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บทคดัย่อ 
 

ซีอิ๊วเป็นผลิตภัณฑ์ถัว่เหลืองหมักที่ใช้ปรุงอาหารและบริโภคกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทย โดย
เทคโนโลยกีารผลติในอุตสาหกรรมซอีิ๊วของประเทศไทยไดร้บัการพฒันามาในระดบัหนึ่ งแลว้ตัง้แต่อดตีจนถงึปจัจุบนั 
ไดแ้ก่ การพฒันาต้นเชือ้ราบรสิุทธิ ์(pure starter culture) ส าหรบัหมกัโคจจิากสายพนัธุเ์ชือ้ Aspergillus oryzae เพื่อ
ลดระยะเวลาในการหมักและให้คุณภาพคงที่  นอกจากนี้กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางอาหาร  ภาควิชา
เทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล ได้ทดลองแยกเชือ้และการศกึษาการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ
แบคทเีรยีกรดแลคตกิ (lactic acid bacteria, LAB) และเชือ้ยสีต์ในกระบวนการหมกัซอีิว๊ อย่างไรกต็ามการคดัเลอืก
สายพนัธุเ์พื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้บรสิุทธิก์ย็งัไม่สมบูรณ์ เน่ืองจากในเวลานัน้ประเทศไทยยงัขาดองคค์วามรู้เกีย่วกบัสารให้
กลิน่รสของซอีิว๊ซึง่เป็นขอ้มลูส าคญัในการคดัเลอืกสายพนัธุ ์โครงการวจิยันี้ไดพ้ฒันาต้นเชือ้บรสิุทธต์้นแบบส าหรบัการ
หมกัโมโรมใินกระบวนการหมกัซอีิว๊ โดยในต้นเชือ้ประกอบดว้ยเชือ้ LAB ไดแ้ก่ Tetragenococcus halophilus TS71 
จาก collection ทีม่อียู่ซึง่คดัเลอืกไวก้่อนหน้านี้แลว้ทีม่ปีระสทิธภิาพดกีว่าเชือ้ทีค่ดัเลอืกไดใ้นโครงการ ส่วนเชือ้ยสีต์ที่
ใชไ้ดแ้ก่ Zygosaccharomyces rouxii A22 ซึง่จะใชเ้พยีงตวัเดยีวหรอืใช้ Z. rouxii A22 ร่วมกบั Pichia guilliermondii 
EM1Y52 เพื่อเพิม่การผลติสารระเหยใหก้ลิน่กไ็ด ้โดยสายพนัธุท์ ัง้สองถูกคดัแยกมาจากตวัอย่างโมโรมใินโรงงานซอีิว๊ 
และคดัเลอืกสายพนัธุท์ีส่นใจจากความสามารถในการสรา้งสารระเหยใหก้ลิน่รสทีเ่ป็นเอกลกัษณ์ของซอีิว๊ไทย โดยเชือ้
ต่างๆ ทีถู่กคดัเลอืกมาจะน าไปศกึษาผลทีม่ต่ีอการหมกัโมโรมใินระบบจ าลองของการหมกัโมโรมโิดยใชน้ ้าโมโรมเิป็น
อาหารเลีย้งเชือ้ก่อน แลว้จงึน าไปทดลองลงในกระบวนการหมกัซอีิว๊จรงิในระดบักึง่อุตสาหกรรม (500 ลติร) ซึง่พบว่า
ตน้เชือ้ทีค่ดัเลอืกมานัน้สามารถท าใหก้ลิน่ของซอีิว๊ดบิเปลีย่นแปลงไปในคุณลกัษณะทีด่ ีเช่น กลิน่หอมหวาน โดยไม่มี
กลิน่ผดิปรกตหิรอืคุณลกัษณะทางเคมกีายภาพทีแ่ตกต่างไปจากชุดควบคุม ตลอดจนปรมิาณ biogenic amine ทีไ่ม่
แตกต่างจากชุดควบคุม แสดงถึงความปลอดภยัของการใชต้้นเชื้อเหล่านี้  ผลการวจิยัจากโครงการวจิยันี้สนับสนุน
แนวความคดิทีว่่า เชือ้ LAB นัน้สง่เสรมิการเจรญิและกจิกรรมของเชือ้ยสีต ์ซึง่การเตมิต้นเชือ้ LAB ลงไปก่อนประมาณ 
1 สปัดาห ์แลว้จงึเตมิตน้เชือ้ยสีตล์งไปน่าจะสงผลใหย้สีตเ์จรญิและมกีจิกรรมทีด่ ี โครงการวจิยันี้ยงัคน้พบบทบาทของ
เชือ้ยสีต์ P. guillermondii ในการผลติสารจ าพวก volatile phenolic compounds และยงัมบีทบาทในการส่งเสรมิการ
ผลติสารระเหยใหก้ลิน่โดย Z. rouxii ซึง่เดมิทไีม่มใีครใหค้วามส าคญัมาก่อนอกีดว้ย 
 
ค าส าคญั : ซอีิว๊ ต้นเชือ้ โมโรม ิสารระเหยใหก้ลิน่รส Tetragenococcus halophilus, Zygosaccharomyces rouxii, 
Pichia guilliermondii 
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ABSTRACT 
 
Soy sauce is fermented soybean product which is widely consumed as a condiment in Thailand.  

Up to know, technologies related to Thai soy sauce production have been improved, e.g. application of pure 
starter culture of Aspergillus oryzae for koji making which shorten time and lead to constant quality.  Apart 
from this starter culture, development of lactic acid bacteria (LAB) and yeast starter culture for moromi 
fermentation have been attempted by Food Biotechnology research group at Department of Biotechnology, 
Faculty of Science, Mahidol University.  Knowledge of volatile flavor profile in Thai soy sauce which recently 
established enables the selection of LAB and yeast strains based on their flavor volatile production.  Moromi 
starter cultures including Tetragenococcus halophilus TS71, Zygosaccharomyces rouxii A22, and Pichia 
guilliermondii EM1Y52 were developed in this research project.  T. haliphilus has been isolated previously 
and showed better performances than isolates from the present project.  The two yeast strains were isolated 
from moromi mash.  Z. rouxii A22 could be individually applied or co-applied with P. guilliermondii in moromi 
fermentation to enhance flavor volatile compound production.  The production of volatile flavor compounds of 
each strain of interest was firstly monitored in a moromi model system containing moromi liquid as culture 
medium prior to trial in pilot scale soy sauce fermentation.  When the strains were applied with soy sauce 
fermentation (500 litres), good characteristics such as sweet odor, no off-odor, and low biogenic amine 
content of raw soy sauce were obtained.  The results of pilot scale fermentation also supported the concept 
that LAB enhances growth and activity yeasts.  The results suggested that LAB could be inoculated one 
week prior to yeast inoculation.  Moreover, role of P. guilliermondii to enhance volatile flavor compound 
production by Z. rouxii has been discovered by this study. 
 
Keywords: Soy sauce, starter culture, moromi fermentation, volatile flavor compounds, Tetragenococcus 
halophilus, Zygosaccharomyces rouxii, Pichia guilliermondii 
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Executive Summary 
 

ซีอิ๊วเป็นผลิตภัณฑ์ถัว่เหลืองหมักที่ใช้ปรุงอาหารและบริโภคกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทย โดย
เทคโนโลยกีารผลติในอุตสาหกรรมซอีิ๊วของประเทศไทยไดร้บัการพฒันามาในระดบัหนึ่ งแลว้ตัง้แต่อดตีจนถงึปจัจุบนั 
หนึ่งในความส าเรจ็ของการวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพของไทยที่ส่งผลต่อการพฒันาของอุตสาหกรรมการผติซอีิ๊วได้แก่  
การพฒันาตน้เชือ้ราบรสิทุธิ ์(pure starter culture) ส าหรบัหมกัโคจจิากสายพนัธุเ์ชือ้ Aspergillus oryzae ทีแ่ยกไดจ้าก
กระบวนการหมักซีอิ๊วแบบดัง่เดิมของไทยซึ่งได้น ามาผลิตใช้จริงในอุตสาหกรรมจนถึงปจัจุบนั โดยที่ต้นเชื้อรานี้
สามารถลดเวลาการหมกัโคจติามแบบดัง่เดมิจาก 7 วนั เหลอืแค่ 40 ชัว่โมง รวมทัง้ท าใหก้ารหมกัเกดิขึน้ไดอ้ย่างคงที่
ในแต่ละรอบการผลติ นอกจากนี้กลุ่มวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพทางอาหารและอุตสาหกรรมของภาควชิาเทคโนโลยชีวีภาพ 
คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล ไดท้ดลองแยกเชือ้และการศกึษาการเปลีย่นแปลงของเชือ้แบคทเีรยีกรดแลคตกิ 
(lactic acid bacteria, LAB) และเชือ้ยสีต์ในกระบวนการหมกัซอีิว๊ อย่างไรกต็ามการคดัเลอืกสายพนัธุเ์พื่อใชเ้ป็นหวั
เชือ้บรสิุทธิก์ย็งัไม่สมบูรณ์ เน่ืองจากในเวลานัน้ประเทศไทยยงัขาดองค์ความรู้เกีย่วกบัสารให้กลิน่รสของซอีิว๊ซึง่เป็น
ข้อมูลส าคัญในการคัดเลือกสายพันธุ์  โครงการวิจัยนี้ได้พัฒนาต้นเชื้อบริสุทธ์ต้นแบบส าหรับการหมักโมโรมิใน
กระบวนการหมกัซอีิ๊ว โดยในต้นเชือ้ประกอบด้วยเชือ้ LAB และ เชื้อยสีต์ โดยเชือ้ LAB ได้แก่ Tetragenococcus 
halophilus TS71 จาก collection ทีม่อียู่ซึง่คดัเลอืกไวก้่อนหน้านี้แลว้ดกีว่าตวัทีไ่ดใ้หม่จากโครงการวจิยันี้  ส่วนเชื้อ
ยสีต์ที่ใช้ได้แก่ Zygosaccharomyces rouxii A22 ซึง่จะใช้เพยีงตวัเดยีวหรอืใช้ Z. rouxii A22 ร่วมกบั Pichia 
guilliermondii EM1Y52 เพื่อเพิม่การผลติสารระเหยใหก้ลิน่กไ็ด ้โดยสายพนัธุท์ ัง้สองถูกคดัแยกมาจากตวัอย่างโมโรมิ
ในโรงงานซอีิ๊วซึง่ได้คดัเลอืกสายพนัธุท์ีส่นใจจากความสามารถในการสรา้งสารระเหยใหก้ลิน่รสทีเ่ป็นเอกลกัษณ์ของ
ซอีิว๊ไทย โดยเชือ้ต่างๆ ทีถู่กคดัเลอืกมาจะน าไปศกึษาผลทีม่ต่ีอการหมกัโมโรมใินระบบจ าลองของการหมกัโมโรมโิดย
ใชน้ ้าโมโรมเิป็นอาหารเลี้ยงเชื้อในขัน้ต้นก่อน แลว้จงึน าเชือ้ทีม่คีวามเป็นไปได้ไปทดลองลงในกระบวนการหมกัซอีิ๊ว
จรงิในระดบักึง่อุตสาหกรรมต่อไป จากผลการศกึษาขัน้ต้นพบว่าต้นเชือ้สามารถท าใหเ้กดิการสะสมของสารระเหยให้
กลิน่รสทีเ่ป็นเอกลกัษณ์ของซอีิว๊ไทยไดใ้นปรมิาณเพิม่ขึน้  

เมื่อน าเชือ้ทีผ่่านการคดัเลอืกไปทดลองเป็นตน้เชือ้ในหมกัซอีิว๊จรงิในระดบักึง่อุตสาหกรรม (500 ลติร) พบว่า
ตน้เชือ้ทีค่ดัเลอืกมานัน้สามารถท าใหก้ลิน่ของซอีิง๊ดบิเปลีย่นแปลงไปในคุณลกัษณะทีด่ ีเช่น กลิน่หอมหวาน โดยไม่มี
กลิน่ผดิปรกตหิรอืคุณลกัษณะทางเคมกีายภาพทีแ่ตกต่างไปจากชุดควบคุม ตลอดจนปรมิาณ biogenic amine ทีไ่ม่
แตกต่างจากชุดควบคุม แสดงถึงความปลอดภยัของการใชต้้นเชื้อเหล่านี้  ผลการวจิยัจากโครงการวจิยันี้สนับสนุน
แนวความคดิทีว่่า เชือ้ LAB นัน้สง่เสรมิการเจรญิและกจิกรรมของเชือ้ยสีต ์ซึง่การเตมิต้นเชือ้ LAB ลงไปก่อนประมาณ 
1 สปัดาห ์แลว้จงึเตมิตน้เชือ้ยสีตล์งไปน่าจะสงผลใหย้สีตเ์จรญิและมกีจิกรรมทีด่ ี โครงการวจิยันี้ยงัคน้พบบทบาทของ
เชือ้ยสีต์ P. guillermondii ในการผลติสารจ าพวก volatile phenolic compounds และยงัมบีทบาทในการส่งเสรมิการ
ผลติสารระเหยใหก้ลิน่โดย Z. rouxii ซึง่เดมิทไีม่มใีครใหค้วามส าคญัมาก่อนอกีดว้ย 
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เน้ือหางานวิจยั 

บทน า 

ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจยั 

ซีอิ๊วเป็นผลิตภัณฑ์ถัว่เหลืองหมักที่ใช้ปรุงอาหารและบริโภคกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทย โดย
เทคโนโลยกีารผลติในอุตสาหกรรมซอีิ๊วของประเทศไทยไดร้บัการพฒันามาในระดบัหน่ึงแลว้ตัง้แต่อดตีจนถงึปจัจุบนั  
โดยจกัรกลหนึ่งทีม่ผีลท าใหก้ารพฒันาปรบัปรุงเทคโนโลยกีารหมกัซอีิว๊ระดบัอุตสาหกรรมใหก้า้วหน้าไปอย่างรวดเรว็ 
ไดแ้ก่ โครงการวจิยัการพฒันาอุตสาหกรรมขนาดย่อมโดยใชเ้ทคโนโลยชีวีภาพ ซึง่มกีารจดัตัง้หน่วยควบคุมคุณภาพ
และถ่ายทอดเทคโนโลยเีพื่อการผลติซอีิว๊ {Quality Control and Training Center for Soybean Fermentation 
(QCTC-Soybean Fermentation)}ด าเนินการโดย ศาสตราจารย์ ดร. อมเรศ ภูมิรัตน และคณะจากภาควิชา
เทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล รวมทัง้ไดร้บัความร่วมมอืจากชมรมผูป้ระกอบการซอีิว๊ โดย
หน่วยงานนี้ไดร้บัการสนับสนุนจาก ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวจิยัแห่งชาต ิและ Carl Duisberg Gesellschaft 
E.V. หนึ่งในความส าเรจ็ทีม่ผีลดต่ีออุตสาหกรรมนี้ไดแ้ก่ การพฒันาหวัเชือ้ราบรสิุทธิ ์(pure starter culture) ส าหรบั
หมกัโคจจิากสายพนัธุเ์ชือ้ Aspergillus oryzae ทีแ่ยกไดจ้ากกระบวนการหมกัซอีิว๊ของไทยซึง่ไดน้ ามาผลติใชจ้รงิใน
อุตสาหกรรมจนถึงปจัจุบนั โดยที่หวัเชื้อรานี้สามารถลดเวลาการหมกัโคจิตามแบบดัง่เดิมจาก 7 วนั เหลอืแค่ 40 
ชัว่โมง รวมทัง้ท าให้การหมกัเกดิขึน้ได้อย่างคงที่ในแต่ละรอบการผลติ นอกจากนี้ยงัมกีารประดษิฐ์คดิค้นเครื่องมอื
ต่างๆ เพื่อถ่ายทอดเทคโนโลยีแก่โรงงานอุตสาหกรรมขนาดย่อมและขนาดกลาง ได้แก่  เครื่องนึ่งถัว่เหลืองที่ให้
อุณหภูมแิละความดนัสงูเพื่อก าจดัเชือ้ปนเป้ือนและใหถ้ัว่เหลอืงนิ่ม ท าใหถู้กย่อยโดยเชือ้ในโคจไิดง้่ายขึน้ นอกจากนัน้
ยงัมกีารสรา้งเครื่องหมกัโคจทิีส่ามารถควบคุมอุณหภูมแิละความชืน้ในการหมกัใหเ้หมาะสม รวมทัง้การน าถงัไฟเบอร์
กลาสมาใชแ้ทนโอ่งดนิในการหมกัโมโรม ิซึง่นับเป็นกา้วส าคญัในการพฒันาอุตสาหกรรมการผลติซอีิว๊ขนาดกลางและ
ขนาดย่อมในประเทศไทย (Mongkolwai, Assavanig, Amnajsongsiri, Flegel and Bhumiratana, 1997) 

