
บทท่ี 5

สรุปและวิจารณผลการทดล®ง

ในการทดลองน้ีไค้ออกแบบวิธีการแยกแบคทีเรียจากระยะโมโรมิ โดยหลีกเล่ียง 
การแยกแลคติกแอชดิแบคทีเรีย จึงใชิสตรอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) ท่ีมี 0-20 
เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรล์ ทีเอช 7.0 มิไค้ไซ้ MRS Agar ทีเอช 5.0 ซ่ึงเป็นอาหารสำหรับ 
เลียงเชือแลคติกแอชิดแบคทีเรีย ทังนีเพราะแบคทีเรียประเภทอ่ืนท่ืไม่ใช่แบคทีเรียแลคติก 
จะเล้ียงเพ่ิมจำนวนเพ่ือให้ผลิตโปรณิอสไค้ง่ายกว่า เน่ืองจากแบคทีเรียแลคติกเจริญช้าและ 
มักจะเจริญไค้ดีในบรรยากาศท่ีมีออกชิเจนต่ํา ในการทดลองต่อไปควรปรับปรุงวิธีการแยก 
คือ ควรใช้ TSA ท่ีมี 20 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรต์และทีเอช 5.0 แทนท่ีจะเป็นทีเอช 7.0 
เพ่ือแยกแบคทีเรียท่ีผลิตโปรติเอสแอคติวิดีส ูงท่ีทีเอช 5.0 อย่างไรก็ตาม การแยก Bacillus  
spp. 7 สายพันธุ ในการทดลองน้ีไค้ผลเป็นท่ีน่าพอใจระดับหน่็ง ท่ีงน้ีเพราะ Bacillus  
megalerium  K l ท่ีแยกไค้มี relative protease activity ท่ีทีเอช 6.0 และ 20 เปอร์เซ็นต์โซเดียม 
คลอไรต์สูงกว่าแอคติวิดีฃอง Bacillus  สายพันธุอ่ืนๆอีก 6 สายพันธุดังแสดงในตารางท่ี 8 
นอก'จากน้ีB aciทนร spp. ยังเป็นสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีโปรติเอสหลายชนิดดังแสดงในตาราง 
ท่ี 4 และมีค้วิจัยเท่ียวกับพันธุวิศวกรรม1ในการปรับปรุงสายพันธุมาก เหมาะสำหรับเป็น 
แบคทีเรียท่ีงค้น ใช้ในการปรับปรุงสายพันธุให้ผลิตโปรติเอสท่ีมีแอคติวิดีสูงในภาวะการ
หมักระยะโมโรมิ (พน et a l, 1991 )

ผลการจำแนกสายพันธุ Bacillus  spp. ดังเสนอในตารางที่ 6 พบว่าแบคทีเรียที่คด 
เสือกไค้เป็น Bacillus  spp. สายพันธุที่พบที่วใปในอาหารตามที่รายงานโดย Seenappa and 
Kempion (1981) อย่างไรก็ตามควรยืนยันผลการจำแนกสายพันธุ Bacillus  spp. โดยติดต่อ 
คลังเก็บสายพันธุ,จุลินทรีย์'(culture collection) เช่น ATCC เพื่อขอ type specimen ของ 
Bacillus  สป ีช ีต่างๆ'ที่แยก เพื่อนำมาทดสอบทางชีวเคมี เปรียบเทียบกับสายพันธุที่แยกไค้

ผลการทดลองแสดงให้เห ็นว่าแม้จะไม่มีการเติมโปรติเอสจาก B.megaterium  K l 
ในระยะโมโรมิ ซีอิ๊วที่ไค้จากการผลิตในระดับห้องปฏิบัติการโดยใช้หัวเชื้อ Asperg illus 
o r y z a e  (Ozy-Katl®) และการพาสเตอร ์ไรส์ที่ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีก็มี 
ปริมาณโปรตีนและสมบัติอื่นๆตามเกณฑ์ที่จะไค้รับตรามาตรฐานลุตสาหกรรม (มอก. 252- 
2521) อย่แล้วดังแสดงในตารางที่ 9 อย่างไรก็ตาม ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนแสดงให้



