาหารคาวไดเกือบทุกชนิด มี 
รสชาติหลักคือเค็ม ลักษณะอีกประการหนึ่งคือมีกลิ่นและรสเฉพาะตัว จึงทําใหผูบริโภคมีความพึง 
พอใจ รวมทั้งเปนเครื่องปรุงรสที่ใหสารอาหารที่เปนประโยชนตอรางกาย เชน กรดอะมิโนชนิดตางๆ 
สารอาหารจะไดจากถั่วเหลืองที่เปนสวนประกอบของซีอ๊ิว ซีอ๊ิวถือไดวามีความนิยมเปนอันดับหนึ่งใน 
กลุมของผูบริโภคอาหารมังสวิรัติ เพราะเปนเครื่องปรุงรสที่สามารถนํามาใชทดแทนน้ําปลาได และ 
ประยุกตใชไดกับอาหารประเภทตางๆ ไดหลายชนิด 

จากการศึกษาพบวา ซีอ๊ิวที่หมักโดยวัตถุดิบและกรรมวิธีที่ตางกันทําใหกลิ่นรสของซีอ๊ิว 
แตกตางกัน โดยปกติแลวถั่วเหลืองจะถูกนํามาใชเปนวัตถุดิบหลักในการผลิตซีอ๊ิว การใชพืชอ่ืนๆมา 
เปนวัตถุดิบมีรายงานเชน ในป ค.ศ. 1967 Lebumfacil-davide ใชขาวโพดและขาวฟางมาผสมกับถั่ว 
เหลืองในการผลิตซีอ๊ิว แตไดซีอ๊ิวที่มีกลิ่นรสไมดี ในป ค.ศ. 1979 Nakamura และคณะ ไดศึกษาการ 
ผลิตซีอิ๊วจากกุง สามารถผลิตซีอิ๊วได ซีอ๊ิวที่ไดมีกลิ่นรสดี สําหรับในประเทศไทยมีรายงานการนําเมล็ด 
ถั่วพลูมาหมักซีอ๊ิวพบวา คุณภาพของน้ําซีอ๊ิวที่ไดมีความคลายคลึงกับน้ําซีอิ๊วที่หมักจากถั่วเหลือง เมื่อ 
เปรียบเทียบกับขอกําหนดในมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมซีอ๊ิว ของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ 
อุตสาหกรรม พบวาน้ําซีอิ๊วที่หมักดวยเมล็ดถั่วพลูมีคุณลักษณะทางเคมีหลายประการอยูในเกณฑของ 
น้ําซีอ๊ิวขาวชั้นที่หนึ่ง ยกเวนแตปริมาณโปรตีนและ pH  ที่ต่ํากวาขอกําหนด (สิทธิสิน  บวรสมบัติ. 
2524) นอกจากนี้ยังมีรายงานการผลิตซีอิ๊วจากถั่วเขียว ซีอ๊ิวที่ไดมีกลิ่นหอม มีสีน้ําตาลแดงเกือบดํา มี
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คุณภาพเยี่ยม และมีโปรตีนสูงถึง 9 เปอรเซ็นต (ศรีชัย  สิงหคเชนทร; และคนอ่ืนๆ. 2534) วัตถุดิบที่ 
นาสนใจอีกประเภทหนึ่งคือถั่วมะแฮะที่จะนํามาใชในการผลิตซีอ๊ิว ถั่วมะแฮะเปนพืชตระกูลถั่วชนิด 
หนึ่ง ที่ปลูกทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยเฉพาะทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จากขอมูลที่คนควา 
สวนใหญถั่วมะแฮะถูกนําไปใชประโยชนทางดานเกษตรกรรม โดยนําไปเปนอาหารเสริมโปรตีนใหแก 
หมู โคนม และสัตวปก นอกจากนี้พบวามีการนําถั่วมะแฮะไปผลิตเปนอาหาร เชน การทําคุกกี้ ซึง่นาํถัว่ 
มะแฮะมาผสมกับถั่วเขียว (สมชาย  ประภาวัต. 2541) และจากการศึกษาสวนประกอบของถั่วมะแฮะ 
เปรียบเทียบกับถั่วเหลืองมีสวนประกอบใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงนาจะนําถั่วมะแฮะมาเปนวัตถุดิบในการ 
ผลิตซีอิ๊ว เพื่อใหไดซีอ๊ิวที่มีกลิ่นรสอีกแบบหนึ่ง และเปนแนวทางหนึ่งในการแปรรูปผลิตภัณฑจากถัว่มะ 
แฮะ นอกจากนี้จากการศึกษารวบรวมรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของ พบวาถั่วมะแฮะผสมกับถั่วเหลือง 
สามารถนํามาใชในการผลิตซีอ๊ิวได (ภคธีรา  อุปจักร. 2550) จากความสําคัญและเหตุผลที่กลาวมา 
การวิจัยครั้งนี้จึงเปนแนวทางในการพัฒนาการผลิตซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง และเปนแรงจูงใจ 
ใหผูวิจัยสนใจศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของการผลิตซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่มีปริมาณ 
เกลือที่แตกตางกัน เพื่อเปนแนวทางในการปรับปรุงและพัฒนาการแปรรูปผลิตภัณฑถั่วมะแฮะที่เปน 
พืชในทองถิ่น ใหเปนผลิตภัณฑซีอ๊ิวที่จะพัฒนาตอไปเปนผลิตภัณฑ “หนึ่งตําบลหนึ่งผลิตภัณฑ” หรือ 
“OTOP” และพัฒนาคุณภาพซีอิ๊วใหเทียบเทากับผลิตภัณฑซีอ๊ิวของมาตรฐานอุตสาหกรรม 

ความมุงหมายของการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาผลของปริมาณเกลือที่เหมาะสมและการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในระหวาง 

กระบวนการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 
2.  เพื่อศึกษาการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองเปรียบเทียบกับการหมักซีอ๊ิวจากถั่ว 

มะแฮะและถั่วเหลืองที่ความเขมขนของเกลือรอยละ 20 

ความสําคัญของงานวิจัย 
1.  เปนแนวทางในการแปรรูปผลิตภัณฑถั่วมะแฮะในทองถิ่น 
2.  เปนแนวทางในการพัฒนาการผลิตซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองใหเปนผลิตภัณฑ OTOP 

ของทองถิ่น 
3.  เปนแนวทางในการพัฒนาการผลิตซีอ๊ิวที่ใชวัตถุดิบชนิดอ่ืน
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ขอบเขตของการวิจัย 
ถั่วมะแฮะที่ทําการวิจัยเปนถั่วมะแฮะจาก อําเภอบอเกลือ จังหวัดนาน ถั่วเหลืองเปนถั่วเหลือง 

คัดพันธุ ตราไรทิพย ของบริษัท ไรธัญญะ จํากัด 
ตัวอยางซีอ๊ิวที่ทําการวิจัยเปนตัวอยางซีอ๊ิวที่หมักจากถั่วมะแฮะ 6 สวนผสมกับถั่วเหลือง 4 สวน 

ในปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 20, 18, 16, 14, 12 และ 10 ซึ่งหมักเปนระยะเวลา 3 เดือน 

ข้ันตอนของการวิจัย 
1.  ศึกษาคนควาขอมูลเกี่ยวกับถั่วมะแฮะและกระบวนการผลิตซีอ๊ิว รวมถึงการเปลี่ยนแปลง 

ทางเคมีของการหมักซีอ๊ิว 
2.  วางแผนการทดลอง 

2.1  ศึกษาสวนประกอบและการเตรียมวัตถุดิบในการหมักซีอ๊ิว 
2.2  ศึกษากระบวนการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือโซเดียม 

คลอไรดที่แตกตางกัน 
2.3  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในระหวางกระบวนการหมักซีอ๊ิว 

3.  การทดลอง 
3.1  ทําการทดลองหมักซีอ๊ิวโดยใชกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือกลุมตัวอยางควบคุม 1 กลุม ไดแก 

ตัวอยางซีอ๊ิวที่หมักดวยถั่วมะแฮะ 6 สวน ผสมกับถั่วเหลือง 4 สวนในปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดความ 
เขมขนรอยละ 20 เปนสูตร 1 อีกหากลุมตัวอยางคือตัวอยางที่ทดลอง ไดแกซีอ๊ิวที่หมักดวยถั่วมะแฮะ 6 
สวนผสมกับถั่วเหลือง 4 สวน แตละกลุมตัวอยางจะหมักในปริมาณเกลือที่แตกตางกันดังนี้ 
ตาราง 1 แสดงสูตรตางๆ ที่ใชในการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 

สูตร  ความเขมขนสารละลายโซเดียมคลอไรด 
(รอยละโดยน้ําหนัก) 

1 (ควบคุม)  20 
2  18 
3  16 
4  14 
5  12 
6  10
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3.2  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของโมโรมิในการผลิตซีอ๊ิว 
สวนผสมหมักแตละสูตรเก็บตัวอยางเปนระยะเวลาที่ 0, 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 

วันตลอดการหมักในชวงของโมโรมิเปนเวลา 3 เดือน เพื่อนําไปวิเคราะห ปริมาณกรดอินทรีย ปริมาณเกลือ 
(ในรูปโซเดียมคลอไรด) ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด ปริมาณเอนไซมอะไมเลสและโปรติเอส 

3.3  การผลิตน้ําซีอ๊ิว 
เมื่อครบกําหนดการหมักโมโรมิ สวนผสมหมักโมโรมิแตละสูตรจะถูกนํามากรองเอากาก 

ถั่วที่เหลือออกไดน้ําซีอ๊ิว ซึ่งเรียกวาน้ําซีอ๊ิวดิบ นําน้ําซีอ๊ิวดิบไปพาสเจอรไรสไดเปนน้ําซีอ๊ิวขาว แลวเก็บ 
ตัวอยางน้ําซีอ๊ิวขาวในขวดแกว ทําการวิเคราะหปริมาณกรดอินทรีย เกลือ และจุลินทรียทั้งหมดอีกครั้ง 

4.  วิเคราะหผลการทดลองของตัวอยางซีอ๊ิวตามองคประกอบที่กลาวมาแลวในขั้นตอนการทดลอง 
5.  สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
6.  รายงานผลการทดลอง 

ตัวแปรท่ีศึกษา 
1.  ตัวแปรตนคือปริมาณเกลือที่ใชในการหมักซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 
2.  ตัวแปรตามคือการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในการหมักซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 
3.  ตัวแปรควบคุม คือซีอ๊ิวที่หมักโดยใชถั่วมะแฮะ 6 สวนผสมกับถั่วเหลือง 4 สวน ระยะเวลา 

ในการหมักซีอ๊ิวเปนระยะเวลา 3 เดือน ตั้งแตเดือนกันยายน – พฤศจิกายน พ.ศ. 2550 

นิยามศัพทเฉพาะ 
1.  น้ําซีอ๊ิว หมายถึง ผลิตภัณฑของเหลวที่ไดจากการยอยโปรตีนของถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 

ดวยการหมัก แลวนําไปผานการพาสเจอรไรส 
2.  กระบวนการผลิตซีอิ๊วจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง หมายถึง การนําถั่วมะแฮะ 6 สวน ผสม 

กับถั่วเหลือง 4 สวน และแปงสาลี จากนั้นคลุกดวยเชื้อรา Aspergillus oryzae เปนเวลา 2-3 วัน แลว 
นําไปหมักตอในน้ําเกลือเปนระยะเวลาสามเดือน 

3.  โคจิ (Koji) หมายถึง การเลี้ยงเชื้อในสวนประกอบของถั่วมะแฮะ 6 สวน ผสมกับถั่วเหลือง 
4  สวน และแปงสาลี และนําเชื้อรา A. oryzae มาคลุกผสม แลวแผกระจายสวนผสมดังกลาวไวใน 
กระดงคลุมดวยผาขาวบาง เก็บไวที่อุณหภูมิ 25-30 o C นาน 3 วัน จะมีสปอรเปนสีเหลืองแกมเขยีวคลมุ 
เมล็ดถั่ว ซึ่งเรียกวา ลูกแปง
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4.  โมโรมิ (Moromi) หมายถึง การนําลูกแปงหรือโคจิที่ไดไปหมักในน้ําเกลือในไหดินเคลือบ 
แลวปดฝาภาชนะเพื่อปองกันแมลง ฝุนละออง และน้ําฝน นําไหไปตากแดดโดยการเปดฝาเพื่อเรง 
ปฏิกิริยาระหวางการหมัก สัปดาหละ 2-3 ครั้ง มีการคนเปนครั้งคราวและตั้งหมักไวเปนระยะเวลาสาม 
เดือน 

5.  น้ําซีอ๊ิวดิบ หมายถึง น้ําซีอิ๊วที่แยกไดจากโมโรมิ โดยการกรองกอนที่จะนําไปพาสเจอรไรสที่ 
อุณหภูมิ 80-85 o C เปนเวลา 15 นาที 

6.  น้ําซีอ๊ิวขาว หมายถึง น้ําซีอ๊ิวที่แยกไดจากโมโรมิ โดยการกรองแลวนําไปพาสเจอรไรสที่ 
อุณหภูมิ 80-85 o C เปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยการแชในน้ําแข็ง แลวเก็บน้ําซีอ๊ิวขาวที่ได 
ในขวดแกว 

7.  การเปลี่ยนแปลงทางเคมี หมายถึง การวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียไดแกกรดซิตริก กรด 
แอซีติก และกรดแลคติก ปริมาณเอนไซมอะไมเลส ปริมาณเอนไซมโปรติเอส ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด 
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด ปริมาณกลูโคส และปริมาณเอทานอล ในชวงการหมักของโมโรมิและน้ําซีอ๊ิวขาว



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 ในการวิจัยเรื่อง การศึกษาปริมาณเกลือที่มีผลตอกระบวนการผลิตซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่ว
เหลือง ผูวิจัยไดศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของโดยมีเนื้อหาสาระเกี่ยวกับ  วัตถุดิบ  กรรมวิธีการ
ผลิตซีอ๊ิว คุณลักษณะของน้ําซีอ๊ิวตามมาตรฐาน เกลือ จุลินทรียที่พบในกระบวนการผลิตซีอ๊ิว กรด
อินทรียที่เกี่ยวของในการผลิตซีอ๊ิว เอนไซมที่สําคัญในระหวางการหมักซีอ๊ิวและหลักการวิเคราะห 
  
วัตถุดิบ 

ถั่วเหลือง มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Glycine max (L) Merrill ชื่อสามัญมักเรียกกันไปตางๆ 
เชน Soja bean, Soya bean, Chinese bean, Manchurian bean และ Soybean ซึ่งชื่อ Soybean 
เปนที่รูจักและยอมรับกันมากที่สุด เปนพืชอยูในตระกูล Leguminosae subfamily papilionoidear มี
ถิ่นกําเนิดกระจายอยูตั้งแตเอเชียตะวันออกและหมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟก ไปจนถึงทวีปออสเตรเลีย  
 ถั่วเหลืองเปนพืชลมลุก มีอายุเพียงฤดูเดียว ชอบอากาศคอนขางรอน มีลักษณะเปนพุมตรง มี
ใบมาก สูงประมาณ 45-120 เซนติเมตร สามารถเก็บเกี่ยวไดเมื่ออายุประมาณ 75-120 วัน เกือบทุก
พันธุจะมีแกนลําตนอยางชัดเจน และมีกิ่งแตกแขนงออกมา บริเวณขอดานลางเมื่อมีระยะปลูกที่หาง 
หลายพันธุจะแสดงลักษณะการออกดอกที่ส้ินสุดในชวงเวลาอันสั้น ใบสองใบแรกเปนใบเดี่ยว และใบ
หลังๆเปนใบแบบสามเสา ใบยอยอาจมีรูปรางและขนาดตางกันแลวแตพันธุ เมื่อถึงระยะแกเต็มที่ใบ
เร่ิมเปลี่ยนสีเปนสีเหลือง และรวงกอนที่ฝกจะแกเต็มที่ พืชทั้งตนจะปกคลุมดวยขนคอนขางแข็ง สีเทา 
ดอกจะมีสีขาวหรือมวง มีกานดอกสั้นงอกออกมาตามขอของลําตน ลักษณะฝกจะเล็กตรงหรือโคงงอ
เล็กนอย มีสีตั้งแตสีฟางแหง เทา น้ําตาล หรือเกือบดํา ในหนึ่งฝกจะมีเมล็ดประมาณ 1-4 เมล็ด 
ลักษณะเมล็ดกลมหรือกลมรี พันธุที่นิยมปลูกเปนการคามักมีเมล็ดสีเหลือง แตพันธุอ่ืนๆ อาจมีสีเขียว
อมเหลือง เขียว น้ําตาล หรือดํา เปลือกของเมล็ดที่มีสีจางอาจมีจุดน้ําตาลหรือดําปนอยู ลักษณะจุด
บนเมล็ดอาจเกิดจากพันธุกรรมหรือสภาพแวดลอมก็ได แตไมมีผลตอคุณภาพของเมล็ด 

การใชประโยชนของถั่วเหลืองพบวา ฝกถั่วเหลืองที่ยังไมโตเต็มที่เปนอาหารชั้นดีเทียบกบัเมลด็
ถั่วลันเตา คาวบีน (cowbean) บรอดบีน (broad bean) และถั่วอื่นๆ จะไมมีปญหาเรื่องสารพิษเมื่อ
บริโภคถั่วเหลืองในระยะที่ไมแกจัด ถั่วเหลืองถูกนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน น้ํามันถั่วเหลือง
น้ํามันสลัด เนยเทียม แปงถั่วเหลือง หรือถานําไปผสมกับแปงสาลีประมาณ 20 เปอรเซ็นต จะนําไป
ผลิตเปนขนมปงตางๆได หลายชนิด ดีกวาการใชแปงขาวสาลีเพียงอยางเดียว ถั่วเหลืองเปนอาหาร
โปรตีนหลักประเภทหนึ่ง จากตาราง 2 แสดงองคประกอบตางๆของเมล็ดถั่วเหลืองพบวา มีโปรตีนสูง
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กวาพืชอาหารถั่วอื่นๆ ซึ่งมีโปรตีนอยูเพียง 20-25 เปอรเซ็นต เทียบกับกากถั่วเหลืองซึ่งมีโปรตีนถึง 44 
เปอรเซ็นต ใชเปนอาหารเสริมโปรตีนไดอยางดียิ่ง นอกจากนี้กากถั่วเหลืองยังมีแรธาตุตางๆสูง เชน 
แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก และยังมีวิตามินไทอะมีน ไรโบฟราวิน และไนอะซิน สูงอีกดวย แตก็
เชนเดียวกับพืชอาหารถั่วอื่นๆ โปรตีนของถั่วจะมีกรดอะมิโน พวกเมทโทโอนีน และซิสเตอีนต่ํา แต
กรดอะมิโนทั้งสองตัวนี้มีอยูอยางเพียงพอในธัญพืช โปรตีนจากถั่วเหลืองยังอาจใชเปนอาหารเสรมิแทน
โปรตีนที่ไดจากสัตวเชนเนื้อ นม ไข ปลา เปนตน ซึ่งปกติราคาจะแพงกวา  
ตาราง 2 แสดงสวนประกอบของถั่วเหลืองและกากถั่วเหลืองจากการสกัดน้ํามันโดยประมาณ 
 
 โปรตีน 

% 
น้ํามนั 

% 
คารโบไฮเดรต 

% 
เถา% 

เมล็ดถั่วเหลือง 39 18 25 4.8 
กากถั่วเหลือง 44 0.5 33 6.0 

  
ที่มา: กลุมงานเศรษฐกิจ กองนโยบายและแผน. (2542). การศึกษาพืชเศรษฐกิจถั่วเหลือง 

หนา 32 
 ถั่วมะแฮะ เปนไมพุมขนาดเล็ก มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Cajanus canja (L) Millsp. มีชื่อ
สามัญวา Pigeon Pea อยูในวงศ Leguminosae มีชื่ออ่ืนๆวา Kadios เปนพืชตระกูลถั่ว มีลักษณะตน
เปนพุม มีความสูงตั้งแต 2-12 ฟุต ลักษณะใบเปนใบประกอบ มีใบยอยสามใบ รูปรางใบคลายหอก 
ปลายใบแหลม และขอบใบเรียบ มีขนละเอียดหนาแนนใตใบ ดอกมีสีเหลืองหรือเหลืองสม ฝกสวน
ใหญมีลักษณะตั้งตรงมีความยาวตั้งแต 5.5-10.0 เซนติเมตร กวาง 0.6-0.9 เซนติเมตร มีสีเขียว สีเขียว
ลาย สีน้ําตาลหรือสีมวงและดํา หรือสีดําอมมวง เมล็ดมีลักษณะกลม รูปไข รูปไต หรือคอนขางเปนรูป
ส่ีเหลี่ยมผืนผา เยื่อหุมเมล็ดมีสีขาว ขาวหมน น้ําตาลออน น้ําตาลแก น้ําตาลจุดดํา  และดําอมชมพู 
เมล็ดถั่วมะแฮะไมมีการฟกตัว จึงสามารถปลูกไดโดยทั่วไปในประเทศเขตรอน ตลอดจนสามารถ
เจริญเติบโตไดในดินแทบทุกชนิด แมกระทั่งดินที่มีความอุดมสมบูรณต่ํา ทนทานตอความแหงแลงไดดี 
แตไมทนตอสภาพน้ําแชขัง และดินที่มีความเปนกรด-เบสระหวาง 4.5-8 นอกจากนี้ยังมีระบบรากแกว
และรากแขนงจํานวนมากและหยั่งลึกสามารถดูดฟอสฟอรัสไดดี จึงทําใหเกิดการหมุนเวียนของธาตุ
ฟอสฟอรัสจากดินชั้นลางสูผิวดิน โดยทั่วไปถั่วมะแฮะมักปลูกในลักษณะพืชไร เพื่อเก็บเมล็ดมากกวา
จะใชประโยชนอยางอื่น สามารถปลูกไดทุกภาคของประเทศไทยคิดเปนเนื้อที่การเพาะปลูกดังนี้ ภาค
กลาง 791 ไร ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 2,104 ไร ภาคเหนือ 874 ไร และภาคใต 148 ไร (กระทรวง
เกษตรและสหกรณ. 2546) การใชประโยชนของถั่วมะแฮะ ฝกออนสามารถลวกจิ้มกับน้ําพริก
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รับประทานได  ใบของถั่วมะแฮะนํามาใชเปนปุยบํารุงดินไดเปนอยางดี จึงนิยมปลูกเปนพืชแซมรวมกับ
พืชชนิดอื่น เชน ถั่วลิสง ธัญพืช ใชเปนพืชรมเงาใหกับพืชยืนตนชนิดอื่น เชน ไมผล ชา กาแฟ โกโก และ
กระถิน นอกจากนั้นใชเปนอาหารสัตวเพื่อเพิ่มโปรตีนในอาหารสัตว และลําตนใชเปนแหลงเชื้อเพลิงได 
ถั่วมะแฮะมีสารสําคัญตางๆ ไดแก คารโบไฮเดรต 61.86 - 65.81 %, โปรตีน 21.44 – 23.64 % และ
ไขมัน 1.60 – 2.47 % (Raniah; &Satyanaragana. 1938) จะเห็นวาเมื่อเทียบปริมาณโปรตีนกับถั่ว
เหลืองจะมีปริมาณนอยกวาประมาณ 50 % เมื่อเทียบปริมาณคารโบไฮเดรตจัดวาเปนถั่วที่มีแปง
มากกวาถั่วเหลือง  
 
กรรมวิธีการผลิตซีอิ๊ว 
 การผลิตน้ําซีอ๊ิวของโรงงานอุตสาหกรรมในประเทศไทยทั่วๆไป (สถาบันวิจัยพัฒนาผลิตภัณฑ
อาหาร. 2527) ใชวัตถุดิบหลักในการผลิตคือ ถั่วเหลืองทั้งเมล็ด แปงขาวสาลี หรือแปงขาวเจา เกลือ
และน้ํา การผลิตน้ําซีอ๊ิวแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ไดแก 
 1.  การเตรียมโคจิ 
 2.  การหมักโมโรมิ 
 3.  การทําน้ําซีอ๊ิว 
 กรรมวิธีการผลิตซีอ๊ิวประกอบดวยขั้นตอนตางๆ ดังตอไปนี้ 

1. การเตรียมโคจิ 
       ในขั้นตอนการผลิตน้ําซีอ๊ิวในชวงแรกเปนการเตรียมถั่วเหลือง โดยการนําถั่วเหลืองมาลาง
ใหสะอาด คัดเลือกเอาสวนที่ไมตองการออกไป จากนั้นนําไปแชน้ําเพื่อใหถั่วเหลืองนิ่ม ซึ่งอาจแชไว
คางคืน หรือ 2-3 ชั่วโมงก็ได เมื่อถั่วเหลืองนิ่มแลวจึงนําไปตมหรือนึ่งใหสุกโดยใชหมอนึ่งความดัน ซึ่ง
การนึ่งอาจใชเวลา 1-2 ชั่วโมง นําถั่วเหลืองนึ่งมาผึ่งใหสะเด็ดน้ําและปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง 
นอกจากจะใชถั่วเหลืองทั้งเมล็ดเปนวัตถุดิบ ยังอาจใชกากถั่วเหลืองจากโรงงานสกัดน้ํามันพืช แตน้ํา
ซีอ๊ิวที่ไดจะมีกลิ่นดอยกวา และจากการศึกษาวัตถุดิบชนิดอื่นที่นาจะนํามาผลิตซีอ๊ิวไดคือ ถั่วมะแฮะ 
ซึ่งในงานวิจัยนี้ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาการผลิตซีอ๊ิวโดยใชวัตถุดิบเปนถั่วมะแฮะผสมกับถั่วเหลืองสําหรับ 
ข้ันตอนตอไปของการเตรียมโคจิโดยการนําถั่วเหลืองที่ผานการนึ่งเรียบรอยแลวมาคลุกกับแปง 
โรงงานผลิตน้ําซีอ๊ิวทั่วไปในสมัยกอนจะใชแปงขาวสาลีเปนวัตถุดิบ ตอมาในระยะหลังไดพยายามลด
ตนทุนการผลิตจึงมีผูนําแปงขาวเจามาใช เนื่องจากราคาถูกและหาไดงายกวา อีกทั้งคุณภาพของน้ํา
ซีอ๊ิวก็ไมแตกตางกันมาก บางโรงงานนําขาวเจาทั้งเมล็ดมานึ่งใหสุกกอน แลวจึงผสมกับถั่วเหลือง บาง
โรงงานใชแปงขาวเหนียว ลักษณะการคลุกแปงกับถั่วเหลือง อาจนําแปงมาคลุกกับถั่วเหลืองนึ่ง
โดยตรง หรือนําแปงมาคั่วใหหอมกอนแลวจึงนํามาคลุกกับถั่วเหลืองนึ่ง อัตราสวนระหวางแปงกับถั่ว
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เหลืองสวนใหญจะเปน 1 ตอ 1 เมื่อถั่วเหลืองและแปงถูกนํามาคลุกเคลาใหเขากันแลวขั้นตอนตอไปจะ
นําไปเลี้ยงเชื้อ (พันธณรงค  จันทรแสงศรี. 2539: 7) 
 จุดประสงคของการใชแปงเปนสวนผสมในการผลิตน้ําซีอ๊ิวคือ 
 (1)  เพื่อใหจุลินทรียโดยเฉพาะเชื้อราเจริญเติบโตไดแลวสรางสารที่ระเหยไดออกมา เชน กรด
วานิลิก (vanillic) กรดเฟอรูริก (ferulic)  เปนตน 
 (2)  ลดความชื้นที่มีอยูในถั่วเหลืองใหลงมาอยูในระดับที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ 
จุลินทรีย 
 (3)  เพิ่มความสมบูรณของสารอาหารซึ่งจุลินทรียตองใชสําหรับเจริญเติบโตและสรางเอนไซม 
เพื่อยอยโปรตีนในถั่วเหลือง 

เมื่อนําแปงคลุกกับถั่วเหลืองนึ่งแลวตอไปจะนําเชื้อจุลินทรียมาคลุกกับสวนผสมดังกลาวซึ่ง
เปนขั้นตอนของการเลี้ยงเชื้อ เชื้อที่ใชในการทําซีอ๊ิวในข้ันตอนนี้จะเปนเชื้อรา A. oryzae หรือ 
Aspergillus sojae เชื้อราจะเจริญเติบโตบนแผนลูกแปงและถั่วเหลือง เชื้อราประเภทนี้จะสราง
เอนไซมมาหลายชนิดเชน อะไมเลสทําหนาที่ยอยแปงเปนน้ําตาล โปรติเอสทําหนาที่ยอยสลายโปรตีน
ในถั่วเหลืองใหเปนกรดอะมิโน เชื้อราที่เจริญบนแผนลูกแปงและถั่วเหลืองนี้จะสรางเสนใยติดกันเปน
แผน ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อราควรจะพอเหมาะคือ ระยะกอนเชื้อราสรางสปอร ซึ่งเปนระยะที่
เอนไซมถูกสรางขึ้นมามากที่สุด โดยสามารถสังเกตวามีสีเหลืองแกมเขียวและสีเทาขึ้นปกคลุมบนแผน
ลูกแปงกับถั่วเหลืองไมควรมีราสีดําปะปน ในระยะการเลี้ยงเชื้อนี้จําเปนอยางยิ่งที่จะตองระมัดระวัง
ไมใหเชื้อราชนิดอื่นปนเปอนมาเจริญบนแผนลูกแปงและถั่วเหลือง  ซึ่งไดแก เชื้อราประเภท 
mucoraceous รวมทั้ง penicilliaun และ Aspergilli เชื้อราพวกนี้มักสรางสารพิษที่เรียกวา ไมโคทอก
ซิน (mycotoxins) ปะปนลงไปในน้ําซีอ๊ิวได สําหรับโรงงานผลิตน้ําซีอ๊ิวจะมีโรงบมเชื้อ ซึ่งเปนโรงเรือน
เล็กๆ ไวโดยเฉพาะและมีการควบคุมการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนๆดวย โดยนําถั่วเหลืองนึ่งที่คลุกกับ
แปงแลวนํามาเกลี่ยลงบนกระดงไมไผใหมีความหนาประมาณ 1-1.5 นิ้ว แลวนําไปเรียงบนชั้นภายใน
โรงบมเชื้อ จากนั้นตั้งทิ้งไวประมาณ 5-7 วัน ระหวางนี้จะมีความรอนเกิดขึ้นเนื่องจากการทํางานของ
เชื้อรา จึงควรพลิกกลับแผนลูกแปงและถั่วเหลือง 2-3 คร้ัง เพื่อระบายความรอนออกไปบาง  