ในการหมกัซอีิว๊ของไทยนัน้ เริม่จากการแช่ถัว่เหลอืงและน่ึง แลว้น ามาคลุกกบัแป้งขา้วเจา้หรอืแป้งสาลทีีค่ ัว่
แลว้ จากนัน้เตมิหวัเชือ้โคจลิงไปผสม บ่มจนได้โคจ ิเมื่อไดโ้คจติามต้องการแลว้ น าโคจลิงหมกัต่อในน ้าเกลอืเขม้ขน้  
22-23% จนกระทัง่ได ้ส ีกลิน่ ปรมิาณโปรตนีทีล่ะลายในน ้าโมโรมแิละกรดตามต้องการ จากนัน้น าโมโรมไิปบบีอดัเพื่อ
กรองเอาสว่นน ้าไปปรุงรส แลว้น าไปต้มเพื่อใหไ้ดก้ลิน่รสดขีึน้และฆ่าเชือ้ก่อนบรรจุขวดเพื่อวางจ าหน่ายต่อไป โดยใน
กระบวนการหมกัโมโรมใิชเ้วลาประมาณ 45-60 วนั ส าหรบัในอุตสาหกรรมการหมกัซอีิว๊ของญี่ปุ่นนัน้ เมื่อเทยีบกบั
ประเทศไทย หรอืประเทศจนี ซึง่เป็นตน้ต าหรบัในการหมกัซอีิว๊กต็าม อุตสาหกรรมการหมกัซอีิว๊ของญี่ปุ่นมกีารสัง่สม
และพฒันาเทคโนโลยมีาโดยตลอดจนกา้วหน้าไปอย่างมาก ในการหมกัซอีิว๊ของญีปุ่น่นัน้ มกีารใชห้วัเชือ้บรสิุทธิใ์นการ
ผลติทีซ่บัซ้อนกว่า โดยนอกเหนือจากการใช้หวัเชื้อโคจแิล้ว ยงัใช้หวัเชื้อบรสิุทธิใ์นขัน้ตอนการหมกัโมโรมดิว้ย โดย
ประกอบด้วยเชื้อ Tetragenococcus halophilus ซึ่งเป็น Lactic acid bacteria (LAB) รวมทัง้ยีสต์สายพนัธุ ์
Zygosaccharomyces rouxii หรอืใช้ร่วมกบัยสีต์ Candida versatilis เพื่อย่นระยะเวลาการหมกัใหส้ัน้ลง รวมทัง้
ผลติภณัฑท์ีไ่ดม้คีุณภาพคงทีโ่ดยเฉพาะในแง่ของกลิน่รส ซึง่หวัเชือ้น้ีมใีชม้านานกว่า 20 ปีแลว้ (Sugiyama, 1984) 

ส าหรับประเทศไทยเรานั ้น กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางอาหารและอุตสาหกรรม ภาค วิชา
เทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล ไดม้กีารศกึษาการเปลีย่นแปลงของเชือ้ lactic acid bacteria 
และเชื้อยีสต์ในกระบวนการหมักซีอิ๊ว ทดลองแยกเชื้อต่างๆ ที่ได้จากกระบวนการหมัก (Sukthavorn, 1996; 
Mongkolwai, Assavanig, Amnajsongsiri, Flegel and Bhumiratana, 1997) รวมทัง้การเตรยีมหวัเชือ้ T. halophilus 
ในระดบัหอ้งปฏบิตักิารและทดลองใชใ้นการหมกั pilot scale (Pongtanya, Valyasevi, Tapingkae, Srimarut, Dumnil 
and Assavanig, 2008) ซึง่ท าใหม้อีงคค์วามรูส้ ัง่สมอยู่ในระดบัหนึ่งแลว้ อย่างไรกต็ามการคดัเลอืกสายพนัธุเ์พื่อใชเ้ป็น
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หวัเชือ้บรสิทุธิก์ย็งัไม่สมบรูณ์ เน่ืองจากในขณะทีท่ าการศกึษานัน้ ประเทศไทยยงัขาดองคค์วามรูเ้กีย่วกบัสารใหก้ลิน่รส
ของซอีิว๊ ซึง่เป็นขอ้มลูส าคญัในการคดัเลอืกสายพนัธุ ์จงึมคีวามจ าเป็นตอ้งท าการศกึษาเพิม่เตมิ  ในขอ้เสนอโครงการน้ี
มุ่งที่จะสรา้งหวัเชือ้บรสิุทธต์้นแบบส าหรบัการหมกัโมโรมใินกระบวนการหมกัซอีิว๊ โดยแบ่งเป็นหวัเชื้อ lactic acid 
bacteria และเชือ้ยสีต ์โดยคดัเลอืกสายพนัธุเ์ชือ้จาก stock ทีม่อียู่หรอืคดัแยกเพิม่เตมิ โดยหวัเชือ้เหล่านี้จะท าใหไ้ดผ้ล
ผลติซอีิว๊ทีม่กีลิน่รสทีด่แีละปลอดภยั รวมทัง้การผลติทีไ่ดคุ้ณภาพคงที่ อุตสาหกรรมการผลติซอีิว๊ในประเทศไทยส่วน
ใหญ่ใชห้วัเชือ้บรสิทุธิร์า บางโรงงานใชห้วัเชือ้ราและยสีต ์ โครงการวจิยัน้ีจะเป็นงานแรกทีใ่หอ้งคค์วามรูอ้ย่างสมบูรณ์
ของการผลติซอีิ๊วในประเทศไทยที่ใช้หวัเชื้อทัง้ 3 ชนิด คือ รา แบคทเีรยี (LAB) และยีสต์ โดยองิกบัคุณลกัษณะ
เอกลกัษณ์ของสารระเหยใหก้ลิน่รสซอีิว๊ (สทิธวิฒัน์ และคณะ, 2547) และการประเมนิคุณภาพทางประสาทสมัผสัจาก
ตวัแทนชมรมผูป้ระกอบการซอีิว๊  องคค์วามรูอ้นัเกดิจากโครงการวจิยันี้จะช่วยในการปรบัปรุงกลิน่รสของซอีิว๊ไทยจาก
การใชห้วัเชือ้จุลนิทรีย ์(starter cultures) ทีเ่หมาะสมต่อกระบวนการผลติ พรอ้มทัง้สามารถน าไปประยุกต์ใชก้บัการ
จดัตัง้มาตรฐาน และการพฒันากระบวนการผลิตผลติภณัฑ์ซีอิ๊ว เป็นการพฒันาการผลติซอีิ๊วให้ได้มาตรฐานสากล 
เหมาะสมกบัการบรโิภคทัง้ในประเทศไทยและการสง่ออก ต่อไป 
 
งานวิจยัท่ีผา่นมา 
สารให้กลิน่รสในซีอิว๊ 

จากงานวจิยัสารระเหยใหก้ลิน่รสในซอีิว๊ญีปุ่น่พบว่า สารระเหยใหก้ลิน่รสทีม่บีทบาทต่อลกัษณะของผลติภณัฑ ์
(character impact compound) คอืสาร 4-hydroxy-2(or 5)-ethyl-5(or 2)-methyl-3(2H)-furanone (หรอื HEMF) ทีใ่ห้
กลิน่หอมหวาน กลิน่คาราเมล ส่วนสารอื่นๆ ที่มบีทบาทรองลงมาได้แก่ สารในกลุ่ม 4-hydroxy furanone เช่น 4-
hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (หรือ HDMF) และ 4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone (หรอื HMMF) 
สารประกอบฟีนอล เช่น 4-ethylguaiaco และ 4-ethylphenol สารพวก higher alcohol เช่น isobutyl alcohol, isoamyl 
alchohol และ propyl alcohol รวมทัง้ methionol สารประกอบ gamma pyrone สารประกอบ pyrazine สารประกอบ 
aldehyde นอกจากนี้ยงัม ีethanol และ acetic acid ทีม่ปีรมิาณมากในซอีิ๊วอกีด้วย  สารระเหยเหล่านี้เกดิขึน้จาก 
biosynthesis และ ปฏกิริยิาเคม ีทีเ่กดิขึน้ในระหว่างกระบวนการหมกั โดยจะมคีวามแตกต่างกนัไปตามวธิกีารหมกัและ
เชือ้จุลนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง (van der Sluis, Tramper and Wijffels, 2001) ยกตวัอย่างรายงานการวจิยัสารระเหยใหก้ลิน่
รสซอีิ๊วของเกาหล ีที่มสีาร 2,6-dimethyl pyrazine สาร benzaldehyde สาร guaiacol สาร phenol และ สาร 
bezeneethanol เป็นสารส าคญั (Lee, Seo, and Kim, 2006) ซอีิว๊อนิโดนีเซยีซึง่ท าจากถัว่ด านัน้ม ี2-methyldihydro-
3(2H)-furanone เป็น character impact compound  (Apriyantono, Husain, Lie, Jodoamidjojo and Puspitasari-
Nienaber, 1999) ส าหรบัสารระเหยใหก้ลิน่รสในซอีิว๊ไทยนัน้ ทางกลุ่มผูเ้สนอโครงการวจิยันี้ไดท้ าการศกึษาไวพ้บว่า มี
สารระเหยที่เกี่ยวขอ้งกบักลิน่ของซอีิ๊วไทยอยู่มากกว่า 90 สาร โดยสารทีส่ าคญั ได้แก่สาร methional สาร methyl 
butanoic acid สารพวกแอลดไีฮด ์ไดแ้ก่ 2-methyl propanal และ methyl butanal สารพวก higher alcohol ไดแ้ก่ 
butanol, propanol, และ 2-methyl-1-propanol รวมทัง้สารประกอบ phenol ไดแ้ก่ สาร guaiacol โดยจากการส ารวจ
ซอีิว๊ไทยจ านวน 51 ตวัอย่าง พบว่าสามารถจ าแนกไดเ้ป็น 5 กลุ่ม แบ่งตามปรมิาณสารระเหย 3 พวก ไดแ้ก่ volatile 
acid สารประกอบ aldehyde และ สารกลุ่ม alcohol (Wanakhachornkrai and Lertsiri, 2003)  

บทบาทของเช้ือ lactic acid bacteria และ เช้ือยีสตใ์นการสรา้งสารให้กลิน่รส 
ในกรณีของซอีิว๊ญีปุ่น่ หลงัจากทีน่ าโคจลิงหมกัในน ้าเกลอืความเขม้ขน้ 22-23% แลว้นัน้ ความเขม้ขน้สุดทา้ย

ของเกลอืจะเหลอื 17% และสภาวะการหมกัจะเป็นลกัษณะ semi-anaerobic condition แมห้วัเชือ้ราทีห่มกัโคจคิอืเชือ้ 
Aspergillus จะตายไป แต่เอนไซมข์องราน้ีจะยงัคงท างานอยู่ โดยจะย่อยถัว่เหลอืงและแป้งทีเ่ป็นวตัถุดบิในการผลติ ให้
ไดก้รดอะมโินและน ้าตาลทีเ่ชือ้ lactic acid bacteria และเชือ้ยสีตท์ีท่นเกลอื (salt-tolerant) น าไปใชใ้นการเจรญิได ้เชือ้ 
Lactic acid bacteria หลกัทีส่ามารถเจรญิไดใ้นภาวะของการหมกัโมโรม ิไดแ้ก่ เชือ้ Tetragenococcus halophilus 
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(เดมิจ าแนกเป็น Pediococcus halophilus) (Collins, Williams and Wallbanks, 1990) ซึง่เชือ้สายพนัธุน์ี้กพ็บใน
กระบวนการผลติซอีิว๊ของไทยเช่นกนั (Sukthavorn, 1996) เชือ้ lactic acid bacteria จะผลติ lactic acid รวมทัง้ 
volatile acid อื่นๆ เช่น acetic acid รวมทัง้ย่อยเป็ปไทดใ์หไ้ดเ้ป็นกรดอะมโิน ท าให ้pH ของระบบการหมกัลดลงจาก 7 
ไปเป็น pH ต ่ากว่า 5 จากนัน้ เชื้อยีสต์ทนเกลือ ที่ส าคญั ได้แก่ Zygosaccharomyces rouxii (เดมิจ าแนกเป็น 
Saccharomyces rouxii (http://www.genolevures.org/zyro.html) จงึเริม่เจรญิขึน้ โดยในภาวะทีม่เีกลอื Z. rouxii จะใช้
กลูโคส เชื้อนี้จะทนเกลือได้เมื่อ pH ต ่าลง โดยจะผลิต ethanol และ higher alcohol รวมทัง้ สารกลุ่ม 4-
hydroxyfuranones ทีส่ าคญั คอื HEMF จากนัน้ Z. rouxii จะเริม่ลดบทบาทลง แลว้เชือ้ยสีต์อกีกลุ่มหนึ่ง เช่น Candida 
versatilis (เดมิจ าแนกเป็น Torulopsis) (Sugiyama, 1984) และ C. etchellsii ซึง่จะใชน้ ้าตาล maltose จะเริม่เจรญิไดด้ี
และผลติ volatile phenolic compound ทีส่ าคญัต่อกลิน่รส เช่น 4-ethyl guaiacol และ 4-ethyl phenol (van der Sluis, 
Tramper and Wijffels, 2001) 

Lactic acid bacteria จะสามารถผลติกรดพวก iso-butyric acid และ iso-valeric acid จากกระบวนการ 
oxidation โดยใช้เอนไซม์จากสารตัง้ต้นแอลกอฮอล์และแอลดีไฮด์ที่เกี่ยวข้อง นอกนัน้กระบวนการ pyruvate 
catabolism และ beta-oxidation ยงัก่อใหเ้กดิสาร diacetyl และ acetoin รวมทัง้ methyl ketone ตามล าดบั อย่างไรก็
ตาม lactic acid bacteria ยงัไม่มบีทบาทในการเกดิสารใหก้ลิน่รสมากนกัในการหมกัซอีิว๊  เชือ้ทีม่บีทบาทส าคญัในการ
สรา้งสารใหก้ลิน่รสไดแ้ก่ เชือ้ยสีต์ โดย Z. rouxii จะใชก้ลูโคสเป็นสารตัง้ต้นในการผลติ ethanol ส่วน higher alcohol 
นัน้ จะผลติจาก alpha-keto acid โดยผ่านกระบวนการ decarboxylation และ reduction ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของ
กระบวนการ amino acid biosynthesis นอกจากนี้สามารถผลติ higher alcohol จาก amino acid catabolic pathway 
(Ehrlich pathway) โดยใช้กรดอะมิโนจากภายนอกเซลเป็น substrate ผ่านกระบวนการ deamination และ 
transamination ส าหรบัสารกลุ่ม 4-hydroxy furanone ไดแ้ก่ HEMF และ HDMF นัน้ Z. rouxii จะใชส้าร Maillard 
intermediate ทีเ่กดิขึน้จากปฏกิริยิาเคม ีMaillard ซึง่เป็นปฏกิริยิาระหว่างกรดอะมโินและน ้าตาลรดีวิซิง่ ส่วนในกรณี
ของ C. versatilis ผลติสาร 4-ethylguaiacol และ 4-ethylphenol จากกระบวนการ decarboxylation และ reduction 
โดยม ีferulic acid และ p-coumaric acid ทีม่าจากวตัถุดบิเป็น substrate (van der Sluis, Tramper and Wijffels, 
2001) 