เห็นว่าการเติมผงโปรติเอส 250 ยูนิดต่อลิตรในวันท่ี 8 หลังจากระยะโมโรมิ มีผลเพ่ิม 
ปริมาณโปรตีน 30 เปอร์เซ็นต์ ท้ิงน้ีการกวนหรือไม่กวนน้ัาหมักไม่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณ 
โปรตีน อย่างไรก็ดามปริมาณโปรตีนท่ีเพ่ิมข้ึนยังน้อยกว่าปริมาณโปรตีนในโคอิดูชิโชยู
(11.3 เปอร์เซ็นต์) เป็นท่ีคาดว่าถาเติมโปรติเอสเม่ือโปรติเอสแอคติวัตในโหลหมักลดลงจะ 
ทำ1ให้เพ่ิมปริมาณ'โปรตีนไดอีก (step-wise additions of proteases ) ผลการวิเคราะห์สาเหตุ 
ของความแปรปรวนของเฉล่ียค่าคะแนนความชอบผลิตภัณฑ์ พบว่าชนิดของชอ๊ิวมีผลอย่าง 
มีนัยสำคัญทางสถิติต่อการชอบกวามใสและการชอบผลิตภัณฑ์โดยรวม(p<0.5) ส่วนความ 
ชอบส่วนบุคคล(personal preferences^องผู้ชิมเป็นสาเหตุของความแปรบ่รวนในค่าเฉล่ีย 
ของคะแนนความชอบน้านสี กล่ิน และรสชาติของซีอ๊ิว ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
ดังแสดงในดารางท่ี 13 พบว่าในโหลคอนโทรลท่ีไม่เติมผงเอนไซม์ การกวนนาหมักซีอว 
ระยะโมโรมิทำให้ไค้น้ัาซีอิวท่ีเป็นท่ีชอบของผู้ชิม ท้ิงใน.ค้านล’ กล่ิน รสชาติ ความใส และ 
ความชอบรวม มากกว่าซีอ้ิวจากโหลคอนโทรลท่ีไม่มีการกวน อย่างไรก็ตามในโหลหมัก 
ชีอิวท่ีมีการเติมผงโปรติเอสหลังการหมัก 8 วัน การกวนน้ัาหมักซีอ๊ิวทำให้ไค้ซีอ๊ิวท่ีเป็นท่ี 
ชอบของผู้ชิมในระดับต่ํากว่าซีอวท่ีไค้จากโหลหมักซีอวท่ีเติมผงเอนไซม์และไม่มีการกวน 
นาหมัก ผลการทดลองเบ้ืองต้นแสดงให้เห็นว่าในการผลิตซีอ้ิวท่ีเป็นท่ีชอบของผู้ชิมน้ัน
ในกรณี'ท่ีไม่เติมผงเอนไซม์ควรกวน,ใ.'i l หมัก1ซีอ๊ิว ส่วนในกรณีท่ีเติมผงเอนไซม์ไม่ควรกวน 
น้ัาหมักซีอ๊ิว ผลการทดลองดูเหมือนจะแสดงให้เห็นว่า ควรมีการกวนเพ่ือกระจายโปรติเอส 
ในนำหมักในโหลดอนโทรล ส่วนการกระจายของผงโปรติเอส.และ6!เองโปรติเอสท่ีมีอยู่เดิม 
ในโหลหมักท่ีมีการเติมผงโปรติเอส โดยกระจายแบบแพร' (diffusion) เพียงพอแล้วสำหรับ 
การกระจ■ เยของโปรติเอสเพ่ือเร่งปฏิกิริยาการย่อยเมล็ดถ่ัวเหลืองในโหลหมัก ผลการ 
ทดลองเบื้องค้นที่ไค้นี้ ควรมีการยืนยันผลการทคลองโดยไชผู้ชิมจำขm ฒากข้ึนในการ 
ทดสอบความชอบ สี กล่ิน รสชาติ ความใสและความชอบรวมของซีอ้ิวท่ีผลิตไต้ในระดับ 
ห้องปฏิบัติการ เพ่ือจะไค้ข้อมลท่ีกกค้องแม่นยำย่ิงข้ึน ซีอิาท่ีผลิตโดยเติมผงโปรติเอส250 
ยูนิตต่อลิตรในวันท่ี 8 หลังการหมักระยะโมโรมิ โดยไม่มีการกวนน้ัาหมักซีอ๊ิว ไค้รับ 
คะแนนล[งกว่าซีอิวท่ี,เดรับตรามาตรฐานอุตสาหกรรม และไค้รับคะแนนเฉพาะค้านรสชาติ 
และความใส มากกว่าซีอ๊ิวท่ีนำเข้าจากประเทศญ่ีม์น ดังน้ันในการทดลองต่อไปควรปรับ 
ปรุงค้านสีและกล่ินของซีอ้ิวท่ีผลิตโดยเติมผงโปรติเอสในวันท่ี 8 ของการหมักระยะโมโรมิ 
ทิ้งนี้ Yokotsuka (1986 ) รายงานว่ากล่ินซีอ๊ิวเกิดจาก ปริมาณกรดอะมิ'โน นาตาล
แอลกอฮอล์ กลีเชอ,ริน และกรดอินทรีย์ในปริมาณท่ีพอเหมาะ ดังน้ันอาจทำการทคลองโดย
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เติมและไม่เติมหัวเชื้อยีสต์เช่น Saccharomyces ro u x ii เพื่อเปรียบเทียบปริมาณและชนิดของ 
สารที่ให้กลิ่นเฉพาะของชีอิว โดยศึกษากลไกการสังเคราะห้สารให้กลิ่นดังกล่าวด้วย