2.  การหมักโมโรมิ 
 ลูกแปงและถั่วเหลืองที่ผานการเลี้ยงเชื้อจนไดที่แลว จะมีลักษณะเปนแผนพอสมควร นําไป
เรียงในโองขนาดใหญ ประมาณ 3 ใน 4 ของโองหรือเกือบเต็มโอง จากนั้นเติมน้ําเกลือความเขมขนรอย
ละ 17-20  ลงไปในโอง โดยมีอัตราสวนระหวางแผนลูกแปงและถั่วเหลือง กับน้ําเกลือเปน 1 ตอ 1 หรือ 
1 ตอ 2 แลวปดฝาโองเพื่อปองกันแมลงและน้ําฝนเขาไป นําโองดังกลาวไปต้ังกลางแดดเพื่อใหเกิด
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กระบวนการหมัก ถาเปนฤดูรอนจะใชเวลา 6-8 เดือนจึงจะไดที่ แตถาเปนฤดูฝนหรือฤดูหนาวจะใช
เวลานานขึ้นเปน 8-12 เดือน ระหวางการหมักโมโรมิเปดฝาโองเพื่อกวนบางเปนบางครั้ง 

3.  การทําน้ําซีอ๊ิว 
 เมื่อกระบวนการหมักที่สมบูรณเสร็จส้ินลงจะไดน้ําซีอ๊ิวที่มีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาลปน
แดง มีกลิ่นหอม น้ําซีอ๊ิวจะถูกนํามาตมฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 65-80 องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปกรองเพื่อ
กําจัดตะกอนไปกอนบรรจุขวดเพื่อจําหนาย น้ําซีอ๊ิวที่ไดนี้จะมีอายุการเก็บรักษานาน สําหรับเนื้อถั่วซึ่ง
แยกน้ําซีอ๊ิวที่เรียกวา ซีอ๊ิวน้ํา 1 ออกไปจะเติมน้ําเกลือลงไปแลวหมักตอไปอีกระยะหนึ่งเพื่อใหได ซีอ๊ิว
น้ํา 2 และ น้ํา 3 ตอไปจนกระทั่งน้ําซีอ๊ิวที่ไดมีกลิ่นรสจางลง จึงนําเนื้อถั่วเหลืองนั้นมาปรุงแตงกลิ่นรส
ดวยเครื่องปรุงแตงรสตางๆ ผลิตเปนเตาเจี้ยวบรรจุขวดจําหนายตอไป ผูผลิตในประเทศญี่ปุนสวนใหญ
เก็บเกี่ยวน้ําซีอ๊ิวโดยกดใหไหลออกมาจากสวนผสมที่ถูกหมักแลวเหลือกากแข็งเกือบแหงไว แตผูผลิต
บางวิธีดูดของเหลวออกจากสวนผสมที่ถูกหมัก จากนั้นเติมน้ําเกลือในปริมาตรเทากับของเหลวสวนที่
ดูดออก ปลอยทิ้งไวหลายวัน แลวจึงดูดของเหลวออกอีก ทําเชนนี้อีก 5 คร้ัง ภายหลังผสมของเหลวที่
ดูดออกมาครั้งที่สองจะไดน้ําซีอ๊ิวคุณภาพชั้นที่ 1 ของเหลวที่ดูดไดคร้ังตอๆมาจะถูกผสมกับกากน้าํตาล
และ/หรือคาราเมล เปนผลิตภัณฑเพื่อใชประกอบอาหารประเภทอื่น (Wood. 1982) 
 ปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตซีอ๊ิวมีหลายประการ ไดแก 
 1.  แสงแดดและอุณหภูมิ เปนสิ่งที่มีผลตอการผลิตซีอ๊ิวเปนอยางมาก แสงแดดจะชวยเรง
ปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นภายใตการหมักนั้นใหเกิดขึ้นตามที่ตองการ โดยเฉพาะอยางยิ่งการผลิตซีอ๊ิวแบบ
เกาแสงแดดจะเปนปจจัยที่ควบคุมการผลิตซีอ๊ิวที่สําคัญมาก เนื่องจากในขั้นตอนของการหมักใน
น้ําเกลือตองตากแดดเปนเวลานาน ในธรรมชาติแสงแดดมีความสัมพันธโดยตรงกับอุณหภูมิ เมื่อ
แสงแดดมีมาก อุณหภูมิจะสูงขึ้น ในสภาพเชนนี้การหมักซีอ๊ิวจะใชเวลาสั้นกวาเมื่อแสงแดดออน ดังนัน้
อุณหภูมิจึงเปนปจจัยที่เรงปฏิกิริยาเคมีดวยเชนกัน อุณหภูมิที่เหมาะสมในแตละชวงจะชวยใหได
ผลผลิตที่ดีใชเวลานอยลงได ในขั้นที่เปนโคจิ อุณหภูมิมีผลตอการผลิตเอนไซมอยางมาก แตกอนนิยม
บมโคจิที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เพื่อใหเชื้อราผลิตเอนไซมไดสูงที่สุด (Yokotsuka. T. 1971)   
 2.  เวลา เปนปจจัยที่สําคัญไมวาจะผลิตซีอ๊ิวอยางไร เวลาก็มีผลตอคุณภาพทั้งนี้เพราะการเรง
ปฏิกิริยา เพื่อลดชวงเวลาของการหมักใหส้ันลงนั้น ปฏิกิริยาบางขั้นตอนเกิดไมสมบูรณ หรือผิดไปจาก
เดิม ซึ่งมีผลตอคุณภาพโดยตรง 
 3.  ขนาดของภาชนะที่ใชในการหมัก จะมีผลโดยตรงตอคุณภาพของซีอ๊ิวเพราะวา ขนาดของ
ภาชนะที่ตางกันทําใหการสงผานความรอน พื้นที่ผิวและอัตราการระเหยของน้ําระหวางการหมัก
ตางกัน ซึ่งมีผลใหการเจริญของจุลินทรียในสวนตางๆของภาชนะเกิดขึ้นตางกัน และการเปลี่ยนแปลง
ทางเคมีที่ตางกัน ผลลัพธคือคุณภาพของน้ําซีอ๊ิวตางกัน (ไพบูลย  สุเมธาอักษร. 2521: 10-11)  
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จากกระบวนการหมักซีอ๊ิวที่กลาวมานั้นพบวาถั่วเหลืองใชเปนวัตถุหลักในกระบวนการผลิต
ซีอ๊ิว จากรายงานการวิจัยที่ศึกษาพบวามีถั่วอีกชนิดหนึ่งที่นํามาผลิตซีอ๊ิวไดคือ ถั่วพลู ซึ่งทําการศึกษา
โดยสิทธิสิน  บวรสมบัติ (2524: บทคัดยอ) ไดทําการทดลองใชเมล็ดถั่วพลูในการหมักซีอ๊ิว พบวา 
เปลือกของเมล็ดถั่วพลูเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหคุณภาพซีอ๊ิวไมดี จึงตองทําการแยกเอาเปลือกออกโดย
การตมเมล็ดถั่วพลูในน้ําเดือดนานประมาณ 25 นาที แลวนําเขาเครื่องโมเพื่อฉีกเอาเปลือกออก เมล็ด
ถั่วพลูที่ไดถูกทําใหสุกดวยการนึ่งในหมอนึ่งความดัน โดยใชความดันไอ 10-13 ปอนดตอตารางนิว้นาน 
25-30 นาที เมื่อทําเปนโคจิโดยการปลูกเชื้อรา A. oryzae ลงไป วิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมโปรติ
เอสจะสูงสุดเมื่อโคจิมีอายุ 3 วัน ในขณะที่คากิจกรรมเอนไซมอะไมเลสและปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะ
สูงสุดเมื่อโคจิอายุ 4 วัน และคุณลักษณะของน้ําซีอ๊ิวทุกตัวอยางที่หมักไดเมื่อเทียบกับมาตรฐาน
ผลิตภัณฑอุตสาหกรรมซีอ๊ิวพบวา คุณลักษณะหลายประการอยูในขอกําหนดสําหรับน้ําซีอ๊ิวขาวชั้นที่
หนึ่ง ยกเวนแตปริมาณโปรตีนที่มีคาต่ํากวากําหนดคือประมาณ 1.35-1.97 เปอรเซ็นต และคา pH ที่
ต่ํากวาขอกําหนดเล็กนอย จึงไมอาจจัดเปนซีอ๊ิวขาวชั้นที่หนึ่งได จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา
เมล็ดถั่วพลูมีแนวโนมที่จะนํามาหมักซีอ๊ิวไดเชนเดียวกับถั่วเหลือง 
 จากการศึกษากระบวนการผลิตซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง (ภคธีรา  อุปจักร. 2550: 
บทคัดยอ) โดยทําการหมักระหวางถั่วมะแฮะกับถั่วเหลืองในอัตราสวนตางๆ เปน 5 สูตรดงันี ้แตละสตูร
มีอัตราสวนถั่วเหลืองและถั่วมะแฮะที่แตกตางกัน สูตรที่ 1 (100:0) สูตรที่ 2 (80:20) สูตรที่ 3 (60:40) 
สูตรที่ 4 (40:60) และสูตรที่ 5 (20:80) โดยทําการเปรียบเทียบกับการหมักดวยถั่วเหลืองลวนเปนสูตร
ควบคุม พบวาปริมาณของเอนไซมอะไมเลสอยูในชวง 361.86-930.49 ยูนิตตอกรัม กิจกรรมของ
เอนไซมสูงขึ้นตามอัตราสวนของถั่วเหลืองที่เพิ่มข้ึน สําหรับปริมาณของเอนไซมนี้อยูในชวง 108.08-
683.93 ยูนิตตอกรัม กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสต่ําในชวงแรกของการหมักและเพิ่มข้ึนตามเวลา 
จากการวัดปริมาณกรดอินทรียพบปริมาณกรดแลคติกอยูในชวง 0.01-5.94 กรัมตอกิโลกรัม ปริมาณ
กรดอะซิติกอยูในชวง 0.62-2.33 กรัมตอกิโลกรัม แตไมพบกรดซิตริก ปริมาณกรดอะมิโนที่ตรวจพบมี
ทั้งหมด 16 ชนิด และพบกลูตาเมตมากที่สุด 1,200 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม ปริมาณจุลินทรียที่ตรวจ
พบวา แบคทีเรียมีความสัมพันธกับกิจกรรมของเอนไซมทั้งสอง และคา pH ที่ตรวจวัดไดในชวงแรกอยู
ในระดับสูงและลดลงเมื่อเวลาการหมักผานไป 20 วัน สําหรับผลการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 
น้ําตาล เกลือ ในซีอ๊ิวที่ทดลองทุกสูตรพบวา ปริมาณโปรตีนรอยละ 5.45-6.98 ปริมาณน้ําตาลรอยละ 
0.09-0.19 ปริมาณเกลือในซีอ๊ิวแตละสวนผสมอยูในชวงรอยละ 11.9-13.7 ผลการตรวจปริมาณโลหะ
ทั้งสามชนิดไดแก แคดเมียม ทองแดง และตะกั่ว พบวามีโลหะตะกั่ว เพียงชนิดเดียว ซึ่งมีปริมาณไม
เกิน 1 สวนในลานสวน จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาถั่วมะแฮะใชเปนวัตถุดิบทดแทนถั่วเหลืองใน
การผลิตซีอ๊ิวไดบางสวน ซึ่งจากการศึกษายังไมมีผูศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของการผลิต 
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ซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่มีปริมาณเกลือที่แตกตางกัน ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาในเรื่องนี้ 
 
คุณลักษณะของน้ําซีอิ๊วตามมาตรฐาน 
 คุณลักษณะที่ตองการของน้ําซีอ๊ิวตามมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน (สํานักงานมาตรฐาน
ผลิตภัณฑอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม. 2547) ตองเปนไปดังนี้ 
 1.  ลักษณะทั่วไป ตองเปนของเหลว ไมขุน ไมมีตะกอน หรือฝา 
 2.  สี ตองมีสีที่ดีตามธรรมชาติของน้ําซีอ๊ิว 
 3.  กลิ่นรส ตองมีกลิ่นรสที่ดีตามธรรมชาติของน้ําซีอ๊ิว ปราศจากกลิ่นรสอื่นที่ไมพึงประสงค 

4.  ส่ิงแปลกปลอม ตองไมพบสิ่งแปลกปลอมที่ไมใชสวนประกอบที่ใช เชน เสนผม ดิน ทราย 
กรวด ชิ้นสวนหรือส่ิงปฏิกูลจากสัตว 
 5.  โปรตีน ตองไมนอยกวารอยละ 4.5 โดยน้ําหนัก 
 6.  อะฟลาทอกซิน ตองไมเกิน 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 
 7. วัตถุเจือปน หากมีการแตงสีใหใชเฉพาะน้ําตาลเคี่ยวไหมเทานั้น หากมีการใชวัตถุกันเสีย 
ใหใชไดตามชนิดและปริมาณที่กฎหมายกําหนด 
 8.  ความเปนกรด-ดาง ตองอยูระหวาง 4.5 – 5.5 
 9.  เกลือ ตองอยูระหวางรอยละ 17 – 23 โดยน้ําหนัก 
 10.น้ําตาลทั้งหมด (คํานวณเปนน้ําตาลอินเวิรต) ตองไมเกินรอยละ 6 โดยน้ําหนัก 
 11.จุลินทรีย โคลิฟอรม โดยวิธีเอ็มพีเอ็น ตองนอยกวา 3 ตอตัวอยางหนึ่งกรัม หรือ 1 ลูกบาศก
เซนติเมตร ยีสตและรา ตองไมเกิน 10 โคโลนีตอตัวอยางหนึ่งกรัม หรือ 1 ลูกบาศกเซนติเมตร 
 สวนซีอ๊ิวที่มีการผลิตและจําหนายในทองตลาดของประเทศไทยหรือในบานเรามีอยูหลาย 
ลักษณะเมื่อพิจารณาคุณคาของซีอ๊ิวตามสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนั้น ดังแสดงใน
ตาราง 3 
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ตาราง 3 มาตรฐานผลิตภัณฑน้ําซีอ๊ิวของกระทรวงอุตสาหกรรม 
 

ชนิด 
ซีอ๊ิวขาว ซีอ๊ิวดําเค็ม คุณลักษณะ 

ชั้นพิเศษ ชั้นที ่1 ชั้นพิเศษ ชั้นที ่1 
ซีอ๊ิวดํา ซีอ๊ิวหวาน 

ปริมาณของแข็งที่ระเหยไมได
นอยกวารอยละของน้ําหนัก 

32 32 35 32 50 50 

เกลือ(คิดเปนโซเดียมคลอไรด) 
รอยละของน้ําหนัก 

17-23 17-23 17-23 17-23 6-16 ไมเกิน1 

น้ําตาลทั้งหมด(คิดเปนน้ําตาล
อินเวิ รต )ไม เกินรอยละของ
น้ําหนัก 

7 6 12 10 25 80 

ความเปนกรด-ดาง (pH) 4.5-5.3 4.5-5.3 4.5-5.3 4.5-5.3 4.5-5.5 4.5-5.5 
ความถวงจําเพาะที่ อุณหภูมิ 
27±3 0C ไมนอยกวา 

1.20 1.20 1.23 1.23 1.33 ไมกําหนด 

 
ที่มา: วันชัย  สมชิต. (2527). ถั่วเหลืองและการใชประโยชนในประเทศไทย หนา 114 
 

 สําหรับในงานวิจัยนี้ตัวอยางน้ําซีอ๊ิวขาวที่หมักไดจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือ
ที่แตกตางกันของแตละสูตรที่ทําการศึกษาไดมีการตรวจสอบคุณลักษณะของน้ําซีอ๊ิวบางประการ
เปรียบเทียบกับมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ําซีอ๊ิวไดแก เกลือและจุลินทรีย 
  
เกลือ 
 เกลือเปนสวนประกอบที่สําคัญของการผลิตซีอ๊ิว สามารถปองกันการสุกเกินไปของวัตถุดิบ 
ปองกันการเสื่อมเสีย และเปนแหลงใหรสเค็ม นอกจากนี้เกลือยังเปนวัตถุดิบในการผลิตสารเคมีบางตัว
เชน โซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมคารบอเนต โซเดียมซัลเฟต และไฮโดรคลอริก เปนตน เกลือมีอยู 2 
ชนิด คือเกลือสินเธาว (rock salt) และเกลือทะเล (sea salt) โดยทั่วไปการผลิตซีอ๊ิวจะใชเกลือทะเล ซึ่ง
มีโซเดียมคลอไรดมากกวา 95 เปอรเซ็นต (Yokotsuka. 1988) โดยโซเดียมคลอไรดมีหนาที่เสมือนกับ
สารยับยั้งและคัดเลือกเชื้อจุลินทรียในขั้นการหมักน้ําเกลือ (Yong; &Wood. 1974) นอกจากนี้เกลือยัง
ชวยในการปรุงแตงรสชาติใหกับซีอ๊ิวดวย โซเดียมคลอไรดบริสุทธิ์จะอยูในรูปหกเหลี่ยมไมมีสี ใส แตใน
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กระบวนการผลิตเกลือจะมีสีเกิดขึ้นเชน สีขาว สีชา โซเดียมคลอไรดบริสุทธิ์ ณ อุณหภูมิ 25 0C จะมี
ความถวงจําเพาะ 2.161 แตเกลือที่ใชในการทําซีอ๊ิวควรมีความถวงจําเพาะ 2.1-2.3 จุดหลอมเหลว 
800-803 0C การละลายของเกลือข้ึนอยูกับอุณหภูมิ พบวาในน้ํา 100 mL เกลือจะละลายไดในระดับ
ตางๆกัน ขณะอุณหภูมิเปลี่ยนแปลง สวนเกลือที่มีขายอยูในทองตลาดนอกจากจะประกอบดวย
โซเดียมคลอไรดแลวยังมีความชื้น แมกนีเซียมคลอไรด แคลเซียมคลอไรด แมกนีเซียมซัลเฟต 
โปตัสเซียมคลอไรด และสารที่ไมละลายน้ําปะปนอยู โดยขึ้นอยูกับแหลงและวิธีการผลิต ซึ่งมีขอควร
ระวังเนื่องจากวิวัฒนาการทางดานอุตสาหกรรมเคมีทําใหมีการขายเกลือที่เปนของเสียจากโรงงานเคมี
ในราคาถูก (วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ. 2534: 9-11) นอกจากนั้นเกลือที่ผลิตจากนาเกลือบางแหงที่มีฝา
แดงเกิดขึ้นระหวางการตากจะมีการปนเปอนของแบคทีเรียบางชนิด เชน Halobium spp. แบคทีเรีย
พวกนี้จะมีสีแดงและเจริญไดดีมากในความเขมขนของเกลือมากๆ ทําใหมีปญหาเกิดขึ้นไดระหวาง
ข้ันตอนการหมักน้ําเกลือ (นภา  โลทอง. 2531) ในประเทศญี่ปุนใชความเขมขนของสารละลายเกลือ
ประมาณ 17-19 เปอรเซ็นต (ตอน้ําหนักปริมาตร) (Yong; &Wood. 1974) แตในประเทศไทยโดยทั่วไป
ใช 20-22 เปอรเซ็นต สําหรับการหมักน้ําแรกและความเขมขน 16-18 เปอรเซ็นต ในน้ําที่สองหรือน้ําที่
สาม (พิมพาพร  เทวาหุดี. 2521; และกนิษฐา  สุวรรณเมนะ. 2522) โดยที่โรงงานซีอ๊ิวตองเตรียม
น้ําเกลือใหมีความเขมขน 23-35 เปอรเซ็นต ความชื้นในโคจิจะเจือจางใหความเขมขนของเกลือลดลง
เหลือประมาณ 19-22 เปอรเซ็นต ซึ่งในงานวิจัยที่ศึกษานี้ไดศึกษาผลของปริมาณเกลือที่มีตอการหมัก
ซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง จากรายงานการวิจัยของ ภคธีรา  อุปจักร (2550) ไดศึกษาการหมัก
ซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือรอยละ 20 ตามมาตรฐานของการหมักซีอ๊ิว ซึ่งใน
งานวิจัยนี้ไดใชปริมาณเกลือดังกลาวเปนซีอ๊ิวของสูตรควบคุม พบวาซีอ๊ิวที่ไดมีความเค็มมากเนื่องจาก
ไมไดทําการปรุงแตงซีอ๊ิวดวยน้ําตาลดังเชนซีอ๊ิวที่มีจําหนายในทองตลาดทั่วๆไป ซึ่งมีผลตอสุขภาพของ
ผูบริโภค ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงใชปริมาณเกลือนอยลงในการหมักซีอ๊ิว เพื่อศึกษาวาซีอ๊ิวที่ไดมีปริมาณ
เกลือที่ลดลงหรือเปนซีอ๊ิวที่มีรสเค็มนอยลงเมื่อเปรียบเทียบกับซีอ๊ิวสูตรควบคุม  

ศิริพร  เอื้ออังกูร (2538: บทคัดยอ) ไดศึกษาการปรับปรุงกระบวนการหมักซีอ๊ิวในขั้นตอนการ
หมักน้ําเกลือในระดับโรงงาน โดยศึกษาผลของการหมักโคจิในน้ํา เปนระยะเวลาตางๆกัน ไดแก 0, 2, 
3, 4, 5 และ 6 ชั่วโมง กอนเติมน้ําเกลือความเขมขน 26 เปอรเซ็นต ซึ่งจากการทดลองหาปริมาณ
โซเดียมคลอไรดในน้ําหมักพบวาเมื่อเร่ิมตนการทดลองหลังจากเติมน้ําและน้ําเกลือแลวจะมีเกลือในน้าํ
หมักของแตละการทดลองใกลเคียงกันไดแก 17.53 ถึง 18.70 เปอรเซ็นต และเมื่อส้ินสุดการหมักเปน
เวลา 36 วัน โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี เคมี และจุลชีววิทยาตลอดระยะเวลาการหมัก มี
กิจกรรมเอนไซมโปรติเอส ปริมาณโปรตีน และน้ําตาลกลูโคสใกลเคียงกันในทุกการทดลอง นอกจากนี้
ไดทําการศึกษาอิทธิพลของเกลือที่มีความเขมขน 5, 10, 18, 20 และ 21 เปอรเซ็นต ตอระยะเวลา
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ความคงทนของเอนไซมโปรติเอสที่สกัดไดจากโคจิ โดยเติมโซเดียมเอไซด 0.03 เปอรเซ็นต และคลอ
แรมฟนิคอล 0.01 เปอรเซ็นต เพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวาที่ความเขมขนของเกลือสูงจะมี
อัตราการลดลงของกิจกรรมเอนไซมมากกวาที่ความเขมขนของเกลือตํ่า โดยจะมีการลดลงอยาง
รวดเร็วใน 2 วันแรกของการบม และลดลงอยางชาๆ เมื่อบมเปนเวลา 30 วัน 

กุมุทนาถ  ปานหอ; สุรียพร  กังสนันท; และอรัญ  หันพงศกิตติกูล (2546) ทําการศึกษาการลด
ความเค็มของซีอ๊ิวดวยการไดอะไลซิส อัลตราฟวเตรชัน และการตกผลึก พบวาไดอะไลซิสโดยใชถุง
กรองเซลลูโลสขนาดรูพรุน 3,500 ใชเวลา 15 นาที สามารถลดเกลือไดเหลือ 14.62±0.00 % อัลตราฟว
เตรชัน โดยการใชแผนกรองขนาด 10 กิโลดาลตัน สามารถลดเกลือเหลือ 22.38±0.2 % และการตก
ผลึกก็เปนอีกวิธีหนึ่งที่ลดความเค็มในซีอ๊ิวได จากปริมาณเกลือเร่ิมตน 23.11±0.17 % สามารถลดลง
เหลือ 18.38±0.48 % จากการศึกษาทั้งสามวิธี วิธีตกผลึกเปนแนวทางที่สามารถนําไปประยุกตใชใน
ระดับอุตสาหกรรมไดดีกวาไดอะไลซิสและอัลตราฟวเตรชัน ทั้งนี้เนื่องจากเปนวิธีที่ประหยัดและไม
ยุงยาก 

 
กรดอินทรียที่เก่ียวของในการผลิตซีอิ๊ว 
 องคประกอบทางเคมีของซีอ๊ิวเกิดจากสวนประกอบของวัตถุดิบที่ใชคือถั่วเหลือง ขาวสาลีหรือ
ขาวเจา เกลือ และน้ํา ซึ่งน้ําเปนตัวชวยใหองคประกอบตางๆ รวมอยูดวยกัน เมื่อผานกระบวนการหมัก
จนสิ้นสุดลง องคประกอบทางเคมีของวัตถุดิบยอมเปลี่ยนแปลงไป บางสวนถูกยอยสลายใหเล็กลงเชน
โปรตีนและแปง บางสวนถูกใชไปและเปลี่ยนเปนอยางอื่นเกิดขึ้นมาแทนเชน เกิดกรดตางๆ และ
แอลกอฮอล เปนตน หนึ่งในองคประกอบทางเคมีที่เกิดขึ้นก็คือกรดอินทรีย กรดอินทรียที่เกิดขึ้นใน
กระบวนการหมักซีอ๊ิวเกิดจากการทํางานของแบคทีเรีย ในบรรดาแบคทีเรียที่มีอยูแบคทีเรียแลคติกจะ
มีบทบาทสําคัญในกระบวนการหมักของขั้นตอนการเติมน้ําเกลือ แบคทีเรียแลคติกจะทําหนาที่ผลิต
กรดแลคติกซึ่งมีกลิ่นเฉพาะ กรดที่ผลิตออกมาจะทําใหคา pH ของน้ําหมักซีอ๊ิวลดลง ชวยปรบัสภาพให
เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของยีสตซึ่งเปนจุลินทรียที่ทําหนาที่ผลิตแอลกอฮอลและสารใหกลิ่นรสทีด่ี
แกซีอ๊ิว (สุทธิศักดิ์  สุขในศิลป. 2522)  ซึ่งสอดคลองกับตาราง 4 จะเห็นไดวาเมื่อเทียบปริมาณกรด
อินทรียจะมีมีปริมาณกรดแลคติกมากที่สุด สําหรับในน้ําซีอ๊ิวที่มีการปรุงแตงสารแตงกลิ่นและรสของ
ซีอ๊ิวเพื่อใหซีอ๊ิวมีกลิ่นและรสที่ดี จากการวิเคราะหสารปรุงแตงรสที่พบในน้ําซีอ๊ิวมีหลายๆ ชนิดหนึ่งใน
สารที่พบมีกรดแลคติกสูงถึงประมาณ 14.35 กรัมตอลิตร (Yokotsuka. 1986) กรดอินทรียที่มีอยูในน้ํา
ซีอ๊ิวจะมีอยู 2 รูป คือจะอยูในรูปกรดอิสระและอาจอยูรวมกับสารอื่น ปริมาณกรดอินทรียจะมีผลตอ
กลิ่นรสของซีอิ๊วโดยตรงและการที่กรดมีรูปแบบอยางไรก็จะยังผลใหกลิ่นรสเปลี่ยนไปไดเชนกัน ในป 
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ค.ศ.1932 Udo ไดสังเคราะหกรดชนิดตางๆ ที่พบในซีอ๊ิวและแบงพวกตามลักษณะของกลิ่นรสของกรด 
เขายังคนพบวากรดชนิดเดียวกันเมื่อรวมอยูกับสารตางกัน จะใหกลิ่นรสตางๆกัน  
ตาราง 4 แสดงกรดอินทรียที่มีในน้ําซีอ๊ิว 
 

กรดอินทรีย ปริมาณกรดอินทรีย (%) 
แลคติก 1.24 
ซัคซินิก 0.11 
แอซีติก 0.10 
ฟอรมิก 0.003 

    
 ที่มา: ดัดแปลงจาก ไพบูลย  สุเมธาอักษร. (2521). อุตสาหกรรมการทําซีอ๊ิวในเมืองไทย.  
หนา 17 
 
 งานวิจัยที่เกี่ยวของในการศึกษากรดอินทรียในการผลิตซีอ๊ิวมีรายงานวา ในป ค.ศ. 1980 
Noda; et al ไดศึกษา การยับยั้งการเจริญเติบโตของยีสตระหวางแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกในชวง
การหมักน้ําเกลือของซีอ๊ิว พบวาปจจัยสําคัญที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของยีสต Saccharomyces 
rouxii คือผลิตภัณฑจากเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียสรางกรดแลคติกเชน กรดแลคติก กรดแอซีติก กรด
ฟอรมิก เปนตน ตอมา ในป ค.ศ. 1982 Noda; et al ไดศึกษาผลของ pH ที่มีตอการยับยั้งการเจริญ 
เติบโตของยีสต  S. rouxii  และพบวากรดแลคติกซึ่งเปนผลิตภัณฑ หลักในเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย
สรางกรดแลคติก เมื่อมีความเขมขนรอยละ1จะทําให pH ของโมโรมิลดลงไป 1 หนวย และไปเพิ่ม
ความสามารถของกรดแอซีติกในการยับยั้งการเจริญเติบโตของยีสต ซึ่งกรดแอซีติกนี้เปนผลิตภัณฑที่
สําคัญสามารถยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตของยีสตไดถึงรอยละ 25  
 
จุลินทรียที่พบในกระบวนการผลิตซีอิ๊ว 
 เชื้อราที่มีบทบาทโดยตรงคือ เชื้อรา A. oryzae หรือ A. sojae ซึ่งจะเจริญเติบโตในชวงของ
การหมักโคจิ เมื่อบรรจุโคจิลงในบอหมักใหมๆ เชื้อราที่มีอยูในหัวเชื้อจะหยุดการเจริญเติบโต แตเวลา
ยิ่งนานการทนอยูไดของเชื้อราก็เร่ิมลดลง ระยะเวลาที่อยูไดประมาณ 1-2 เดือน หลังจากนั้นจะคอยๆ 
ตายไป ประมาณ 3 เดือน เชื้อราแทบจะไมมีอยูเลย (วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ. 2534: 36) 