การคดัเลือกสายพนัธุเ์ช้ือทีจ่ะใช้เป็นกล้าเช้ือบริสุทธิ ์
ในการคดัเลอืกสายพนัธุเ์ชือ้ของญีปุ่น่นัน้ (Sugiyama, 1984) ค านึงถงึสิง่ต่อไปนี้ 
1) เชือ้ทีใ่ชผ้ลติโคจ ิ เป็น Aspergillus oryzae หรอื A. sojae ทีไ่ม่ผลติ mycotoxin เช่น สาร aflatoxin สาร 

ochratoxin และ สาร sterigmatocystin ในทุกสภาวะการเจรญิ และผลติเอนไซมท์ีย่่อยโปรตนีและแป้ง รวมทัง้เอนไซม์
ในกลุ่มทีเ่รยีกว่า macerating enzyme เช่น เอนไซม ์pectinase เอนไซม ์cellulose และ hemicellulase ทีช่่วยย่อยถัว่
เหลอืง ท าให้เอนไซมย์่อยโปรตีนสามารถเขา้ถงึ substrate ได้อย่างมปีระสทิธภิาพมากขึน้ นอกจากนัน้ในโคจยิงัมี
เอนไซม ์glutaminase ทีเ่ปลีย่น glutamine เป็น glutamic acid ทีจ่ะมผีลต่อรสอุมาม ิ(umami) ของซอีิว๊อกีดว้ย 

2) เชือ้ lactic acid bacteria ทีใ่ชใ้นการหมกัโมโรม ิเป็น Tetragenococcus halophilus ทีส่ามารถผลติ lactic 
acid และ กรดอนิทรยีอ์ื่นๆ ทีเ่ป็นประโยชน์ต่อการหมกัและคุณภาพของผลติภณัฑ ์สามารถท าให ้pH ลงถงึ 4.7- 4.8 
ภายใต้สภาวะที่มเีกลอืสูง อาจถึง 24% โดยมคี่า water activity (Aw) =0.808 นอกจากนี้ยงัต้องไม่ผลติเอนไซม ์
tyrosine decarboxylase และ histidine decarboxylase อกีดว้ย เนื่องจากเอนไซมส์องตวันี้ก่อใหเ้กดิ tyramin และ 
histamine 

3) เชือ้ยสีตท์ีใ่ชใ้นการหมกัโมโรม ิเป็น Zygosaccharomyces rouxii โดยเชือ้ยสีตน์ี้เริม่มกีจิกรรมเมื่อ pH ของ
ระบบลงต ่ากว่า 5 โดยเชือ้ยสีตน์ี้สามารถผลติ ethanol และ glycerol รวมทัง้สารใหก้ลิน่รสอื่นๆ ไดท้ีส่ภาวะทีม่เีกลอืสงู 

4) เชื้อยสีต์ที่ใช้ในการหมกัโมโรมใินระยะหลงัจากที่ Z. rouxii เริม่มกีจิกรรมน้อยลง เป็นเชื้อ Candida 
versatilis และ C. etchellsii โดยเชือ้ยสีตน์ี้ผลติสารใหก้ลิน่รสอื่นๆ ไดท้ีส่ภาวะทีม่เีกลอืสงูได้ 
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ส าหรบัการคดัเลอืกสายพนัธุเ์ชือ้ราบรสิุทธิ ์A. oryzae เพื่อเป็นหวัเชือ้โคจขิองไทยทีใ่ชอ้ยู่ในขณะนี้นัน้ จะมี
เกณฑต่์างๆ ทีใ่ชพ้จิารณา คอื สามารถผลติ extracellular protease และ amylase ไดด้ ีสขีอง conidia ทีอ่่อน ไม่สรา้ง 
mycotoxin และสามารถเจรญิไดด้ตีามช่วงอุณหภูมทิีเ่หมาะสมกบัสิง่แวดลอ้มของไทย โดยหวัเชือ้รานี้จะอยู่ในรูปของ
ผงสปอร ์ซีง่มกีารผลติเป็นการคา้แลว้ดงัไดก้ล่าวไวข้า้งต้น ในกระบวนการหมกัซอีิว๊โดยใชจุ้ลนิทรยีน์ัน้ เอนไซมห์ลาย
ชนิดมคีวามส าคญั แต่ทีเ่ด่นชดั คอื proteases และ amylases เพื่อย่อยถัว่เหลอืง และแป้ง ให้เป็นกรดอะมโิน และ
น ้าตาลตามล าดบั ซึง่มกัใชเ้ป็นดชันีบ่งชีใ้นการคดัเลอืกสายพนัธุห์วัเชือ้จุลนิทรยี ์โดยเฉพาะเชือ้รา A. oryzae อย่างไรก็
ตาม การประยุกตใ์ชห้วัเชือ้จลุนิทรยีท์ีส่ามารถผลติ glutaminase ดว้ยกเ็ป็นทีน่่าสนใจ ซึง่มรีายงานว่า มกีารท างานของ 
glutaminase ในกระบวนการโคจแิละโมโรมิ เปลี่ยน L-glutamine ซึ่งเป็นสารประกอบเอมีนที่เกิดขึน้จากการย่อย
โปรตนีทีอ่ยู่ในถัว่เหลอืงและแป้งขา้วจา้วหรอืแป้งสาล ีไปเป็นกรดกลตูามกิ (glutamic acid) ซึง่ปรมิาณกรดกลูตามกิจะ
เป็นตวัท าใหร้สชาตขิองผลติภณัฑน่์าบรโิภคมากขึน้ เนื่องจากกรดอะมโินกลตูามกิเป็นตวัทีท่ าใหเ้กดิรสทีเ่รยีกว่า “อุมา
ม ิ(umami)” ซึง่เป็นรสเฉพาะตวัของซอีิว๊ (unique flavor of fermented soy sauce) (Ohshita, Nakajima, Yamakoshi, 
Kataoka, Kikuchi and Pariza, 2000; Wakayama, Yamagata, Kamemura, Bootim, Yano, Tachiki, Yoshimune, 
Moriguchi, 2005) นอกจากนี้กรดกลูตามกิยงัใช้เป็นตวับ่งบอกว่า ซอีิว๊ที่ได้จากการหมกัมรีะยะเวลาในการหมกัที่
เหมาะสมและมคีุณภาพดหีรอืไม่ กล่าวคอื ถา้ซอีิว๊ทีผ่ลติไดม้ปีรมิาณกรดกลตูามกิมากแสดงว่าซอีิว๊นัน้หมกัไดน้านและ
มคีุณภาพด ี 

วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1) เพื่อคดัเลอืกเชือ้แบคทเีรยี Tetragenococcus halophilus และ ยสีต ์ทีเ่หมาะสมส าหรบัเป็นหวัเชือ้ในการผลติซอีิว๊ 

2) เพื่อผลติหวัเชือ้แบคทเีรยี Tetragenococcus halophilus และ ยสีตต์น้แบบส าหรบัอตุสาหกรรมการผลติซอีิว๊ 

3) เพื่อตรวจสอบความสมัพนัธข์องการใชห้วัเชือ้รา (Aspergillus oryzae) แบคทเีรยี (Tetragenococcus halophilus) 

และ ยสีต ์กบัคุณภาพของผลติภณัฑซ์อีิว๊ทางดา้นคุณลกัษณะสารระเหยใหก้ลิน่รสซอีิว๊ และการประเมนิคุณภาพทาง

ประสาทสมัผสัจากตวัแทนชมรมผูป้ระกอบการซอีิว๊ 

ระเบียบวิธีวิจยั 
การคดัเลือกสายพนัธุเ์ช้ือยีสต ์
 คณะผูว้จิยัไดท้ าการคดัแยกเชือ้ยสีตจ์ากตวัอย่างโคจ ิโมโรม ิ1 เดอืน โมโรม ิ2 เดอืน และ โมโรม ิ3 เดอืน ที่
เกบ็จากโรงงาน ดว้ยกระบวนการ 2 กระบวนการทีค่วามเขม้ขน้เกลอืแตกต่างกนั ได้แก่กระบวนการ A เกลอื 5% 
(Non-enrichment) และ กระบวนการ B เกลอื 10% (non-enrichment และ enrichment) ตามรายละเอยีดดงันี้ 
กระบวนการ A  
 ตวัอย่างโคจแิละโมโรมจิะถูกท าใหเ้จอืจางดว้ย 0.05 M phosphate buffer และเพาะเชือ้ลงบน YPD agar ที่
มเีกลอื 5% ทีอุ่ณหภูม ิ30oC เชือ้ทีค่ดัแยกไดจ้ะน าไปทดสอบการทนเกลอืที่ความเขม้ขน้ 10, 15, 18 และ 20% w/v 
NaCl จากนัน้น าเชือ้ทีส่ามารถเจรญิในอาหารที่มคีวามเขม้ขน้ของเกลอืสงูไปศกึษาสารระเหยใหก้ลิน่ทีเ่ชื้อผลติดว้ย  
GC-MS ต่อไป 
กระบวนการ B  
 ในกรณี non-enrichment ตวัอย่างโคจแิละโมโรมจิะถูกท าใหเ้จอืจางดว้ย 0.05 M phosphate buffer และ
เพาะเชือ้ลงบน YPD agar ทีม่เีกลอื 10% ทีอุ่ณหภูม ิ30oC แลว้น าไปทดสอบการทนเกลอืที่ความเขม้ขน้ 10, 15, 18 
และ 20% w/v NaCl รวมทัง้ความสามารถในการผลติเอนไซม ์glutaminase และ/หรอื protease และ amylase โดยใน
ขัน้ต้นดูจากการเจรญิบน glutamine medium (G-medium), skim milk medium และ soluble starch medium 
ตามล าดบั จากนัน้น าเชือ้ทีส่นใจไปศกึษาสารระเหยใหก้ลิน่ทีเ่ชือ้ผลติดว้ย GC-MS ต่อไป 
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 สว่นกรณี Enrichment นัน้ เชือ้ในโคจแิละโมโรมถิูก Enrich ใน YPD broth ทีม่เีกลอื 10% ทีอุ่ณหภูม ิ30oC 
ทัง้แบบทีม่กีารเขย่า และ ไม่มกีารเขย่า ก่อนท าการเจอืจางเพื่อคดัแยกเชือ้ดว้ยการเพาะเชือ้ลงบน YPD agar ทีม่เีกลอื 
10, 15, 18 และ 20% ทีอุ่ณหภูม ิ30oC และน าไปศกึษาความสามารถในการผลติเอนไซม ์glutaminase และ/หรอื 
protease หรอื amylase โดยในขัน้ต้นดูจากการเจรญิบน G-medium, skim milk medium และ soluble starch 
medium ตามล าดบั จากนัน้น าเชือ้ทีส่นใจไปศกึษาสารระเหยใหก้ลิน่ทีเ่ชือ้ผลติดว้ย GC-MS ต่อไป 

การคดัเลือกสายพนัธุเ์ช้ือแบคทีเรีย 
 ตวัอย่างโคจแิละโมโรมจิะถูกท าใหเ้จอืจางดว้ย 0.05 M phosphate buffer เพื่อศกึษาจ านวน total bacteria 
จะเพาะเชือ้ลงบน BHI agar ทีม่เีกลอื 10% หรอื ไม่มเีกลอื โดยบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37oC ทัง้แบบ aerobic และ anaerobic 
และเพื่อศกึษาจ านวน lactic acid bacteria จะเพาะเชือ้ลงบน MRS agar ทีม่เีกลอื 10% หรอื ไม่มเีกลอื โดยบ่มที่
อุณหภูม ิ37oC ทัง้แบบ aerobic และ anaerobic แต่ละ isolate จะถูกทดสอบ catalase activity โดยการหยด 
hydrogen peroxide และ ความสามารถในการเจรญิภายใต้เกลอืความเขม้ขน้ 5, 10, 15, 18 และ 20% NaCl ที ่37oC 
แลว้น าไปทดสอบความสามารถในการผลติเอนไซม ์glutaminase และ/หรอื protease และ amylase โดยในขัน้ต้นดู
จากการเจรญิบน G-medium, skim milk medium และ soluble starch medium ตามล าดบั  

การศึกษาสารระเหยให้กล่ินท่ียีสตผ์ลิต 
 น า isolate ทีส่นใจไปเลีย้งในอาหารเหลว double strength YPD (Hayashida et al., 1999) ทีม่เีกลอื 10% 
pH 6.4 (ประกอบดว้ย 20 g/L yeast extract, 40 g/L peptone, 40 g/L D-glucose, 100 g/L NaCl) บ่มที ่30oC นาน 7 
วนั แลว้น า culture broth ทีไ่ดไ้ป centrifuge ที ่5000 xg 4oC นาน 20 นาท ีเพื่อน าเอา supernatant มาวเิคราะหส์าระ
เหยใหก้ลิน่โดยวธิกีารวเิคราะหด์ดัแปลงจาก Wanakhachornkrai & Lertsiri (2003) ต่อไป  
 การวเิคราะหส์ารระเหยท าโดย น าตวัอย่างน ้าเลีย้งเชือ้ปรมิาณ 5 ml บรรจุลงในในขวด 20-ml headspace 
จากนัน้เตมิสารละลาย 2-methyl-3-heptanone ใน methanol (17.45 µL/100 mL) ปรมิาณ 10 µL ลงในตวัอย่าง ผนึก
ขวดแลว้น าไปอุ่นที ่40oC นาน 10 นาท ีจากนัน้เกบ็สารระเหยในขวด headspace ดว้ย solid-phase microextraction 
(SPME) (50/30 µm Stable Flex Divinylbenzene / Carboxen / Polymethylsiloxane; DVB/CAR/PDMS, Supelco) 
ที ่40oC นาน 20 นาท ีซึง่ SPME ดงักล่าวจะน าไปปลดปล่อยสารระเหยใน GC injection port ที ่220oC นาน 5 นาท ี
เพื่อเขา้สู ่GC column ต่อไป 
 สารระเหยทีเ่กบ็ไดถู้กแยกดว้ย gas chromatography-mass spectrometry หรอื GC-MS (Agilent 6890 
plus GC/HP 7973 MSD) โดยใช ้HP-FFAP column (25 m x 0.32 mm id x 50 µm; J&W Scientific) ภายใต้อตัรา
ไหลของแก๊ซ 1.5 mL/min โดยมสีภาวะอุณภูมขิอง GC column ดงัต่อไปนี้ 
  45oC to 110oC; @ 10oC/min 
  110oC to 160oC; @ 7oC/min  
  160oC to 240oC @ 10oC/min 

การศึกษากิจกรรมของ Glutaminase 
 น า isolate ของยสีต ์หรอื แบคทเีรยีทีส่นใจไปเลีย้งใน glutamine-medium (G-medium) ทีม่ ี0% หรอื 18% 
NaCl) อยู่ดว้ย โดยบ่มที ่30oC แลว้น าน ้าเลีย้งเชือ้ทีไ่ดไ้ปป ัน่ตกตะกอนเพื่อแยกเอา extracellular glutaminase ในสว่น 
supernatant ส่วนเซลเชื้อที่ได้น าไปศกึษากจิกรรมของ intrcellular- และ membrane-bound glutaminase โดย
วเิคราะหป์รมิาณของ glutamate ทีเ่กดิขึน้ในสารละลายบฟัเฟอร ์pH 7 ที ่37oC ดว้ย L-glutamic acid assay kit 
(Boehringe Mannheim) และตรวจสอบการเกดิขึน้ของ glutamate ให้แน่ (confirmatory test) โดยท าปฏกิริยิา 
glutamate ทีเ่กดิขึน้กบั dansyl chloride เพื่อใหว้เิคราะห ์glutamate ในรูป dansyl chloride derivative ดว้ย high 
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performance liquid chromatography (HPLC) ซึง่ใหน้ิยามของ enzyme unit คอื ปรมิาณของ glutamate ทีเ่กดิขึน้ใน
หน่วย micromole ต่อ นาท ี(Wakayama et al., 2005) 