ใบที่ส ุด นี้ การผลิตโคอิลูชิโชยู ชิ่งเป ็นซีอิวชื้นดีของประเทศญ่ีป่นมีกรรมวิธีการ 
ผลิตท่ีอาจไม่เหมาะสมกับประเทศไทย ท้ังน้ีเพราะต้องค่ัวข้าวสาลี ปริมาณเท่ากับเมล็ดค่ัว 
เหลือง และบดอย่างหยาบให้ได้ประมาณ 4-5 เส่ียงต่อเมล็ด ก่อนนำไปใช้ผลิตโดจิ ทั้งนี้ 
ประเทศไทยมิได้เป็นผู้ผลิตข้าวสาลี และการค่ัวข้าวสาลีต้องใช้พลังงาน ดังท้ันการผลิตชีอ๊ิว 
โปรตีนสูงท่ีมีปริมาณโปรตีน สี กล่ิน ความใส และรสชาติ ทัดเทียมกับผลิตกัณฑ์ชีอ๊ิวจาก 
ประเทศญ่ีม์นช่ิงเป็นผลิตกัณฑ์ท่ีเป็นท่ีการยอมรับท่ัวโลก อาจไม่ต้องใช้วิธีการผลิตเดียวกัน 
ในการปรับปรุงคุณภาพชีอิวที่ผลิตในประเทศไทย อาจปรับปรุงเมล็ดพันธุค่ัวเหลือง 
ข้าวสาลี และเติมผงโปรติเอสลงในระยะโมโรมิในช่วงระยะเวลาท่ีโปรติเอสแอคติวิตีใน 
โหลหมักลดลงก็ได้ การเติมผงเอนไซม์มีข้อตีกว่าการเติมหัวเช้ือคือ ไม่ต้องกังวลกับการ ฆ่า 
หัวเชื้อในการพาสเตอร์ไรส์ และเอนไซม์ชนิดผงสะดวกในการถ่ายทอดเทคโนโลยีแก่ผู้ 
ประกอบกิจการซีอ๊ิวในโรงงานอุตสาหกรรมขนาดย่อม 
ข้อเสนอแนะเพ่ิมเติมในการทดaองต่อไป