ยีสตที่สําคัญในกระบวนการหมักซีอ๊ิวเปนยีสต S. rouxii มีประโยชนตอการหมักมากที่สุด 
ยีสตชนิดนี้จะทําหนาที่ยอยถั่วเหลืองและขาวสาลีดวยเอนไซมในชวงทําหัวเชื้อ จะยอยโปรตีนได
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กรดอะมิโนและยอยแปงใหไดมอลโทส ยอยกลูโคสไดแอลกอฮอล CO2 หรือกรดแลคติก นอกจากนีย้งัมี
กลิ่นหอมซึ่ง Yokotsuka (1986) ไดวิจัยออกมาวาเปนสาร 4-ethyguaiacol และ 4-ethylphenol  
  แบคทีเรียในการหมักซีอ๊ิวจะมีเชื้อแบคทีเรียเชน Lactobacillus, Bacillus, Acetobacter, 
Brevibacterivm และ Pediococcus เปนตน โดยเฉพาะแบคทีเรียที่ทนความเขมขนของเกลือไดสูงๆ 
จะมีอยูในบอขณะหมักตามปกติ แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียและโรคนั้นจะอาศัยอยูไดนอยมาก 
หรือไมมีเลย ในความเขมขนของเกลือ 18% แบคทีเรียที่มีอยูไดเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมที่ยอย
โปรตีนและคารโบไฮเดรตได ทําใหเกิดกรดตางๆเชน กรดแลคติก กรดแอซีติก และกรดซัคซินิก ซึ่งชวย
ใหการหมักเปนซีอ๊ิวไดเร็วขึ้น ในบรรดาแบคทีเรียที่มีอยูแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกสําคัญที่สุด เพราะ
ขณะบรรจุโคจิลงบอหมักนั้นแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกจะผลิตกรดแลคติกออกมาทําให pH ของโคจิ
ต่ําลง ทําใหจุลินทรียอ่ืนๆ ที่เปนพิษถูกทําลาย แบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกจึงมีบทบาทสําคัญมาก 
 ประโยชนของเชื้อแบคทีเรีย (วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ. 2534: 38 ) 
 1. เชื้อราและแบคทีเรียมีการทํางานชวยกันเพื่อยอยโปรตีนใหเปนกรดอะมิโนและเพื่อให
กรดอะมิโนทําปฏิกิริยากับเกลืออินทรีย 
 2.  เกิดกรดที่ระเหยไดและไมได เชน กรดแลคติก กรดแอซีติก กรดซัคซินิกและเอสเทอร 
 3.  ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของสี 
 4.  ทําใหเกิดกลิ่นหอม 
 ตัวอยางงานวิจัยเกี่ยวกับจุลินทรียที่พบในกระบวนการผลิตซีอ๊ิว 
 ป ค.ศ. 1947 Lockwood ศึกษากระบวนการผลิตน้ําซีอ๊ิวจีน โดยใชจุลินทรียที่เกี่ยวของกับการ
หมักเปนเชื้อบริสุทธิ์ของ A. oryzae, Lactobacillus delbrueckii และยีสต  Zygosaccharomyces 
soyae น้ําซีอ๊ิวแบบจีนนั้นผลิตจากถั่วเหลืองทั้งหมด หรือถามีแปงก็มีเพียงเล็กนอยเทานั้น จึงทําใหน้ํา
ซีอ๊ิวที่ไดมีความถวงจําเพาะและความหนืดสูง อีกทั้งมีปริมาณไนโตรเจนมากกวาน้ําซีอ๊ิวแบบญี่ปุน ผล
จากงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา กระบวนการหมักน้ําซีอ๊ิวตองอาศัยกิจกรรมรวมกันระหวางจุลินทรียทั้ง
สามชนิด เพื่อใหเกิดน้ําซีอ๊ิวที่มีกลิ่นรสนารับประทาน 
 ป ค.ศ. 1965 Hesseltine แยกเชื้อจุลินทรียในผลิตภัณฑอาหารหมักของประเทศตะวันออก 
เชน เตาเจี้ยว น้ําซีอ๊ิว tempeh ang-kok sufu ragi เปนตน โดยเฉพาะน้ําซีอ๊ิวนั้นเมื่อแยกเชื้อจุลินทรีย
ออกมา พบวา มีแบคทีเรีย L. delbrueckii ซึ่งเปนแบคทีเรียรูปรางแทง สรางสปอรได และเปน
แบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกที่สําคัญในการผลิตน้ําซีอ๊ิวชวงโมโรมิ และยีสต S .rouxii  ซึ่งเปน 
osmophilic yeast ที่มีบทบาทสูงสุดเพราะเปนยีสตที่พบในชวงสุดทาย ซึ่งเปนการหมักเพื่อใหเกิด
แอลกอฮอล นอกจากนี้ยังอาจพบ Z. soyae และยีสตในสายพันธุ Hansenula และ Torulopsis รวม
อยูดวย 
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 ป ค.ศ. 1976 Yong และ Wood ไดศึกษาผลของ pH ที่มีตอการเจริญเติบโตของ L. 
delbrueckii และ S. rouxii ในโมโรมิ พบวา pH ชวง 5.0-5.5 มี L. delbrueckii มีจํานวนเซลลที่มีชีวิต
สูงสุด และ S. rouxii ที่ pH 5.0 และ pH ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียทั้งสองชนิดคือ 
pH 5.0 ในปตอมา Yong และ Wood (1976) ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีของโมโรมิที่มีความ
เขมขนของเกลือรอยละ 18 พบวาโมโรมิที่ใสเพียงยีสต S. rouxii ชนิดเดียวจะมีปริมาณกลูโคสมาก
ที่สุด แตเกินมาตรฐานที่กําหนดไวรอยละ 7 ในขณะที่โมโรมิที่มีทั้ง L. delbrueckii และ S. rouxii จะมี
ปริมาณกลูโคสนอยกวามาตรฐานเพียงเล็กนอยคือ รอยละ 6.5 นอกจากนั้นแบคทีเรียสรางกรดแลคติก
หยุดการเจริญเติบโตเพราะผลิตภัณฑจากเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย แตสาเหตุที่ทําใหยีสตหยุดการ
เจริญเติบโตไมชัดเจนนัก  
 ป พ.ศ. 2520 สุทธิศักดิ์  สุขในศิลป ศึกษาน้ําหมักซีอ๊ิว 45 ตัวอยาง ที่เก็บมาจากโรงงานซีอ๊ิว
ในกรุงเทพมหานคร และสมุทรปราการ 5 โรงงาน ตัวอยางน้ําหมักซีอ๊ิวที่เก็บจากสวนบน และสวนลาง
ของถังหมักจะไมมีความแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณแบคทีเรีย จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
บทบาทสําคัญในขบวนการหมักซีอ๊ิว โดยอาศัยคุณสมบัติตางๆ ของเชื้อ ทั้งทางดานความสามารถใน
การทนเกลือความเขมขนสูง ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ 43 oC ความสามารถในการ
เปลี่ยนแปลง pH และสรางกลิ่น พบวา Pediococcus halophilus เปนแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติดังกลาว
ดีกวาแบคทีเรียอื่นๆ ที่แยกได และเมื่อนํา P. halophilus ไปหมักซีอ๊ิวรวมกับยีสต S. rouxii NRRL Y-
2547 เชื้อ P. halophilus นี้ก็สามารถเจริญเติบโตไดดี สามารถทําให  pH ของน้ําหมักลดลงใกลเคียง
หรือตํ่ากวาซีอ๊ิวหมักทั่วไป ปริมาณกรดแลคติกที่ไดก็สูง และกลิ่นรสความกลมกลอมของน้ําหมักที่ไดก็
ดีดวย 
 ป พ.ศ. 2522 กนิษฐา  สุวรรณเมนะ ศึกษาการแยกเชื้อราบริสุทธิ์จากโคจิทั้งสิ้น 175 เชื้อ ซึ่ง
เปนเชื้อราในกลุม Aspergillus flavus 90 เชื้อ และอยูในกลุม Phycomycetes 85 เชื้อ และทําการ
คัดเลือกสายพันธุเชื้อราที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตซีอ๊ิวโดยอาศัยความสามารถในการสราง
เอนไซมอะไมเลส และโปรติเอส โดยการใชสารละลายน้ําแปงและนมพรองมันเนย เปนสับสเทรตจะ
สามารถคัดเลือกเชื้อได 27 เชื้อ พบวาเชื้อราในกลุม A. flavus มีกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสและโปร 
ติเอสสูงสุด สวน A. oryzae มีกิจกรรมของเอนไซมสูงเชนกันแตนอยกวา A. flavus  
 ป พ.ศ. 2527 สถาบันวิจัยและพัฒนาอาหาร ใชวิธีการผลิตน้ําซีอ๊ิวแบบธรรมชาติ โดยการหมัก
โมโรมิจะเติมน้ําเกลือลงไปในโคจิ ทําใหความเขมขนของเกลือสูงขึ้นถึงรอยละ 17-20 จุลินทรียบาง
ชนิดถูกกําจัดออกไปหมด และเปนภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ L. delbrueckii, P. 
halophilus, S. rouxii และ Hansenula แบคทีเรียและยีสตเหลานี้จะสรางกรดแลคติกและแอลกอฮอล 
ทําใหกลิ่นและรสชาติของน้ําซีอ๊ิวดีข้ึน 
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 ป พ.ศ. 2531 นภา  โลทอง รายงานถึงจุลินทรียที่มีบทบาทในระยะหมักน้ําเกลือ ซึ่งไดแก 
แบคทีเรียสรางกรดแลคติกที่ทนเกลือ เชน L. delbrueckii และ P. halophilus แบคทีเรียทั้งสองชนิดจะ
เปลี่ยนน้ําตาลเปนกรดแลคติก ทําใหภาวะในถังหมักเหมาะสมตอการเจริญ เติบโตของยีสตคือ S. 
rouxii และ Torulopsis holmii ซึ่งจะหมักน้ําตาลใหไดแอลกอฮอลและสารใหกลิ่นรสอื่นๆ แบคทีเรีย
และยีสตดังกลาวมีอยูทั่วไปในบรรยากาศ แตน้ําซีอ๊ิวที่ผลิตไดรุนแรกมีคุณภาพดานกลิ่นรสไมดีนัก 
เนื่องจากจุลินทรียแพรกระจายนอย 
 ป พ.ศ. 2532 วารุณี  ประดิษฐศรีกุล ศึกษาขั้นตอนการผลิตน้ําซีอ๊ิวและบทบาทของจุลินทรีย 
ที่เกี่ยวของในการหมักน้ําซีอ๊ิว พบวา แบคทีเรียสรางกรดแลคติกที่แยกไดและนํามาใชในกระบวนการ
ผลิตน้ําซีอ๊ิวไดแก P. halophilus, P. soyae และ L. delbrueckii ยีสตสวนใหญที่ทําหนาที่หมักตอจาก
แบคทีเรียคือ S. rouxii รองลงมาคือ Torulopsis แตยีสตที่มีบทบาทสําคัญและนํามาใชในอุตสาหกรรม
น้ําซีอ๊ิวคือ S. rouxii  
 ป พ.ศ. 2537 พันธณรงค  จันทรแสงศรี ทดลองนํา L. delbrueckii TISTR 108 และ S. rouxii 
TISTR 5058 มาตรึงรูปรวมกันในเม็ดเจลแคลเซียมอัลจิเนตขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร มา
ใชในการผลิตน้ําซีอ๊ิวทั้งกระบวนการแบบไมตอเนื่องและแบบตอเนื่องที่อุณหภูมิ 30 oC โดยใชโปรตีน
ไฮโดรไลเซตจากถั่วเหลืองเปนวัตถุดิบ พบวากระบวนการผลิตน้ําซีอ๊ิวแบบไมตอเนื่องใชเวลาการหมัก
จนไดน้ําซีอ๊ิวที่มี pH เทากับ 4.5 เปนเวลา 21 วัน มีปริมาณกรดแลคติก 7.74 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และปริมาณแอลกอฮอล 9.72 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนกระบวนการผลิตน้ําซีอ๊ิวแบบตอเนื่องใน
เครื่องปฏิกรณชีวภาพ พบวาเวลาที่ใชในการหมักจนไดน้ําซีอ๊ิวที่มี pH เทากับ 4.5 คือ 108 ชั่วโมง น้ํา
ซีอ๊ิวที่ไดมีปริมาณกรดแลคติก 7.81 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอลกอฮอล 9.32 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีคุณสมบัติตามเกณฑมาตรฐานผลิตอุตสาหกรรมน้ําซีอ๊ิว มอก.252-2521 
 สําหรับในงานวิจัยครั้งนี้ไดสนใจศึกษาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไดแกแบคทีเรีย ราและยีสตใน
กระบวนการหมักซีอ๊ิวในชวงของโมโรมิและในตัวอยางน้ําซีอ๊ิว ซึ่งศึกษาจุลินทรียทั้งหมดตามมาตร 
ฐานผลิตซีอ๊ิวอุตสาหกรรมของมาตรฐานซีอ๊ิวชุมชนวาอยูในเกณฑที่กําหนดหรือไม   
 
เอนไซมที่สําคัญในระหวางการหมักซีอิ๊ว 
 ในกระบวนกระบวนการหมักซีอ๊ิววัตถุดิบที่ใชในการหมักจะมีแปงเปนสวนประกอบ แปงสวน
หนึ่งที่พบมาจากถั่วที่ใชเปนวัตถุดิบในการหมัก สวนแปงอีกสวนหนึ่งมาจากขาวสาลีที่ใชเปนสวนผสม
ในการหมักซีอ๊ิว เมื่อกระบวนการหมักเกิดขึ้นแปงเหลานี้จะถูกยอยโดยเอนไซมอะไมเลสใหมีขนาด
โมเลกุลเล็กลง ซึ่งเอนไซมอะไมเลส เปนเอนไซมที่ยอยสลายสับสเทรตจําพวกแปง ไกลโคเจน มี 3 ชนิด
ดังนี้ 
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 1.  แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) พบไดทั่วไปทั้งในอาณาจักรพืชและสัตว ตลอดทั้งในคน 
ลักษณะที่สําคัญของเอนไซมในการยอยสลายก็คือ เจาะจงตอการยอยสลายพันธะไกลโคซิลของแปงที่ 
α-1,4 ในลักษณะตัดภายในสายพอลิเมอรไดผลผลิตเปนกลูแคน และลิมิตเดกซทริน ที่มีหนวยกลูโคส
ประมาณ 2-6 หนวย และยังมีโครงรูปเดิม 
 2.  เบตา-อะไมเลส (β-amylase) พบทั่วไปในพืชชั้นสูง เชน ขาวบารเลยในลักษณะกําลังงอก
เปนขาวมอลท ขาวสาลี ขาวไรย ถั่วเหลือง และมันเทศ ปฏิกิริยาการยอยสลายของเบตา-อะไมเลสจะ
เจาะจงตอพันธะไกลโคซิลของแปงที่ α-1,4 ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอรอยางเปนระเบียบจาก
ปลายสาย ดานไมมีหมูรีดิวซเขาสูภายในสายไปทีละ 1 หนวยของมอลโตส หรือทีละ 2 หนวยของ
กลูโคส และจะหยุดปฏิกิริยาที่พันธะไกลโคซิลที่ α-1,6 ดังนั้นผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยายอยสลายแปง
หรือไกลโคเจนจะเปนกลูแคน และลิมิตเดกซทริน และสวนใหญเปนมอลโตสที่มีโครงรูปตางไปจากเดิม
หรือเบตา-มอลโตส 
 3.  แกมมา-อะไมเลส (γ-amylase) หรือกลูโคอะไมเลสหรืออะมิโนกลูโคซิเดส เปนเอนไซมที่
พบทั่วไปในจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย รา ลักษณะที่สําคัญของปฏิกิริยาการยอยสลายแปงก็คือ สามารถ
ยอยสลายไดหลายพันธะ ไมวาจะเปนพันธะไกลโคซิลที่เปน α-1,4, α-1,6 และ α-1,3 แตจะชากวา α-
1,4 การตัดสายพอลิเมอรจะเหมือนกับเบตา-อะไมเลส แตตัดปลายสายเขาไปทีละ 1 หนวยของกลูโคส 
ดังนั้นผลผลิตที่ไดสวนใหญจะเปนกลูโคสที่มีโครงรูปตางไปจากเดิมคือ ไดเบตา-ดี-กลูโคส และสวน
ของกลูแคน และเดกซทริน     

สําหรับในกระบวนการหมักซีอ๊ิวมีเอนไซมหลายชนิดที่เชื้อรา A. oryzae, A. sojae หรือ A. 
flavus var. columnaris สรางขึ้นในขั้นการหมักโคจิ เชน อะไมเลส เซลลูเลส อินเวอรเทส ไลเปส และ
โปรตีเอส เอนไซมอินเวอรเทส จะทําการยอยสลายน้ําตาลซูโครสในเมล็ดถั่วใหเปนกลูโคสและฟรุกโตส 
(Yong; &Wood. 1974) จึงทําใหมีน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนในโคจิหลังจากบมเปนเวลา 18 ชั่วโมง เมื่อบม
เปนเวลา 25-30 ชั่วโมง เอนไซมอะไมเลสจะยอยสลายแปงในขาวสาลีหรือแปงอื่นๆ ไปเปนน้ําตาลได
แซคคาไรดและโมโนแซคคาไรด ทําใหไดน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนเปนครั้งที่สอง (Lotong. 1985) ซึ่งใน
งานวิจัยนี้ไดติดตามเอนไซมอะไมเลสที่เกิดขึ้นระหวางขั้นตอนการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่ว
เหลืองดวย 
 เอนไซมโปรติเอส เปนเอนไซมที่ยอยสลายโปรตีน   โพลีเปปไทดและเปปไทด   มีเอนไซมโปรติ 
เอสอยูมากมายหลายชนิดที่จะทําใหโมเลกุลของโปรตีนแตกออกที่ตําแหนงตางๆกัน ซึ่งทําใหเกิด
ผลิตภัณฑตางๆกัน เอนไซมโปรติเอสจะแบงออกตามขนาดของโมเลกุล ประจุและความจําเพาะ
เจาะจงกับสับสเทรต ปจจุบันไดมีการจัดระบบที่ใชหลักการทํางานของเอนไซมที่บริเวณเรง สามารถ
แบงออกไดเปน 2 กลุมคือ เอนไซมที่ทําปฏิกิริยาโดยเขาตัดพันธะเปปไทดของโปรตีนทางดานปลายอะ
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มิโน (N-terminal) หรือเขาตัดพันธะเปปไทดในโปรตีนทางดานปลายคารบอกซิลิก (C-terminal) เรียก
เอนไซมกลุมนี้วา เอกซโซเปปติเดส (exopeptidases) และกลุมของเอนไซมที่เขาตัดภายในสายโพ
ลีเปปไทดของโปรตีน เรียกเอนไซมกลุมนี้วา เอนโดเปปติเดส (endopeptidases) กระบวนการเกิดการ
สลายพันธะเปปไทดจะเกิดที่ตําแหนงพันธะระหวางคารบอนกับออกซิเจน จะเกิดทั้งโดยตรงหรือโดย
ผานโมเลกุลของน้ํา ในการเกิดปฏิกิริยาจะมีการใหโปรตอนกับ peptide nitrogen หรือที่เรียกวา 
leaving group ซึ่งในแตละกลุมของโปรติเอสจะมีกรดอะมิโนที่ทําใหเกิดตําแหนงบริเวณเรงของ
ปฏิกิริยาแตกตางกัน 
 สําหรับแหลงของเอนไซมโปรติเอสที่พบในจุลินทรียมีทั้งแบคทีเรียและราไดแก กลุมแบคทีเรีย 
Bacillus กลุมราจีนัส Aspergillus และ Mucor สวนในกระบวนการหมักซีอ๊ิวกิจกรรมของเอนไซมโปรติ
เอสจะเพิ่มข้ึนอยางมากในระยะทายของการเจริญในโคจิ ซึ่งโดยทั่วไปจะสูงสุดที่ประมาณ 48 ชั่วโมง 
(Impoolsup; et al. 1981) โปรติเอสจะมีความสําคัญมากในการยอยสลายโปรตีนจากถั่วไปเปนเปป
ไทด และกรดอะมิโน ซึ่งมีผลทําใหปริมาณไนโตรเจนละลายในน้ําซีอ๊ิวเพิ่มข้ึน (Lotong. 1985) 
 จากรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของในการศึกษาเอนไซมที่สําคัญในการหมักซีอ๊ิวพบวา 

ในป ค.ศ. 1981 Impoolsup; et al ไดทําการศึกษาและพบวากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่
ผลิตจากเชื้อ A. flavus var. columnaris ในน้ําเกลือ 18 เปอรเซ็นตคอนขางคงที่ในระหวางการหมัก 
45 วัน โดยกิจกรรมของโปรติเอสที่เหมาะสมตอ pH ที่เปนกลางจะเสถียรมากกวา และเพื่อที่จะใหมี
การยอยโปรตีนในโคจิไดมากที่สุดจึงควรที่จะบมโคจิเปนเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เกิดกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่อุณหภูมิ 50 ถึง 55 องศาเซลเซียส หลังจากการบมปกติเปน
เวลานาน 2 วัน 

ในป ค.ศ.1958 และ 1959  Sakaguchi ไดทําการศึกษาพบวาแบคทีเรีย P. halophilus 
สามารถผลิตเอนไซมในเซลล 2 ชนิดสําหรับยอยโปรตีน และเปปไทดที่ เอนไซมโปรติเอสของ 
Aspergillus spp. ยอยไมได และทําใหโปรตีนที่แขวนลอยในซีอ๊ิวหายไปทําใหซีอ๊ิวใสมากขึ้น 
นอกจากนี้  P. halophilus  ยังมีเอนไซมทรานสมิเนส   (transsminase)  ซึ่งมีความสําคัญตอการสราง 
กรดกลูตามิกในซีอ๊ิว 

ในป พ.ศ. 2526 มณี  ตันติรุงกิจ ศึกษาการเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมอะไมเลสของ 
Aspergillus niger โดยใชมิวทาเจน โดยการชักนํา A. niger N-2 ใหเกิดการกลายพันธุดวยมิวทาเจน 
5 ชนิด คือ N-methy-N-nitro-N- nitrosoguanidine, ethylmethane sulfonate, nitrous acid, แสง
อัลตราไวโอเลต และรังสีแกมมา พบวา A. niger NE 10 ซึ่งเปนมิวแตนทที่ไดจากการใชสาร 
ethylmethane sulfonate สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสไดดีกวาเชื้อเดิม 2 เทา และ pH และอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมคือ pH 4.0 และอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
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  ในป พ.ศ. 2534 วรรณา  พรเศรษฐคุณ ศึกษาการคัดเลือกสายพันธุและการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดตองการเกลือเพื่อใชในอุตสาหกรรมการหมัก โดย
คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ทนหรือชอบเกลือดวยอาหารเคซีน จํานวน 283 สายพันธุ ซึ่งแยกไดจากน้ําปลา
ที่มีอายุการหมักตางๆกัน 16 ตัวอยาง พบเชื้อแบคทีเรียทนเกลือที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม
โปรติเอสไดสูงสุดคือ Bacillus sp. นอกจากนี้ยังศึกษาผลของความเขมขนของเกลือและ pH ที่มีผลตอ
การสรางเอนไซมโปรติเอสโดยเชื้อ Bacillus sp. พบวาที่ความเขมขนเกลือ 6 เปอรเซ็นตและ pH 
เร่ิมตน 7 เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมโปรติเอสสูงสุด 

ในป พ.ศ. 2545 กาญจนา  ชาญสงาเวช ไดศึกษาวิธีการเพิ่มปริมาณโปรตีนในซีอ๊ิว โดยการ
เติมผงโปรติเอสลงในระยะโมโรมิของการผลิตซีอ๊ิว  โดยทําการทดลองแยกแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
T25  ซึ่งผลิตโปรติเอสที่มีแอคติวิตีสูงสุด   ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ผลิตนิวทรัลโปรติเอส  พบวาผลการเติมผง 
โปรติเอสที่มีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 ยูนิตตอมิลลิลิตร ลงในระยะโมโรมิ ทําใหโปรติเอสมีแอคติวิ
ตีในน้ําหมักซีอ๊ิวสูงขึ้น และพบปริมาณโปรตีนในน้ําหมักซีอ๊ิวเพิ่มจากเดิม 6.0 เปอรเซ็นต เปน 8.8 
เปอรเซ็นต 
 ในป พ.ศ. 2541 ขจีนาฏ  โพธิเวชกุล; สุมาลี  เหลืองสกุล; และ สมใจ  ศิริโภค ศึกษาการแยก
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส โดยอาศัยความสามารถในการผลิต
เอนไซมดังกลาวจากอาหารแข็ง 3 ชนิด คือ starch agar, skim milk agar และ tributyrin agar พบวา 
สามารถแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส ไดที่อุณหภูมิ 37 และ 55 องศา
เซลเซียส และการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมทั้งสามชนิด พบวามีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  
 ในป พ.ศ. 2546 ปาริชาติ  กิจสงเสริมธน ไดทําการผลิตน้ําซอสปรุงรส โดยการใชเอนไซมโปรติ
เอสมาตรึงไวบนไคโตซาน โดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุม โดยเฉพาะวิธีการ
ตรึงดวยพันธะโควาเลนท ไดทําการศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด ระยะเวลาการกระตุน
ดวยกลูตาอัลดีไฮด ผลของอุณหภูมิ และ pH ที่มีตอการตรึงเอนไซม เปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซมที่ถูก
ตรึงในแตละวิธีกับเอนไซมอิสระและดูการกระจายตัวของเอนไซมที่สภาวะตางๆ โดยใชกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนิดสองกราด จากนั้นนําเอนไซมตรึงรูปที่ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดไปทดสอบคุณสมบัติ
ตางๆ ไดแก ความคงตัวตออุณหภูมิและ pH นอกจากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงในสภาวะที่เหมาะสมไป
ผลิตน้ําซอสปรุงรส พบวาปริมาณไนโตรเจนจากกรดอะมิโนที่ไดจากการใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการ
เชื่อมดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการหอหุมในการผลิตน้ําซอสปรุงรสหลังจากการใชซ้ําครั้งที่ส่ี มีคา
เทากับ 1,800 และ 706 ไมโครกรัม ตามลําดับ 
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หลักการวิเคราะห 
สําหรับงานวิจัยนี้ไดศึกษาผลของปริมาณเกลือที่มีตอกระบวนการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและ

ถั่วเหลือง โดยติดตามการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในชวงการหมักของโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิว
ขาว เพื่อหาปริมาณกรดอินทรียโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงหาปริมาณจุลินทรีย
โดยใชวิธีการเทเพลท หาปริมาณเกลือโดยใชเทคนิคการไทเทรต หาปริมาณเอนไซมโปรติเอสและ
ปริมาณเอนไซมอะไมเลสโดยใชเทคนิคอัลตราไวโอเลตวิสิเบิลสเปกโทรเมตรี ดังนั้นจึงขอกลาวถึง
หลักการที่ใชในการวิเคราะหตางๆ ดังนี ้

เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC)  

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงหรือที่นิยมเรียกวา HPLC เปนเทคนิคการวิเคราะหสาร
เชิงคุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) ที่นิยมใช
มากวิธีหนึ่ง เนื่องจากสามารถแยกสารไดในเวลาที่รวดเร็ว สะดวกและงายตอการทําปริมาณวิเคราะห 
โดยสามารถใชกับงานดานตางๆไดอยางกวางขวาง เชนในการวิเคราะหทางอาหาร ยา ยาฆาแมลง 
ตัวอยางสิ่งแวดลอม ฯลฯ HPLC เปนเทคนิคแยกสารผสมโดยใชเครื่องสูบแรงดันสูงสูบของเหลวหรือ
ตัวทําละลาย ซึ่งทําหนาที่เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ พาสารตัวอยางที่ถูกฉีดเขาทางชองฉีดสารเคลื่อนที่ผาน
อนุภาคที่เปนวัฏภาคคงที่ ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน สารผสมเคลื่อนที่ผานคอลัมนแลวจะถูกแยกออกมา
ในเวลาที่ตางกัน ผานเขาสูเครื่องตรวจวัด สัญญาณที่ตรวจวัดไดซึ่งอยูในรูปสัญญาณไฟฟาตามเวลา
และปริมาณของสารแตละตัวที่ตรวจวัดได โดยสัญญาณจะถูกสงไปยังเครื่องบันทึกสัญญาณแสดงผล
ออกมาเปนโครมาโทแกรม ประกอบดวยพีกของสารที่เปนองคประกอบของสารผสม 
 หลักการแยกและวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยางในระหวางกระบวนการหมักซีอ๊ิว
ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงนี้ กรดอินทรียจะถูกแยกดวยคอลัมนและชะดวยตัวทํา
ละลายที่เหมาะสม ซึ่งทําการตรวจวัดสัญญาณดวยดีเทคเตอรที่เหมาะสม ผลการทดลองที่ไดแสดง
เปนโครมาโทแกรม เมื่อนําพื้นที่ใตพีกไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดอินทรียก็สามารถคํานวณหา
ปริมาณกรดอินทรียในสารตัวอยางได 
 วิธีการเลี้ยงเชื้อและตรวจนับจุลินทรีย 
 วิธีการเทเพลทเปนเทคนิคหนึ่งที่ใชสําหรับการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ ซึ่งการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์
อาศัยวิธี Aseptic technique หมายถึงวิธีการปองกันไมใหเชื้อจากภายนอกเขาไปปะปน ในระหวาง
การปฏิบัติการตางๆ เชนการเขี่ยเชื้อ การเพาะเชื้อ การบรรจุอาหารลงในจานเพาะเชื้อ สําหรับการเท
เพลทจะทําการเจือจางเชื้อแบบทําการเจือจางสิบเทา (tenfold dilution) แลวนําระดับความเจือจางที่
ตองการมาทําการเทเพลท โดยดูดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ เทอาหารเลี้ยง
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เชื้อที่กําลังหลอมเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 45 oC ลงในจานที่มีเชื้อ หมุนจานอาหารเลี้ยงเชื้อใหเชื้อ
ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อจนทั่วจาน บมเชื้อทิ้งไวเปนระยะเวลาหนึ่งแลวทําการคํานวณจํานวนจุลินทรีย
เปน colony forming unit (CFU/g) โดยนับจํานวนจุลินทรียในชวง 30-300 โคโลนีของจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ แลวบันทึกผลเปน นอยกวา 30 โคโลนี มากกวา 300 โคโลนี และจํานวนจุลินทรียที่นับไดในชวง 
30-300   โคโลนี    ซึ่งในงานวิจัยนี้ไดทําการวิเคราะหปริมาณจุลินทรียในระหวางกระบวนการหมักซี 
อ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองดวย 
 การไทเทรต 
 การไทเทรตเปนวิธีวิเคราะหหาปริมาณสารตัวอยางที่เปนสารละลาย โดยการวัดปริมาตรของ
สารละลายไทแทรนตที่ทราบความเขมขนที่แนนอน ซึ่งทําปฏิกิริยาพอดีกับสารละลายตัวอยาง การ
ไทเทรตแบงออกเปน 4 ประเภทตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นคือ 
 1.  การไทเทรตแบบกรด-เบส (acid-base titration) 
 2.  การไทเทรตแบบตกตะกอน (precipitation titration) 
 3.  การไทเทรตแบบเกิดสารเชิงซอน (complex metric titration) 
 4.  การไทเทรตแบบเกิดปฏิกิริยารีดอกซ (redox titration)  
 สําหรับในงานวิจัยนี้ไดเลือกใชการไทเทรตแบบตกตะกอนเพื่อหาปริมาณคลอไรดในตัวอยาง
ซีอ๊ิว ซึ่งเปนเทคนิคการไทเทรตที่ใชในการวิเคราะหคุณภาพซีอ๊ิวตามมาตรฐานของผลิตภัณฑ 
อุตสาหกรรมหรือ มอก. กระบวนการไทเทรตที่สําคัญที่สุดสําหรับการวิเคราะหโดยวิธีนี้คือ การใชเงนิไน
เทรตเปนตัวตกตะกอน เงินไอออนสามารถตกตะกอนกับแอนไอออนไดหลายชนิด ซึ่งจะเกิดเปน
ตะกอนที่ละลายน้ํายากจึงสามารถใชในการวิเคราะหโดยวิธีการไทเทรตไดดี การไทเทรตที่ใชเงิน
ไอออนนิยมใชในการวิเคราะหหาปริมาณแอนไอออนจําพวกเฮไลดมากที่สุด ซึ่งสามารถวิเคราะหไดทั้ง
ทางตรง (direct titration) และทางออม (back titration) ในงานวิจัยนี้ไดเลือกการไทเทรตแบบทางออม 
คือ วิธีการเติมสารละลายเงินไนเทรตลงในสารละลายของแอนไอออนที่ตองการวิเคราะหใหมากเกนิพอ 
แลวไทเทรตหาปริมาณของเงินไนเทรตที่มากเกินพอ ดวยสารละลายไธโอไซยาเนต โดยใชเฟอรริค 
อะลัมเปนอินดิเคเตอร การไทเทรตโดยวิธีนี้เรียกวา วิธีโวลฮารด (Volhard’s method) และพบวาที่จุด
ยุติจะเห็นสารละลายแดงของ Fe(SCN)2+ ดังสมการ 
  Ag+  +   SCN-                       AgSCN       ……………(1) 
  Fe3+   +   SCN-                         Fe(SCN)2+  ……………(2) 