การวิเคราะห ์glutamate และ glutamine ด้วย HPLC (โดยดดัแปลงจาก Timperio et al., 2007) 
 น าตวัอย่างปรมิาณ 100 µL ไปผสมกบั สารละลายบฟัเฟอร ์sodium bicarbonate (pH 11) ปรมิาณ 100 µL 
และ สารละลาย dansyl chloride (1% ใน acetonitrile) ท าปฏกิริยิสที ่60oC เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้หยุดปฏกิริยิา
ดว้ย 40 µL acetic acid จากนัน้น าไปป ัน่เหวีย่งเพื่อก าจดัตะกอนก่อนน าไปวเิคราะหด์ว้ย high performance liquid 
chromatography (HPLC) ตรวจวดัที ่254 nm  ตวัอย่างทีผ่่านการ derivatization แลว้ถูกแยกดว้ย C18 Hypersil 
Gold column (150 mm x 4.6 mm, 3 µm) โดยใช ้gradient elution ดว้ย mobile phase ต่อไปนี้  
  Sovent A: 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) I dilstilled water; Solvent B: methanol  
  โดยม ีflow 1 mL/min ตามอตัราสว่นของ solvent ดงันี้ 
  98% A   for 5 min 
  98% to 50%  from 5 to 20 min 
  50% to 0%  from 20 to 21 min 

การศึกษากิจกรรมของ Protease 
 น า isolate ของยสีต์ทีส่นใจไปเลีย้งใน YPD broth ที ่30oC แลว้น าน ้าเชือ้ทีเ่ลีย้งไดไ้ปศกึษา extracellular 
protease โดยใช ้แasein เป็น substrate และวเิคราะห ์amino acid ทีเ่กดิขึน้ในสารละลายบฟัเฟอร ์pH 7 ที ่37oC โดย
ตกตะกอนโปรตนีดว้ย trichloroacetic acid ก่อน แลว้วดัปรมิาณของกรดอะมโินทีเ่กดิขึน้โดยวดั OD 280nm (tyrosine 
equivalence) ซึง่นิยามของ enzyme unit คอื ปรมิาณของ tyrosine เกดิขึน้ในหน่วย micromole ต่อ นาท ี(Lakshman 
et al., 2010) 
 ในกรณีของแบคทเีรยี น า isolate ของแบคทเีรยีทีส่นใจไปเลีย้งใน BHI หรอื MRS broth ที ่37oC แลว้น า 
culture broth ทีไ่ดไ้ปศกึษา extracellular protease โดยใช ้casein เป็น substrate และวเิคราะหก์รดอะมโินทีเ่กดิขึน้
ในสารละลายบฟัเฟอร์ pH 3 ที่ 37oC โดยตกตะกอนโปรตีนด้วย trichloroacetic acid ก่อนแล้ววดั OD 280nm 
(tyrosine equivalence) ซึง่นิยามของ enzyme unit คอื ปรมิาณของ tyrosine เกดิขึน้ในหน่วย micromole ต่อ นาท ี
(Lakshman et al., 2010) 

การจ าแนก isolate 
 Isolate ของยสีตท์ีส่นใจจะน ามาเลีย้งใน YPD broth แลว้น ามาสกดั DNA โดยย่อยผนงัเซลดว้ย Zymolyase 
น า spheroplast ทีไ่ดไ้ปใส่ในสารละลาย 10% SDS (pH 7.2) นาน 30 นาท ีจากนัน้น าไปป ัน่แยกที ่5500 xg 4oC 15 
นาท ีส่วนใสทีไ่ดน้ าไปเตมิ 2-propanol หลงัจากป ัน่แยกที ่9000 xg 4oC 15 นาท ีจะไดต้ะกอน DNA แลว้น าไปลา้ง
ดว้ย 70% ethanol เยน็ ท าแหง้ดว้ย SpeedVac แลว้น าไปใสใ่นสารละลาย RNase (Ferreira et al., 2010) 
 จากนัน้น าไปเพิม่จ านวนดว้ย PCR โดยใช ้primer NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGG AAAAG-3’) 
และ NL-4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) ซึง่ใน 50-µL reaction mixture ประกอบดว้ย 1.25 U Taq DNA 
polymerase, 10 mM dNTPs, 1 µM primer, template DNA และ น ้ากลัน่ปราศจากเชือ้ โดยการเพิม่จ านวนดว้ย PCR 
ท าทีอุ่ณหภูมดิงันี้ 
  Initial denaturation 94oC 2 min 
  Denaturation in PCR cycle 94oC 1 min 
  Annealing 55oC 40 sec 
  Extension 72oC 30 sec 
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  Final extension 72oC 5 min 
 ท าบรสิุทธิ ์PCR product (26srDNA D1/D2 domain) ทีไ่ด ้ดว้ย purification kit (NucleoSpin® Extract II) 
เพื่อน าไปหาล าดบัของยนีส ์โดยใช ้NL-1 forward primer (บรกิารของ Macrogen, Korea) และท า sequence analysis 
ดว้ย GenBank BLASTN search เพื่อจ าแนกเชือ้ทีแ่ยกไดต่้อไป 

การศึกษาการผลิตสารให้กล่ินรสของเช้ือท่ีสนใจในระบบจ าลองการหมกัโมโรมิ 
 น าโมโรมทิีไ่ดจ้ากกระบวนการหมกัเป็นเวลา 1, 2, และ 3 เดอืนจากโรงงานซอีิว๊มาแยกเฉพาะสว่นน ้า น าน ้า
โมโรมทิีไ่ดไ้ปใชเ้ป็น media ในการเลีย้งเชือ้ทีค่ดัแยกออกมา โดยน ้าโมโรมดิงักล่าวซึง่ไม่ผ่านการฆ่าเชือ้ทีม่อียู่ดัง่เดมิ 
ปรมิาณ 200 mL ใส่ลงในขวด Duran ขนาด 250 mL เตมิต้นเชือ้ลงไปในจ านวน 106 cells/mL น าไปบ่มที ่30oC นาน 
7 วนั โดยไม่มกีารเขย่าเพื่อเลยีนแบบการหมกัโมโรมิ ในการทดลองนี้ให้น ้าโมโรมทิีไ่ม่ไดเ้ติมหวัเชือ้ลงไปเป็นชุด
ควบคุม และชุดเปรยีบเทยีบไดแ้ก่ YPD broth ทีม่เีกลอื 18% (18-YPD broth) 
 ท าการเกบ็ตวัอย่างในวนัที ่0, 3 และ 7 ไปวเิคราะหจ์ านวนยสีต์และแบคทเีรยีกรดแลค็ตคิ และ วเิคราะห์
ทางเคมโีดยน าตวัอย่างไปป ัน่เหวีย่งที ่5000 xg ที ่4oC นาน 20 นาท ีน าสว่นใสทีไ่ดไ้ปกรองดว้ย 0.45 µm membrane 
filter ก่อนการวเิคราะหท์างเคม ีไดแ้ก่ สารระเหยใหก้ลิน่ดว้ย GC-MS สาร biogenic amines ดว้ย HPLC และ น ้าตาล
กลโูคสดว้ย glucose oxidase-peroxidase kit (Sigma Chemical) ตามวธิทีีไ่ดก้ล่าวไปขา้งคน้ 

การวิเคราะหท์างจลุชีววิทยา 
 วเิคราะหย์สีต์ดว้ย YPD agar plate ทีม่ ี10% เกลอื pH 4.5 และ chloramphenicol 100 mg/L บ่มที ่30oC 
นาน 3 ถงึ 4 วนั 
 วเิคราะหแ์บคทเีรยีกรดแลค็ตคิดว้ย MRS agar plate ทีม่ ี10% เกลอื pH 7 และ cyclohexamide 50 mg/L 
บ่มที ่37oC นาน 2 ถงึ 3 วนั 
 วเิคราะหแ์บคทเีรยีทัง้หมดดว้ย BHI agar plate (10% เกลอื pH 7) หรอื TSB agar plate (10% เกลอื pH 
7) บ่มที ่37oC นาน 1 ถงึ 2 วนั 

การวิเคราะหส์าร Biogenic amines 
 ตกตะกอนโปรตีนในตัวอย่างด้วย 0.4M perchloric acid จากนัน้กรองด้วยกระดาษกรอง เติม 1,7-
diaminoheptane ปรมิาณ 10 µL ลงใน 1 mL ของตวัอย่างทีต่กตะกอนโปรตนีแลว้ แลว้เตมิ 200 µL ของ 2M NaOH 
และ 300 µL NaHCO3 จากนัน้ท าปฏกิริยิากบั dancyl choloride ที ่40oC นาน 45 นาท ีจากนัน้เตมิ 30% NH4OH 
ปรบัปรมิาตรแลว้กรองดว้ย 0.45-µm filter membrane ก่อนวเิคราะหด์ว้ย HPLC ตรวจวดักาดดูกลนืแสงที ่254 nm 
 ทีผ่่านการ derivatization แลว้ถูกแยกดว้ย C18 Hypersil Gold column (150 mm x 4.6 mm, 3 µm) โดย
ใช ้gradient elution ดว้ย mobile phase ต่อไปนี้  
  Sovent A: I dilstilled water; Solvent B: acetonitrile  
  โดยม ีflow 1 mL/min ตามอตัราสว่นของ solvent ดงันี้ 
  65% to 70% B from 0 to 5 min 
  70% to 80%  from 5 to 15 min 
  80% to 100%  from 15 to 16 min 
  100%  from 16 to 20 min 
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การทดลองน าหวัเช้ือต้นแบบไปใช้หมกัซีอ๊ิวจริงในระดบัก่ึงอตุสาหกรรม 
 โคจทิีน่ ามาใชใ้นการทดลองหมกัโดยผสมต้นเชือ้รา Aspergillus oryzae ลง substate ทีป่ระกอบดว้ยถัว่
เหลอืงน่ึงและแป้งสาล ี(อตัราส่วน 3:1 โดยน ้าหนัก) โดยโรงงานซอีิว๊เป็นผูห้มกัทีอุ่ณหภูมปิระมาณ 30oC นาน 2 วนั 
น าโคจดิงักล่าวปรมิาณ 100 กโิลกรมั มาผสมกบัน ้าเกลอืความเขม้ขน้ 20% ปรมิาณ 250 ลติร ในอ่างไฟเบอรก์ลาส
ขนาดบรรจุ 500 ลติร วางอ่างดงักล่าวไวก้ลางแจง้ มฝีาปิดมดิชดิ ซึง่ด าเนินการทดลองตามแผนใน Table i  
 ท าการเกบ็ตวัอย่างในช่วงเวลาต่างๆ เพื่อวเิคราะหจ์ านวนยสีต์ แบคทเีรยี และแบคทเีรยีกรดแลค็ตคิ และ 
วเิคราะหค์ุณสมบตัทิางเคมกีายภาพ โดยน าตวัอย่างไปป ัน่เหวีย่งที ่5000 xg ที ่4oC นาน 20 นาท ีน าส่วนใสทีไ่ดไ้ป
กรองดว้ย 0.45 µm membrane filter ก่อนการวเิคราะหท์างเคมกีายภาพต่อไป 

การเตรียมต้นเช้ือต่างๆ 
 ใช ้5% inoculum ตน้เชือ้เตมิลงในกระบวนการหมกัซอีิว๊ ตน้เชือ้ T. halophilus TS71 เตรยีมในอาหารเหลว 
MRS ที่มเีกลอื 10% ที ่37oC โดยไม่เขย่า ประมาณ 24 ชัว่โมง จนมคีวามเขม้ขน้ 106 cells/mL จากนัน้น าไป 
centrifuge ส่วนต้นเชือ้ยสีต์ Z. rouxii A22 และ P. guilliermondii EM1Y52 นัน้เตรยีมในอาหารเหลว YPD ทีม่เีกลอื 
10% ที ่30oC โดยเขย่าที ่180 rpm ประมาณ 18 ชัว่โมง จนมคีวามเขม้ขน้ 106 cells/mL จากนัน้น าไป centrifuge    

การทดสอบทางประสาทสมัผสั 
 ท าการทดสอบโดยใหผู้ผ้ลติซอีิว๊ในโรงงานทีไ่ปท าการทดลอง จ านวน 5 คน ดมกลิน่ของซอีิว๊ดบิทีห่มกัได ้
โดยแต่ละคนจะได้รบัตวัอย่างปรมิาณ 10 mL ในภาชนะสขีาวที่เกบ็ไว้ที่อุณหภูมหิ้อง ซึ่งผู้ทดสอบจะไม่ทราบว่า
ตวัอย่างคอือะไรการได ้ผูท้ดสอบจะเปรยีบเทยีบกลิน่ของซอีิว๊ดบิทีไ่ดจ้ากกระบวนการหมกัแบบไม่ใชห้วัเชือ้ และ แบบ
ทีม่กีารทดลองใชห้วัเชือ้แบบต่างๆ โดยจะสมัภาษณ์สอบถามความรูส้กึของผูช้มิทีม่ต่ีอตวัอย่างต่างๆ  
 
 
Table i Experimental plan    

Experimental 
Starter culture 

Inoculation 
LAB Yeast 1 Yeast 2 

Control - - - - 

Treatment 1 T. halophilus TS71 - - day 21, 56 

Treatment 2 - Z. rouxii A22 - day 21, 56 

Treatment 3   Z. rouxii A22 - day 21, 56 

Treatment 4   Z. rouxii A22 P. guilliermondii EM1Y52 day 21, 56 
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ผลการการทดลอง และ วิจารณ์ผล 

การคดัแยกเช้ือยีสต ์
 จากกระบวนการ A นี้สามารถคดัแยกเชือ้ยสีต์ทีท่นเกลอื 18% ซึง่เป็นความเขม้ขน้เกลอืในน ้าหมกัซอีิว๊ ได ้
9 isolate ซึง่เมื่อน าไปจ าแนก พบว่าเป็นสายพนัธุ ์Zygosaccharomyces rouxii และ Pichia farinosa ตาม Table 1 
เมื่อน า isolae ต่างๆ ไปศกึษาการสรา้งสารระเหยใหก้ลิน่โดยเลีย้งใน double strength YPD broth (10% NaCl) ที ่
30oC โดยไม่มกีารเขย่า ไดผ้ลตาม Table 2 กล่าวคอื ตรวจพบสารระเหยทัง้หมด 34 ชนิด โดย 13 ชนิด ไดแ้ก่ acetic 
acid, ethanol, 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol, methionol, 2-phenylethanol, 1-butanol, 2,3-butanediol, 
2-furanmethanol, benzaldehyde, ethylphenylacetate, 2-phenylethylacetate, 3-hydroxy-2-butanone เป็นสารทีม่ี
รายงานว่าเป็นสว่นประกอบของซอีิว๊ต่างๆ และไดค้ดัเลอืกมา 3 isolate ทีน่่าสนใจ ไดแ้ก่ A22, A34, และ A35 ซึง่เป็น
สายพนัธุ ์ Zygosaccharomyces rouxii เนื่องจากเป็นยสีต์ทนเกลอืทีม่กีารใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกัซอีิว๊ของญี่ปุ่น
อย่างแพร่หลาย (Fukushima, 2004) และสามารถผลติสารระเหยต่างๆ เช่น ethanol และ higher alcohol (เช่น 3-
ethyl-1-butanol) ซึง่เป็นหนึ่งในสารระเหยใหก้ลิน่ส าคญัของซอีิว๊ไทย ตามขอ้มลูของคณะผูว้จิยัไดม้กีารศกึษาไวก้่อนนี้
แลว้ (Lertsiri et al., 2011)  
 
Table 1  
Identification of yeast isolates by sequence analysis of partial 26S rDNA in GenBank from NCBI database  