1. เนื่องจากโปรติเอสที่แยกจาก B.megatenum  K l มีแอคติวิดเหลืออยู่ 112.0 ยูนิต 
ต่อมิลลิลิตรในภาวะ 20 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์และพีเอชเท่ากับ 6.0 และเมื่อทำการ 
ทดลองหาความเสถียรของเอนไซม์ที่ 20 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์พีเอช 5.0 พบว่าโปรติ 
เอสจาก K1 ไม่เสถียรโดยจะลดลงถึง 0 ยูนิตใน 6 วัน ดังนันจึงควรแยกและคัดเลือก 
แบคท ีเร ียชอบโซเด ียมคลอไรด์ท ี่ผล ิตโปรติเอสที่ม ีแอดติว ิต ีส ูงกว่า แอคดวิด ของ B. 
megatenum  K l ที่ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์ 20 เปอร์เซ็นต์และ พีเอช 5.0-5.5 และ 
จะต้องม ีความเสถียรท ี่ภาวะเด ียวก ันด ้วย หากผลการทคลองพบว่าแบคทีเรียชอบโซเดียม 
คลอไรต์ดังกล่าวผลิตโปรติเอสที่มีแอคติวิดีตํ่ากว่า แอคติวิดีฃอง B.megaterium  K l ที่ความ 
เข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์ 20 เปอร์เซ็นต์และ พีเอช 5.0-5.5 อาจใช้วิธีทางพันธุวิศวกรรม 
ศาสตร์ เช่นใส่โปรติเอสยีนส์เข้าไปในเซลของแบคทีเรียชอบโซเดียมคลอไรต์เพื่อให้ผลิต 
โปรติเอสที่มีแอคติวิดีสูงและมีดวามเสถียรในภาวะดังกล่าว

2. ทำโปรติเอสจาก B.megatenum  K l ให้บริสูทธิและเปรียบเทียบสมบัติกับโปรติ 
เอสของแบคทีเร ียชอบเค ็มท ี่ผล ิตโปรติเอสท ี่ม ีแอคติว ิด ีส ูงในภาวะความเข ้มข ้นโซเด ียม 
คลอไรต ์ 20 เปอร์เซ ็นต์ และพีเอชเท่ากับ 5.0-5.5 เพื่อเป็นแนวทางในการใช้ protein 
engineering ปรับปรุงเอนไซม์จากสายพันธุ K1
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3. ทดลองผลิตชีอิวแบบขยายส่วน โดยเติมโปรติเอสจากแบคทีเรียที่มีแอคติวิดีสูงที่ 
ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรต์เท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์และพีเอช 5.0-5.5 ในช่วงเวลาต่างๆของ 
ระยะโมโรบิและวิเคราะห์สมบัติทางเคมีพร้อมทั้งผลการยอมรับผลิตภัณฑ์โดยวิธีทางสถิติ

4 . วิเคราะห์กรดอะมิโนอิสระและกรดกลูตาบิคอิสระในซีอิวที่ผลิตโดยเติมโปรติเอส
จาก B . m e g a t e r i u m  K l เพึ๋อเป็นข้อมูลใช้เปรียบเทียบสมบัติของชีอิ๊วที่ผลิตจากการเติม
โปรติเอสจากแบคทีเรียสายพันธุอื่นที'ผลิตโปรติเอสชนิดอื่นที่ม ีแอคติวิด ีส ูงที่ความเข้มข้น 
โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ต ์เท ่าก ับ  20 เปอร ์เซ ็น ต ์และพ ีเอชเท ่าก ับ  5.0-5.5 ท ั้งน ี้เพ ราะว ่า 
Yokotsuka(1986) รายงาน'ว่า1ซีอิวญี่ป๋นที่น่ารับประทาน มีสารประกอบไนโตรเจนมากกว่า 
ครึ่งหนึ่งในรูปของกรดอะมิโนอิสระและมีสารประกอบไนโตรเจนมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ 
อยู่ในรูปของกรดกลูตาบิคอิสระ
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