เทคนิคอัลตราไวโอเลตวิสิเบิลสเปกโทรเมตรี 
 เทคนิคอัลตราไวโอเลตวิสิเบิลสเปกโทรเมตรี เปนเทคนิคที่มีประโยชนมากในการวิเคราะหหา
ปริมาณสารที่สนใจทั้งในเชิงคุณภาพวิเคราะหและปริมาณวิเคราะห โดยสามารถวิเคราะหสารอินทรีย
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และอนินทรียได  ทั้งนี้อาศัยหลักการที่สารตองการวิ เคราะหจะสามารถดูดกลืนแสงในชวง
อัลตราไวโอเลต และแสงวิสิเบิล ซึ่งมีความยาวคลื่นในชวง 190 – 800 นาโนเมตร พลังงานจากแสง
ในชวงดังกลาวมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลของสารโดยมีผลกระทบโดยตรง
ตออิเล็กตรอนในวงนอกสุดของสารทําใหมีพลังงานสูงขึ้น จึงเกิดการเปลี่ยนระดับพลังงานของ
อิเล็กตรอนจากสถานะปกติหรือสภาวะพื้นไปสูสภาวะกระตุน ซึ่งอิเล็กตรอนนั้นๆ จะมีชวงระยะเวลาไม
นานก็เกิดการสลายคายพลังงานสวนเกินกลับสูสถานะปกติดังเดิม ผลการดูดกลืนแสงและเกิด
ปรากฏการณนี้เองทําใหถามีการวัดความเขมของแสงอัลตราไวโอเลตหรือแสงวิสิเบิลกอนการดูดกลืน
แสงของโมเลกุลและภายหลังการดูดกลืนแสงพบวา ความเขมแสงที่หายไปหรือลดลงนี้แปรผันตาม
ความเขมขนของสารที่จะวิเคราะหหรือที่ทราบคือ กฎของเบียรแลมเบริ์ท (Beer Lambert’s Law) ดัง
สมการที่ (4) 
    A  =  ε bc    ……………(3) 
 เมื่อ  A คือคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง 
        ε  คือ คาสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงของสาร 
        b คือ ระยะทางที่แสงผานสารตัวอยาง 
        c คือ ความเขมขนของสารที่สนใจวิเคราะห 
 ในงานวิจัยนี้ไดนําเทคนิคนี้มาใชในการตรวจหาปริมาณเอนไซมอะไมเลส โดยใหเอนไซม 
อะไมเลสที่มีอยูในตัวอยางทําปฏิกิริยากับสารที่เปนสับสเทรตในที่นี้ใชแปง โดยเอนไซมอะไมเลสจะมี
หนาที่ยอยแปงจนไดเปนน้ําตาลที่มีขนาดเล็กลง โดยอาศัยกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหวางน้าํตาลทีม่หีมู
รีดิวซ ซึ่งในการทดลองติดตามจากน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลที่มีหมูรีดิวซสามารถทําปฏิกิริยากับสารเคมี
คือ 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิคแอซิค ดังสมการที่ 5 
3.5-dinitrosalicylic acid  +  reducing sugar                  3-amino,5-nitrosalicylic acid ………(4) 
 
 

 
 
ซึ่งสาร 3-amino,5-nitrosalicylic acid มีความสามารถในการดูดกลืนแสงวิสิเบิลไดที่มีความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร  

สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณเอนไซมโปรติเอสก็ใชเทคนิคอัลตราไวโอเลตวิสิเบิลสเปกโทร 
เมตรีเชนเดียวกัน โดยใหเอนไซมโปรติเอสที่มีอยูในตัวอยางทําปฏิกิริยากับสารที่เปนสับสเทรตในที่นี้
ใชเคซีน เอนไซมโปรติเอสจะทําหนาที่ยอยโปรตีนใหมีขนาดเล็กลงจนไดกรดอะมิโน ซึ่งในการทดลอง
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ติดตามกรดอะมิโนไทโรซีนที่เกิดจากการยอยโปรตีน อาศัยกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหวางไทโรซีนกับ 
Folin-Ciocalteu reagent โดยไทโรซีนจะทําปฏิกิริยาดังสมการ 6 
 

 
+ [P2W18O62

7- + H2P2Mo18O62
6-]            H4P2W18O62

8- + H6P2Mo18O62
6- .…(5)  

                (สีเหลือง)                                             (สีน้าํเงิน)  
         

 
 

โด
ก
 

Tyrosine

 

ยวัดคาการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับ
ราฟมาตรฐานของไทโรซีน  



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 ในการวิจัยครั้งนี้ ผูวิจัยไดดําเนินการตามขั้นตอนดังนี้ 

ตอนที่ 1  การหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 
ตอนที่ 2  การเก็บตัวอยาง 

  ตอนที่ 3  การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของการหมักซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและ 
                ถั่วเหลือง 
 
เครื่องมือ อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 

1. ถั่วมะแฮะ จากอําเภอบอเกลือ จังหวัดนาน 
2. ถั่วเหลืองคัดพันธุ ตราไรทิพย ผลิตโดยบริษัท ไรธัญญะ จํากัด 
3.  แปงสาลี ตราบัวแดง ผลิตโดยบริษัท ยูไนเต็ดฟลาวมิลล จํากัด (มหาชน) 
4. เกลือ ตราปรุงทิพย ผลิตโดยบริษัท อุตสาหกรรมเกลือบริสุทธิ์ จํากัด 
5. ไหดินเคลือบ 
6. กระดง 
7. ผาขาวบาง 
8. เชื้อรา A. oryzae จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  
9. กรดซิตริก ชนิด Analytical Grade ของบริษัท Sigma ประเทศเยอรมัน  
10. กรดแลคติก ชนิด Analytical Grade ของบริษัท Carlo Erba ประเทศฝรั่งเศส 
11. กรดแอซีติก ชนิด Analytical Grade ของบริษัท Sigma ประเทศเยอรมัน 
12. เอการ (Agar) ของบริษัท Difco Labarotories ประเทศสหรัฐอเมริกา 
13. นิวเตรียนบรอท (Nutrient Broth) ของบริษัท Becton และ Dickinson ประเทศ 
 สหรัฐอเมริกา 
14. โปเตโต เดกซโตรส อาการ (Potato Dextrose Agar) ของบริษัท Becton และ 

Dickinson ประเทศสหรัฐอเมริกา 
15. ซิลเวอรไนเทรต ของบริษัท Carlo Erba ประเทศสวีเดน 
16. กรดไนตริก ของบริษัท UNIVAR ประเทศออสเตรเลีย  
17. โพแทสเซียมไธโอไซยาเนต ของบริษัท UNIVAR ประเทศออสเตรเลีย  
18. เฟอรริค อะลัม ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมัน  
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19. ไทโรซีน ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมัน 
20. กรดไฮโดรคลอริก ของบริษัท UNIVAR ประเทศออสเตรเลีย  
21. โซเดียมคารบอเนต ของบริษัท UNIVAR ประเทศออสเตรเลีย  
22. สารละลาย Folin-ciocalteu reagent ของบริษัท Carlo Erba ประเทศสวีเดน  
23. เคซีน ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมัน 
24. กรดไตรคลอโรแอซีติก ของบริษัท Carlo Erba ประเทศสวีเดน 
25. โซเดียมอะซิเตท ของบริษัท Carlo Erba ประเทศสวีเดน 
26. กลูโคส ของบริษัท UNIVAR ประเทศออสเตรเลีย   
27. 3,5-ไดไนโตรซาลิกไซลิก ของบริษัท Carlo Erba ประเทศสวีเดน 
28. โซเดียมไฮดรอกไซด ของบริษัท J.T. Baker 
29. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต ของบริษัท Carlo Erba ประเทศสวีเดน 
30. เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร UV-2401 และ UV-2450 ยี่หอ SHIMADZU 
31. เครื่อง HPLC model Waters 2690 คอลัมนเปนชนิด Aminex Biorad (Hercules, 

CA,USA) ขนาดของคอลัมน 30 cm × 6.5 mm Detector คือ Waters 410 
Differential Refractometer Detector (Millipore Corp., Milford, MA, USA) 

  
ตอนที่ 1 การหมักซีอิ๊วจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง 
 ทําการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่หองปฏิบัติการเคมีวิเคราะห ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
 1.  การหมักถั่วและแปงดวยเชื้อราหรือการหมักโคจิ 
      1.1  นําถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่คัดแลวมาแชในน้ําประมาณ 15 ชั่วโมง และนํามานึ่ง 
จนสุก 
      1.2  นําถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่นึ่งสุกแลว มาผสมกันโดยใชถั่วมะแฮะ 6 สวนผสมกับถั่ว
เหลือง 4 สวน แลวนํามาคลุกเคลากับแปงสาลีในอัตราสวนของถั่วตอแปงสาลีเปนอัตราสวน 3 : 1  
      1.3  นําสวนผสมดังกลาวไปกระจายในกระดงแลวคลุกดวยเชื้อรา A. oryzae โดยใชเชื้อรา 
A. oryzae ปริมาณ 3.3 กรัม ตอสวนผสมถั่วหมัก 1 กิโลกรัม แลวพรมดวยน้ําที่สะอาดเพื่อใหเกิด
ความชื้นที่เหมาะสม คลุมดวยผาขาวบาง จากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 
      1.4  ตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. oryzae โดยสังเกตจากสปอรที่มีสีเหลืองแกม
เขียวคลุมเมล็ดถั่ว ซึ่งเรียกวาโคจิ แลวนําไปหมักตอในน้ําเกลือ 
 2.  การหมักน้ําเกลือหรือการหมักโมโรมิ  
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      นํากอนโคจิที่ไดในขอ 1.4 ใสลงในไหดินเคลือบแลวเติมน้ําเกลือที่มีความเขมขนรอยละ 
20(สูตร 1 ซึ่งเปนสูตรควบคุม), 18(สูตร 2), 16(สูตร 3), 14(สูตร 4), 12(สูตร 5) และ 10(สูตร 6) ลงใน
แตละไห ปดฝาไหเพื่อปองกันแมลง ฝุนละออง และน้ําฝน นําไหไปตากแดดโดยการเปดฝา เพื่อเรง
ปฏิกิริยาระหวางการหมัก สัปดาหละ 2-3 คร้ัง มีการคนเปนครั้งคราวและตั้งหมักไวเปนระยะเวลา 3
เดือน 
 3.  การพาสเจอรไรส  
      เมื่อการหมักโมโรมิครบกําหนด 3 เดือน นําสวนผสมมากรองดวยผาขาวบาง จะไดน้ําซีอ๊ิวดิบ 
ต้ังทิ้งไวใหตกตะกอนเปนเวลา 7 วัน หลังจากนั้นนําน้ําซีอ๊ิวไปทําการพาสเจอรไรส โดยการตมที่อุณหภูมิ 
80-85oC นาน 15 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยการแชในน้ําแข็ง แลวเก็บน้ําซีอ๊ิวที่ไดในขวดแกว น้าํซอ๊ิีวทีไ่ด
นี้เรียกวา น้ําซีอ๊ิวขาว 

กระบวนการหมักซีอ๊ิวแสดงเปนขั้นตอนใหเห็นชัดเจนดังแผนภาพประกอบขางลางนี ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นําถัว่มะแฮะ 6 สวนผสมกับถั่วเหลือง 4 สวน ทีน่ึ่งสกุแลว
คลุกเคลาดวยแปงสาลีและเชื้อรา A. oryzae 
นั ิ 
ต้ังหมกัทิง้ไวเปนเวลา 3 ว
น 

 

 

โคจ
 ิ
นําไปหมักในน้ําเกลือเปนเวลา 3 เดือ
 โมโรม
กรองสวนผสมที่ได
น้ําซีอ๊ิวดิบ
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กระบวนการหมักซีอ๊ิวแสดงเปนขั้นตอนใหเห็นชัดเจนดังแผนภาพประกอบขางลางนี ้(ตอ) 
 

ต้ังทิง้ไวใหตกตะกอน 7 วนั  
 
 

พาสเจอรไรส  
 
 

น้ําซีอ๊ิวขาว  
 
 

บรรจุขวด  
 

ภาพประกอบ 1 แสดงกระบวนการหมักซอ๊ิีว 
หมายเหตุ อัตราสวนของถั่วตอแปงสาลีเปน 3 : 1 และความเขมขนของน้ําเกลือที่ใชในการหมักโมโรมิ
เปลี่ยนแปลงตามสูตรที่ศึกษา 
 
ตอนที่ 2 การเก็บตัวอยาง 
 การเก็บตัวอยางแบงออกเปนสามชวงดังนี้คือ 

1.  การเก็บตัวอยางในชวงการหมักโมโรมิ  ทําการสุมตัวอยางเปนระยะๆ  ต้ังแตวันแรกที่หมัก 
(0 วัน), 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลําดับ โดยสุมตัวอยางในทุกความเขมขนของเกลือที่
ทําการทดลอง ใสในถุงเย็นแลวนําไปเก็บไวในตูเย็น เพื่อใชสําหรับการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทาง
เคมีที่สนใจ 

2.  การเก็บตัวอยางน้ําซีอ๊ิวขาว โดยเก็บจากตัวอยางน้ําซีอ๊ิวดิบที่ทําการพาสเจอรไรสแลว โดย
สุมตัวอยางในทุกความเขมขนของเกลือที่ทําการทดลอง ใสในถุงเย็นแลวนําไปเก็บไวในตูเย็น เพื่อใช
สําหรับการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีที่สนใจ 
 
ตอนที่ 3 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของการหมักซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและถั่ว
เหลือง 
 3.1.  การวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยาง 
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วิธีการทดลอง 
3.1.1. การสรางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรีย 

  1.  เตรียมสารละลายกรดอินทรียที่ประกอบดวยกรดซิตริก กรดแลคติก และกรด 
     แอซีติกความเขมขน 4g/L  

  2.  ปเปตสารละลายกรดอินทรียปริมาตร 3 mL แลวเติมน้ํากลั่น 3 mL ซึ่งใชเปน 
       สารละลายตั้งตน  

   3.  ทําการเจือจางสารละลายตั้งตนใหมีปริมาณกรดอินทรีย ดังตาราง 
ตาราง 5 แสดงการเจือจางสารละลายตั้งตนของกรดอินทรียแตละชนิด 

 

สารละลายตัง้ตน (mL) น้ํา 
(mL) 

กรดซิตริก 
(g/L) 

กรดแลคติก 
(g/L) 

กรดแอซีติก 
(g/L) 

0.0625 0.9375 0.125 0.125 0.125 
0.1250 0.8750 0.250 0.250 0.250 
0.2500 0.7500 0.500 0.500 0.500 
0.5000 0.5000 1.000 1.000 1.000 
0.7500 0.2500 1.500 1.500 1.500 
1.0000 0.0000 2.000 2.000 2.000 

4.   ฉีดสารละลายมาตรฐานปริมาตร 20 µL เขาเครื่อง HPLC ซึ่งสภาวะที่เหมาะสม 
      ของเครื่อง HPLC  ที่ใชในการวิเคราะหคือ อัตราการไหล  0.5 mL/min  อุณหภูมิ 
      ของคอลัมน 90 oC และใชเฟสเคลื่อนที่เปน H2SO4 ความเขมขน 0.5 mM เพื่อหา 
      คาระยะเวลารีเทนชันของสารละลายมาตรฐาน และคาพื้นที่พีกของสารละลาย 
      มาตรฐานแตละความเขมขน 

  5.   พลอตกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย 
         มาตรฐานกับคาพื้นที่พีก 

3.1.2. การวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยาง 
      1.   นําตัวอยางมาปนใหละเอียดโดยใชเครื่องปน 
   2.   ปเปตตัวอยางที่ปนเรียบรอยแลวปริมาตร 1 mL ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 
          แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 mL 
   3.   นําตัวอยางไปเซนตริฟวจ นาน 5 นาที 



 32

   4.   ใชปเปตดูดสารละลายใสของตัวอยางใสหลอดไมโครเซนตริฟวจอันใหมแลวนํา 
       ไปเซนตริฟวจ  นาน 10 นาที 

   5.   นําสารตัวอยางที่ไดไปกรองดวยวิธีกรองดูด โดยกรองผานกระดาษกรองชนิด 
         เมมเบรนขนาด 0.45 µm   

             6.   ไดสารละลายใสของตัวอยางแลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC แลว 
       คํานวณหาปริมาณกรดอินทรีย โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

 
3.2. การวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียในตัวอยาง 
      จุลินทรียที่วิเคราะหในตัวอยางซีอ๊ิวไดแก แบคทีเรีย ราและยีสต 
      วิธีการทดลอง 
        1.  การเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย โดยการชั่งเอการ( agar) 15 g ผสมกับ 
             Nutrient 8 g แลวนําไปละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 L นําสารละลายอาหารที่ไดไป 
            ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC เปนเวลา 15 นาที 

  2. การเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อราและยีสต โดยการชั่ง Potato Dextrose Agar  
39 g แลวนําไปละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1 L นําสารละลายอาหารที่ไดไปผานการ
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC เปนเวลา 15 นาที 

  3. วิเคราะหการวัดการเจริญเติบโตของจุลินทรียในตัวอยางโดยนับจํานวนเซลล 
ส่ิงมีชีวิต ซึ่งใชวิธีการเทเพลท ทําการทดลองดังนี้ 

  3.1 ปเปตน้ํากลั่นปริมาตร 9 mL ใสหลอดทดลองจํานวน 6 หลอด แลวนําน้ํากลั่น 
      ดังกลาว ไปผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC เปนเวลา 15 นาที 
3.2 ทําการเจือจางตัวอยางสิบเทา (ten fold dilution) ใชน้ํากลั่นปริมาตร 9 mL ใน

หลอดที่ 1 ผสมกับตัวอยาง 1 mL จะไดเปนระดับความเจือจางที่ 10-1 เทาจากนั้น 
ปเปตสารละลายจากหลอดที่ 1 ใสหลอดที่ 2 ซึ่งมีน้ํากลั่นอยูปริมาตร 9 mLจะได
เปนระดับความเจือจางที่ 10-2เทา ทําเชนนี้ไปเร่ือยๆจนกวาจะไดระดับความเจือ
จางเปน 10-4เทา และ 10-5เทา สําหรับวิเคราะหราและยีสตในตัวอยางและระดับ
ความเจือจางเปน 10-5เทา และ 10-6เทา สําหรับวิเคราะหแบคทีเรียในตัวอยาง 

3.3 ปเปตสารละลายตัวอยางที่มีระดับความเจือจางเปน 10-4 10-5 และ 10-6เทา 
      ปริมาตร 1 mL ใสลงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
3.4 เทอาหารเลี้ยงเชื้อที่หลอมเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 45 oC ลงในจานเพาะเลี้ยง 
       เชื้อสําหรับการวิเคราะหราและยีสตใหเติมยาเพนนิซิลลิน 0.1 mg ลงในอาหาร 



 33

      เลี้ยงเชื้อดวย จากนั้นหมุนจานเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อใหตัวอยางผสมกับอาหารเลี้ยง 
      เชื้อจนทั่วจาน 

  3.5 นําจานเพาะเลี้ยงเชื้อไปบมที่ อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวนับ 
       จํานวนแบคทีเรีย ราและยีสตเปน colony forming unit, CFU/g แลวบันทึกผล 
 

3.3.  การวิเคราะหหาปริมาณเกลือในตัวอยาง 
        การวิเคราะหหาปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด 

        วิธีการทดลอง 
         1. ใสตัวอยางซีอ๊ิวที่เจือจางดวยน้ํากลั่นตามความเขมขนที่เหมาะสม ปริมาตร 4 mL ลง 
  ในขวดรูปกรวย 

  2. เติมสารละลายซิลเวอรไนเทรตความเขมขน 0.1 N ลงไป 20 mL เขยาใหเขากัน แลว
เติมกรดไนตริกความเขมขน 3 M ปริมาตร 2 mL 

  3. ใสสารละลายเฟอรริคอะลัมปริมาตร 1mL เพื่อใชเปนอินดิเคเตอร แลวไทเทรตดวย
สารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนตความเขมขน 0.1 N เมื่อถึงจุดยุติสารละลายจะ
มีสีแดงอิฐเกิดขึ้น บันทึกปริมาตรโพแทสเซียมไธโอไซยาเนตที่ใช 

  4.  คํานวณหาปริมาณของเกลือที่มีอยูในตัวอยางซีอ๊ิวเปนรอยละของความเขมขน 
  

3.4.  การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในตัวอยาง 
         วิเคราะหหาปริมาณเอนไซมโปรติเอสในตัวอยาง โดยการดัดแปลงจากวิธีการของ 
Anson, 1938       

        วิธีการทดลอง 
        1. สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานไทโรซีนกับคาการ 
      ดูดกลืนแสง 

  1.1  เตรียมสารละลายมาตรฐานไทโรซีนความเขมขน 100 µg/mL โดยชั่งไทโรซีน 
       ปริมาณ 100 mg แลวจึงนําสารละลายนี้มาเจือจางใหมีความเขมขนของไทโรซีน 
       เทากับ 20, 40, 60, 80 และ 100  µg/mL ตามลําดับ 

  1.2  นําสารละลายมาตรฐานแตละความเขมขน ความเขมขนละ 1.0 mL ใสใน 
       หลอดทดลองและเติมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 0.4 M 
       ปริมาตร 5.0 mL ผสมใหเขากัน 
1.3  เติมสารละลาย Folin-ciocalteu reagent ปริมาตร 1.0 mL ผสมใหเขากัน บม 
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       ในอุณหภูมิ 40 oC เปนเวลา 10 นาที เพื่อใหเกิดสีชัดเจน 
1.4  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 nm ดวยเครื่องสเปกโทรโฟ- 
       โตมิเตอร และนําคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานแตละความเขมขน 
       ที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 
       ไทโรซีนกับคาการดูดกลืนแสง 

       2. การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในตัวอยาง 
  2.1  เจือจางตัวอยางซีอ๊ิวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ใหไดความ 
         เขมขนที่เหมาะสม แลวใชปเปตดูดใสหลอดทดลองหลอดละ 1.0 mL ปดปาก 
         หลอด 
  2.2  ใสสารละลายเคซีน ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1.0 mL เพื่อใชเปน 

       สับสเทรต ลงในหลอดตัวอยางแตละหลอด ปดปากหลอด บมในน้ําที่อุณหภูมิ 
       40OC เปนเวลา 10 นาที เพื่อเรงปฏิกิริยา 
2.3  หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายไตรคลอโรแอซีติกความเขมขน 0.4 Mปริมาตร 
       2 mL เขยาใหเขากัน และตั้งทิ้งไวใหตกตะกอนสมบูรณที่อุณหภูมิ40OC เปน 
       เวลา 30 นาที 
2.4  กรองสารละลายที่ไดดวยกระดาษกรองวอทแมนเบอร 1 
2.5  นําสารละลายใสที่กรองได ปริมาตร 1.0 mL ใสหลอดทดลอง แลวดําเนินการ 
       วิเคราะหเชนเดียวกับการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานในขอ 1.2-1.4 นําคา 
       การดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน สําหรับหลอดควบคุม 
       ดําเนินการตามขอ 2.1-2.5 แตหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมกอนดวยการ 
       เติมสารละลายไตรคลอโรแอซีติก แลวจึงเติมสารละลายเคซีนที่เปนสับสเทรต 
2.6  คํานวณหากิจกรรมของเอนไซม 
       กําหนดใหหนึ่งหนวยของเอนไซมโปรติเอส หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ 
       สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยเคซีนใหไดไทโรซีน 1  µg/mL  ในเวลา 1 นาที ที่ 
       สภาวะของการวิเคราะห 
  

3.5.  การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในตัวอยาง 
         วิธีการทดลอง 
         3.5.1. สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกลูโคสกับคา 

           การดูดกลืนแสง 
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   1.   เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยการละลายกลูโคส 0.1 g ในน้ํากลั่น 
          100 mL จะไดสารละลายกลูโคสความเขมขน 0.1 % W/V ซึ่งเปนสารละลาย 
          ตั้งตน 

 2.   เตรียมหลอดทดลอง 4 หลอด แลวเติมสารละลายตางๆ ดังตารางขางลางดังนี้ 
ตาราง 6 แสดงการเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับการสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของ 
       สารละลายมาตรฐานกลูโคสกับคาการดูดกลืนแสง 

 
                       หลอดที่ 
      สารละลาย (mL) 1 2 3 4 

สารละลาย 3,5-ไดไนโตรซาลิก 
ไซลิกแอซิค 

0.5 0.5 0.5 0.5 

สารละลายกลูโคสตั้งตน  0.1 0.2 0.3 0.4 
น้ํากลั่น 0.4 0.3 0.2 0.1 

 
3.    ผสมสารละลายใหเขากัน นําไปตมในอางน้ําเดือด 10 นาที หลังจากนั้นทําให 
       เย็น โดยแชหลอดในน้ํา 
4.    เติมน้ํากลั่นเพิ่มลงไปในแตละหลอด หลอดละ 4 mL เพื่อเจือจาง 
5.    นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm แลวบันทึกคาการดูดกลืน 
       แสง    
6.    สรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับปริมาณของ 
       กลูโคสในแตละหลอด ซึ่งปริมาณของกลูโคสในแตละหลอดเปน 20, 40, 60 และ 
       80 mg/Lตามลําดับ 

3.5.2.    สรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานกับปริมาณ 
             กลูโคส 

  1.  เตรียมสารละลายมาตรฐานเอนไซมอะไมเลสมาตรฐาน โดยการละลาย 
       เอนไซมอะไมเลสมาตรฐานประมาณ 0.25 กรัม ในน้ํากลั่น 250 mL จะได 
       สารละลายเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานความเขมขน 1.0 g/L แลวเจือจาง 
       สารละลายอะไมเลสมาตรฐานใหไดความเขมขน 0.2 g/L ซึ่งใชเปนสารละลาย 
       ตั้งตน 
 2.   เตรียมหลอดทดลอง 4 หลอด แลวเติมสารละลายตางๆ ดังตารางตอไป 
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ตาราง 7 แสดงการเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับการสรางกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขนของ 
        สารละลายเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานกับปริมาณกลูโคส 

       
หลอดที ่

      สารละลาย (mL) 
1 2 3 4 

สารละลายน้ําแปงความเขมขน 1 % W/V 2.0 2.0 2.0 2.0 
สารละลายเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานที่เปน
สารละลายตั้งตน 

0.5 1.0 1.5 2.0 

น้ํากลั่น 1.5 1.0 0.5 0.0 
          
        โดยเติมเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานเปนลําดับสุดทาย ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว 
        ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 
  3.    ปเปตสารละลาย 3,5-กรดไดไนโตรซาลิกไซลิกใสหลอดทดลอง 4 หลอดๆละ 
          0.5 mL เมื่อครบเวลา 10 นาที ในแตละหลอดใหปเปตสารผสมจากขอ 2  มา 
         หลอดละ 0.5 mL เพื่อหาปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้น 
  4.    นําสารละลายแตละหลอดไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวเจือจาง 
         สารละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 4 mL 

5.    นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm แลวบันทึกคาการดูดกลืน 
                แสง จากนั้นคํานวณหาปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้นในแตละหลอดโดยเทียบกับ 
         กราฟมาตรฐานของกลูโคส  
  6.    สรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้นในแตละหลอดกับปริมาณ 

       เอนไซมอะไมเลสมาตรฐาน ซึ่งปริมาณเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานในแตละ 
       หลอดเปน 0,1, 0.2, 0.3 และ0.4 mg ตามลําดับ 

       3.5.3.  การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในตัวอยาง 
   1.  นําตัวอยางซีอ๊ิวประมาณ 2 กรัมเปยก แลวทําใหเจือจางดวยน้ํากลั่น 9 mL  

      ผสมใหเขากัน 
   2.  ปเปตสารละลายตัวอยางซีอ๊ิวที่เจือจางแลวในขอ 2.1ปริมาตร 1 mLไปเจือจาง 