Coded No. 
Fragment 
sequenced 

(bp) 
Name of speciesa GeneBank rDNAb 

A11 540 P. farinosa 99% to AF335973 
A21 531 P. farinosa 99% to AF335973  
A31 535 P. farinosa 99% to AF335973 
A32 536 P. farinosa 99% to AF335973  
A12 540 Z. rouxii 99% to AB363048  
A22 539 Z. rouxii 99% to AB363048  
A33 540 Z. rouxii 99% to AB363048 
A34 544 Z. rouxii 99% to AB363048 
A35 548 Z. rouxii 99% to AB363048 

EKY62 
 

P. guilliermondii 
 EM1Y-52 

 
P. guilliermondii 

 EM2Y-61   P. guilliermondii   

a Names of species corresponding to GenBank; b Percentage of sequence similarity to GeneBank accession strain; Z, 

Zygosaccharomyces; P, Pichia 
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Table 2 Concentration of volatile compounds (µg/L) detected in double strength YPD-medium 

No. RIa Compounds Strains 

Acids (5) Control A11 A12 A21 A22 A31 A32 A33 A34 A35 
1 1476 Acetic acid ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
2 1645 Butanoic acid ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

3 1825 
Ethyl ester 
benzeneacetic acid ND ND 5217.1 ND 18.4 ND ND ND 12.4 684.6 

4 1857 
2-Phenyl ethyl 
ester acetic acid ND ND 174.9 5 637.3 17.1 4 208.3 225.3 25929.3 

5 1924 
2-Methyl-2-phenyl 
butanoic acid ND ND 28.3 ND ND ND ND 30.1 40.2 3732.4 

Alcohols (13) 
          6 <1100 Ethanol ND 108.1 9.4 25.3 90.2 58.6 94.6 50.8 21.5 1098.3 

7 1137 
2-Methyl-1-
propanol ND 2.8 11.3 ND ND 15.2 ND ND 27.1 ND 

8 1180 1-Butanol 943.4 37.9 16.8 ND 70.1 57.7 ND ND 32 ND 
9 1236 3-Methyl-1-butanol ND ND ND 2889.7 9141.4 4385.1 1361.8 2368.9 3100.6 ND 

10 1347 2-Heptanol ND 5 7.7 ND 29.2 17.4 4.3 ND 5 ND 
11 1367 1-Hexanol ND 0.5 3.9 ND 28.9 ND ND 8.2 ND 447.4 
12 1509 2-Ethyl-1-hexanol 2.4 ND 4.7 7 12.9 ND ND 4.2 5.1 ND 
13 1545 2-Nonanol ND 14.4 16.5 17.9 45.5 43.4 8 11.8 12.8 ND 
14 1586 1-Octanol ND ND ND ND 44.5 ND ND 24.4 17.5 ND 
15 1693 2-Furanmethanol 6.3 15.6 21.3 23.5 149.4 38.5 12.3 17.7 23 1146.1 
16 1747 2-Undecanol ND 2.2 ND ND 8.8 ND 1.7 ND 3.4 ND 
17 1922 Benzenemethanol ND 3.3 11.7 5.3 25.9 11.7 3.2 7.8 9.7 ND 
18 1991 2-Phenylethanol ND 119.9 714.1 214.2 2392.7 406.6 107.9 673.7 917.4 45734.2 

Aldehydes (1) 
          19 1562 Benzaldehyde 62.4 8.5 9 ND ND ND ND 5.2 2.1 120.7 

Ester (1) 
          20 1449 Ethyl caprylate ND ND 5 ND ND 8.6 4.4 3.9 ND 1481.3 

Furan (1) 
          21 1900 3-Phenyl-furan 5 11.2 13.7 16.3 34.3 33.4 10.6 14 16.5 150.5 

Ketones (6) 
          

22 1328 
3-Hydroxy-2-
Vutanone ND 28.7 ND 69.6 ND 57 27.6 7.4 219.3 ND 

23 1420 2-Nonanone ND 67 ND 136.2 ND 147.7 42.2 1.8 ND ND 
24 1612 2,3-Butanediol ND ND 9.3 ND 14.3 ND ND 3 5.8 ND 
25 1630 2-Undecanone ND 11.2 ND 18.7 7.8 16.5 5.8 ND ND ND 
26 1698 1-Phenyl-ethanone 6.2 5.2 3.9 ND 8 17 5 3.6 ND ND 

27 2022 
1-(1H-pyrrol-2-yl)-
Ethanone 1.1 2.2 2.9 ND 9.5 7.4 1 2.4 2.4 ND 
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Pyrazines (7) 

28 1309 Methyl pyrazine ND 6.1 ND ND ND 10 ND ND 6.6 ND 

29 1358 
2,5-Dimethyl-
pyrazine 32.1 26.4 44.5 35.2 137.1 70.4 23 31.5 ND ND 

30 1416 
2-Ethyl-5-methyl-
pyrazine 4.3 ND ND ND 26.7 ND 7.5 6.8 11.1 512.4 

31 1474 
2-Ethyl-3,5-
dimethyl-pyrazine ND ND ND ND 3.4 ND ND ND 5 285.2 

32 1557 
2,5-Dimethyl-3-
isobutylpyrazine 2 1.7 ND 2.7 9 ND 1.6 ND ND ND 

33 1650 
2-Butyl-3,5-
dimethyl-pyrazine 9.9 2.5 ND 3.2 ND 22.9 1 ND 3.9 929.4 

34 1656 
2,5-Dimethyl-3-N-
butylpyrazine ND ND 3.4 ND ND 8.5 ND 3.7 23 ND 

Sulfur-containing compound (1) 
          35 1756 Methionol ND ND 19.9 2.8 72.4 ND 0.7 18 24.1 938.8 

Aromatic compound (1) 
          36 1978 Benzeneacetonitrile 12.1 18.4 22 26.4 70.1 60.8 18.8 27.9 32.7 ND 

aRetention index calculated based in the retention time of n-alkane standards on FFAP column; ND, not detected 
 

จากนัน้ไดน้ า isolate ทัง้สาม ไดแ้ก่ A22, A34 และ A35 ไปศกึษาความสามารถในการเจรญิใน YPD broth ที่
มเีกลอื 18% (18-YPD) ภายใต้สภาวะต่างๆ เพื่อจ าลองสภาวะในการหมกัโมโรมขิองซอีิว๊ซึง่มคีวามเขม้ขน้ของเกลอื
ใกล้เคยีง 18% พบว่าสภาวะทีย่สีต์เหล่านี้เจรญิไดด้ทีี่สุดคอื pH 4.5, 25oC และมกีารใหอ้ากาศโดยการเขย่า ตาม 
growth curve ของ A22, A34 และ A35 ทีแ่สดงใน Figure 1, 2 และ 3 ตามล าดบั อย่างไรกต็าม ภายใต้ pH 4.5 นี้ ซึง่
เป็น pH ทีใ่กลเ้คยีงกบั pH ของโมโรม ิยสีต์เหล่านี้สามารถเจรญิไดใ้นสภาวะทีไ่ม่มกีารเขย่าภายใต้อุณหภูมทิัว่ไปคอื 
30 ถงึ 35oC ได ้จงึมคีวามเป็นไปไดใ้นการน า isolate เหล่าน้ีไปพฒันาเป็นหวัเชือ้ (starter culture) ต่อไป 

โดยภาพรวมแลว้ยสีต์เหล่านี้เจรญิไดด้ภีายใต้ภาวะ pH 4.5 และ 5 โดยที ่A34 เจรญิไดเ้รว็ทีสุ่ด (ยกเวน้ pH 
7) ในการเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 3 วนัภายใต ้pH 4.5 นัน้ พบว่า A34 และ A35 เมื่อมปีรมิาณเซลถงึ 7.6 log CFU/mL แลว้
จงึเริม่ลดลง ในขณะที ่A22 ยงัคงสามารถเจรญิอยู่โดยปรมิาณเซลไม่ลดลงจนครบ 7 วนั  

ในแง่ของสารระเหยใหก้ลิน่ ในการทดลองต่อๆ มาไดป้รบัมาใช ้single strength YPD แทน double strength 
YPD เนื่องจาก profile ของสารระเหยไม่แตกต่างกนัมาก เพยีงแต่ใน single strength YPD มปีรมิาณสารระเหยน้อย
กว่า จากการทดลองเลีย้งเชื้อทัง้สามใน 18-YPD broth ที ่pH และอุณหภูมต่ิางๆ พบว่าสารทีม่ปีรมิาณมากไดแ้ก่ 
ethanol, 3-methyl-1-butanol และ 2-phenylethanol โดยสารระเหยเกอืบทัง้หมดตรวจพบในปรมิาณมากที ่pH 4.5 
และ 5 ยกเวน้ pyrazine เท่านัน้ที่ตรวจจบัที ่pH สงู ส่วน 1-butanol, 3-methyl-1-butanol, 2-phenylethanol และ 
benzaldehyde พบในทุก pH และยงัพบอกีว่า เมื่ออุณหภูมใินการเลีย้งสงูขึน้ ปรมิาณของสารระเหยจะลดลงตาม 
Table 3, 4 และ 5 ส าหรบั A22, A34, A35 ตามล าดบั 
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Figure 1 Growth of A22 strain at varied pH, temperature and aeration in 18-YPD broth 
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Figure 2 Growth of A34 strain at varied pH, temperature and aeration in 18-YPD broth 
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Figure 3 Growth of A35 strain at varied pH, temperature and aeration in 18-YPD broth 
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Table 3 Volatile compounds produced by A22 strain in 18-YPD broth at varied pH and temperature under static conditions (µg/L) 

No. RI a Compounds 
25°C 

  
30°C 

  
35°C 

pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7 pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7 pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7 

  
Acids (3) 

 
  

            1 1476 Acetic acid 0.6 0.5 ND ND 
 

0.9 0.7 ND ND 
 

0.3 0.2 ND ND 
2 1585 2-Methyl-propanoic acid  1.1 1 ND ND 

 
1.2 0.9 ND ND 

 
0.9 0.7 ND ND 

3 1645 Butanoic acid  1.3 0.9 ND ND   2 1.5 ND ND   1.9 1.2 ND ND 

  
Alcohols (8) 

 
  

            4 <1100 Ethanol 459 420.8 296.3 ND 
 

414.7 405.7 286 ND 
 

345 331 272.8 ND 
5 1137 2-Methyl-1-propanol 16.4 17.6 9.2 ND 

 
14.5 17 8.6 ND 

 
7.8 11.3 1.3 ND 

6 1180 1-Butanol 123.8 133.1 47.1 44.5 
 

120.8 132.6 55.4 38.6 
 

114.5 121.3 168.8 234.5 
7 1236 3-Methyl-1-butanol 287.8 305.5 280.3 13 

 
308.6 310.7 273.9 8.9 

 
260.8 273.8 221.8 10.1 

8 1509 2-Ethyl-1-hexanol 1.5 2 1.3 ND 
 

2.6 3 2 ND 
 

2 2.6 1.5 ND 
9 1612 2,3-Butanediol  0.4 0.2 ND ND 

 
0.3 0.3 ND ND 

 
0.2 0.2 ND ND 

10 1756 Methionol 2.9 2.3 1.9 ND 
 

2.6 2.2 1.9 ND 
 

1.7 1.7 1.5 ND 
11 1991 2-Phenylethanol 102.4 81.5 40.8 8.8   99 71.9 36.1 7.6   86.8 72.9 36.7 7.4 

  
Aldehyde (1) 

 
  

            12 1562 Benzaldehyde  1.6 1.2 1 1.2   1.4 1.2 1.3 1.2   1 0.7 0.8 1 

  
Ester (1) 

 
  

            13 1857 2-Phenylethyl acetate 7.6 7.3 5.1 ND   4.8 4.7 2.8 ND   3.2 2.8 2.5 ND 

  
Ketone (1) 

 
  

            14 1328 3-Hydroxy-2-propanone 4.8 4.1 2.4 ND   4.1 3.8 2.3 ND   2.3 2.2 1 ND 

  
Pyrazines (2) 

 
  

            15 1358  2,5-Dimethyl-pyrazine  ND ND 3.4 100.3 
 

ND ND ND 9.4 
 

ND ND ND 18.2 
16 1474  2-Ethyl-3,5-dimethyl-pyrazine ND ND 1.7 5.1   ND ND ND 1.3   ND ND ND 1.9 

a RI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; ND, not detected 
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Table 4 Volatile compounds produced by A34 strain in 18-YPD broth at varied pH and temperature under static conditions (µg/L) 

No. RI a Compounds 
25°C   30°C 

 
35°C 

pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7   pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7 pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7 

  
Acids (3) 

 
  

  
 

        
  

1 1476 Acetic acid 1 0.7 ND ND 
 

0.7 0.5 ND ND 
 

1 1.1 ND ND 
2 1584.6 2-Methyl-propanoic acid  2.5 1.6 ND ND 

 
2.2 2 ND ND 

 
2.6 1.3 ND ND 

3 1645 Butanoic acid  2.9 2.1 ND ND   2.1 2.2 ND ND   1.9 1.9 ND ND 

  
Alcohols (8) 

 
  

  
 

        
  

4 <1100 Ethanol 750.5 596.7 399 ND 
 

590.5 554.3 312.8 ND 
 

577.1 531.1 302.7 ND 
5 1137 2-Methyl-1-propanol 28.7 32.5 13.5 ND 

 
28.3 30.1 13.7 ND 

 
27.9 28.8 10.9 ND 

6 1180 1-Butanol 156.4 162.8 109.4 55.6 
 

143.8 153 96 45.1 
 

134.1 120.1 67.9 34.2 
7 1236 3-Methyl-1-butanol 424.5 427 294.9 22.6 

 
409.9 421.6 259.1 22.4 

 
365.9 380.6 237 19.3 

8 1509  2-Ethyl-1-hexanol 2.1 2.3 2 ND 
 

2.6 2.9 2.2 ND 
 

2 2.6 2 ND 
9 1612 2,3-Butanediol  0.7 0.3 ND ND 

 
0.6 0.4 ND ND 

 
0.6 0.3 ND ND 

10 1756 Methionol 4.9 3.6 2.9 ND 
 

4.4 3.4 2.6 ND 
 

3.9 3.5 2.2 ND 
11 1991 2-Phenylethanol 163.1 152.9 138.6 11.2   153.1 143.6 134.7 5.7   150.8 153.6 120.4 5.1 

  
Aldehyde (1) 

 
  

          
  

12 1562 Benzaldehyde  1.6 1.9 1.5 1.1   1.5 1 0.8 1   1.5 0.7 0.9 1 

  
Ester (1) 

 
  

  
 

        
  

13 1857 2-Phenylethyl acetate 30.9 26.1 9.5 ND   9.7 9.6 6.2 ND   9.6 7.1 3.5 ND 

  
Ketone (1) 

 
  

  
 

        
  

14 1328 3-Hydroxy-2-propanone 5.1 4 2.4 ND   4.8 3.9 2.9 ND   3.6 3.4 1.2 ND 

  
Pyrazines (2) 

 
  

  
 

        
  

15 1358  2,5-Dimethyl-pyrazine  ND ND ND 23.2 
 

ND ND ND 14 
 

ND ND ND 13 
16 1474  2-Ethyl-3,5-dimethyl-pyrazine ND ND ND 3.6   ND ND ND 2   ND ND ND 1.5 

a RI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; ND, not detected 
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Table 5 Volatile compounds produced by A34 strain in 18-YPD broth at varied pH and temperature under static conditions (µg/L) 

No. RI a Compounds 
25°C 

 
30°C 

 
35°C 

pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7   pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7   pH 4.5 pH 5 pH 6.4 pH 7 

  
Acids (3)     

            1 1476 Acetic acid 0.6 0.6 ND ND 
 

0.6 0.7 ND ND 
 

0.7 0.5 ND ND 
2 1585 2-Methyl-propanoic acid  1.5 1.4 ND ND 

 
1.4 1.3 ND ND 

 
1.6 1 ND ND 

3 1645 Butanoic acid  2.4 2.5 ND ND   2.4 2.4 ND ND   2.5 2.5 ND ND 

  
Alcohols (6)     

            4 <1100 Ethanol 479.6 455.4 447.1 297.9 
 

454.3 445.6 353.3 301.7 
 

444.1 400.5 253.6 ND 
5 1137 2-Methyl-1-propanol 26.3 28.5 24.5 22.4 

 
24.6 27.8 24.2 17.5 

 
20.1 25 19.3 ND 

6 1180 1-Butanol 154.2 172.4 145.5 143.1 
 

153.2 162.5 150.7 132.4 
 

106.3 110.9 109.2 68.2 
7 1236 3-Methyl-1-butanol 366.6 415.1 347.3 251 

 
356.5 384.4 344.8 252.3 

 
302.1 328.2 229.1 42.3 

8 1756 Methionol 3.5 3.2 2.1 ND 
 

3.3 3.2 1.9 ND 
 

2.8 2.7 1.4 ND 
9 1991 2-Phenylethanol 151.5 150 135.2 124   150.7 148.1 130.3 108   135.7 129.6 121.7 14.5 

  
Aldehyde (1) 

              10 1562 Benzaldehyde  1.6 1.5 1 1.8   1.6 1.2 1.3 1.1   1.2 0.8 0.8 1 

  
Ester (1) 

              11 1857 2-Phenylethyl acetate 7.7 7.3 6.9 ND   5.3 4.6 4 ND   5.1 4.2 3.7 ND 
    Ketone (1)                             

12 1328 3-Hydroxy-2-propanone 5.2 4.5 2.2 ND   5.2 4.3 2.4 ND   3.6 3.2 1.6 ND 

  
Pyrazines (2) 

              13 1358  2,5-Dimethyl-pyrazine  ND ND ND 3 
 

ND ND ND 28.3 
 

ND ND ND 188.8 
14 1474  2-Ethyl-3,5-dimethyl-pyrazine ND ND ND 2   ND ND ND 21.2   ND ND ND 18.5 

a RI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; ND, not detected 
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ส าหรบั กระบวนการ B นัน้ ไดค้ดัแยกจากตวัอย่าง batch แรก สามารถคดัแยกเชือ้ยสีต์ที่สามารถทนเกลอื 
10% ได ้93 isolate ซึง่ 70 isolate มาจาก non-enrichment และ 23 isolate มาจาก enrichment ส่วนตวัอย่างใน 
batch ที ่2  ได ้1130 isolate ซึง่ 1017 isolate มาจาก Non-enrichment และ 123 isolate มาจาก enrichment (Table 
6) จากการคดัแยกเชือ้ทีม่ ีenzyme activity เบือ้งตน้บนวุน้อาหารเลีย้งเชือ้ พบ isolate ทีส่ามารถเจรญิบน G-medium 
และ skim milk medium แต่ไม่พบ isolate ทีม่ ีamylase activity (Table 7) 

จากการคดัแยกเบือ้งต้น พบ isolate ทีท่นเกลอืไดถ้งึ 15% และสามารถเจรญิบน G-medium ทีไ่ม่ม ีyeast 
extract ทัง้หมด 11 isolate และเมื่อน า isolate เหล่านี้ไปศกึษา glutaminase activity โดยศกึษาการสรา้ง glutamate 
จาก glutamine ซึง่วเิคราะหด์ว้ย L-glutamic acid assay kit พบว่า EKY62, EM1Y-52, และ EM2Y-61 ซึง่เป็น isolate 
ทีส่ามารถสรา้ง glutamic acid ไดเ้ป็นสายพนัธุ ์Pichia guilliermondi ทัง้ 3 isolate  

นอกจากนี้ ผูว้จิยัไดน้ ายสีต ์isolate อื่นๆ ทีค่ดัแยกได ้รวม 90 isolate ไปเลีย้งใน G-medium ทีม่เีกลอื 0.1% 
และ 0.5% yeast extract ที ่30oC เป็นเวลา 3 วนั แลว้น า culture เชือ้ทีไ่ดไ้ปศกึษา extracellular-, intrcellular-, 
membrane-bound glutaminase ในสภาวะทีไ่ม่มเีกลอื และ มเีกลอื 18% ซึง่จากการศกึษากจิกรรมของ glutaminase 
ของ isolate ที่สนใจ พบว่า 34 isolate มกีจิกรรมของ extracellular-, intracellular-, และ membrane-bound 
glutaminase ตามทีแ่สดงใน Figure 4, 5 และ 6 ตามล าดบัและยงัพบว่า EKY62, EM1Y-52, และ EM2Y-61 เป็น 
isolate ที่สามารถผลติ glutaminase และทนเกลอืได้ถึง 18% รวมทัง้มกีจิกรรม glutaminase สูง โดยเฉพาะ 
extracellular glutaminase และหากเปรยีบเทยีบในยสีตท์ัง้สาม พบว่า EM1Y-52 ใหก้จิกรรมสงูสดุ  

จากผลการทดลอง ผูว้จิยัจงึน า isolate ดงักล่าว ไดแ้ก่ EKY62, EM1Y-52, และ EM2Y-61 ไปศกึษาการสรา้ง
สารระเหยใหก้ลิน่โดยเลีย้งใน double strength YPD broth (10% NaCl) ที ่30oC ไม่มกีารเขย่า ไดผ้ลตาม Table 8 
กล่าวคอื ตรวจพบสารทัง้หมด 12 ชนิด โดยยสีต์ทัง้สามสามารถผลติ ethanol และ higher alcohol ไดแ้ก่ 1-butanol 
และ 3-methyl-1-butanol รวมทัง้ phenolic compound ไดแ้ก่ benzeneethanol ได ้โดย EM1Y-52 สามารถผลติสาร
ระเหยไดด้ทีีส่ดุ 

จากผลการทดลองขา้งต้น ผูว้จิยัจงึน า EM1Y-52 ไปศกึษาการเจรญิใน 18-YPD broth ภายใต้สภาวะต่างๆ 
เพื่อจ าลองสภาวะในการหมกัโมโรมขิองซอีิว๊ พบว่าสภาวะทีย่สีต์เหล่านี้เจรญิไดด้ทีีสุ่ดคอื pH 4.5, 30oC และมกีารให้
อากาศโดยการเขย่า ตาม growth curve ทีแ่สดงใน Figure 7 อย่างไรกต็าม ภายใต้ pH นี้ ซึง่ใกลเ้คยีงกบั pH ของโม
โรม ิยสีต์เหล่านี้สามารถเจรญิหรอืมกีจิกรรมอยู่ไดใ้นสภาวะทีไ่ม่มกีารเขย่าภายใต้อุณหภูมทิัว่ไปคอื 30 ถงึ 35oC ได ้
จงึมคีวามเป็นไปไดใ้นการน าไปพฒันาเป็นหวัเชือ้ต่อไป อย่างไรกต็าม EM1Y-52 จะผลติสารระเหยที ่pH 4.5 และ 5 
ตามแสดงใน Table 9 และ 10 ตามล าดบั โดยผลติไดด้ทีี ่pH 4.5 แต่จะผลติสารระเหยในปรมิาณต ่าภายใต้ภาวะ pH 
6.7 และ 8 (Table 11, 12) 
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Table 6 Yeast isolates screened from koji, 1-month, 2-month, and 3-month moromi samples 

Batch  I II 

Condition 
Non 

Enrichment 

Total 

Enrichment 

Total 

Non-enrichment 

Total 

Enrichment Shaking condition Static condition 

%NaCl 

0 10 10 15 18 20 10 15 18 20 0 10 15 18 20 in YPD 

Koji 9 6 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Moromi1 34 10 44 34 58 18 0 51 46 3 0 210 16 2 6 10 0 34 

Moromi2 27 7 34 79 27 16 0 90 58 42 4 316 20 5 3 2 0 30 

Moromi3 0 0 0 84 124 31 25 113 95 5 4 481 4 36 16 3 0 59 

Total 70 23 93 207 209 65 25 254 199 50 8 1017 40 43 25 15 0 123 

 
 
 
Table 7 Primary screening for glutaminase and protease activities of halotolerance yeasts obtained from koji 
and moromi sample (Batch 1) 

  
  Koji Moromi1 Moromi2 Moromi3 

Medium / %NaCl  0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15 

No
n-

en
ric

m
en

t i
so

lat
es

 

G-medium 9 9 9 9 34 34 25 1 27 27 23 2 0 0 0 0 

G-medium (No YE) 9 9 9 9 33 33 25 1 26 26 23 1 0 0 0 0 

Skimmilk medium 0 0 0 0 34 34 34 1 26 26 23 0 0 0 0 0 

Skimmilk+5%NaCl medium 0 0 0 0 32 32 32 1 24 24 20 0 0 0 0 0 

Skimmilk+10%NaCl medium 0 0 0 0 1 1 1 0 3 3 3 0 0 0 0 0 

Soluble starch medium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G-medium & G-medium (No YE) 
0 0 0 0 1 1 1 0 3 3 3 0 0 0 0 0 

& Skimmilk+10%NaCl medium 

En
ric

hm
en

t i
so

lat
es

 

G-medium 6 6 6 6 9 9 9 5 7 7 7 1 0 0 0 0 

G-medium (No YE) 6 6 6 6 9 9 9 5 7 7 7 1 0 0 0 0 

Skimmilk medium 0 0 0 0 7 7 7 2 6 6 6 0 0 0 0 0 

Skimmilk+5%NaCl medium 0 0 0 0 7 7 7 2 6 6 6 0 0 0 0 0 

Skimmilk+10%NaCl medium 0 0 0 0 1 1 1 1 6 6 6 0 0 0 0 0 

Soluble starch medium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G-medium & G-medium (No YE) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

& Skimmilk+10%NaCl medium 
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Figure 4 Extracellular glutaminase activity of some selected yeast isolates cultivated in G-medium (30oC for 3 

days with 180-rpm)  

 

 

Figure 5 Intracellular glutaminase activity of some selected yeast isolates cultivated in G-medium (30oC for 3 

days with 180-rpm) 
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Figure 6 Membrane-bound glutaminase activity of some selected yeast isolates cultivated in G-medium (30oC 

for 3 days with 180-rpm) 

 
Table 8 Volatile compounds produced by EKY62, EM1Y-52, and EM2Y-61 when cultured in double strength 
10-YPD broth under non-shaking conditions 

No Compounds 
Peak area ratio subtracted with control 

EKY62 EM1Y52 EM2Y61 

1 Ethanol 5.28 11.77 2.89 

2 1-Butanol 30.31 38.99 21.96 

3 3-Methy-1-butanol 2.06 3.95 1.28 

4 2,5-Dimethy-pyrazine 0.12 0.12 0.05 

5 1-Hexanol 0.07 0.03 0.04 

6 2,5-Dimethly,3-ethyl, pyrazine 0.04 ND 0.04 

7 2-Ethyl,1hexanol 0.2 0.162 0.11 

8 Benzaldehyde 0.05 ND ND 

9 2-Fluranmethanol 0.06 0.04 0.06 

10 Butanoic acid 0.08 0.06 0.03 

11 Benzeneethanol 0.07 0.15 0.07 

12 Phenol 0.04 ND 0.04 

ND, not detected 
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Figure 7 Log CFU/ml of EM1Y52 cultured in varied pHs and temperatures under shaking and static 
conditions 
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Table 9 Volatile compounds produced by EM1Y52 in 18-YPD broth, pH 4.5 at varied temperature under 

shaking and static conditions (µg/L) 

No.   Compounds pH4.5 
  

 

shaking condition static condition 
Acids (3) Control 250C 300C 350C 250C 300C 350C 

1 
 

Acetic acid ND ND 0.8 0.3 ND ND ND 
2 

 
Butanoic acid 3.3 4.4 28.7 2.7 3.7 ND 0.4 

3 
 

2-Metyl propanoic acid 3.5 1.1 3.1 1.5 2 ND 0.7 
Alcohols (7) 

       
4 

 
Ethanol ND ND ND ND ND ND ND 

5 
 

2-Methyl-1-propanol ND ND ND ND ND ND ND 
6 

 
1-Butanol 491.9 101 2.8 101 1132 152 141 

7 
 

3-Methyl-1-butanol ND 1.1 ND ND 65.6 12.3 ND 
8 

 
1-Hexanol ND ND ND ND 2.7 ND ND 

9 
 

2-Ethyl-1-hexanol ND ND ND ND 6.4 ND ND 
10 

 
2-Furanmethanol 2.8 3.2 ND ND 3.2 0.8 1.5 

11 
 

2-Phenylethanol ND ND 4.1 0.6 4.2 0.4 ND 
Aldehydes (2) 

       
12 

 
Benzaldehyde 16.3 0.4 0.5 0.6 2.8 0.8 4.6 

13 
 

2-Furancarboxaldehyde 6.3 ND ND ND ND ND 1.5 
Phenols (2) 

       
14 

 
4-Ethyl, 2-methoxy phenol ND ND 0.7 ND ND ND ND 

15 
 

4-Ethyl phenol ND ND 0.5 ND ND ND ND 
Sulfur-containing compound (1) 

       
16 

 
Methionol ND ND 0.5 ND ND ND ND 

17 
 

Methional 1.7 ND ND ND ND ND 0.6 
Pyrazines (2) 

       
18 

 
2,5-Dimethyl-pyrazine ND ND ND ND ND ND ND 

19   
2-Ethyl-3,5-dimethyl-
pyrazine 

ND ND ND ND ND ND ND 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

ND, not detected 
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Table 10 Volatile compounds produced by EM1Y52 in 18-YPD broth, pH 5 at varied temperature under 

shaking and static conditions (µg/L) 

No.   Compounds pH5.0 
    shaking condition static condition 
Acids (3) Control 250C 300C 350C 250C 300C 350C 

1 
 

Acetic acid ND ND ND ND ND ND ND 
2 

 
Butanoic acid 1.2 0.9 3.8 ND ND ND ND 

3 
 

2-Metyl propanoic acid 1.9 0.3 0.9 ND ND ND ND 
Alcohols (8) 

       
4 

 
Ethanol ND ND ND ND ND ND ND 

5 
 

2-Methyl-1-propanol ND ND ND ND ND ND ND 
6 

 
1-Butanol 403.2 52.5 71.9 ND 262 152 ND 

7 
 

3-Methyl-1-butanol ND ND ND ND 20.1 12.3 ND 
8 

 
1-Hexanol ND ND ND ND 0.7 ND ND 

9 
 

2-Ethyl-1-hexanol 1.4 ND ND ND ND ND ND 
10 

 
2-Furanmethanol ND 0.5 3.5 ND 0.7 0.8 ND 

11 
 

2-Phenylethanol ND 0.4 4.8 ND 0.9 0.4 ND 
Aldehydes (3) 

       
12 

 
Benzaldehyde 8.6 0.3 0.6 ND 1.3 0.8 ND 

13 
 

2-Furancarboxaldehyde 4 ND ND ND ND ND ND 
14 

 
Benzeenacetaldehyde 1.1 ND ND ND ND ND ND 

Phenols (2) 
       

15 
 

4-Ethyl, 2-methoxy phenol ND ND ND ND ND ND ND 
16 

 
4-Ethyl phenol ND ND 0.4 ND ND ND ND 

Sulfur-containing compound (1) 
       

17 
 

Methionol ND ND 0.6 ND ND ND ND 
18 

 
Methional ND ND ND ND ND ND ND 

Pyrazines (2) 
       

19 
 

2,5-Dimethyl-pyrazine ND ND ND ND ND ND ND 

20   
2-Ethyl-3,5-dimethyl-
pyrazine 

ND ND ND ND ND ND ND 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

ND, not detected 
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Table 11 Volatile compounds produced by EM1Y52 in 18-YPD broth, pH 6.4 at varied temperature under 

shaking and static conditions (µg/L) 