      อีกครั้งดวยน้ํากลั่น 19 mL จะไดสารละลายตัวอยางซีอ๊ิวที่เจือจาง 1 ตอ 200        
   3. ปเปตสารละลายน้ําแปงความเขมขน 1 % W/V ปริมาตร 2 mL ใสในหลอด 
       ทดลอง แลวเติมน้ํากลั่นปริมาตร 2 mL หลังจากนั้นปเปตสารละลายตัวอยาง 
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       ในขอ 2 ปริมาตร 1 mL ผสมสารละลายใหเขากัน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 
       เปนเวลา 10 นาที  
   4. ปเปตสารละลาย 3,5-กรดไดไนโตรซาลิกไซลิกใสหลอดทดลองอันใหมปริมาตร 
       0.5 mL แลวเติมสารละลายผสมในขอ 3   ปริมาตร 0.5 mL   เพื่อหาปริมาณ 
       กลูโคสที่เกิดขึ้น โดยใหทําปฏิกิริยาระหวาง 3,5-กรดไดไนโตรซาลิกไซลิก  
   5. นําไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาทีแลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 4 mL 
   6. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm แลวบันทึกคาการดูดกลืน 
       แสงที่วัดได คํานวณหาปริมาณกลูโคสเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส 
   7. คํานวณหาปริมาณเอนไซมอะไมเลสในตัวอยางที่สภาวะทําการทดลองเทียบกับ 
       กราฟมาตรฐานของปริมาณเอนไซมอะไมเลสมาตรฐานกับปริมาณกลูโคส 
   8. กําหนดใหหนึ่งหนวยของเอนไซมอะไมเลส หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ 
       สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยแปงใหไดกลูโคส 1 mg ในเวลา 1 นาที ที่สภาวะ 
       ของการวิเคราะห  
 

 3.6.  การวเิคราะหหาปริมาณกลูโคสในตัวอยาง 
         วิธกีารทดลอง 
         3.6.1.  สรางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณกลโูคส 

1. เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 120 g/L แลวจึงนาํสารละลายนี ้
       มาเจือจางใหมีความเขมขนของสารละลายกลูโคสเทากบั 1.25, 2.5, 5.0, 10.0, 
       15.0 และ 20.0 g/L 

     2. ฉีดสารละลายมาตรฐานกลูโคสแตละความเขมขนปริมาตร 20 µL เขาเครื่อง 
          HPLC ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมของเครือ่ง HPLC เปนเชนเดียวกับการวิเคราะหหา 
         ปริมาณกรดอินทรีย ดงัที่กลาวไวแลวขางตน 
     3. ไดคาระยะเวลารีเทนชันและคาพืน้ทีพ่กีของสารละลายมาตรฐานแตละความ 
         เขมขน 
     4. พลอตกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 
         กลโูคสกบัคาพืน้ทีพ่ีก 
         3.6.2.  การวิเคราะหหาปริมาณกลโูคสในตัวอยาง 
     1. นําตัวอยางมาปนใหละเอียดโดยใชเครื่องปน 
     2. ปเปตตัวอยางที่ปนเรียบรอยแลวปริมาตร 1 mL ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 
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          แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 mL 
     3. นําตัวอยางไปเซนตริฟวจ นาน 5 นาที 
     4. ใชปเปตดูดสารละลายใสของตัวอยางใสหลอดไมโครเซนตริฟวจอันใหมแลวนํา 

       ไปเซนตริฟวจ  นาน 10 นาที 
     5. นําสารตัวอยางที่ไดไปกรองดวยวิธีกรองดูด โดยกรองผานกระดาษกรองชนิด 
         เมมเบรนขนาด 0.45 µm   

               6. ไดสารละลายใสของตัวอยางแลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC แลว 
       คํานวณหาปริมาณกลูโคส โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 

 3.7.  การวเิคราะหหาปริมาณเอทานอลในตัวอยาง 
         วิธกีารทดลอง 
         3.7.1.  สรางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล 

1. เตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐานความเขมขน 30 g/L แลวจึงนาํสารละลาย 
นี้มาเจือจางใหมีความเขมขนของสารละลายเอทานอลเทากบั 1.0, 2.0, 4.0, 8.0,  

       11.5 และ 15.0 g/L 
     2. ฉีดสารละลายมาตรฐานเอทานอลแตละความเขมขนปริมาตร 20 µL เขาเครื่อง 
          HPLC ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมของเครือ่ง HPLC เปนเชนเดียวกับการวิเคราะหหา 
         ปริมาณกรดอินทรีย ดงัที่กลาวไวแลวขางตน 
     3. ไดคาระยะเวลารีเทนชันและคาพืน้ทีพ่กีของสารละลายมาตรฐานแตละความ 
         เขมขน 
     4. พลอตกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 
         เอทานอลกับคาพืน้ที่พกี 
         3.7.2.  การวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลในตัวอยาง 
     1. นําตัวอยางมาปนใหละเอียดโดยใชเครื่องปน 
     2. ปเปตตัวอยางที่ปนเรียบรอยแลวปริมาตร 1 mL ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 
          แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 mL 
     3. นําตัวอยางไปเซนตริฟวจ นาน 5 นาที 
     4. ใชปเปตดูดสารละลายใสของตัวอยางใสหลอดไมโครเซนตริฟวจอันใหมแลวนํา 

       ไปเซนตริฟวจ  นาน 10 นาที 
     5. นําสารตัวอยางที่ไดไปกรองดวยวิธีกรองดูด โดยกรองผานกระดาษกรองชนิด 
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         เมมเบรนขนาด 0.45 µm   
               6. ไดสารละลายใสของตัวอยางแลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC แลว 

                   คํานวณหาปริมาณเอทานอล โดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ตอนที่ 1 ผลการวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรีย 
 จากการศึกษาและวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในระหวางการหมักโมโรมิไดเก็บตัวอยาง
จากทุกสูตรที่ทําการศึกษาในชวงของการหมักโมโรมิตามชวงระยะเวลาการหมักดังนี้ เร่ิมเก็บตัวอยาง
ตั้งแตวันแรกที่หมัก (0 วัน), 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลําดับ โดยติดตามจากปริมาณ
กรดซิตริก กรดแอซีติก และกรดแลคติกที่เกิดขึ้นในชวงการหมัก ซึ่งใชการวิเคราะหดวยเทคนิคโคร
มาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
 ในการทดลองไดวิเคราะหหาปริมาณกรดซิตริกที่ไดในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับกราฟ
มาตรฐานดังภาพประกอบ  15  เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาปริมาณกรด 
ซิตริกในตัวอยางได พบวาปริมาณกรดซิตริกที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 10, 20, 30, 45, 60, 75 
และ 90 วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 0.55 – 1.35 กรัมตอลิตร สูตร 2 อยูในชวง 1.31 – 1.94 กรัมตอลิตร 
สูตร 3 อยูในชวง 0.67 – 1.31 กรัมตอลิตร สูตร 4 อยูในชวง 1.03 – 1.42 กรัมตอลิตร สูตร 5 อยูในชวง 
0.87 – 1.39 กรัมตอลิตร และสูตร 6 อยูในชวง 0.32 – 1.58 กรัมตอลิตร ดังแสดงใหเห็นชัดเจนตาม
ตาราง 8 จากผลการทดลองปริมาณกรดซิตริกที่ตรวจพบในทุกสูตรที่ทําการศึกษาของการหมัก มี
ปริมาณกรดซิตริกเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมักในชวง 90 วัน โดยแตละสูตรจะมีปริมาณ
เกลือลดลง ปริมาณกรดซิตริกที่เปลี่ยนแปลงในทุกสูตรมีปริมาณใกลเคียงกัน โดยเฉพาะในสูตร 2 มี
แนวโนมการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดซิตริกมากที่สุดตลอดระยะเวลาการหมัก สวนสูตร 6 เมื่อหมัก
ครบ 90 วันจะพบปริมาณกรดซิตริกต่ําสุด ปริมาณกรดซิตริกที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็น
ชัดเจนดังภาพประกอบ 2   
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ภาพประกอบ 2 ปริมาณกรดซิตริกในชวงการหมักโมโรมิเวลา 90 วนั 

 จากภาพประกอบ 2 จะเห็นไดวาปริมาณกรดซิตริกในโมโรมิของแตละสูตรมีการเปลี่ยนแปลง
ตลอดเวลา ซึ่งแนวโนมการเปลี่ยนแปลงอยูในปริมาณที่แตกตางกันเล็กนอย 
 สวนการวิเคราะหหาปริมาณกรดแอซีติกที่ไดในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับกราฟมาตรฐานดัง
ภาพประกอบ 16 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาปริมาณกรดแอซีติกใน
ตัวอยางได พบวาปริมาณกรดแอซีติกที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 
วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 0.00 – 0.73 กรัมตอลิตร สูตร 2 อยูในชวง 0.00 – 0.48 กรัมตอลิตร สูตร 3 อยู
ในชวง 0.00 – 2.41 กรัมตอลิตร สูตร 4 อยูในชวง 0.00 – 3.11 กรัมตอลิตร สูตร 5 อยูในชวง 0.00 – 
0.70 กรัมตอลิตร และสูตร 6  อยูในชวง 0.00 – 1.83 กรัมตอลิตร ดังแสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 9 
ในชวง 10 วันแรกของการหมักในแตละสูตร จะไมพบปริมาณกรดแอซีติก ซึ่งสอดคลองกับสูตร 1 ที่ใช
เปนสูตรควบคุม แตจะตรวจพบปริมาณกรดแอซีติกในระยะการหมักตั้งแต 10 – 90 วัน ในทุกสูตรที่
ทําการศึกษา สําหรับสูตร 4 มีแนวโนมที่พบปริมาณกรดแอซีติกมากกวาสูตรอื่นๆ ที่ทําการศึกษา สูตร 
5 จะไมพบปริมาณกรดแอซีติกภายหลังการหมัก 45 วัน และในทุกสูตรที่ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณกรดแอซีติกภายหลังการหมัก 45 วัน มีแนวโนมคงที่จนกระทั่งหมักครบ 90 วัน ปริมาณกรดแอ
ซีติกที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 3 
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ภาพประกอบ 3 ปริมาณกรดแอซีติกในชวงการหมกัโมโรมิเวลา 90 วนั 

จากภาพประกอบ  3   จะเห็นไดวาโดยรวมแลวเมื่อระยะเวลาการหมักเพิม่ข้ึนปริมาณกรด 
แอซีติกที่พบในโมโรมิของแตละสูตรจะลดลง ซึ่งเปนเชนเดียวกันกับสูตรควบคุม 
 สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณกรดแลคติกที่ไดในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ดังภาพประกอบ 17 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาปริมาณกรดแลคติกใน
ตัวอยางได พบวาปริมาณกรดแลคติกที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 
วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 0.14 – 5.29 กรัมตอลิตร สูตร 2 อยูในชวง 0.00 – 8.28 กรัมตอลิตร สูตร 3 อยู
ในชวง 0.17 – 2.64 กรัมตอลิตร สูตร 4 อยูในชวง 0.23 – 2.01 กรัมตอลิตร สูตร 5 อยูในชวง 1.20 – 
15.06 กรัมตอลิตร และสูตร 6 อยูในชวง 0.87 – 10.06 กรัมตอลิตร ดังแสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 
10 ปริมาณกรดแลคติกที่พบมีแนวโนมเพิ่มข้ึน จะเห็นไดชัดเจนในชวงของการหมักระหวางระยะเวลา    
30 – 90 วัน  สูตร 2 กับสูตร 6  มีการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดแลคติกใกลเคียงกัน และสูตร 3 กับสูตร
4 พบปริมาณกรดแลคติกนอยกวาสูตรอื่นแตอยูในปริมาณใกลเคียงกัน   สวนสูตร 5   พบปริมาณกรด 
แลคติกเพิ่มข้ึนสูงสุดที่ระยะเวลาการหมักครบ  90  วัน  สําหรับในชวงแรกของการหมักระหวาง
ระยะเวลา  0  –  30 วัน แนวโนมการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดแลคติกคงที่ในสูตร 2,  สูตร 3   และสูตร 
4  สวนสูตร 5และสูตร 6 พบปริมาณกรดแลคติกสูงกวาเล็กนอยแตอยูในปริมาณใกลเคียงกัน ปริมาณ
กรดแลคติกที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 4 
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ภาพประกอบ 4 ปริมาณกรดแลคติกในชวงการหมกัโมโรมิเวลา 90 วนั 

จากภาพประกอบ 4 จะเห็นไดวา ปริมาณกรดแลคติกที่พบในโมโรมิในทุกสูตรที่ทําการศึกษามี
การเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก โดยรวมเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึนจะพบปริมาณกรด
แลคติกเพิ่มข้ึนดวยเปนเชนเดียวกันกับสูตรควบคุม 

การศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในน้ําซีอ๊ิวขาว โดยเก็บตัวอยางจากทุกสูตรที่
ทําการศึกษา ซึ่งติดตามจากปริมาณกรดซิตริก กรดแอซีติก และกรดแลคติกที่เกิดขึ้นในน้ําซีอ๊ิวขาว ใช
การวิคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงเชนเดียวกับการวิเคราะหหาปริมาณกรด
อินทรียในการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในชวงการหมักโมโรมิ ในการทดลองไดวิเคราะหหา
ปริมาณกรดอินทรียแตละชนิดที่ไดในตัวอยางน้ําซีอ๊ิวขาวแตละสูตรเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรด
อินทรียแตละชนิด ดังภาพประกอบ 15  16 และ 17 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถ
คํานวณหาปริมาณกรดอินทรียแตละชนิดในตัวอยางได พบวาน้ําซีอ๊ิวขาวในสูตร 1 ที่ใชเปนสูตร
ควบคุม ไมพบปริมาณกรดซิตริกและกรดแอซีติก สวนปริมาณกรดแลคติกที่พบ 7.31 กรัมตอลิตร สูตร 
2 ไมพบปริมาณกรดซิตริก ปริมาณกรดแอซีติกที่พบ 0.67 กรัมตอลิตร สวนปริมาณกรดแลคติกที่พบ 
8.82 กรัมตอลิตร สูตร 3 ไมพบปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณกรดซิตริกที่พบ 0.61 กรัมตอลิตร สวน
ปริมาณกรดแลคติกที่พบ 3.11 กรัมตอลิตร สูตร 4 จะพบปริมาณกรดอินทรียทั้งสามชนิด โดยปริมาณ
กรดซิตริกที่พบ 0.53 กรัมตอลิตร ปริมาณกรดแอซีติกที่พบ 0.47 กรัมตอลิตร สวนปริมาณกรดแลคติก
ที่พบ 5.32 กรัมตอลิตร สูตร 5 ไมพบปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณกรดซิตริกที่พบ 1.68 กรัมตอลิตร 
สวนปริมาณกรดแลคติกที่พบ 14.30 กรัมตอลิตร และสูตร 6 ไมพบปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณกรด 
ซิตริกที่พบ 0.53 กรัมตอลิตร สวนปริมาณกรดแลคติกที่พบ 13.07 กรัมตอลิตร   ดังแสดงใหเห็นชัดเจน
ตามตาราง 11 จากการวิเคราะหปริมาณกรดอินทรียทั้งสามชนิด พบวาในน้ําซีอ๊ิวที่หมักไดในแตละ
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สูตรจะมีปริมาณกรดแลคติกมากที่สุด โดยเฉพาะสูตร 5 พบปริมาณกรดแลคติกมากที่สุด ซึ่งจะพบ
ปริมาณกรดแลคติกสูงถึง 14.30 กรัมตอลิตร สวนสูตร 3 พบปริมาณกรดแลคติกนอยสุดอยูที่ 3.11 
กรัมตอลิตร โดยรวมแลวปริมาณกรดแลคติกที่พบในน้ําซีอ๊ิวขาวอยูในชวง 3.11 – 14.30 กรัมตอลิตร 
สวนปริมาณกรดซิตริกและกรดแอซีติกพบเฉพาะบางสูตรที่ทําการศึกษา โดยรวมแลวอยูระหวาง 0 – 
1.68  และ 0 – 0.67 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งปริมาณกรดอินทรียทั้งสองชนิดนี้ที่พบมีปริมาณ
ใกลเคียงกัน ปริมาณกรดอินทรียทั้งสามชนิดที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจน ดังภาพ 
ประกอบ 5 
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ภาพประกอบ 5 ปริมาณกรดอินทรียในน้าํซอ๊ิีวขาวแตละสตูร 

จากภาพประกอบ 5 จะเห็นไดวา เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรควบคุม ในน้ําซีอ๊ิวขาวของทุกสูตรที่
ทําการศึกษากรดอินทรียที่พบมากที่สุดคือ กรดแลคติก สวนกรดซิตริกและกรดแอซีติกจะตรวจพบ
เฉพาะบางสูตรและมีปริมาณนอยหรือไมพบกรดอินทรียทั้งสองชนิดนี้ 
 
ตอนที่ 2 ผลการวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรีย 

2.1  การศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียในระหวางการหมักโมโรมิไดเก็บตัวอยางจาก
ทุกสูตรที่ทําการศึกษาในชวงของการหมักโมโรมิตามชวงระยะเวลาการหมักดังนี้ เร่ิมเก็บตัวอยางตั้งแต
วันแรกที่หมัก (0 วัน), 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลําดับ โดยติดตามจากการตรวจ
วิเคราะหปริมาณจุลินทรีย 3 ชนิด คือ แบคทีเรีย ราและยีสตที่เกิดขึ้นในระหวางชวงของการหมักในโม
โรมิ ซึ่งใชวิธีการเทเพลท (pour plate) ผลการวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียในสูตรตางๆ ดังนี้ สูตร 1 ที่ใช
เปนสูตรควบคุม ปริมาณแบคทีเรียที่พบอยูในชวง 1.30×105- 6.50×106 CFU/g สูตร 2 อยูในชวง 
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1.50×105- 3.90×106 CFU/g สูตร 3 อยูในชวง 1.80×105- 4.90×106  CFU/g สูตร 4 อยูในชวง 
2.20×105- 3.50×106 CFU/g สูตร 5 อยูในชวง 4.70×105- 6.30×106 CFU/g และสูตร 6 อยูในชวง 
3.30×105- 7.60×106 CFU/g สําหรับผลการวิเคราะหปริมาณราและยีสตในสูตร 1 ที่ใชเปนสูตร
ควบคุม ปริมาณราและยีสตที่พบอยูในชวง 2.80×105- 4.00×106 CFU/g สูตร 2 อยูในชวง 
4.00×105- 3.80×106 CFU/g สูตร 3 อยูในชวง 5.40×105- 6.80×106 CFU/g สูตร 4 อยูในชวง 
3.20×105- 6.40×106  CFU/g สูตร 5 อยูในชวง 2.60×105- 5.50×106  CFU/g และสูตร 6 อยูในชวง 
4.00×105- 7.60×106 CFU/g แบคทีเรียจะพบการเปลี่ยนแปลงสูงมากในชวงแรกของการหมักโมโรมิ
ระหวาง 0 – 20 วัน และเมื่อเวลาระยะเวลาการหมักตั้งแต 30 – 90 วัน การเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรีย
เร่ิมจะลดลงและมีแนวโนมคงที่ แตยังพบการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียจนกระทั่งการหมักครบ 90 วัน  
สําหรับราและยีสตที่ระยะการหมักในชวงระหวาง 0 – 20 วันและ 30 – 60 วัน จะเห็นการเปลี่ยนแปลง
ของราและยีสตไดคอนขางมาก ซึ่งเริ่มลดลงที่การหมักครบ 30 วัน สวนชวงทายของการหมักการ
เปลี่ยนแปลงของเชื้อราจะคงที่จนกระทั่ง 90 วัน ปริมาณจุลินทรียทั้ง 3 ชนิด ที่พบในแตละสูตรจะ
ปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 6 และ 7 
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ภาพประกอบ 6 ปริมาณแบคทีเรียในชวงการหมกัโมโรมิเวลา 90 วนั 
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ภาพประกอบ 7 ปริมาณราและยีสตในชวงการหมกัโมโรมิเวลา 90 วนั 

  จากภาพประกอบ 6 และภาพประกอบ 7 จะเห็นไดวาปริมาณจุลินทรียทั้ง 3 ชนิด ที่พบในแต
ละสูตรมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก โดยจะพบการเปลี่ยนแปลงมากในชวงแรกของการ
หมัก สวนชวงทายของการหมักการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียจะคงที่ ซึ่งเปนเชนเดียวกันกับสูตร
ควบคุม 
 2.2  การศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียในน้ําซีอ๊ิวขาว โดยเก็บตัวอยางจากทุกสูตรที่
ทําการศึกษา ซึ่งติดตามจากการตรวจวิเคราะหปริมาณจุลินทรีย 3 ชนิด คือ แบคทีเรีย ราและยีสตที่
เกิดขึ้นในน้ําซีอ๊ิวขาว   ซึ่งใชวิธีการเทเพลท   เชนเดียวกับการวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียในการหมัก
ซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในชวงการหมักโมโรมิ ผลการวิเคราะหปริมาณแบคทีเรีย ราและยีสต 
ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาไมพบจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดดังกลาว ซึ่งสอดคลองกับในน้ําซีอิ๊วขาวของสูตร
ควบคุม 
 
ตอนที่ 3 ผลการวิเคราะหหาปริมาณเกลือ 
 3.1  การศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณเกลือในระหวางการหมักโมโรมิไดเก็บตัวอยางจากทุก
สูตรที่ทําการศึกษาในชวงของการหมักโมโรมิตามชวงระยะเวลาการหมักดังนี้ เร่ิมเก็บตัวอยางตั้งแตวัน
แรกที่หมัก (0 วัน), 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลําดับ โดยติดตามจากปริมาณเกลือ
โซเดียมคลอไรดที่เปลี่ยนแปลงในชวงการหมัก ซึ่งใชการวิเคราะหดวยเทคนิคการไทเทรตแบบตกตะ 
กอนโดยวิธีของโวลฮารดดังที่กลาวไวขางตน ผลการวิเคราะหพบวาปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบ
ในชวงการหมักโมโรมิของสูตร 1 ที่ใชเปนสูตรควบคุม พบปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดอยูในชวง 8.62 
– 11.70 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สูตร 2 อยูในชวง 8.15 – 12.51 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สูตร 3 อยู
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ในชวง 6.77 – 7.83 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สูตร 4 อยูในชวง 6.02 – 7.67 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สูตร 
5 อยูในชวง 4.54 – 6.61 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และสูตร 6 อยูในชวง 4.04 – 5.82 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก ดังแสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 12 ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบในโมโรมิมีการ
เปลี่ยนแปลงในปริมาณใกลเคียงกันไดแก สูตร 1 กับ สูตร 2, สูตร 3 กับ สูตร 4 และสูตร 5 กับ สูตร 6 
สําหรับสูตร 2 ตลอดระยะเวลาการหมักครบ 90 วันพบปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดในการหมักโมโรมิ
มากที่สุด ซึ่งพบสูงสุดที่ระยะการหมัก 60 วัน โดยพบปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดสูงถึง 12.51 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจนดัง
ภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8 ปริมาณเกลอืโซเดียมคลอไรดในชวงการหมักโมโรมิเวลา 90 วนั 

จากภาพประกอบ 8 จะเห็นไดวาเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรควบคุม ปริมาณเกลือโซเดียมคลอ
ไรดที่พบในโมโรมิของทุกสูตรจะมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมักตั้งแต 0 – 90 วัน โดยรวม
พบแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดคงที่ และมีปริมาณนอยลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับปริมาณเกลือเร่ิมตนที่ใชในการหมักของแตละสูตร 

3.2  การศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณเกลือในน้ําซีอ๊ิวขาว โดยเก็บตัวอยางจากทุกสูตรที่
ทําการศึกษา ซึ่งติดตามจากปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่เกิดขึ้นในน้ําซีอ๊ิวขาว ซึ่งใชการวิเคราะห
ดวยเทคนิคการไทเทรตแบบตกตะกอนโดยวิธีของโวลฮารดเชนเดียวกับการวิเคราะหหาปริมาณเกลือ
โซเดียมคลอไรดในการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในชวงการหมักโมโรมิ ผลการวิเคราะห
พบวาปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบในน้ําซีอ๊ิวขาวของสูตร 1 ที่ใชเปนสูตรควบคุม พบปริมาณ
เกลือโซเดียมคลอไรดอยูในชวง 26.99 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร สวนปริมาณเกลือโซเดียมคลอ
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ไรดที่พบในน้ําซีอ๊ิวขาวทั้ง 5 สูตร ที่ทําการศึกษาตั้งแตสูตร 2 – 6 พบปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด
23.11, 20.48, 20.95, 16.27, และ 11.44 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร ตามลําดับ ดังแสดงใหเห็น
ชัดเจนตามตาราง 13 ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบในน้ําซีอ๊ิวขาว พบวาสูตร 2 มีปริมาณเกลือ
โซเดียมคลอไรดมากที่สุดถึง 23.11 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร สวนสูตร 6 มีปริมาณเกลือโซเดียม
คลอไรดนอยที่สุดเปน 11.44 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร ซึ่งน้ําซีอ๊ิวขาวในสูตร 3 และสูตร 4 มี
ปริมาณเกลือเปนไปตามเกณฑของมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ําซีอ๊ิว สูตร 1มีปริมาณเกลือสูงกวา
เกณฑมาตรฐาน และสูตร 5 และสูตร 6 มีปริมาณเกลือตํ่ากวาเกณฑมาตรฐาน ปริมาณเกลือโซเดียม
คลอไรดที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 9 
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ภาพประกอบ 9 ปริมาณเกลอืโซเดียมคลอไรดในน้ําซีอ๊ิวขาวแตละสูตร 

จากภาพประกอบ 9 จะเห็นไดวา โดยรวมแลวปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบในแตละสูตร
จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับปริมาณเกลือเร่ิมตนที่ใชในการหมักซีอ๊ิว ซึ่งเปนเชนเดียวกันกับสูตร
ควบคุม เนื่องจากเมื่อส้ินสุดขั้นตอนการหมักแลว จุลินทรียตางๆ จะหยุดการทํางานประกอบทั้งมีน้ํา
ระเหยออกไปในขั้นตอนการหมักจึงทําใหมีปริมาณเกลือเพิ่มข้ึน 

 
ตอนที่ 4 ผลการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส 

การศึกษาการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในระหวางการหมักโมโรมิไดเก็บ
ตัวอยางจากทุกสูตรที่ทําการศึกษาในชวงของการหมักโมโรมิตามชวงระยะเวลาการหมักดังนี้ เร่ิมเก็บ
ตัวอยางตั้งแตวันแรกที่หมัก (0 วัน), 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลําดับ โดยติดตาม
กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในตัวอยางที่เกิดขึ้นในชวงการหมัก โดยเอนไซมโปรติเอสในตัวอยางจะ
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ทําการยอยเคซีนที่ใชเปนสับสเทรตใหไดเปนไทโรซีนในสภาวะที่ทําการทดลอง ซึ่งใชการวิเคราะหโดย
การดัดแปลงจากวิธีการของ Anson, 1938 ในการทดลองไดวิเคราะหหาปริมาณไทโรซีนที่ไดจากการ
ยอยเคซีนโดยเอนไซมโปรติเอสที่มีอยูในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับกราฟมาตรฐานดังภาพประกอบ 
20 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาปริมาณไทโรซีนที่เกิดจากการยอยเคซีน
โดยเอนไซมโปรติเอสในตัวอยางได แลวคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสตามสมการ 9 ผลการ
วิเคราะหพบวากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 10, 20, 30, 45, 60, 75 
และ 90 วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 8.51 – 48.11 หนวยตอกรัม สูตร 2 อยูในชวง 18.96 – 49.37 หนวย
ตอกรัม สูตร 3 อยูในชวง 17.92 – 33.99 หนวยตอกรัม สูตร 4 อยูในชวง 13.51 – 39.80 หนวยตอกรัม 
สูตร 5 อยูในชวง 7.44 – 47.72 หนวยตอกรัม และสูตร 6 อยูในชวง 12.69 – 59.63 หนวยตอกรัม ดัง
แสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 14 ในชวง 10 วันแรกของการหมักพบกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
เพิ่มข้ึนสูงสุด สําหรับสูตร 4, สูตร 5 และสูตร 6 พบการเปลี่ยนแปลงเอนไซมโปรติเอสมีแนวโนมลดลง
เมื่อหมักครบระยะเวลา 90 วัน สวนในชวงแรกของการหมัก 30 วัน กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่พบ
ในทุกสูตรอยูในปริมาณใกลเคียงกัน กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏ
ใหเห็นชัดเจน ดังภาพประกอบ 10 
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ภาพประกอบ 10 กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในชวงการหมักโมโรมิเวลา 90 วนั 

จากภาพประกอบ 10 จะเห็นไดวา เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรควบคุมจะสอดคลองกันคือ 
กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก แสดงวากระบวนการหมัก
สามารถเกิดขึ้นไดโดยเอนไซมโปรติเอสจะทําหนาที่ยอยโปรตีนที่มีอยูในถั่วทั้งสองชนิดที่ใชเปนวัตถุดิบ
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ในการหมักซีอ๊ิว ซึ่งโปรตีนที่ถูกยอยสลายจะมีความสําคัญตอกลิ่นรสของซีอ๊ิว รวมทั้งคุณคาทางดาน
โภชนาการดวย 

 
ตอนที่ 5 ผลการศึกษาการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 การศึกษาการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในระหวางการหมักโมโรมิไดเก็บ
ตัวอยางจากทุกสูตรที่ทําการศึกษาในชวงของการหมักโมโรมิตามชวงระยะเวลาการหมักดังนี้ เร่ิมเก็บ
ตัวอยางตั้งแตวันแรกที่หมัก (0 วัน), 10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลําดับ โดยติดตาม
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในตัวอยางที่เกิดขึ้นในชวงการหมัก โดยเอนไซมอะไมเลสในตัวอยางจะ
ทําการยอยแปงที่ใชเปนสับสเทรตใหไดเปนกลูโคสในสภาวะที่ทําการทดลอง ในการทดลองไดวิเคราะห
หาปริมาณกลูโคสที่ไดจากการยอยแปงโดยเอนไซมอะไมเลสที่มีอยูในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับ
กราฟมาตรฐานดังภาพประกอบ 18 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานดังกลาวสามารถคํานวณหา
ปริมาณกลูโคสจากการยอยแปงโดยเอนไซมอะไมเลสในตัวอยางได แลวคํานวณหากิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลส โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสกับปริมาณ
กลูโคสดังภาพประกอบ 19 ซึ่งกําหนดใหเอนไซมอะไมเลสมาตรฐาน 1 มิลลิกรัมเทากับ 31.8 หนวย 
ผลการวิเคราะหพบวากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 10, 20, 30, 45, 
60, 75 และ 90 วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 212.18 – 866.79 หนวยตอกรัม สูตร 2 อยูในชวง 195.34 – 
850.57 หนวยตอกรัม สูตร 3 อยูในชวง 176.65 – 632.63 หนวยตอกรัม สูตร 4 อยูในชวง 266.25 – 
868.51 หนวยตอกรัม สูตร 5 อยูในชวง 209.46 – 707.41 หนวยตอกรัม และสูตร 6 อยูในชวง 206.26 
– 898.77 หนวยตอกรัม ดังแสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 15 ในชวงแรกของการหมัก สูตร 6 พบ
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุดถึง 898.77 หนวยตอกรัม ภายหลังการหมัก 10 วัน สูตร 3, สูตร 4, 
สูตร 5 และสูตร 6 พบการเปลี่ยน แปลงเอนไซมอะไมเลสใกลเคียงกัน โดยรวมแลวกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะ เวลาในการหมักเพิ่มข้ึน กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสที่
ตรวจพบในแตละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 11 
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ภาพประกอบ 11 กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในชวงการหมักโมโรมิเวลา 90 วนั 

จากภาพประกอบ 11 จะเห็นไดวา ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาในชวงแรกของการหมักจะมี
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสมากที่สุด และเมื่อหมักครบ 90 วัน เอนไซมอะไมเลสจะลดลงต่ําสุด 
นอกจากนี้เอนไซมอะไมเลสมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก ซึ่งเปนเชนเดียวกันกับสูตร
ควบคุม แสดงวากระบวนการหมักสามารถเกิดขึ้นไดโดยเอนไซมอะไมเลสจะทําหนาที่ยอยแปงที่มีอยู
ในถั่วทั้งสองชนิดและแปงที่ใชเปนสวนผสมในวัตถุดิบที่ใชการหมักซีอ๊ิว ซึ่งแปงจะถูกยอยสลายจนได
เปนน้ําตาลรีดิวซ 
 
ตอนที่ 6 ผลการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส 
 ในการทดลองไดวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสที่ไดในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ดังภาพประกอบ 21 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาปริมาณกลูโคสใน
ตัวอยางได พบวา สําหรับการหมักในโมโรมิปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 10, 20, 
30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 0.14 – 33.14 กรัมตอลิตร สูตร 2 อยูในชวง 1.53 – 
40.19 กรัมตอลิตร สูตร 3 อยูในชวง 0.36 – 18.29 กรัมตอลิตร สูตร 4 อยูในชวง 0.20 – 21.06 กรัมตอ
ลิตร สูตร 5 อยูในชวง 0.81 – 35.17 กรัมตอลิตร และสูตร 6 อยูในชวง 0.00 – 32.14 กรัมตอลิตร ดัง
แสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 16 จากผลการทดลองปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบในชวงแรกหลังจากการ
หมัก 10 วัน ปริมาณกลูโคสที่พบในทุกสูตรมีแนวโนมลดลง โดยสูตร 3, สูตร 4, สูตร 5 และสูตร 6 มี
การเปลี่ยนแปลงปริมาณกลูโคสใกลเคียงกัน สูตร 2 พบการเปลี่ยนแปลงปริมาณกลูโคสสูงสุด 
หลังจากการหมัก 45 วัน ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาแนวโนมการเปลี่ยนแปลงปริมาณกลูโคสคงที่ เมื่อ
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หมักครบ 90 วัน ในทุกสูตรมีปริมาณกลูโคสลดลงต่ําสุด ปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบในแตละสูตรจะ
ปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 12   
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ภาพประกอบ 12 ปริมาณกลูโคสในชวงการหมักโมโรมิเวลา 90 วนั 

 จากภาพประกอบ 12 จะเห็นไดวา ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาในชวงแรกของการหมักจะพบ
ปริมาณกลูโคสมาก สวนในชวงทายของการหมักปริมาณกลูโคสลดลง และแนวโนมการเปลี่ยนแปลง
คงที่ ซึ่งสอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสที่ทําหนาที่ยอยแปงที่อยูในสวนผสมการหมักซีอ๊ิว
จนไดเปนน้ําตาล 
 สวนในน้ําซีอ๊ิวขาวในสูตร 1- 6 ปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบเทากับ 0.46, 1.19, 1.11, 0.40, 1.52 
และ 1.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ จะเห็นไดวาสูตร 1กับสูตร 4 และสูตร 2 กับสูตร 3 พบกลูโคสใน
ปริมาณที่ใกลเคียงกัน สวนสูตร 5 พบปริมาณกลูโคสมากที่สุด ปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบในแตละสูตร
จะปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 13 
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ภาพประกอบ 13 ปริมาณกลูโคสในน้าํซีอ๊ิวขาว 

 
ตอนที่ 7 ผลการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอล 
 ในการทดลองไดวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลที่ไดในตัวอยางแตละสูตรเทียบกับกราฟ
มาตรฐานดังภาพประกอบ 22 เมื่อวิเคราะหเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถคํานวณหาปริมาณเอทา
นอลในตัวอยางได พบวา สําหรับการหมักในโมโรมิปริมาณเอทานอลที่ตรวจพบจากตัวอยางที่เก็บ 0, 
10, 20, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ในสูตร 1 อยูในชวง 0.00 – 13.28 กรัมตอลิตร สูตร 2 อยูในชวง 
0.00 – 12.60 กรัมตอลิตร สูตร 3 อยูในชวง 0.00 – 14.88 กรัมตอลิตร สูตร 4 อยูในชวง 0.00 – 10.97 
กรัมตอลิตร สูตร 5 อยูในชวง 0.00 – 17.37 กรัมตอลิตร และสูตร 6 อยูในชวง 0.00 – 8.69 กรัมตอลิตร 
ดังแสดงใหเห็นชัดเจนตามตาราง 18 จากผลการทดลองปริมาณเอทานอลที่ตรวจพบตลอดระยะเวลา
การหมัก 90 วัน มีปริมาณเอทานอลเปลี่ยนแปลงใกลเคียงกันคือ สูตร 1 กับสูตร 2, สูตร 3 กับสูตร 4 
และสูตร 5 กับสูตร 6 แตสูตร 5 ในชวง 10 วันแรกของการหมักมีปริมาณเอทานอลสูงกวาสูตร 6 มาก 
นอกจากนี้สูตร 5 กับสูตร 6 หลังการหมัก 45 วัน ไมพบปริมาณเอทานอล สวนในสูตรอื่นๆ จะลดลง 
จนกระทั่งการหมักครบ 90 วัน จะไมพบเอทานอลในทุกสูตรที่ศึกษา ปริมาณเอทานอลที่ตรวจพบในแต
ละสูตรจะปรากฏใหเห็นชัดเจนดังภาพประกอบ 14   
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ภาพประกอบ 14 ปริมาณเอทานอลในชวงการหมกัโมโรมิเวลา 90 วัน 

 จากภาพประกอบ 14 จะเห็นไดวาปริมาณเอทานอลที่ตรวจพบในแตละสูตรที่ทําการศึกษาจะ
พบมากในชวงแรกของการหมักและมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก 90 วัน สวนการหมัก
ในชวงทายปริมาณเอทานอลจะลดลงหรือไมพบปริมาณเอทานอลในบางสูตรที่ศึกษา สําหรับในน้ํา
ซีอ๊ิวขาวตรวจพบปริมาณเอทานอลเฉพาะในสูตร 4 และสูตร 6 ปริมาณเอทานอลที่พบ 1.06 และ 1.43 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
 



บทที่ 5 
สรุปผล อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 
 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาผลของปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่มีตอกระบวนการหมักซีอ๊ิว 
จากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง โดยทําการศึกษาวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ซึ่งประกอบดวย การ
วิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรีย ปริมาณจุลินทรีย ปริมาณเกลือ ปริมาณกลูโคส ปริมาณเอทานอล ใน
ระหวางกระบวนการหมักโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิวขาว และติดตามการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติ
เอสและกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิ ซึ่งไดสรุปผลการวิจัย 
อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะตามหัวขอตางๆ ดังนี้ 
 1.  สรุปผลการวิจัย 
 2.  อภิปรายผลการวิจัย 
 3.  ขอเสนอแนะ  
 
1.  สรุปผลการวิจัย 
 จากผลการทดลองการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของซีอ๊ิวที่หมักไดจากถั่วมะแฮะและ
ถั่วเหลืองในปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่แตกตางกันตามสูตรตางๆ ที่ทําการทดลอง สามารถสรปุผล
การทดลองไดดังนี้ 
 1.1  การวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิไดตรวจสอบ
ปริมาณกรดอินทรีย 3 ชนิดไดแก กรดซิตริก กรดแอซีติกและกรดแลคติกในแตละสูตรที่ทําการศึกษา 
พบวาปริมาณกรดซิตริกที่ตรวจพบอยูในชวง 0.32 – 1.94 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับสูตร 1 ที่ใช
เปนสูตรควบคุม ในแตละสูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณกรดซิตริกเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก
ในชวง 90 วัน สูตร 2 พบกรดซิตริกมากที่สุด และสูตร 6 พบปริมาณกรดซิตริกต่ําสุดปริมาณกรดแอ
ซีติกที่ตรวจพบอยูในชวง 0.00 – 3.11 กรัมตอลิตร ในชวง 10 วันแรกของการหมักไมพบปริมาณกรด
แอซีติก  แตจะตรวจพบปริมาณกรดแอซีติกในระยะการหมักตั้งแต 10 – 90 วัน  ในทุกสูตรที่
ทําการศึกษา โดยรวมแลวเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึนปริมาณกรดแอซีติกที่พบในแตละสูตรจะมี
ปริมาณลดลง ปริมาณกรดแลคติกที่พบอยูในชวง 0.00 – 15.06 กรัมตอลิตร ในทุกสูตรที่ทําการศึกษา
มีการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดแลคติกตลอดระยะเวลาการหมัก โดยรวมเมื่อระยะเวลาการหมัก
เพิ่มข้ึนปริมาณกรดแลคติกที่พบมีปริมาณเพิ่มข้ึนดวย สูตร 5 พบปริมาณกรดแลคติกมากสุดเมื่อหมัก
ครบ 90 วัน สําหรับการวิเคราะหปริมาณกรดอินทรียในน้ําซีอ๊ิวขาวพบวาปริมาณกรดซิตริก กรดแอ
ซีติกและกรดแลคติกที่พบอยูในชวง 0.00 – 1.68, 0.00 – 0.67 และ 3.11 – 14.30 กรัมตอลิตร เมื่อ
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เปรียบเทียบกับสูตร 1 ที่เปนสูตรควบคุม ในทุกสูตรที่ทําการศึกษา พบปริมาณกรดแลคติกมากที่สุด 
สวนปริมาณกรดซิตริกพบในสูตร 3, สูตร 4, สูตร 5 และสูตร 6 สวนปริมาณกรดแอซีติกพบเฉพาะใน
สูตร 2 และสูตร 4 โดยรวมแลวปริมาณกรดอินทรียทั้งสองชนิดดังกลาวที่พบในน้ําซีอ๊ิวขาวมีปริมาณ
ใกลเคียงกัน 
 1.2  การวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรียในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิ โดยติดตามจากการ
ตรวจวิเคราะหปริมาณจุลินทรีย 3 ชนิดไดแก แบคทีเรีย ราและยีสต ผลการวิเคราะหพบวาแบคทีเรีย
อยูในชวง 1.30 × 105 – 7.60 × 106 CFU/g ราและยีสตอยูในชวง 2.60 × 105 – 7.60 × 106CFU/g    
เมื่อเปรียบเทียบกับสูตร 1 ที่เปนสูตรควบคุม ปริมาณจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดที่พบในทุกสูตรที่ทําการศึกษา
มีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก จะพบการเปลี่ยนแปลงไดในชวงแรกของการหมัก ภาย 
หลังการหมัก 20 วัน การเปลี่ยนแปลงของปริมาณแบคทีเรียพบนอยมาก สําหรับราและยีสตภายหลัง
การหมัก 75 วัน พบปริมาณการเปลี่ยนแปลงนอยมาก เปนเชนเดียวกันในทุกสูตรที่ทําการศึกษา สวน
การวิเคราะหจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดในน้ําซีอ๊ิวขาวในทุกสูตรที่ทําการศึกษาไมพบจุลินทรียดังกลาวในน้ํา
ซีอ๊ิวขาว  
 1.3  การวิเคราะหหาปริมาณเกลือ โดยติดตามการวิเคราะหปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดใน
ระหวางกระบวนการหมักโมโรมิ พบวาปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบอยูในชวง 4.04 – 11.70 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เมื่อเปรียบเทียบกับสูตร 1 ที่เปนสูตรควบคุม ในทุกสูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณ
เกลือโซเดียมคลอไรดเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมักแนวโนมการเปลี่ยนแปลงคอนขางคงที่ 
และมีปริมาณลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเกลือเร่ิมตนที่ใชในการหมักซีอ๊ิวแตละสูตร สําหรับการ
วิเคราะหปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดในน้ําซีอ๊ิวขาวพบวา ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่พบอยู
ในชวง 11.44 – 26.99 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาจะมีปริมาณเกลือ
เพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเกลือเร่ิมตนที่ใชในการหมักซีอ๊ิวแตละสูตร สูตร 3 และสูตร 4 มี
ปริมาณเกลือเปนไปตามเกณฑของมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ําซีอ๊ิว ดังนั้นสามารถลดปริมาณเกลือ
ในน้ําซีอ๊ิวที่หมักไดเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรควบคุมสามารถลดเกลือไดถึงประมาณ 24 เปอรเซ็นต 
 1.4  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิ กิจกรรม
ของเอนไซมโปรติเอสที่พบอยูในชวง 7.44 – 59.63 หนวยตอกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับสูตร 1 ที่เปนสูตร
ควบคุม ในทุกสูตรที่ทําการศึกษามีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสเพิ่มข้ึนสูงสุดในชวง 10 วันแรกของ
การหมัก หลังจากการหมักชวงดังกลาวกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสมีแนวโนมลดลง แสดงวา
กระบวนการหมักสามารถเกิดขึ้นไดโดยโดยเอนไซมโปรติเอสจะทําหนาที่ยอยโปรตีนที่มีอยูในถั่วที่ใช
เปนวัตถุดิบในการหมักซีอ๊ิว 
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1.5  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในระหวางกระบวนการหมัก พบวากิจกรรม
ของเอนไซมอะไมเลสที่พบอยูในชวง 176.65 – 898.77 หนวยตอกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับสูตร 1 ที่เปน
สูตรควบคุม ในทุกสูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณเอนไซมมากที่สุดในชวงแรกของการหมัก โดยรวมแลว
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึน และพบกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสลดลงต่ําสุดเมื่อการหมักครบกําหนดตามระยะเวลา 90 วัน แสดงวากระบวนการหมัก
สามารถเกิดขึ้นไดโดยเอนไซมอะไมเลสจะทําหนาที่ยอยแปงที่มีอยูในถั่วทั้งสองชนิดและแปงที่ใชเปน
สวนผสมจนไดเปนน้ําตาลรีดิวซ 
 1.6  การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสในระหวางกระบวนการหมัก พบวาปริมาณกลโูคสทีพ่บอยู
ในชวง 0.02 – 40.19 กรัมตอลิตร ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาจะพบปริมาณกลูโคสในชวงแรกของการ
หมัก โดยรวมแลวปริมาณกลูโคสมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึน และพบปริมาณ
กลูโคสลดลงต่ําสุดเมื่อหมักครบ 90 วัน ซึ่งปริมาณกลูโคสที่พบจะสอดคลองกับกิจกรรมของเอนไซมอะ
ไมเลสที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการหมัก สวนในน้ําซีอ๊ิวขาวปริมาณกลูโคสที่พบอยูในชวง 0.40 - 
1.52 กรัมตอลิตร ซึ่งปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบในสูตร 5 มีปริมาณกลูโคสสูงสุด 
 1.7  การวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลในระหวางกระบวนการหมัก พบวาปริมาณเอทานอลที่
พบอยูในชวง 0.00 – 17.37 กรัมตอลิตร ในทุกสูตรที่ทําการศึกษาจะพบการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทา
นอลตอลดระยะเวลาการหมักจะเห็นไดชัดเจนในชวงแรกของการหมัก สวนในชวงทายของการหมักพบ
เอทานอลนอยมากหรือไมพบเลย แสดงวาจุลินทรียที่เกี่ยวของในกระบวนการหมักสามารถเปลี่ยน
น้ําตาลที่อยูในขั้นตอนการหมักใหเกิดเปนเอทานอลได โดยจะเกิดไดมากในชวงแรกของการหมัก สวน
ในน้ําซีอ๊ิวขาวพบปริมาณเอทานอลอยูในชวง 1.06 – 1.43 กรัมตอลิตร ซึ่งจะพบไดเฉพาะบางสูตรที่
ศึกษา 
 จากทุกสูตรที่ทําการศึกษาการหมักซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือตํ่า เมื่อ
พิจารณาผลการทดลองทั้งหมดเปรียบเทียบกับซีอ๊ิวโดยทั่วๆไปที่ใชถั่วเหลืองลวนในการหมัก พบวา
สวนประกอบตางๆ ในน้ําซีอ๊ิวที่มีคุณภาพดีจะพบ กรดแลคติก 0.48 g/100 mL, แอลกอฮอล 2.00 %, 
น้ําตาลรีดิวซ 5.99 g/100 mL และโซเดียมคลอไรด 18.02 g/100 mL (Yokotsuka. 1960) สําหรับซีอ๊ิว
ที่หมักดวยถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่ทําการทดลองไมมีสูตรใดมีปริมาณสารดังกลาวอยูในเกณฑนี้ที่
กําหนด เมื่อพิจารณาสูตรที่เหมาะสมสําหรับการหมักซีอ๊ิวตามเกณฑดังกลาว ควรจะเปนซีอ๊ิวที่หมัก
ดวยถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในสูตร 5 หรือซีอ๊ิวที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 12 
      
2.  อภิปรายผลการวิจัย 
 การวิเคราะหติดตามผลปริมาณกรดอินทรีย   
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 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหปริมาณกรดอินทรีย 3 ชนิดคือ กรดซิตริก กรดแอซีติกและ
กรดแลคติก ในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิวขาว โดยปริมาณกรดซิตริกที่ตรวจพบ
ในชวงการหมักโมโรมิของแตละสูตรที่ทําการศึกษาที่หมักในชวงเวลาเดียวกัน ในตอนเริ่มตนจะมี
ปริมาณแตกตางกัน เมื่อครบระยะเวลา 90 วันของการหมักในทุกสูตรจะมีกรดซิตริกสูง แตเมื่อเปนน้ํา
ซีอ๊ิวขาวยังคงตรวจพบปริมาณกรดซิตริก ยกเวนในสูตร 1 ที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 20 
ซึ่งใชเปนสูตรควบคุม และสูตร 2 ที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 18 ทั้งนี้สูตร 5 ที่หมักดวย
ความเขมขนของเกลือรอยละ 14 ในน้ําซีอ๊ิวขาวจะมีปริมาณกรดซิตริกสูงสุด สําหรับกรดแอซีติกจะไม
สามารถตรวจพบในชวงแรกของการหมักในทุกสูตร แตที่ระยะเวลาการหมัก 10 วันปริมาณกรดแอซีติก
จะสูงสุดในทุกสูตร เมื่อครบระยะเวลาการหมัก 90 วัน ปริมาณกรดแอซีติกมีแนวโนมลดลง แตเมื่อเปน
น้ําซีอ๊ิวขาวจะตรวจพบปริมาณกรดแอซีติกเฉพาะในสูตร 2 และสูตร 4 หรือซีอ๊ิวที่หมักดวยความเขมขน
ของเกลือรอยละ 18 และ 14 ตามลําดับ สวนกรดแลคติกในชวงแรกของการหมักพบวามีปริมาณกรด
แลคติกนอย   แตจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ   เมื่อหมักนานถึง 90 วัน  โดยในชวงโมโรมิของทุกสูตรมีปริมาณกรด 
แลคติกมากสุด ซึ่งสูตร 5 ที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 12 จะมีปริมาณกรดแลคติกสูงสุด 
และในน้ําซีอ๊ิวขาวพบปริมาณกรดแลคติกในทุกสูตร เมื่อพิจารณาโดยรวมแลวปริมาณกรดซิตริกและ
ปริมาณกรดแอซีติกที่ตรวจพบมีปริมาณนอยกวาปริมาณกรดแลคติก อันเนื่องมาจากกรดซิตริกจะถูก
ผลิตขึ้นจากเชื้อรา A. niger ในอาหารเลี้ยงเชื้อราที่มีน้ําตาลเปนองคประกอบและมีการปรับพเีอชใหอยู
ในระดับกรด ในระหวางการหมักจะตองมีการปรับความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตนในอาหารที่ใชเลี้ยง
เชื้อใหเหมาะสมดวย ซึ่งโดยสวนใหญจะอยูในชวง 15-18 เปอรเซ็นต แตถาความเขมขนของน้ําตาลต่ํา
เกินไป จะสงผลใหผลผลิตของกรดซิตริกที่ไดลดนอยลงดวยและในขณะเดียวกันก็จะเกิดการสะสมของ
กรดออกซาลิกดวย (Kovats. 1960) สวนมากจะนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่มและ
อุตสาหกรรมยา เนื่องจากกรดซิตริกมีความสามารถในการละลายสูง ความเปนพิษตํ่าและใหรสเปร้ียว
ที่ยอมรับได แตเนื่องจากการหมักซีอ๊ิวจะใชเชื้อรา A. oryzae และหมักในน้ําเกลือ จึงทําใหตรวจพบ
ปริมาณกรดซิตริกนอย สวนกรดแอซีติกจะถูกผลิตขึ้นจากแบคทีเรีย Acetobacter หรือยีสต 
Saccharomyces ellipsoideus โดยแบคทีเรียหรือยีสตที่ใชในการหมักจะเปลี่ยนน้ําตาลซึ่งมาจาก
วัตถุดิบที่ใชในการหมักเชน ผลไม ผักที่มีแปงเปนองคประกอบ ธัญพืชตางๆ ใหเปนแอลกอฮอล 
จากนั้นจะออกซิไดสแอลกอฮอลใหเปนอะซีทัลดีไฮดแลวออกซิไดสตอไดเปนไฮเดรตอะซีทัลดีไฮด ใน
ข้ันตอนสุดทายจะออกซิไดสไฮเดรตอะซีทัลดีไฮดเปลี่ยนเปนกรดแอซีติก ซึ่งจะผานปฏิกิริยาออกซิไดส
สามขั้นตอนโดยอาศัยเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา จากกระบวนการหมักดังกลาวจึงนิยมนําไปใชใน
อุตสาหกรรมการผลิตน้ําสมสายชู ซึ่งมีรสเปร้ียวที่เกิดจากกรดแอซีติก (วราวุฒิ  ครูสง และรุงนภา  
พงศสวัสด์ิมานิต. 2532) สําหรับในกระบวนการหมักซีอ๊ิวไมไดนําแบคทีเรียและยีสตดังกลาวมาใชใน
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การหมักโดยตรง รวมทั้งในระหวางการหมักซีอ๊ิวจะมีน้ําตาลเกิดขึ้นดวย ซึ่งทําใหจุลินทรียบางชนิด
สามารถเปลี่ยนน้ําตาลเปนกรดแอซีติกได จึงตรวจพบปริมาณกรดแอซีติกไดในปริมาณนอยเมื่อเทียบ
กับปริมาณกรดแลคติกที่ตรวจพบ ดังนั้นปริมาณกรดซิตริกและกรดแอซีติกที่ตรวจพบจึงมีนอยใน
ขณะที่ลดความเขมขนของเกลือลง ซึ่งมีผลดีตอรสชาติของซีอ๊ิวหากมีปริมาณกรดซิตริกและกรดแอ
ซีติกมากอาจทําใหซีอ๊ิวที่ไดมีรสเปร้ียวได เนื่องจากกรดทั้งสองชนิดนี้เปนกรดอินทรียที่มีรสเปร้ียวดังที่
กลาวมาแลวขางตน สวนปริมาณกรดแลคติกที่ตรวจพบจะมีปริมาณมากเมื่อเปรียบเทียบกับกรดทั้ง
สองชนิดที่กลาวมา อันเนื่องมาจากกรดแลคติกเปนกรดสําคัญที่แสดงถึงกลไกการทํางานของ
แบคทีเรียแลคติก ในชวงการหมักของโมโรมิทุกสูตรจากการทดลองจะเห็นไดวา ในชวงแรกของการ
หมักจะพบปริมาณกรดแลคติกนอย แตจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เมื่อหมักนานถึง 90 วัน โดยเฉพาะสูตร 5 ที่
หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 12 จะมีปริมาณกรดแลคติกสูงสุดแสดงวาเกิดการทํางานของ
แบคทีเรียแลคติกในชวงความเขมขนของเกลือดังกลาวไดมากที่สุด โดยรวมคือ แมวาจะลดปริมาณ
เกลือใหนอยลงแตกรดแลคติกที่ตรวจพบก็มีมากขึ้น แสดงวาจุลินทรียยังสามารถเจริญไดดีทําใหผลิต
กรดดังกลาวออกมาได ซึ่งสอดคลองกับโมโรมิที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 20 ที่ใชเปนสตูร
ควบคุม นอกจากนี้จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาในบรรดาแบคทีเรียที่มีอยูแบคทีเรียที่สรางกรด 
แลคติกจะมีบทบาทสําคัญ (วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ. 2534) ดังนั้นในการทดลองจึงตรวจพบกรดแลคติก
มากกวากรดซิตริกและกรดแอซีติกทั้งในการหมักในชวงโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิวขาว 
 การวิเคราะหติดตามผลปริมาณจุลินทรีย 
 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหปริมาณจุลินทรีย 3 ชนิดคือ แบคทีเรีย ราและยีสต ใน
ระหวางกระบวนการหมักโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิวขาว โดยปริมาณจุลินทรียทั้ง 3 ชนิด ที่ตรวจพบในชวง
การหมักโมโรมิของแตละสูตรที่ทําการศึกษามีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมักและจะพบการ
เปลี่ยนแปลงไดในชวงแรกของการหมัก แสดงวาถึงแมวาปริมาณเกลือจะลดลงจุลินทรียก็สามารถ
เจริญเติบโตไดเพื่อผลิตสารตางๆออกมา เชน กรดอินทรีย จะเห็นไดจากในการทดลองสามารถตรวจ
พบกรดซิตริก กรดแอซีติกและกรดแลคติกได เพื่อใหกระบวนการหมักเกิดขึ้นไดและทําใหไดเปนซีอ๊ิว
เกิดขึ้น ถึงแมวาสภาวะที่ทําการทดลองของแตละสูตรในการหมักจะมีปริมาณเกลือลดลงก็ตาม รวมทั้ง
จุลินทรียที่ใชเปน starter ในที่นี้คือ เชื้อรา A. oryzae จะหยุดการเจริญเติบโตและเริ่มลดลง ซึ่ง
ระยะเวลาที่อยูไดของเชื้อราดังกลาวประมาณ 1-2 เดือน (วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ. 2534) ดังนั้นจึงพบการ
เปลี่ยนแปลงของจุลินทรียไดในชวงแรกของการหมัก สวนในชวงทายของการหมักพบการเปลี่ยนแปลง
ของจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดนอยมาก ดังเชนผลการทดลองและสอดคลองกับสูตร 1 ที่หมักดวยความเขมขน
ของเกลือรอยละ 20 ที่ใชเปนสูตรควบคุม สวนในน้ําซีอ๊ิวขาวของทุกสูตรถึงแมวาหมักดวยปริมาณเกลือ
ที่ลดลงก็ตามไมสามารถตรวจพบจุลินทรียทั้ง 3 ชนิดในน้ําซีอ๊ิวขาว ซึ่งเปนผลดีตอน้ําซีอ๊ิวขาวที่หมักได
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ในแตละสูตร เนื่องจากคุณลักษณะที่ตองการของมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ําซีอ๊ิวที่หมักไดจะมียีสต
และราไดตองไมเกิน 10 โคโลนีตอตัวอยาง(สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ อุตสาหกรรม กระทรวง
อุตสาหกรรม. 2547) แสดงวาน้ําซีอ๊ิวขาวที่หมักจากปริมาณเกลือที่ลดลงในแตละสูตรเปนไปตาม
เกณฑของมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ําซีอ๊ิว 
 การวิเคราะหติดตามผลปริมาณเกลือ 
 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหปริมาณเกลือ โดยติดตามปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดใน
ระหวางกระบวนการหมักโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิวขาว ในโมโรมิของทุกสูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณเกลือ
โซเดียมคลอไรดเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก และมีปริมาณนอยลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
ปริมาณเกลือเร่ิมตนที่ใชในการหมักของแตละสูตร อันเนื่องมาจากเกลือโซเดียมคลอไรดมีหนาที่เสมือน
กับสารยับยั้งและคัดเลือกเชื้อจุลินทรียในขั้นการหมักน้ําเกลือ (Yong; &Wood. 1974) โดยจุลินทรียที่
มีบทบาทในกระบวนการหมักชวงโมโรมิเพื่อผลิตเปนน้ําซีอ๊ิวจะสรางและผลิตสารหลายๆชนิดออกมา
เพื่อใหกระบวนการหมักเกิดขึ้นได ยกตัวอยางเชน ผลิตกรดอินทรียในชวงของการหมักโดยเฉพาะกรด
แลคติกที่ผลิตจากแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติก สรางเอนไซมชนิดตางๆเชน เอนไซมอะไมเลสเพื่อทํา
หนาที่ในการยอยแปงที่มีอยูในกระบวนการหมักใหเกิดเปนสารโมเลกุลเล็กลงคือน้ําตาลรีดิวซ สราง
เอนไซมโปรติเอสเพื่อยอยโปรตีนโมเลกุลใหญใหเกิดเปนกรดอะมิโน ซึ่งจากผลของโปรตีนที่ถูกยอย
สลายจนเกิดเปนกรดอะมิโนมีผลทําใหเกิดไนโตรเจนที่ละลายไดในชวงของการหมักเกิดขึ้นดวย ดังนั้น
เมื่อตรวจปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดของแตละสูตรจึงมีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับปริมาณเกลือ
โซเดียมคลอไรดเร่ิมตนที่ใชในการหมัก รวมทั้งความชื้นที่อยูในโคจิจะเจือจางใหความเขมขนของเกลือ
ลดลงดวยเมื่อหมักในน้ําเกลือหรือโมโรมิ  (พิมพาพร  เทวาหุดี. 2521; และกนิษฐา  สุวรรณเมนะ. 
2522 ) ซึ่งสอดคลองกับสูตร 1 ที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 20 ที่ใชเปนสูตรควบคุม 
ถึงแมวาปริมาณเกลือในแตละสูตรที่ทําการศึกษาจะมีปริมาณลดลงก็ตาม สําหรับในน้ําซีอ๊ิวขาวในทุก
สูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับปริมาณเกลือเร่ิมตนที่ใชในการ
หมัก อันเนื่องมาจากกระบวนการหมักไดส้ินสุดลงทําใหความชื้นหรือน้ําที่มีอยูในกระบวนการหมักลด
ปริมาณลงดวย รวมทั้งมีการสูญเสียน้ําในชวงของการพาสเจอรไรสกอนที่จะไดน้ําซีอ๊ิวขาวที่สมบูรณ 
ทําใหน้ําซีอ๊ิวที่ไดเมื่อตรวจปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดของทุกสูตรจึงมีปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด
สูงกวาตอนเริ่มตนที่ใชในการหมัก โดยรวมแลวปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มข้ึนในแตละสูตรจะ
ลดลงตามปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดที่ลดลงที่ใชในการศึกษา สําหรับน้ําซีอ๊ิวที่หมักไดในสูตร 3 และ
สูตร 4 ที่หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ 16 และ 14 มีปริมาณเกลือเปนไปตามเกณฑของ
มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนน้ําซีอ๊ิว จากผลการทดลองนี้สามารถลดปริมาณเกลือในน้ําซีอ๊ิวที่หมักได
เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรควบคุมสามารถลดเกลือไดถึงประมาณ 24 เปอรเซ็นต  