No.   Compounds pH6.4 
    shaking condition static condition 
Acids (3) Control 250C 300C 350C 250C 300C 350C 

1 
 

Acetic acid ND ND ND ND ND ND ND 
2 

 
Butanoic acid ND ND ND ND ND ND ND 

3 
 

2-metyl propanoic acid ND ND ND ND ND ND ND 
Alcohols (8) 

       
4 

 
Ethanol ND ND ND ND ND ND ND 

5 
 

2-Methyl-1-propanol ND ND ND ND ND ND ND 
6 

 
1-Butanol 404.5 136 74.9 226 360 125 126 

7 
 

3-Methyl-1-butanol ND ND ND ND ND ND ND 
8 

 
1-Hexanol ND ND ND ND ND ND ND 

9 
 

2-Ethyl-1-hexanol ND ND ND ND ND ND ND 
10 

 
2-Furanmethanol 2.7 0.9 0.9 3.9 ND 2.6 ND 

11 
 

2-Phenylethanol ND ND ND ND ND ND ND 
Aldehydes (3) 

       
12 

 
Benzaldehyde 4.3 1.2 1.3 2.5 1.6 0.4 3.3 

13 
 

2-furancarboxaldehyde ND ND ND ND ND ND ND 
14 

 
Benzeenacetaldehyde ND ND ND ND ND ND ND 

Phenols (2) 
       

15 
 

4-ethyl, 2-methoxy phenol ND ND ND ND ND ND ND 
16 

 
4-ethyl phenol ND ND ND ND ND ND ND 

Sulfur-containing compound (1) 
       

17 
 

Methionol ND ND ND ND ND ND ND 
18 

 
Methional ND ND ND ND ND ND ND 

Pyrazines (2) 
       

19 
 

2,5-Dimethyl-pyrazine 47.3 29.7 0.4 2.1 25.8 0.7 15.9 

20   
2-Ethyl-3,5-dimethyl-
pyrazine 

1.6 ND ND ND ND ND ND 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

ND, not detected 
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Table 12 Volatile compounds produced by EM1Y52 in 18-YPD broth, pH 7 at varied temperature under 

shaking and static conditions (µg/L) 

No.   Compounds pH7.0 
    shaking condition static condition 
Acids (3) Control 250C 300C 350C 250C 300C 350C 

1 
 

Acetic acid ND ND ND ND ND ND ND 
2 

 
Butanoic acid ND ND ND ND ND ND ND 

3 
 

2-Metyl propanoic acid ND ND ND ND ND ND ND 
Alcohols (8) 

       
4 

 
Ethanol ND ND ND ND ND ND ND 

5 
 

2-Methyl-1-propanol ND ND ND ND ND ND ND 
6 

 
1-Butanol 347.4 136 79 193 306 136 96.4 

7 
 

3-Methyl-1-butanol ND ND ND ND ND ND ND 
8 

 
1-Hexanol ND ND ND ND ND ND ND 

9 
 

2-Ethyl-1-hexanol ND ND ND ND ND ND ND 
10 

 
2-Furanmethanol 0.5 3.6 0.6 5.1 1 ND ND 

11 
 

2-Phenylethanol 0.9 0.8 0.2 
 

0.4 ND ND 
Aldehydes (3) 

       
12 

 
Benzaldehyde 4.6 4.4 1 3.2 1.7 0.7 2 

13 
 

2-Furancarboxaldehyde ND ND ND ND ND ND ND 
14 

 
Benzeenacetaldehyde ND ND ND ND ND ND ND 

Phenols (2) 
       

15 
 

4-Ethyl, 2-methoxy phenol ND ND ND ND ND ND ND 
16 

 
4-Ethyl phenol ND ND ND ND ND ND ND 

Sulfur-containing compound (1) 
       

17 
 

Methionol ND ND ND ND ND ND ND 
18 

 
Methional ND ND ND ND ND ND ND 

Pyrazines (2) 
       

19 
 

2,5-Dimethyl-pyrazine 21.7 4.8 31.3 71.7 1 11.8 0.8 

20   
2-Ethyl-3,5-dimethyl-
pyrazine 

ND ND 1 ND ND 0.4 ND 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

ND, not detected 
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การคดัแยกเช้ือแบคทีเรีย 
 พบเชือ้แบคทเีรยีในโมโรมิ ประมาณ 104 ถงึ 106 CFU เมื่อศกึษาดว้ย BHI agar หรอื BHI agar และเมื่อ

พจิารณาจากรูปร่าง การยอ้มตดิสแีกรม และ Catalase activity แลว้น่าจะเป็นแบคทเีรยีในกลุ่ม Tetragenococcus, 
Micrococcus, Staphylococcus และ Bacillus ซึง่ Table 5, 6, 7 และ 8 ไดแ้สดงขอ้มูลของ isolate ทีม่ ีenzyme 
activity ต่างๆ โดยการคดัแยกเบือ้งตน้ 

เน่ืองจากไม่สามารถคดัแยกเชือ้แบคทเีรยีทีม่คีุณสมบตัทิีด่กีว่า strain เดมิทีม่อียู่แลว้ใน Collection ของกลุ่ม
วจิยั ดงันัน้ผูว้จิยัจงึตดัสนิใจใช ้strain เดมิทีม่อียู่ซึง่คดัแยกมาจากโมโรมใินกระบวนการหมกัซอีิว๊ของไทยเช่นกนั คอื 
Tetragenococcus halophilus TS71  

 
 

Table 5  Number of bacteria isolated from koji sample using BHI and MRS mediums 

Media shape catalase 
No. 

isolates 
0% 

NaCl 
10% 
NaCl 

15% 
NaCl 

18% 
NaCl 

20% 
NaCl 

G 
G 

(NoYE) 
SK SS 

Good 
strains 

KBHI rod + 55 55 55 31 12 8 32 11 41 31 2 

K10-BHI rod + 56 56 56 32 13 10 34 13 42 33 4 

K15-BHI rod + 42 42 42 42 35 21 21 21 36 37 21 

K18-BHI rod + 13 13 13 13 13 10 7 5 5 8 5 

  cocci + 10 10 10 10 10 8 10 4 14 10 4 

K20-BHI rod + 11 11 11 11 11 11 8 6 8 10 6 

  cocci + 9 9 9 9 9 9 7 6 8 7 6 

KMRS rod + 39 39 39 33 11 6 15 4 29 27 2 

  cocci + 16 16 16 11 8 3 10 3 10 11 0 

K10-MRS rod - 30 30 30 30 16 14 15 4 13 13 3 

  cocci + 12 12 12 11 8 2 4 3 12 11 2 

K15-MRS rod + 18 18 18 18 13 13 15 4 13 13 3 

  cocci + 11 11 11 11 11 8 4 0 8 9 0 

  cocci - 13 13 13 13 13 13 1 1 0 1 0 

K18-MRS rod + 12 12 12 12 12 10 8 0 4 9 0 

  cocci - 7 7 7 7 7 2 2 1 5 5 1 

K20-MRS cocci - 8 8 8 8 8 8 3 1 3 4 1 

* Number of isolates found on that medium; +: positive; -: negative; G: G-medium; G (NoYE): G-medium 
without yeast extract; SK: skim milk medium; SS: soluble starch medium; Good strains: bacteria that tolerate 
20% NaCl and produce both glutaminase and protease enzymes. 
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Table 6  Number of bacteria isolated from 1-month moromi sample using BHI and MRS mediums 

Media shape catalase 
No. 

isolates 
%NaCl 

G 
G 

(NoYE) 
SK SS 

Good 
strains 

0 10 15 18 20 

1MBHI cocci + 12 12* 12 10 8 2 12 10 8 8 2 

1M10-BHI rod + 36 36 36 34 14 4 8 3 31 33 2 

1M10-
BHI(an) 

cocci + 20 20 20 20 12 1 3 0 18 17 0 

1M15-BHI cocci + 24 24 24 24 22 18 20 18 21 22 17 

1M15-
BHI(an) 

cocci + 72 72 72 72 54 48 12 4 3 10 3 

1M18-BHI rod + 14 14 14 14 14 11 13 12 14 13 12 

  cocci + 13 13 13 13 13 9 10 6 6 11 6 

  cocci - 33 33 33 33 33 22 15 5 4 21 4 

1M18-
BHI(an) 

cocci - 60 60 60 60 60 56 18 15 16 31 15 

1M20-BHI cocci - 60 60 60 60 60 60 5 4 5 5 4 

1MMRS rod + 121 121 109 54 13 11 102 54 100 108 5 

1MMRS(an) rod + 42 42 37 28 12 4 29 25 19 21 2 

1M10-MRS rod - 37 37 37 33 21 9 22 8 37 31 8 

  cocci + 29 29 29 16 5 4 27 17 22 25 4 

1M10-
MRS(an) 

cocci + 37 37 37 11 10 2 33 12 34 34 1 

  cocci - 11 11 11 5 4 2 10 3 9 8 2 

1M15-MRS rod + 52 52 52 52 44 32 21 6 11 17 5 

  cocci + 22 22 22 22 19 11 4 3 5 5 2 

  cocci - 17 17 17 17 11 10 6 1 3 2 1 

1M15-
MRS(an) 

cocci + 24 24 24 24 20 14 3 0 1 2 0 

1M18-MRS cocci - 20 20 20 20 20 18 11 3 2 5 2 

1M18-
MRS(an) 

cocci - 35 35 35 35 35 29 9 0 0 2 0 

1M20-MRS cocci - 44 44 44 44 44 44 7 2 1 3 1 

1M20-
MRS(an) 

cocci - 5 5 5 5 5 5 1 0 0 2 0 

* Number of isolates found on that medium; +: positive; -: negative; G: G-medium; G (NoYE): G-medium 
without yeast extract; SK: skim milk medium; SS: soluble starch medium; Good strains: bacteria that tolerate 
20% NaCl and produce both glutaminase and protease enzymes. 
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Table 7  Number of bacteria isolated from 2-month moromi sample using BHI and MRS mediums 

Media shape 
catalas

e 

No. 
isolate

s 

%NaCl 
G 

G 
(NoYE

) 
SK SS 

Good 
strain

s 0 10 15 18 20 

2MBHI rod + 42 42* 35 12 5 5 15 9 37 22 5 

2M10-BHI rod + 44 44 44 40 21 5 14 6 31 36 5 

  cocci + 16 16 16 8 3 1 14 3 11 16 1 

2M15-BHI cocci + 59 59 59 59 31 11 11 8 50 51 8 

  cocci - 9 9 9 9 8 3 5 4 6 6 3 

2M18-BHI rod + 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

  rod - 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

  cocci + 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

  cocci - 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

2M20-BHI cocci - 28 28 28 28 28 28 4 1 3 5 1 

2M20-
BHI(an) 

cocci - 32 32 32 32 32 32 4 3 3 5 3 

2MMRS rod + 56 56 47 36 33 21 37 4 39 42 3 

2M10-MRS rod + 13 13 13 11 5 3 13 11 12 13 3 

  rod - 19 19 19 15 11 11 1 0 1 8 0 

  cocci + 31 31 31 31 30 30 9 8 8 11 8 

  cocci - 7 7 7 7 7 7 4 2 2 5 2 

2M15-MRS rod - 3 3 3 3 3 1 0 0 0 1 0 

  cocci + 17 17 17 17 14 8 4 3 6 6 3 

  cocci - 6 6 6 6 5 5 2 1 1 4 1 

2M18-MRS rod - 24 24 24 24 24 21 4 0 0 3 0 

  cocci - 6 6 6 6 6 3 4 3 2 2 2 

2M20-MRS cocci - 65 65 65 65 65 65 0 0 0 1 0 

2M20-
MRS(an) 

cocci - 16 16 16 16 16 16 0 0 0 0 0 

* Number of isolates found on that medium; +: positive; -: negative; G: G-medium; G (NoYE): G-medium 
without yeast extract; SK: skim milk medium; SS: soluble starch medium; Good strains: bacteria that tolerate 
20% NaCl and produce both glutaminase and protease enzymes. 
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Table 8  Number of bacteria isolated from 3-month moromi sample using BHI and MRS mediums 

Media shape 
catalas

e 

No. 
isolate

s 

%NaCl 
G 

G 
(NoYE

) 
SK SS 

Good 
strain

s 0 10 15 18 20 

3MBHI rod + 20 20* 20 18 6 3 15 11 19 17 3 

3MBHI(an) cocci + 16 16 16 11 5 4 12 9 15 15 4 

3M10-BHI rod + 7 7 7 7 5 5 7 4 4 6 4 

  cocci + 28 28 28 22 14 9 13 5 22 17 5 

3M15-BHI cocci + 48 48 48 48 44 31 11 6 44 40 5 

  cocci - 12 12 12 12 8 2 4 2 8 9 1 

3M18-BHI rod + 29 29 29 29 29 21 11 3 22 25 3 

  rod - 2 2 2 2 2 1 0 0 1 0 0 

  cocci + 10 10 10 10 10 8 3 1 5 1 1 

  cocci - 5 5 5 5 5 3 1 0 3 2 0 

3M20-BHI cocci - 64 64 64 64 64 64 11 3 4 5 3 

3MMRS rod + 62 62 62 62 62 62 1 0 4 2 0 

3M10-MRS rod + 16 16 16 3 0 0 1 1 4 3 0 

  rod - 14 14 14 14 11 7 2 0 0 4 0 

  cocci + 14 14 14 9 9 7 3 0 3 1 0 

  cocci - 6 6 6 6 5 2 1 0 0 5 0 

3M15-MRS rod - 6 6 6 6 4 1 2 0 0 3 0 

  cocci + 20 20 20 20 13 7 3 0 0 2 0 

  cocci - 5 5 5 5 2 1 0 0 1 3 0 

3M18-MRS rod - 25 25 25 25 25 23 0 0 1 3 0 

  cocci - 7 7 7 7 7 2 0 0 1 0 0 

3M20-MRS cocci - 47 47 47 47 47 47 2 0 0 14 0 

 * Number of isolates found on that medium; +: positive; -: negative; G: G-medium; G (NoYE): G-medium 
without yeast extract; SK: skim milk medium; SS: soluble starch medium; Good strains: bacteria that tolerate 
20% NaCl and produce both glutaminase and protease enzymes. 
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การศึกษาการผลิตสารให้กล่ินรสของเช้ือท่ีสนใจในระบบจ าลองการหมกัโมโรมิ 
 ผูว้จิยัไดท้ดลองศกึษาการเจรญิและการผลติสารระเหยของเชือ้ทีส่นใจพฒันาเป็นตน้เชือ้ตน้แบบในน ้าโมโรมิ
ซอีิว๊ อายุ 1, 2 และ 3 เดอืน (M1, M2, M3) โดยไม่มกีารท าใหป้ลอดเชือ้ก่อนลงต้นเชือ้ ทัง้นี้เพื่อเลยีนแบบระบบของ
การหมกัโมโรมซิึ่งม ีmicroflora ต่างๆ และมสีารต่างๆ ทีเ่ป็น precursor ตามธรรมชาตทิี่เกี่ยวขอ้งกบัการผลติสาร
ระเหยใหก้ลิน่รสต่างๆ อยู่แลว้ โดยตดิตามการเปลีย่นแปลงเป็นเวลา 7 วนั มชีุดทดลองดงันี้ 

 Single culture ของ Z. rouxii A22 
 Single culture ของ Z. rouxii A34 
 Single culture ของ Z. rouxii A35 
 Single culture ของ P. guilliermondii EM1Y-52 

 
 จากการทดลองพบว่า ปรมิาณ CFU ของชุดทดลองทีม่กีารเตมิกลา้เชือ้ลงไปจะสงูกว่าชุดควบคุม คอื ชุดที่
ไม่ไดเ้ตมิต้นเชือ้ อย่างมนีัยส าคญั (p<0.05) โดยชุดทดลองม ีCFU สงูกว่า 1-4 log และพบว่าจ านวน yeast ในชุด
ทดลองทีม่กีารเตมิต้นเชือ้ลงไปไม่เปลีย่นแปลงมากในระยะเวลา 7 วนั บ่มไวท้ี ่30oC โดยชุดทดลองทัง้ 4 มแีนวโน้ม
เหมอืนกนั (Figure 8, 9, 10, 11) ส าหรบัปรมิาณ aerobic และ anaerobic LAB นัน้พบว่ามปีรมิาณ 5-6 CFU/ml 
เท่ากนัทุกตวัอย่าง (Figure 12, 13, 14, 15) และ จากการวเิคราะหป์รมิาณกลูโคสในชุดการทดลองทีม่กีารเตมิต้นเชือ้
ลงไป มปีรมิาณ 120-170 mM ในช่วงแรก และเมื่อเวลาผ่านไป 7 วนั มกีลูโคสเหลอืในปรมิาณน้อย (0-10 mM) 
(Figure 16, 17, 18, 19) ซึง่ปรมิาณกลูโคสในช่วงวนัสุดทา้ยของการทดลองทีต่ ่ามากอาจส่งผลใหเ้ชือ้เจรญิไดไ้ม่ดี
เท่าทีค่วร  
  
  

 

Figure 8 The number of yeast cells of A34 inoculated in moromi media 1M, 2M, 3M comparing to 

uninoculated control; and 18-YPD media.  
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Figure 9 The number of yeast cells of A35 inoculated in moromi media 1M, 2M, 3M comparing to 

uninoculated control; and 18-YPD media. 