 61

 การวิเคราะหติดตามผลกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส 
 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในระหวางกระบวนการหมัก
โมโรมิ ในทุกสูตรที่ทําการศึกษามีกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสเพิ่มข้ึนสูงสุดในชวง 10 วันแรกของการ
หมัก เอนไซมโปรติเอสที่เกิดขึ้นมีหนาที่ยอยโปรตีนที่อยูในถั่วทั้งสองชนิดที่ใชเปนวัตถุดิบเร่ิมตนในการ
หมักซีอ๊ิวใหมีโมเลกุลเล็กลงจนไดเปนกรดอะมิโน ซึ่งเอนไซมโปรติเอสสามารถตรวจพบไดตั้งแตในชวง
ของการหมักโคจิ เนื่องจากปริมาณโปรตีนที่ถูกยอยสลายมีความสําคัญอยางมากตอคุณภาพของน้ํา
ซีอ๊ิวตั้งแตกลิ่นรสไปจนถึงคุณคาทางดานโภชนาการ (พันธณรงค  จันทรแสงศรี. 2540) แตเมื่อหมักใน
น้ําเกลือหรือโมโรมิระดับของเอนไซมโปรติเอสลดลงมากในระยะ 2 วันแรก หลังจากเติมน้ําเกลือลงไป 
ดังนั้นในชวงแรกของการหมักในทุกสูตรที่ทําการศึกษายังคงพบกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสสูงสุด แต
หลังจากการหมักชวงดังกลาวกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสมีแนวโนมลดลง แสดงวาเปนเพราะ
เอนไซมโปรติเอสสูญเสียสภาพธรรมชาติหรือตกตะกอน ซึ่งติดตามดวยปฏิกิริยา resolubilization และ
หรือการปลอยเอนไซมใหมออกมาจากเสนใยของราที่ถูกยอยสลาย (Yong; & Wood. 1976) จากการ
ทดลองจะเห็นไดวาในชวงทายของการหมักจะตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสในแตละสูตรมี
การเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาจนกระทั่งการหมักครบ 90 วัน ถึงแมวาจะมีปริมาณเกลือลดลง ซึ่ง
โดยรวมการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสดังกลาวมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยหรือมี
แนวโนมการเปลี่ยนแปลงเกือบจะคงที่ ทั้งนี้เพราะในชวงทายจุลินทรียมีการเจริญลดลงทําใหเอนไซมที่
ปลอยออกมาจากเสนใยของราที่ถูกยอยสลายลดลงดวย จึงพบกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสที่
เปลี่ยนแปลงนอยเชนเดียวกัน 

การวิเคราะหติดตามผลกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสในระหวางกระบวนการหมัก
โมโรมิ พบวาในทุกสูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณเอนไซมมากที่สุดในชวงแรกของการหมัก โดยรวมแลว
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึน อยางไรก็ตามสามารถ
ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสไดถึงแมวาจะลดปริมาณเกลือที่ใชในการหมักซีอ๊ิวก็ตาม 
เอนไซมอะไมเลสจะทําหนาที่ยอยแปงที่เปนสวนผสมหรือที่มีอยูในถั่วทั้งสองชนิดที่ใชเปนวัตถุดิบ
เร่ิมตนใหเกิดเปนน้ําตาลรีดิวซ ซึ่งน้ําตาลรีดิวซมีรอยละการเพิ่มมากที่สุดในระยะเวลา 5-6 วันแรกของ
การหมักในน้ําเกลือ โดยจะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและชาลงในเวลาตอมา (Yong; & Wood. 1976) ดงันัน้
ในชวงแรกของการหมักการยอยแปงจะเกิดขึ้นมากที่สุด จึงสงผลใหตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมอะ
ไมเลสมากที่สุดในชวงแรกของการหมัก หลังจากนั้นเมื่อระยะเวลาการหมักผานไปนานขึ้นจุลินทรียที่
เกี่ยวของในการสรางเอนไซมอะไมเลสมีการเจริญเติบโตนอยลงการผลิตเอนไซมอะไมเลสก็นอยลง
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ดวย จึงตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสลดลงต่ําสุดเมื่อการหมักครบกําหนดตามระยะเวลาหรือ
ครบกําหนด 90 วัน 
 การวิเคราะหติดตามผลปริมาณกลูโคส   
 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหปริมาณกลูโคสในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิ พบวา
ในทุกสูตรที่ทําการศึกษามีปริมาณกลูโคสมากที่สุดในชวงแรกของการหมัก โดยรวมแลวปริมาณ
กลูโคสมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึน ซึ่งสามารถตรวจพบปริมาณกลูโคสไดถึงแมวา
จะลดปริมาณเกลือที่ใชในการหมักซีอ๊ิว    กลูโคสที่เกิดขึ้นเปนผลผลิตจากการทํางานของเอนไซมอะไม 
เลสที่มีอยูในกระบวนการหมัก โดยเอนไซมอะไมเลสจะยอยแปงและถั่วที่อยูในสวนผสมของการหมัก
ซีอ๊ิวใหไดเปนน้ําตาล ซึ่งเอนไซมอะไมเลสจะสรางจากเชื้อรา A. oryzae ในขั้นตอนของการหมักโคจิ 
เมื่อถึงขั้นตอนการหมักโมโรมิหรือในการหมักน้ําเกลือ เชื้อราชนิดนี้จะอยูไดในชวงแรกของการหมัก
เอนไซมอะไมเลสก็จะเกิดขึ้นมากในชวงแรกของการหมักเชนเดียวกัน ดังนั้นเมื่อกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสเกิดขึ้นก็สามารถตรวจพบกลูโคสไดในชวงแรกของการหมักเชนเดียวกัน สวนในชวง
ทายเชื้อราดังกลาวจะเริ่มตายลง เอนไซมอะไมเลสก็จะมีนอยลงดวยปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบจึงมี
นอยดวย จากผลการทดลองจะเห็นไดวาปริมาณกลูโคสที่ตรวจพบสอดคลองกับกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสที่พบในระหวางขั้นตอนการหมัก 
 การวิเคราะหติดตามผลปริมาณเอทานอล   
 จากการศึกษาวิจัยไดตรวจวิเคราะหปริมาณเอทานอลในระหวางกระบวนการหมักโมโรมิ 
พบวาในทุกสูตรที่ทําการศึกษาปริมาณเอทานอลมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก โดยรวม
แลวจะพบปริมาณเอทานอลมากในชวงแรกของการหมัก เมื่อการหมักครบ 90 วัน พบปริมาณเอทา
นอลนอยมากหรือไมพบเลย ซึ่งสามารถตรวจพบเอทานอลไดถึงแมวาจะลดปริมาณเกลือที่ใชในการ
หมักซีอ๊ิว    เอทานอลที่เกิดขึ้น เกิดจากการทํางานของจุลินทรียที่ทนเกลือไดในขั้นตอนการหมักของโม
โรมิ โดยจุลินทรียเหลานี้จะเปลี่ยนน้ําตาลที่เกิดจากการยอยแปงของเอนไซมอะไมเลสใหเปลี่ยนเปนเอ
ทานอลหรือแอลกอฮอล จากผลการทดลองจะเห็นไดวาปริมาณเอทานอลที่พบจะสัมพันธกับกิจกรรม
ของเอนไซมอะไมเลสและปริมาณของกลูโคสที่พบดวย สําหรับในการหมักซีอ๊ิวเอทานอลที่เกิดขึ้นจะมี
ผลตอกลิ่นรสของซีอ๊ิวเชนเดียวกัน 
 จากการวิเคราะหติดตามผลในดานตางๆ ไมวาจะเปนปริมาณกรดอินทรีย ปริมาณเกลือ
โซเดียมคลอไรด ปริมาณจุลินทรีย กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
ปริมาณกลูโคส และปริมาณเอทานอล สําหรับการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองเมื่อใชปริมาณ
เกลือลดลง โดยทําการศึกษาซีอ๊ิวที่หมักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองรวมทั้งหมด 5 สูตร ซึ่งหมักดวย
เกลือที่มีความเขมขนรอยละ 18, 16, 14, 12 และ 10 ตามลําดับ โดยเปรียบเทียบกับสูตรควบคุมที่
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หมักดวยความเขมขนของเกลือรอยละ  20  จากการทดลองในชวงความเขมขนของเกลือดังกลาว  พบ
จุลินทรียชนิดที่เจริญเติบโตไดในน้ําเกลือ โดยทําหนาที่ผลิตกรดอินทรียข้ึนในระหวางขั้นตอนหมัก กรด
อินทรียที่ผลิตออกมาจะพบกรดแลคติกมากที่สุดแสดงวาจุลินทรียที่ผลิตกรดแลคติกสามารถ
เจริญเติบโตไดดีในขั้นตอนการหมัก จุลินทรียชนิดนี้ไดแกจุลินทรียที่สรางกรดแลคติก ซึ่งกรดแลคติก
เปนกรดที่สําคัญในการหมักซีอ๊ิวเนื่องจากทําใหซีอ๊ิวมีรสชาติดี สวนจุลินทรียพวกที่ผลิตกรดซิตริกและ
กรดแอซีติกจะเจริญเติบโตไดนอย จึงพบกรดซิตริกและกรดแอซีติกในปริมาณนอยกวากรดแลคติก 
นอกจากนี้เมื่อเกิดการทํางานของจุลินทรียในขั้นตอนการหมักสวนของแปงที่มีอยูในการหมักซีอ๊ิวจะถูก
ยอยโดยเอนไซมอะไมเลสที่สรางจากเชื้อรา A. oryzae มากอนจนสุดทายไดเปนน้ําตาล รวมทั้งจุลิน- 
ทรียเหลานี้จะเปลี่ยนน้ําตาลที่เกิดขึ้นในระหวางการหมักเปนเอทานอล ซึ่งเอทานอลก็มีสวนตอกลิ่นรส
ของซีอ๊ิวเชนเดียวกัน สําหรับเอนไซมโปรติเอสที่สรางจากเชื้อรา A. oryzae เอนไซมนี้จะทําหนาที่ยอย
โปรตีนที่อยูในถั่วจนไดเปนกรดอะมิโน ไนโตรเจนที่เปนองคประกอบในกรดอะมิโนนี้จะมีผลตอกลิ่นรส
ของซีอ๊ิวเชนกัน  จะเห็นไดวากระบวนการหมักสามารถเกิดขึ้นไดในการหมักซีอ๊ิวถั่วมะแฮะและถั่ว
เหลืองที่มีปริมาณเกลือตํ่า โดยสามารถตรวจพบกรดอินทรีย จุลินทรีย เอนไซมโปรติเอส เอนไซมอะ
ไมเลส กลูโคสและเอทานอลในชวงความเขมขนของเกลือดังกลาว โดยปกติแลวสําหรับซีอ๊ิวในประเทศ
ญี่ปุนจะใชความเขมขนของสารละลายเกลือประมาณรอยละ 17-19  (Yong; &Wood 1974) สําหรับ
ซีอ๊ิวในประเทศไทยจะใชความเขมขนของสารละลายเกลือรอยละ 20-22 ในการหมักซีอ๊ิวในน้ําแรกและ
ความเขมขนของเกลือรอยละ 16-18 ในการหมักซีอ๊ิวน้ําที่สองหรือน้ําที่สาม (พิมพาพร  เทวาหุดี. 
2521; และกนิษฐา  สุวรรณเมนะ. 2522) แตในการทดลองที่ศึกษานี้แสดงใหเห็นวาความเขมขนของ
เกลือระหวางรอยละ 18-10 สามารถนําไปใชเปนแนวทางในการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถัว่เหลอืงที่
มีปริมาณเกลอืตํ่าไดเพื่อใหซีอ๊ิวที่ไดมีรสชาติเค็มนอยลงโดยไมมีการปรุงแตงรสชาติดวยน้ําตาลเพื่อให
ความเค็มลดลง  
 
3.  ขอเสนอแนะ 
 ในการวิจัยที่ศึกษานี้เปนการวิเคราะหติดตามผลการลดปริมาณเกลือที่มีผลตอกระบวนการ
หมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นในกระบวนการ
หมักหรือในโมโรมิและในน้ําซีอ๊ิวขาว ซึ่งติดตามการเปลี่ยนแปลงการวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรีย 
การวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรีย การวิเคราะหหาปริมาณเกลือ การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
โปรติเอส และการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส จากผลการวิเคราะหดังกลาวเมื่อใชความ
เขมขนของเกลือระหวางรอยละ 18 – 10 ในกระบวนการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองพบวา
กระบวนการหมักในชวงความเขมขนของเกลือดังกลาวสามารถเกิดขึ้นได เมื่อเทียบกับความเขมขน
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ของเกลือรอยละ 20 ที่ใชในการหมักซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองที่ไดศึกษาไวแลวในงานวิจัยของ 
ภคธีรา  อุปจักร (2550) จะเห็นไดวาในงานวิจัยที่ศึกษาครั้งนี้ใชปริมาณเกลือลดลงในการหมักซีอ๊ิวจาก
ถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองก็สามารถเกิดกระบวนการหมักขึ้นไดและไดซีอ๊ิวที่มีรสชาติเค็มนอยลง 
การศึกษาขั้นตอไปควรจะมกีารศึกษาซีอ๊ิวที่หมักไดจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือทีล่ดลง 
โดยเทียบกับมาตรฐานผลิตภัณฑซีอ๊ิวของกระทรวงอุตสาหกรรม เชน การตรวจสอบปริมาณโปรตีน 
ปริมาณของแข็งที่ระเหยไมได ความถวงจําเพาะ เปนตน การทดสอบทางดานประสาทสัมผัส รวมทั้ง
แปรรูปซีอ๊ิวที่หมักไดใหเปนซีอ๊ิวอีกชนิดหนึ่งคือซีอ๊ิวดําหวาน เพื่อพัฒนาผลิตภัณฑซีอ๊ิวที่ทําการศึกษา 
นอกจากนี้ควรจะมีการศึกษาการหมักซีอ๊ิวจากวัตถุดิบชนิดอื่นๆ นอกจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง เพื่อ
พัฒนาเปนผลิตภัณฑซีอ๊ิวที่มีกลิ่น รส แตกตางจากซีอ๊ิวที่มีจําหนายในทองตลาด 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บรรณานุกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 66

บรรณานุกรม 
 
กาญจนา  ชาญสงาเวช.  (2545).  การแยกและจําแนกชนิดแบคทีเรียที่สรางแอซิดโปรติเอส การหา 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตแอซิดโปรติเอส และการนําไปใชในการผลิตซีอ๊ิวโปรตีนสูง. รายงาน
การวิจัย สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ. 

 
กนิษฐา  สุวรรณเมนะ.  (2522).  การศึกษาเชื้อราในกระบวนการผลิตซีอ๊ิว.  วิทยานิพนธ วท.ม.  

(จุลชีววิทยา). กรุงเทพฯ:  บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถายเอกสาร. 
 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ. (2546). สํามะโนเกษตร พืชไรถั่วมะแฮะ. สืบคนเมื่อ 24 มีนาคม 2551, 
  จาก http://www.moac-info.net/ict/census/templates/fieldcrop/index. 
 
กลุมงานเศรษฐกิจ กองนโยบายและแผน.  (2542). การศึกษาพืชเศรษฐกิจถั่วเหลือง. เอกสาร 
 วิชาการฉบับที่ 53 สํานักงานปฏิรูปที่ดินเพื่อเกษตรกรรม. 
 
กุมุทนาถ  ปานหอ, สุรียพร  กังสนันท และอรัญ  หันพงศกิตติกูล.  (2546).  การศึกษาการลดความ 
 เค็มในซีอ๊ิว.  โครงงาน ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร. 
 
กุลวดี  ตรองพาณิชย.  (2517).  น้ําปลาถั่วเหลือง.  วารสารอาหาร  6(4): 11-13. 
 
ขจีนาฏ  โพธิเวชกุล, สุมาลี  เหลืองสกุล และสมใจ  ศิริโภค.  (2541).  การคัดเลือกจุลินทรียเพื่อใช 

ผลิตอะไมเลส โปรติเอสและไลเปส. วิทยานิพนธ วท.ม. (ชีววิทยา). กรุงเทพฯ: บัณฑิต
วิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ. ถายเอกสาร.  

 
เต็ม  สมิตินันทน.  (2523).  ชื่อพันธุไมแหงประเทศไทย (ชื่อพฤษศาสตร-ชื่อพื้นเมือง).  กรมปาไม. 
 
นภา  โลทอง.  (2531).  ซีอ๊ิว.  วารสารวิทยาศาสตร  42(3):217-224. 
 
บุญเชิด  วิมลสุจริต.  (2543).  ซีอ๊ิวน้ําใจจากถั่วเขียว.  วารสารหนังสือพิมพกสิกรไทย.  73(4):  

 



 67

423-427. 
 

ปาริชาติ  กิจสงเสริมธน.  (2546).  การตรึงโปรติเอสบนไคโตซานดวยพันธะโควาเลนทและวิธีการ 
หอหุมเพื่อใชในการผลิตน้ําซอสปรุงรส. วิทยานิพนธ วศ.ม. (วิศวกรรมเคมี). กรุงเทพฯ: บัณฑติ
วิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถายเอกสาร. 

 
ปราณี  อานเปรื่อง. (2543). เอนไซมทางอาหาร. ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร 
  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.  
 
พันธณรงค  จันทรแสงศรี.  (2537).  การตรึงรูปรวมกันของเซลลจุลินทรียสําหรับทดลองผลิตน้ําซีอ๊ิว.  

วิทยานิพนธ วท .ม. (เทคโนโลยีทางอาหาร). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย. ถายเอกสาร.  

 
พันธณรงค  จันทรแสงศรี.  (2539ก).  ซีอ๊ิว ตอนที่ 1 ความเปนมาของซีอ๊ิว.  วารสารเกษตร นเรศวร. 
  2(3): 9-10. 
 
-----------.  (2539ข).  ซีอ๊ิว ตอนที่ 2 กรรมวิธีการผลิตซีอ๊ิว.  วารสารเกษตร นเรศวร.  2(4): 6-9. 
 
-----------. (2540).  ซอ๊ิีว ตอนที่ 3 จุลินทรียและการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักซีอ๊ิว. วารสาร 
 เกษตร นเรศวร.  3(3): 1-5. 
 
-----------. (2541).  ซีอ๊ิว ตอนที่ 4 ลักษณะของน้ําซีอ๊ิว.  วารสารเกษตร นเรศวร. 4(1): 43-46. 
 
พิมพาพร  เทวาหุดี.  (2521).  การศึกษายีสตในซีอ๊ิวและเตาเจี้ยว. วิทยานิพนธ วท.ม. (จุลชีววิทยา). 
  กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถายเอกสาร.  
 
ไพบูลย  สุเมธาอักษร.   (2521). อุตสาหกรรมการทําซีอ๊ิวในเมืองไทย.  ภาควิชาวิทยาศาสตร 

การอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
 

ภคธีรา  อุปจักร.  (2550).  การศึกษากระบวนการผลิตซีอ๊ิวจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลือง. สารนิพนธ 

 



 68

กศ.ม. (วิทยาศาสตรศึกษา). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ. ถาย
เอกสาร.  
 

มณี  ตันติรุงกจิ.  (2526).  การเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมอะไมเลสของ Aspergillus niger โดยใช 
 มิวทาเจน.  วทิยานพินธ วท.ม. (จุลชีววิทยา). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวทิยาลัย
 เกษตรศาสตร. ถายเอกสาร.  
 
มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม สํานักงาน.  (2521).  ซีอ๊ิว.  มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม มอก. 
  2520-2521 กรุงเทพมหานคร:โรงพิมพกระทรวงอุตสาหกรรม. 
 
วราวุฒิ  ครูสง และรุงนภา  พงศสวัสด์ิมานิต. (2534). เทคโนโลยีการหมักในอุตสาหกรรม. 
  กรุงเทพมหานคร:สํานักพิมพโอเดียนสโตร 
 
วันชัย  สมชิต. (2527). ถั่วเหลืองและการใชประโยชนถั่วเหลืองในประเทศไทย. สถาบันคนควาและ 
 พัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. กรุงเทพมหานคร: บริษัทสยามออฟเซ็ท 
 จํากัด 
 
วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ.  (2526).  กลิ่นหอมซีอ๊ิวมาจากไหน.  วิทยาศาสตรการอาหาร.  14(2): 40-45, (3): 
  33-46. 
 
-----------. (2534).  ซีอ๊ิว. ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัย 
  เกษตรศาสตร. 
 
วิสิฐ  จะนะสิต และ สิติมา  จิตตินันทน.  (2537).  ซีอ๊ิวและเตาเจี้ยว. วารสารหมอชาวบาน.  16(18): 
  76-79. 
 
วารุณี  ประดิษฐศรีกุล.  (2532).  ซีอ๊ิว.  อาหาร. 19: 58-62. 
 
วรรณา  พรเศรษฐคุณ.  (2534).  การคัดเลือกสายพันธุและการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการ 
 เจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดตองการเกลือเพื่อใชในอุตสาหกรรมการหมัก.  วิทยานิพนธ 

 



 69

วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถาย 
 เอกสาร. 

 
ศรีชัย  สิงหคเชนทร; คนอื่นๆ.  (2534).  ความกาวหนางานวิจัยเครื่องมือการผลิตโปรตีนจากถั่วเขียว 
 และซีอ๊ิวจากโปรตีนถั่วเขียว.  รายงานการสัมมนาเชิงวิชาการเรื่องงานวิจัยถั่วเขียว คร้ังที่ 4 
 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร. 
 
ศิริพร  เอื้ออังกูร.  (2538).  การปรับปรุงกระบวนการหมักซีอ๊ิวในขั้นตอนการหมักน้ําเกลือ. 

วิทยานพินธ วท.ม. (จุลชีววิทยา).  กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถาย
เอกสาร.  
 

สถาบันวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร.  (2527).  ถั่วเหลืองและการใชประโยชนในประเทศไทย. 
 กรุงเทพมหานคร. 

 
สิทธิสิน  บวรสมบัติ.  (2524).  การทดลองใชเมล็ดถั่วพลูในการหมักซีอ๊ิว.  วิทยานิพนธ วท.ม.  

(จุลชีววิทยา). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถายเอกสาร.  
 
สุทธิศักดิ์  สุขในศิลป.  (2520).  การศึกษาเชื้อแบคทีเรียในขบวนการหมักซีอ๊ิว. วิทยานิพนธ วท.ม.  

(จุลชีววิทยา). กรุงเทพฯ: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. ถายเอกสาร.  
 
-----------. (2522).  บทบาทความสําคัญของเชื้อจุลินทรียในอุตสาหกรรมซีอ๊ิวหมัก.  เคมีวิศวกรรม 
 เทคโนโลยีทางอาหารและเชื้อเพลิง.  1: 89-95. 
 
สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม. (2547). น้ําซีอ๊ิว. สืบคนเมื่อ 6 
  สิงหาคม 2551, จาก http://www.tisi.go.th/otop/standard/standards.htmlT 
 
สมชาย  ประภาวัต.  (2541).  ศึกษาการทําคุกกี้จากถั่วเขียวผิวดําเปรียบเทียบกับถั่วเขียวและ 

ถั่วมะแฮะ.  วิทยาศาสตรเกษตร สาขาวิทยาศาสตร.  32(3): 319-328. 
 

อัจฉรา  เพิ่ม. (2550). จุลชีววิทยา. คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยราชภัฏสงขลา. 

 

http://www.tisi.go.th/otop/standard/standards.html


 70

Groff, E.M.  (1919).  Soy sauce manufacture in Kwangtung, Chaina.  Philippine J. Sci. 
  15:307-316. 
 
Hesseltine, C.W.  (1965).  A millennium of fungi, food and fermentation.  Mycologia 
  57:149-197. 
 
Impoolsup, A.; Bhumiratana, A. & Flegek, T.W.  (1981).  Isolation of alkaline and neutral 

proteases from Aspergillus flavus var.  columnaris, a soy sauce koji mold.  Appli. 
Environ. Microbiol. 42: 619-628. 

 
Kovats,J. (1960). Studies on submerged citric acids fermentation. Acta.Microbiol.Pol. 9: 
  275-287 
 
Lebumfacil-davide, C.S.  (1967).  Corn and sorghum as possible substituted for wheat in  
 soy sauce production.  Philippine Agriculturist.  50: 843-860. 
 
Lockwood, L. B.  (1947).  The production of Chinese soy sauce.  Soybean Dig. 7: 10-11. 
  quoted in Prescott, S. C., and Dunn. C. G., eds. 1959.  Industrial Microbiology. 
  New York: McGraw-Hill Co., Inc. 
 
Lotong.  (1985).  Koji.  In B.J.B. Wood (ed.).  Microbiology of  Fermented Food.  Vol.2. 
  pp.237-269.  Elsevier Applied Science Publisher, London. 
 
Nakadai, T. & Nasuno, S. (1976).  Enzymatic hydrolysis of protein by various enyzyme  
 preparation.  J. Ferment. Technol.  54: 872-884. 
  
Nakamura, H.; Mohri, Y.; Muraoka, J. & Ito, K.  (1979).  Studies on fermented food 
  containing Antarctic Krill. I. Production of soy sauce with cryo-ground Antarctic 
  krill, Euphasia superba.  Food Sci. and Tect. Abstracts.  13(2): Abstracts 2 R 77.   
 

 



 71

Noda, F.; Hayashi, K. & Mizunuma, T.  (1980a).  Antagonism between osmaphilic lactic 
  acid bacteria and yeasts in brine fermentation of soy sauce.  Appli. Environ. 
  Microbiol.  40(3):452-457. 
  
-----------.  (1982b).  Influence of pH on inhibitory activity of acetic acid on osmophilic yeasts 
  use in brine fermentation of soy sauce.  Appli. Environ. Microbiol.  43:245-246. 
Onichi, H. & Blenford, D.E.  (1981).  The soy sauce explosion.  J. Food Tech.  in 
  Australia. 33(5): 242-244. 
 
Raniah, P.V. &Satyanaragana, P. (1938). The chemical composition of some tropical food 
  plants, pigeonpeas and cowpeas. Trop. Sci. 6(2):68-70 
 
Sakaguchi, K.  (1958a).  Studies on the activities of bacteria in soy sauce brewing. II The  
 proteinases and existence of bacilli spores in the soy mash. Bull.  Agric. Chem. 
  Soc.  Japan.  22: 345-352. 
 
-----------. (1959b).  Studies on the activities of bacteria in soy sauce brewing. IV The  

proteinases, transaminases of Pediococcus soyac, nov. sp., and its numerical 
transition in soy mash.  Agric. Chem. Soc.  Japan.  23: 22-28. 
 

Udo, S.  (1932).  Studies on the taste of soy-sauce fermentation.  J. Agr. Che. Soc.  Japan 
  8, 675-84.  Cited in Yokotsuka. T. 1965. 
 
Wood, B. J.; Cardenas, O.S.; Yong, F.M. & Nulty, D.W. Mc.  (1975).  Lactobacilli in 

production of soy sauce, sour dough bread and Parisian barm. Vol. 4. p. 325-335. 
In Curr, J.C. ; C.V. Cutting and G.C. Whitting. 1975. Lacic acid bacteria in 
brewerages and food. New York: Academic Press. 
 

Wood, B. J. B.  (1982).  Soy sauce and miso.  In Rose, A. H. (ed.), Fermented Food., pp. 
39-85. London:Academic Press, Inc.  

 



 72

Yokotsuka, T.  (1971a). Shoyu conversion and manufacture of Foodstuffs by Micro 
  organisms, processing of the sixth. Int.Symp. 117-125. 
 
-----------. (1986b). Soy sauce biochemistry. Adv. Food Res. 30: 195-329. 
 
-----------. (1988c). Factors contributing to flavor quality and productivity in shoya  
 manufacture.  International Symposiurm on Application of Biotechnology for small 
   Industries Developments in Developing Countries.  Bangkok, Thailand. 30p. 
  
Yong, F.M. & Wood, B. J. B.  (1974a).  Microbiology and biochemistry of soy sauce 
  fermentation.  Adv. Appli. Microbiol.  17: 157-194. 
 
-----------.  (1976b).  Microbial succession in experimental soy sauce fermentation. J. Food 
  Technol.  11: 525-532. 
 
-----------.  (1976c).  Biochemistry changes in experimental soy sauce moromi.  J. Food 
  Technol.  12: 263-273. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 



 73

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ก 
ตารางขอมูลการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
ตารางขอมูลผลการทดลอง 

 
ตาราง 8 ปรมิาณกรดซิตริกในโมโรมแิตละสูตร 

 

ปริมาณกรดซิตริก (กรัมตอลิตร) สูตร 
  เวลา (วัน) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 0.62 1.15 0.55 1.02 1.13 1.06 1.26 1.35 
2 1.55 1.33 1.46 1.52 1.57 1.31 1.64 1.94 
3 0.67 0.90 0.70 0.93 0.97 1.01 1.13 1.31 
4 1.42 1.03 1.10 1.21 1.08 1.08 1.27 1.34 
5 1.39 1.13 1.20 1.11 0.87 1.11 1.07 1.25 
6 1.58 0.93 0.75 0.32 0.88 0.82 0.93 0.95 

ตาราง 9 ปรมิาณกรดแอซีติกในโมโรมิแตละสูตร 
 

 

ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมตอลิตร) สูตร 
  เวลา (วัน) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 0.00 1.08 0.67 0.91 0.73 0.63 0.37 0.29 
2 0.00 0.22 0.45 0.40 0.48 0.41 0.00 0.60 
3 0.00 2.41 1.51 1.62 0.80 0.36 0.31 0.26 
4 0.00 3.11 2.12 1.50 0.74 0.56 0.54 0.29 
5 0.00 0.69 0.70 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 
6 0.00 1.83 0.93 0.73 0.53 0.31 0.00 0.00 

 
 
 
 
 
 

 



 75

ตาราง 10 ปริมาณกรดแลคติกในโมโรมิแตละสูตร 
 

 

ปริมาณกรดแลคติก (กรัมตอลิตร) สูตร 
  เวลา (วัน) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 0.14 0.17 0.21 0.21 4.85 5.29 4.82 5.08 
2 0.00 0.00 0.12 0.00 7.36 7.33 6.93 8.28 
3 0.18 0.22 0.66 0.21 0.17 2.64 2.11 2.11 
4 0.23 0.27 0.54 0.34 0.27 1.03 1.85 2.01 
5 1.20 1.30 1.63 5.42 5.94 10.02 11.16 15.06 
6 0.87 2.42 4.60 3.28 6.45 7.01 8.90 10.06 

ตาราง 11 ปริมาณกรดอนิทรียในน้ําซีอ๊ิวขาวแตละสูตร 
 

ปริมาณกรดอินทรีย (กรัมตอลิตร) สูตร 
กรดซิตริก กรดแอซีติก กรดแลคติก 

1 0.00 0.00 7.31 
2 0.00 0.67 8.82 
3 0.61 0.00 3.11 
4 0.53 0.47 5.32 
5 1.68 0.00 14.30 
6 0.53 0.00 13.07 
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ตาราง 12 ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดในโมโรมแิตละสูตร 
 

 

ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด (% โดยน้าํหนกั)            สูตร 
เวลา (วัน) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 8.62 9.84 9.06 9.76 9.58 10.01 11.70 10.47 
2 8.15 9.71 9.79 10.43 9.15 12.51 11.29 11.26 
3 7.31 7.36 7.10 6.77 7.79 7.83 7.39 7.78 
4 6.79 6.37 7.67 7.67 7.30 6.02 7.61 7.27 
5 5.04 5.11 4.54 4.87 5.56 5.54 5.00 6.61 
6 4.04 5.43 4.84 5.55 4.87 5.26 5.01 5.82 

ตาราง 13 ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดในน้ําซีอ๊ิวขาวแตละสูตร 
 

 

สูตร ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด (% น้ําหนกัตอปริมาตร) 
1 26.99 
2 23.11 
3 20.48 
4 20.95 
5 16.27 
6 11.44 
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ตาราง 14 ปริมาณเอนไซมโปรติเอสในโมโรมิแตละสูตร 
 

 

ปริมาณเอนไซมโปรติเอส (หนวยตอกรัมเปยกตัวอยาง)            สูตร 
เวลา (วัน) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 19.78 29.09 19.76 28.74 28.65 48.11 8.51 17.19 
2 48.14 49.37 39.42 18.96 26.21 26.40 20.9 24.31 
3 24.41 34.79 18.86 23.38 25.01 33.99 17.92 27.68 
4 24.46 39.80 26.58 17.79 16.16 15.46 17.59 13.51 
5 47.72 31.60 22.36 19.57 7.44 11.72 8.57 19.59 
6 59.63 53.96 21.20 24.85 14.02 13.59 12.69 13.72 

ตาราง 15 ปริมาณเอนไซมอะไมเลสในโมโรมิแตละสูตร 
 

 

ปริมาณเอนไซมอะไมเลส (หนวยตอกรัมเปยกตัวอยาง) สูตร 
เวลา (วัน) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 866.79 794.47 569.89 399.72 632.24 366.53 441.8 212.18 
2 850.57 577.29 431.06 502.57 626.14 422.06 429.34 195.34 
3 590.33 632.63 527.47 408.90 465.55 363.75 539.66 176.65 
4 868.51 376.77 390.46 392.63 310.40 374.97 534.63 266.25 
5 707.41 462.82 398.99 356.54 467.25 380.34 446.29 209.46 
6 898.77 342.09 481.20 319.53 477.04 366.63 432.77 206.26 
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ตาราง 16 ปริมาณกลโูคสในโมโรมิแตละสูตร  
 

 

ปริมาณกลูโคส (กรัมตอลิตร)            สูตร 
 เวลา (วนั) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 24.49 33.14 6.58 23.91 1.53 0.19 0.56 0.14 
2 18.73 40.19 37.17 18.65 8.91 3.08 1.62 1.53 
3 18.29 18.21 6.26 1.75 0.36 0.51 0.93 1.39 
4 21.06 19.76 11.44 2.60 0.29 0.20 0.58 0.58 
5 35.17 2.61 1.78 1.03 0.81 0.66 1.25 1.33 
6 32.14 10.40 0.25 0.43 0.13 0.17 0.00 0.02 

ตาราง 17 ปริมาณกลโูคสในน้าํซีอ๊ิวขาวแตละสูตร 
 

 

สูตร ปริมาณกลูโคส (กรัมตอลิตร) 
1 0.46 
2 1.19 
3 1.11 
4 0.40 
5 1.52 
6 1.05 
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ตาราง 18 ปริมาณเอทานอลในโมโรมแิตละสูตร 
 

 

ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร)            สูตร 
 เวลา (วนั) 0 10 20 30 45 60 75 90 

1 0.88 1.30 6.31 3.62 13.28 12.56 5.29 0.00 
2 1.06 0.00 5.00 0.87 10.93 12.60 0.00 0.00 
3 0.00 2.83 14.88 8.23 4.83 2.18 0.00 0.00 
4 0.72 2.71 10.97 7.35 4.34 2.08 0.00 0.00 
5 0.00 17.37 2.36 5.51 0.00 0.00 0.00 0.00 
6 0.00 8.69 2.98 2.42 0.00 0.00 0.00 0.00 

หมายเหต ุ
 สูตร 1 ซีอ๊ิวทีห่มักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือความเขมขนรอยละ 20  
ซึ่งใชเปนสูตรควบคุม 
 สูตร 2 ซีอ๊ิวทีห่มักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือความเขมขนรอยละ 18 
 สูตร 3 ซีอ๊ิวทีห่มักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือความเขมขนรอยละ 16 
 สูตร 4 ซีอ๊ิวทีห่มักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือความเขมขนรอยละ 14 
 สูตร 5 ซีอ๊ิวทีห่มักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือความเขมขนรอยละ 12 
 สูตร 6 ซีอ๊ิวทีห่มักจากถั่วมะแฮะและถั่วเหลืองในปริมาณเกลือความเขมขนรอยละ 10 
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ตาราง 19 แสดงปริมาณจุลินทรียพวกแบคทีเรียในโมโรมิแตละสูตร 
 

ระยะเวลาในการหมัก (วนั) สูตร 
0       10 20 30 45 60 75 90

1 6.50 × 106 2.24 × 106 5.10 × 105 4.00 × 105 1.50 × 105 1.30 × 105 6.80 × 105 3.10 × 105

2 3.90 × 106 1.59 × 106 6.60 × 105 4.80 × 105 2.20 × 105 1.50 × 105 8.80 × 105 4.30 × 105

3 4.90 × 106 1.11 × 106 6.80 × 105 5.30 × 105 1.80 × 105 4.40 × 105 6.30 × 105 3.70 × 105

4 3.50 × 106 5.90 × 105 7.30 × 105 3.20 × 105 2.20 × 105 5.50 × 105 5.50 × 105 5.10 × 105

5 6.30 × 106 4.90 × 105 5.90 × 105 7.20 × 105 6.70 × 105 8.90 × 105 4.90 × 105 4.70 × 105

6 7.60 × 106 5.40 × 105 6.70 × 105 3.30 × 105 5.80 × 105 3.30 × 105 5.40 × 105 5.50 × 105
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ระยะเวลาในการหมัก (วนั) สูตร 
0       10 20 30 45 60 75 90

1 1.04 × 106 1.90 × 106 4.00 × 106 2.80 × 105 1.18 × 106 3.60 × 106 4.70 × 105 3.50 × 105

2 3.20 × 106 1.90 × 106 3.80 × 106 6.00 × 105 1.90 × 106 3.20 × 106 4.10 × 105 4.00 × 105

3 6.80 × 106 1.70 × 106 3.90 × 106 5.40 × 105 2.40 × 106 4.50 × 106 5.40 × 105 8.30 × 105

4 6.40 × 106 6.00 × 105 3.40 × 106 3.20 × 105 1.22 × 106 1.58 × 106 5.90 × 105 6.00 × 105

5 5.50 × 106 2.60 × 105 1.00 × 106 3.40 × 105 4.90 × 106 1.29 × 106 7.30 × 105 7.40 × 105

6 7.60 × 106 4.60 × 105 3.80 × 106 4.00 × 105 2.10 × 106 4.10 × 106 6.60 × 105 5.40 × 105

ตาราง 20 แสดงปริมาณจุลินทรียพวกราและยีสตในโมโรมิแตละสูตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐานและโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห 
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ภาคผนวก ข 
แสดงกราฟมาตรฐานจากการวิเคราะห 
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ภาพประกอบ 15 กราฟมาตรฐานของกรดซิตริก 

 

y = 4636.8x - 11.296
R2 = 0.9998
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ภาพประกอบ 16 กราฟมาตรฐานของกรดแอซีติก 
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y = 6912.8x - 25.516
R2 = 0.9999
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ภาพประกอบ 17 กราฟมาตรฐานของกรดแลคติก 

 

y = 0.0027x - 0.008
R2 = 0.9991
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ภาพประกอบ 18 กราฟมาตรฐานของกลูโคสสําหรับวิเคราะหเอนไซมอะไมเลส 
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y = 5.4964x + 7.6148
R2 = 0.9794
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ภาพประกอบ 19 กราฟมาตรฐานของเอนไซมอะไมเลส 

หมายเหต ุกาํหนดใหเอนไซมอะไมเลสมาตรฐาน 1มิลลิกรัมเทากับ 31.8 หนวย 
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ภาพประกอบ 20 กราฟมาตรฐานของไทโรซีน 
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y = 2089.7x - 506.75

R2 = 0.9987
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ภาพประกอบ 21 กราฟมาตรฐานของกลูโคส 

 

y = 1963.3x - 474.78

R2 = 0.9997
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ภาพประกอบ 22 กราฟมาตรฐานของเอทานอล 
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  ล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 23 โ

ภาพประกอบ 24 โ

 

กรดซิตริก
ครมาโทแกรมของสารล
กรดซิตริก

 

 

ครมาโทแกรมของสารล
กรดซิตริก
กรดแลคติก
 

ะลายมาตรฐานผ
ความเขมขน 0.1

 

 

ะลายมาตรฐานผ
ความเขมขน 0.2

 
 

กรดแอซีติก
สมระหวางกรดแลคติก กรดแอซีติกและ
25 g/L 

 

 
กรดซิตริก
กรดแลคติก
กรดแอซีติก
สมระหวางกรดแ
50 g/L 
เอทานอ
เอทานอล
    กลูโคส
    กลูโคส
 
ลคติก กรดแอซีติกและ
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    กลูโคส 

กรดแลคติก 

เอทานอล กรดแอซีติก กรดซิตริก 

ภาพประกอบ 25 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางกรดแลคติก กรดแอซีติกและ
กรดซิตริกความเขมขน 0.500 g/L 

 

 

   กลูโคส 

กรดแลคติก 

เอทานอล กรดแอซีติก กรดซิตริก 

ภาพประกอบ 26 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางกรดแลคติก กรดแอซีติกและ
กรดซิตริกความเขมขน 1.000 g/L 
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    กลูโคส 

กรดแลคติก 

เอทานอล 
กรดแอซีติก กรดซิตริก 

ภาพประกอบ 27 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางกรดแลคติก กรดแอซีติกและ
กรดซิตริกความเขมขน 1.500 g/L 

 

 

    กลูโคส 

กรดแลคติก 

เอทานอล กรดแอซีติก กรดซิตริก 

ภาพประกอบ 28 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมระหวางกรดแลคติก กรดแอซีติกและ
กรดซิตริกความเขมขน 2.000 g/L 
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ภาพประกอบ 29 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 0 วัน 

 

 
ภาพประกอบ 30 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 0 วัน 
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ภาพประกอบ 31 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 0 วัน 

 

 
ภาพประกอบ 32 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 0 วัน 
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ภาพประกอบ 33 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 0 วัน 

 

 
ภาพประกอบ 34 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 0 วัน 
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ภาพประกอบ 35 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 10 วัน 

 

 
 

ภาพประกอบ 36 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 10 วัน 
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ภาพประกอบ 37 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 10 วัน 
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ภาพประกอบ 38 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 10 วัน 

 
ภาพประกอบ 39 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 10 วัน 
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ภาพประกอบ 40 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 10 วัน 

 
 

ภาพประกอบ 41 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 20 วัน 
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ภาพประกอบ 42 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 20 วัน 

 
 

ภาพประกอบ 43 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 20 วัน 
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ภาพประกอบ 44 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 20 วัน 

 
ภาพประกอบ 45 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 20 วัน 

 

 
ภาพประกอบ 46 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 20 วัน 
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ภาพประกอบ 47 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 30 วัน 
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ภาพประกอบ 48 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 30 วัน 

 
ภาพประกอบ 49 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 30 วัน 

 

 
 

ภาพประกอบ 50 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 30 วัน 
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ภาพประกอบ 51 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 30 วัน 

 

 
 

ภาพประกอบ 52 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 30 วัน 
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ภาพประกอบ 53 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 45 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 54 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 45 วัน 
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ภาพประกอบ 55 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 45 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 56 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 45 วัน 
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ภาพประกอบ 57 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 45 วัน 

 

 
 

ภาพประกอบ 58 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 45 วัน 
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ภาพประกอบ 59 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 60 วัน 

 

 
 

ภาพประกอบ 60 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 60 วัน 
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ภาพประกอบ 61 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 60 วัน 

 
 

ภาพประกอบ 62 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 60 วัน 
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ภาพประกอบ 63 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 60 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 64 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 60 วัน 
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ภาพประกอบ 65 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 75 วัน 

 

 
 

ภาพประกอบ 66 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 75 วัน 

 



 109

 
 

ภาพประกอบ 67 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 75 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 68 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 75 วัน 
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ภาพประกอบ 69 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 75 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 70 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 75 วัน 
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ภาพประกอบ 71 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 1 ที่ระยะเวลาหมัก 90 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 72 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 2 ที่ระยะเวลาหมัก 90 วัน 
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ภาพประกอบ 73 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 3 ที่ระยะเวลาหมัก 90 วัน 
 

 
 

ภาพประกอบ 74 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 4 ที่ระยะเวลาหมัก 90 วัน 
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ภาพประกอบ 75 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 5 ที่ระยะเวลาหมัก 90 วัน 

 
 

ภาพประกอบ 76 โครมาโทแกรมของซีอ๊ิวสตูร 6 ที่ระยะเวลาหมัก 90 วัน 
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ภาพประกอบ 77 โครมาโทแกรมของน้าํซีอ๊ิวขาวสูตร 1 

 

 
ภาพประกอบ 78 โครมาโทแกรมของน้าํซีอ๊ิวขาวสูตร 2 
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ภาพประกอบ 79 โครมาโทแกรมของน้าํซีอ๊ิวขาวสูตร 3 

 
 

ภาพประกอบ 80 โครมาโทแกรมของน้าํซีอ๊ิวขาวสูตร 4 
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ภาพประกอบ 81 โครมาโทแกรมของน้าํซีอ๊ิวขาวสูตร 5 

 

 
ภาพประกอบ 82 โครมาโทแกรมของน้าํซีอ๊ิวขาวสูตร 6 
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ภาคผนวก ค 
แสดงการคํานวณจากการวิเคราะห 
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ภาคผนวก ค 
แสดงการคํานวณจากการวิเคราะห 

 
การคํานวณหาปริมาณปริมาณคลอไรดในโมโรมิและน้ําซีอ๊ิว 
 
คํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐาน KSCN 
เตรียมสารละลายมาตรฐานดังนี้ 
 1. ชั่ง AgNO3 มา 16.9208 กรัม แลวละลายดวยน้ํากลั่นปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตร  
 2. ชั่ง KSCN มา 9.7340 กรัม แลวละลายดวยน้ํากลั่นปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 ลิตร   

ปเปตสารละลาย AgNO3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย HNO3 ความเขมขน 3 M 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสารละลายเฟอรริคอะลัมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งใชเปนอินดิเคเตอร จากนั้น
นําไปไทเทรตกับสารละลาย KSCN ใชปริมาตรไป 10.4  มิลลิลิตร แลวทําการทดลองซ้ําอีก 1 คร้ัง ใช
ปริมาตรสารละลาย KSCNที่ไทเทรตเทากับ 10.1 มิลลิลิตร คํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของ
สารละลายมาตรฐาน KSCN 
 ปฏิกิริยาที่เกี่ยวของ 
  AgNO3   +   KSCN                       AgSCN   +   KNO3 …………….(6) 

 จํานวนกรัมสมมูลของ AgNO3     =    169
16.9208   =  0.1001  กรัมสมมูล 

           ความเขมขนของ AgNO3  ;   0.1001N1
0.1001

v
mc ===  

 จํานวนโมลของ KSCN       =     จํานวนโมลของ AgNO3  
          KSCNCV                     =                

3AgNOCV                                                 

           CKSCN    ×    10.4  mL       =        0.1001    ×    10.0  mL 

                       CKSCN                    =     10.4mL
10.0mL0.1001×  

                       CKSCN                    =     0.0963 N 
ความเขมขนของสารละลาย KSCN จากการไทเทรตครั้งที่ 1 ไดเทากับ 0.0963 N 
ความเขมขนของสารละลาย KSCN จากการไทเทรตครั้งที่ 2 คํานวณไดในทํานองเดียวกันไดความ
เขมขนเทากับ 0.0991 N  
 ∴ความเขมขนเฉลี่ยของสารละลาย KSCN เทากับ 0.0977 N 
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คํานวณหาปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดในตัวอยาง 
ชั่งตัวอยางโมโรมิ 3.1016 กรัม แลวเจือจางสารละลายตัวอยางในปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

ปเปตสารละลายที่เจือจางมาปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรสารละลายเปน 10 มิลลิลิตร จาก
นั้นปเปตสารละลายตัวอยางมา 4 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลาย AgNO3 ความเขมขน 0.1001 
N ในปริมาณที่มากเกินพอปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนําไปเติมสารละลาย HNO3 ความเขมขน 3 M 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเฟอรริคอะลัมปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปนอินดิเคเตอร จากนั้น
นําไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน KSCN ความเขมขน 0.0977 N ใชปริมาตรไป 18.2 มิลลิลิตร 
 

ปฏิกิริยาที่เกี่ยวของ 
 Cl-    +   Ag+                           AgCl               …………….(7) 
 Ag+  +  ที่เหลือ   +   KSCN                       AgKSCN                    …………….(8)  
  
จํานวนโมลของ AgNO3 เร่ิมตน  

 mol  AgNO3     =      
1000

201001.0
100

×
=

cv    =    0.002   mol 

จํานวนโมลของ KSCN ที่ทําปฏิกิริยา 

  mol  KSCN     =      1000
18.20.0977×    =    1.78 × 10-3 mol 

จากปฏิกิริยาที่ 2 ไดจํานวนโมลของ AgNO3 เหลือจากการทําปฏิกิริยา 

 mol AgNO3         =      1000
18.20.0977×    =    1.78 × 10-3 mol 

ดังนั้นจํานวนโมลของ AgNO3  ที่ทําปฏิกิริยากับ KSCN เทากับ 0.002 - 1.78 × 10-3  
=  2.20 × 10-4  mol 
 จากปฏิกิริยาที่ 1 Ag+ 1 โมล ทําปฏิกิริยาพอดีกับ Cl- 1 โมล 
ดังนั้น  Ag+  2.20 × 10-4  mol  =   Cl-  2.20 × 10-4 mol   
 ∴ในสารละลายตัวอยางปริมาตร 4 มิลลิลิตรมี Cl- เทากับ 2.20 × 10-4 mol  

สารละลายตัวอยางที่เจือจาง 10 มิลลิลิตร มี Cl-  =   4
10)410(2.20 ×−×   =   5.50 × 10-4 mol   

ดังนั้นในสารละลายตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตรมี Cl- เทากับ 5.50 × 10-4 mol 

สารละลายตัวอยางที่เจือจาง 50 มิลลิลิตร มี Cl-  =   5
50)410(5.50 ×−×   =   5.50 × 10-3mol   

ในสารละลายตัวอยางที่เจือจาง 50 มิลลิลิตร มี Cl-  = 5.50 × 10-3mol  = 0.1953 กรัม 
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 ซึ่ง Cl-  35.5 กรัมไดมาจาก NaCl 58.5 กรัม 

 Cl-  0.1953 กรัมไดมาจาก NaCl  =  35.5
0.195358.5×    =   0.3218  กรัม 

ดังนั้นในตัวอยาง  3.1016 กรัม มี NaCl  =   0.3218  กรัม 

ดังนั้นในตัวอยาง  100  กรัม มี NaCl  =   3.1016
1000.3218×   =  10.38 % 

∴ ในตัวอยางโมโรมิมีปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 10.38 ตอกรัมเปยกตัวอยาง 
 

สําหรับตัวอยางน้ําซีอ๊ิว ปเปตน้ําซีอ๊ิวตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลาย
ตัวอยางเปนปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายที่เจือจางมาปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตร
สารละลายเปน 10 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารละลายตัวอยางมา 4 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับ
สารละลาย AgNO3 ความเขมขน 0.1001 N ในปริมาณที่มากเกินพอปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวนําไป
เติมสารละลาย HNO3 ความเขมขน 3 M ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเฟอรริคอะลัม
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เปนอินดิเคเตอร จากนั้นนําไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน KSCN ความ
เขมขน 0.0977 N ใชปริมาตรไป 11.4 มิลลิลิตร แลวคํานวณหาปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดเปนรอย
ละตอมิลลิลิตรตัวอยาง ซึ่งคํานวณในทํานองเดียวกันกับตัวอยางในโมโรมิขางตน 

 
การคํานวณหาปริมาณปริมาณเอนไซมโปรติเอสในตัวอยาง 

กําหนดใหหนึ่งหนวยของเอนไซมโปรติเอส หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่สามารถเรง
ปฏิกิริยาการยอยเคซีนใหไดไทโรซีน 1  µg/mL  ในเวลา 1 นาที ในสภาวะของการวิเคราะห 

 

หนวยของเอนไซมโปรติเอสตอมิลลิลิตร  =   ta
cb)oC(C

×
××−       …………….(9) 

  
C  =  ความเขมขนของไทโรซีนที่วัดไดเมื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับ 

          สารละลายเคซีน (สับสเตรท) เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 40OC 
             pH 6.5  
 Co =  ความเขมขนของไทโรซีนที่วัดไดเมื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม 
          กอนแลวจึงเติมสารละลายเคซีน 
 a   =  ปริมาตรสารละลายเอนไซม (mL) ที่ใชในการตรวจสอบปฏิกิริยา 
           การทํางาน ซึ่งในที่นี้ใชคร้ังละ 1 mL 
 b   =  ปริมาตรของสารละลายทั้งหมด (mL) นําไปทําปฏิกิริยาใหเกิดสี 
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          คือปริมาตรของสารละลายตัวอยาง สารละลายเคซีน และ 
          สารละลายที่ใชตกตะกอนโปรตีน (TCA) รวมกันในที่นี้ใชปริมาตร 
               รวมเทากับ 4 mL  
          c   =  จํานวนเทาของการเจือจางสารละลายตัวอยางซีอ๊ิวเริ่มตน 
 t    =  เวลาที่เอนไซมทําการยอยเคซีน ในที่นี้ใช 10 นาที 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสารละลายในการวิเคราะห 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสารละลายในการวิเคราะห 

 
1.  การวิเคราะหหาปริมาณเกลือในตัวอยาง 
 1.1  การเตรียมสารละลายซิลเวอรไนเตรตความเขมขน 0.1 N 
        ชั่ง AgNO3 ประมาณ 16.9 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 1 
ลิตร 
 1.2  การเตรียมสารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนตความเขมขน 0.1 N 
        ชั่ง KSCN ประมาณ 9.7 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 1 
ลิตร 
 1.3  การเตรียมสารละลายกรดไนตริกความเขมขน 3 M 
        ปเปตสารละลายกรด HNO3 เขมขน ปริมาตร 187.44 cm3 แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปรับ
ปริมาตรสารละลายใหได 1 ลิตร 
 1.4  การเตรียมอินดิเคเตอรเฟอรริคอะลัม 
        ชั่ง FeNH4(SO4)2.12H2O ประมาณ 40 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 100 cm3 แลว
หยดกรด HNO3 ความเขมขน 3 M จํานวน 3-5 หยด ลงในสารละลายที่ได 
2.  การวิเคราะหหาปริมาณเอนไซมโปรติเอสในตัวอยาง 
 2.1  การเตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.2 N 
        ปเปตสารละลายกรด HCl เขมขน ปริมาตร 16.7 cm3 แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปรับ
ปริมาตรสารละลายใหได 1 ลิตร 
 2.2  การเตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 0.4 M 
        ชั่ง Na2CO3 ประมาณ 42.4 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 1 
ลิตร 
 2.3  การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 M 
        ชั่ง NaOH ประมาณ 4 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 1 ลิตร 

2.4  การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ความเขมขน 0.05 M 
2.4.1  เตรียมสารละลาย A จากสารละลายกรดแอซีติกความเขมขน 0.2 M โดย 

ปเปตสารละลายกรด CH3COOH เขมขน ปริมาตร 1.08 cm3 แลวเจือจาง 
     ดวยน้ํากลั่นปรับปริมาตรสารละลายใหได 100 cm3

        2.4.2  เตรียมสารละลาย B จากสารละลายโซเดียมอะซิเตทความเขมขน 0.2 M โดย 
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    ชั่ง CH3COONa.3H2O ประมาณ 13.6 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับ 
    ปริมาตรสารละลายใหได 500 cm3  

        2.4.3  นําสารละลาย B ปริมาตร 234.7 cm3 ปรับ pH สารละลายใหได 6.5 โดย 
     คอยๆ หยดสารละลาย A ลงในสารละลาย B 

        2.4.4  นําสารละลายที่ไดในขอ 1.4.3 มาปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 
     cm3 

        2.4.5  สารละลายที่ไดในขอ 1.4.4 คือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 ความ 
เขมขน 0.2 Mแลวนํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
pH 6.5 ความเขมขน 0.05 M กอนนําไปใช 

 2.5  การเตรียมสารละลายไตรคลอโรซีติกความเขมขน 0.4 M  
        ชั่ง C2HCl3O2  ประมาณ 65.4 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 
1 ลิตร 
 2.6  การเตรียมสารละลายเคซีนความเขมขน 1.5%W/V 
        ชั่งเคซีน 1.5 กรัม ละลายในสารละลาย NaOH ความเขมขน 0.1 N ปริมาตร 20 cm3 ตม
และคนจนละลาย แลวปรับ pH สารละลายใหได 6.5 โดยคอยๆ เติมสารละลายกรด HCl ความเขมขน 
0.1 N ปริมาตร 10 cm3 จากนั้นปรับปริมาตรของสารละลายเปน 100 cm3 ดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร pH 6.5 ความเขมขน 0.05 M 

2.7 การเตรียมสารละลาย Folin-ciocalteu reagent 
นําสารละลาย Folin-ciocalteu reagent มาเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:1 

กอนนําไปใช 
3.  การวิเคราะหหาปริมาณเอนไซมอะไมเลสในตัวอยาง 
 3.1  การเตรียมสารละลายน้ําแปงความเขมขน 1%W/V 
        ละลายแปงมัน 0.5 กรัม ดวยน้ํากลั่นปริมาตร 35 cm3 นําไปตมในอางน้ําเดือดโดยคน
ตลอดเวลา วัดอุณหภูมิของสารละลายเมื่ออุณหภูมิสูง 80 oC ใหนําออกจากอางน้ําเดือดแลวเติมน้ํา
กลั่นปริมาตร 15 cm3 คนใหเขากัน วางใหเย็นเทาอุณหภูมิหองเตรียมแลวใชทันที 
 3.2  การเตรียมสารละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid 
        ละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid 1.0 กรัม ในสารละลาย NaOH ความเขมขน 2 M 
ปริมาตร 200 cm3 จากนั้นละลาย sodium potassium tartrate 300 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 500 cm3 

แลวคอยๆเติมสารละลายนี้ลงในสารละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid โดยคนอยูเร่ือยๆ ปรับปริมาตร
ทั้งหมดเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น ถามีตะกอนใหกรองเอาตะกอนออกกอนใช   
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ประวัติยอผูทําสารนิพนธ 
 

 ชื่อ  ชื่อสกุล    นางสาวเพ็ญประภา  สุวรรณะ 
 วันเดือนปเกิด    วันที่ 3 เดือนสงิหาคม ปพุทธศักราช 2520 
 สถานที่เกิด    อําเภอสิงหนคร  จังหวัดสงขลา 
 สถานที่อยูปจจุบัน   บานเลขที่ 33/1 ซอยพหลโยธิน 44 แขวงลาดยาว 
       เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร 10900 
 ตําแหนงหนาที่การงานปจจบัุน  อาจารยประจาํ มหาวิทยาลยัศรีปทุม  
 สถานทีท่ํางานปจจุบัน   เลขที่ 61 มหาวิทยาลัยศรีปทุม แขวงเสนานิคม เขต 
      จตุจักร กรุงเทพมหานคร 10900 
 
 ประวัติการศึกษา 
  พ.ศ. 2535   มัธยมศึกษาตอนตน 
      จากโรงเรียนสงขลาวทิยาคม  จงัหวัดสงขลา 
  พ.ศ. 2538   มัธยมศึกษาตอนปลาย 
      จากโรงเรียนสงขลาวทิยาคม  จงัหวัดสงขลา 
  พ.ศ. 2543   ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเคมี 
      จากมหาวิทยาลัยรามคาํแหง กรุงเทพมหานคร 
  พ.ศ. 2552   ปริญญาโทการศึกษามหาบณัฑิต สาขาวชิาเคม ี
      จากมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
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