 

 

Figure 10 The number of yeast cells of A22 inoculated in moromi media 1M, 2M, 3M comparing to 

uninoculated control; and 18-YPD media.  
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Figure 11 The number of yeast cells of EM1Y-52 inoculated in moromi media 1M, 2M, 3M comparing 

to uninoculated control; and 18-YPD media. 
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(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

Figure 12 The number of aerobic (a) and anaerobic (b) LAB of A34 inoculated in moromi media 1M, 

2M, 3M comparing to uninoculated control  
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(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

Figure 13 The number of aerobic (a) and anaerobic (b) LAB of A35 inoculated in moromi media 1M, 

2M, 3M comparing to uninoculated control   
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(a) 

 

 

 

 (b) 

 

 

 

Figure 14 The number of aerobic (a) and anaerobic (b) LAB of A22 inoculated in moromi media 1M, 

2M, 3M comparing to uninoculated control 
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(a) 

 

 

(b) 

 

Figure 15 The number of aerobic (a) and anaerobic (b) LAB of EM1Y-52 inoculated in moromi media 

1M, 2M, 3M comparing to uninoculated control 
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Figure 16 Glucose in A34 inoculated moromi media 1M, 2M, 3M comparing to uninoculated control  

 

 

Figure 17 Glucose in A35 inoculated moromi media 1M, 2M, 3M comparing to uninoculated control  
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Figure 18 Glucose in A22 inoculated moromi media 1M, 2M, 3M comparing to uninoculated control  

 

Figure 19 Glucose in EM1Y-52 inoculated moromi media 1M, 2M, 3M comparing to uninoculated 

control  
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 หลงัจากบ่มชุดทดลองและชุดควบคุมเป็นเวลา 7 วนั ไดน้ าไปวเิคราะหส์ารระเหยใหก้ลิน่ 26 ตวัทีเ่ป็นสารที่
สนใจ (Table 9, 10, 11) เนื่องจากเป็นสารส าคญัในซอีิว๊ไทยและมกีารรายงานว่าพบในซอีิว๊ญี่ปุ่นและจนี (Beuchat, 
2001; van der Sluis et al., 2001) โดยเปรยีบเทยีบระหว่าง 18-YPD broth (Table 12) พบว่า ในชุดเปรยีบเทยีบที่
เลีย้งเชือ้ใน 18-YPD broth ผลติเพยีง แอลกอฮอล ์เช่น ethanol, 1-butanol, 2-phenylethanol, กรด, เอสเตอร ์(2-
phenylethylacetate) และ คโีตน (2-hydroxy-2-butanone) เนื่องจากใน 18-YPD broth ม ีprecursor ในการผลติสาร
ระเหยจ ากดั คาดว่าปจัจยัทีเ่ป็นตวัจ ากดัการเจรญิของเชือ้และการหมกั ไดแ้ก่ กลโูคส และ กรดอะมโิน 
 ในกรณีของ A35 เมื่อเปรยีบเทยีบเชือ้ทีเ่ลีย้งในน ้าโมโรมอิายุ 1 เดอืน (Table 9) พบว่าสามารถผลติเอทา
นอลไดด้ทีีส่ดุ โดยสงูกว่าชุดควบคุมถงึ 3.5 เท่า แอลกอฮอลต์วัอื่นกเ็ช่นเดยีวกนั เช่น 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-
1-butanol, phenylethanol ทีเ่พิม่ขึน้ 10 ถงึ 29 เท่า ในขณะที ่A34 ทีเ่ลีย้งในน ้าโมโรมมิคีวามหลากหลายของชนิด
แอลกอฮอลม์ากทีสุ่ด มแีอลดไีฮดม์ากสุด และ มีเอสเตอร ์ไดแ้ก่ ethylacetate มาก ส่วน A22 นัน้ ให ้HEMF ซงึเป็น
สารกลุ่ม hydroxy furanone มากทีสุ่ด ซึ่งสารนี้เป็นสารหลกัทีใ่ห้กลิน่คาราเมล กลิน่หอมหวาน ในซอีิ๊วญี่ปุ่น ส่วน 
maltol ซงึกเ็ป็นสารทีใ่หก้ลิน่คาราเมล กลิน่หอมหวาน เช่นกนันัน้ ทัง้ A22 และ A35 ผลติไดด้ ีนอกจากนี้ ยสีต์ทัง้สาม
ยงัผลติ เอสตอร ์เช่น ethylacetate ไดด้ ีโดยเฉพาะ A34 และ A22 มคีวามหลากหลายในการผลติสารกลุ่มนี้  
 ในน ้าโมโรมอิายุ 2 เดอืน (Table 10) การผลติเอทานอลใน A34 และ A22 จะเหน็ชดัขึน้ และ A35 กผ็ลติ 
HEMF และ maltol ไดด้ขี ึน้  
 ในน ้าโมโรม ิ3 เดอืน (Table 11) ความหลากหลายของแอลกอฮอลท์ีย่สีต์ผลติไดม้มีากขึน้ รวมทัง้การผลติ 
HEMF กเ็หน็ชดัเจน และใน A22 มสีาร HDMF อกีดว้ย 
 โดยสรุป A22 จะให ้เอทานอล, HEMF, HDMF, ethylacetate, benzaldehyde, และ phenylacetaldehyde 
สงู ในขณะที ่A34 ให้ปรมิาณของ higer alcohol และ เอสเตอร์ สูง ส่วน A35 จะให้ เอทานอล, 1-butanol, 2-
furanethanol, acetic acid, 3-methyl-butanoic acid และ maltol สงู 
 สว่นในการทดลองตน้เชือ้ P. guilliermondii นัน้ พบว่า EM1Y-52 สามารถผลติสารประกอบฟีนอลทีล่ะเหย
ได ้เช่น 2-methoxy-phenol, 4-ethyl-2-methoxy-phenol, และ 4-ethyl-2-phenol ได ้แต่ไม่ผลติสาร HEMF (Table 13) 
ในขณะที ่Z. rouxii ซึง่ผลติ HEMF จะไม่ผลติสารประกอบฟีนอลทีร่ะเหยได ้
 
 จากผลการทดลองขา้งตน้คณะผูว้จิยัจงึเลอืกยสีต์ A22 ซึง่ใหแ้อลกอฮอล,์ HEMF, HDMF รวมทัง้ เอสเตอร์
และแอลดไีฮดส์งู มาใชร้่วมกบั EM1Y-52 ทีม่กีจิกรรมของ glutaminase สงู และ ผลติสารประกอบฟีนอลทีร่ะเหยได้ที่
ส าคญัในซอีิว๊มาทดลองท า mixed culture ร่วมกบั LAB ทีม่อียู่ คอื T. halophilus TS71 ดงันี้  

 Mixed culture ของ Z. rouxii A22 และ P. guilliermondii EM1Y-52 
 Mixed culture ของ Z. rouxii A22 และ T. halophilus TS71 

 
 จากการทดลองพบว่า ปรมิาณ CFU ของชุดทดลอง co-culture มปีรมิาณ CFU สงูกว่า 2-5 log เมื่อเทยีบ
กบัชุดควบคุม และพบว่าจ านวนยีสต์ในชุดทดลองที่มีการเติมต้นเชื้อลงไปไม่เปลี่ยนแปลงมากในระยะเวลา 7 วนั 
(Figure 20) ส าหรบัปรมิาณ aerobic LAB (Figure 21) และ anaerobic LAB (Figure 22) นัน้พบว่ามปีรมิาณในช่วง 5-
6 CFU/ml เท่ากนัในทุกตวัอย่าง โดยในชุดการทดลองทีม่กีารเตมิ LAB ลงไปจะมปีรมิาณ CFU สงูกว่า 1-2 log เมื่อถงึ
วนัที ่7 ปรมิาณเชือ้ LAB ของแต่ละชุดทดลองจะแตกต่างกนัเพยีงเลก็น้อย นอกจากนัน้ จากการวดัปรมิาณกลูโคสที่
เหลอืเมื่อบ่มไว ้7 วนั พบว่าชุดทดลองทีเ่ป็น co-culture จะมกีารใช้กลูโคสมากกว่าชุดควบคุม หรอืชุดทีเ่ป็น single 
culture (Figure 23) อาจกล่าวไดว้่า ปรมิาณกลโูคสใน moromi medium ไม่เพยีงพอในการเจรญิของเชือ้ทีม่อียู่ดัง่เดมิ
ในน ้าโมโรมแิละเชือ้ทีเ่ตมิลงไปจงึท าให ้co-culture เจรญิไดอ้ย่างจ ากดัใน moromi medium  
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Table 9 Concentration (µg/L) of volatile compounds produced by A34, A22 and A35 single cultures in 1-month moromi medium  

No. RI a Compounds 

1M moromi 

Before  After incubation Before  After incubation Before  After incubation 

Incub. Cont. A34 Incr. Incub. Cont. A22 Incr. Incub. Cont. A35 Incr. 

  
Acids (4) 

            
1 1476 Acetic acid  2.9 4.3 2.5 -0.4 5.6 7.1 6.9 0 118.6 57.8 28.5 -0.5 

2 1585 2-Methyl-propanoic acid  ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

8.3 5.2 2.8 -0.5 

3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND ND   ND ND ND   ND ND 22.5   

  
Alcohols (8) 

            
5 <1100 Ethanol 144.1 440.1 911.6 1.1 107.1 889.9 1,499.70 0.7 195.2 142.6 637.9 3.5 

6 1137 2-Methyl-1-propanol ND 21 51 1.4 ND 24 28.5 0.2 ND ND 36.4 
 

7 1180 1-Butanol ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

8 1236 3-Methyl-1-butanol  47.3 320.1 536.1 0.7 14.3 448.4 450.7 0 23.9 44.6 636.3 13.3 

9 1464 1-Octen-3-ol 3.4 4.6 2.3 -0.5 4.3 6.5 2.1 -0.7 5.4 4.7 2.4 -0.5 

10 1612 2,3-Butanediol 1.7 1.4 1.8 0.3 ND 0.5 1.8 2.5 2.9 1.4 8.7 5.2 

11 1756 Methionol ND 2.5 3.3 0.3 ND 3.7 3.8 0 ND ND 5.2 
 

12 1991 2-Phenylethanol 1.1 30.9 97.5 2.2 1.2 82.8 117.5 0.4 2.5 4.2 125 29 

  
Aldehydes (2) 

            
13 1562 Benzaldehyde   1.6 2.2 2.5 0.1 1.9 3 4.5 0.5 ND ND ND 

 
14 1670 Phenylacetaldehyde ND 2 2.3 0.2 ND ND 1.6   ND ND ND   

  
Esters (5) 

            
15 <1100 Ethyl acetate ND ND 29.8 

 
ND ND 43.6 

 
68.2 ND 15.6 

 
16 1365 Ethyl lactate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
2.2 1.1 0.5 -0.5 

17 1691 Ethyl benzoate ND ND 2.1 
 

ND 0.7 2.3 2.5 ND ND ND 
 

18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND 0.9 
 

ND 0.4 1 1.6 ND ND ND 
 

19 1857 2-Phenylethyl acetate ND ND 1.6   ND 2 2.4 0.2 ND ND ND   

  
Phenols (3) 

            
20 1887 2-Methoxy-phenol 0.1 0.5 0.3 -0.4 ND ND ND 

 
2.1 1.1 1.4 0.3 

21 2055 4-Ethyl-2-methoxy-phenol ND ND ND 
 

ND 4.6 1.3 -0.7 ND ND ND 
 

22 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND 1.5 0.2 -0.9 ND ND ND   

  
Furanones (2) 

            
23 2051 HDMF ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
24 2115 HEMF ND 1,901.8 2,362.0 0.2 ND 2,144.6 5,507.1 1.6 ND ND 1,954.8   

  
Ketone (1) 

            
25 1251 3-Hydroxy-2-butanone 650.8 3,652.6 1,621.0 -0.6 ND 5,871.4 3,976.2 -0.3 ND ND 5,124.8   

  
Pyrone (1) 

            
26 1993 Maltol   1,773.40 1,647.9 1,641.6 0 2,782.60 2,128.5 2,284.3 0.1 2,380.3 1,781.0 3,293.7 0.8 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; Incu, Icubation; 

Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount relative to control; ND, not detected 
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Table 10 Concentration (µg/L) of volatile compounds produced by A34, A22 and A35 single cultures in 2-month moromi medium  

No. RI a Compounds 

2M moromi 

Before  After incubation Before  After incubation Before  After incubation 

Incub. Cont. A34 Incr. Incub. Cont. A22 Incr. Incub. Cont. A35 Incr. 

  
Acids (4) 

            
1 1476 Acetic acid  22.4 11.1 9 -0.2 19.5 19 18.9 0 174.1 42.6 39.1 -0.1 

2 1585 
2-Methyl-propanoic 
acid  

2.3 1.3 1.5 0.2 3.3 2.8 2.1 -0.2 11.4 3.5 4 0.1 

3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND ND   ND ND ND   ND ND 23.8   

  
Alcohols (8) 

            
5 <1100 Ethanol 96.4 298.5 700.4 1.3 115 202.1 910 3.5 228.3 613.4 652.7 0.1 

6 1137 2-Methyl-1-propanol ND 13.8 38.6 1.8 ND 20 29.2 0.5 2 35.1 35.8 0 

7 1180 1-Butanol ND ND 
          

8 1236 3-Methyl-1-butanol  14.8 221 452.9 1 16.7 345.9 348.1 0 53.2 545.1 552.1 0 

9 1464 1-Octen-3-ol 3.9 5.9 3.8 -0.4 5 7.5 2.6 -0.7 4 2.9 1.8 -0.4 

10 1612 2,3-Butanediol 4.8 4.5 4.9 0.1 3.2 3.9 5.2 0.3 2.1 1.3 13.8 10 

11 1756 Methionol ND 2.1 2.3 0.1 ND 3 3 0 ND 5.3 5.5 0 

12 1991 2-Phenylethanol 0.6 21.8 71.4 2.3 1.8 45.2 72.2 0.6 3.6 57.2 98.8 0.7 

  
Aldehydes (2) 

            
13 1562 Benzaldehyde   0.8 1.6 1.6 0 0.7 0.7 1.5 1 ND ND ND 

 
14 1670 Phenylacetaldehyde ND 2 2.5 0.2 ND ND 2.9   ND ND ND   

  
Esters (5) 

            
15 <1100 Ethyl acetate ND ND 28.7 

 
ND 6.5 46.6 6.2 59.9 10.9 7.9 -0.3 

16 1365 Ethyl lactate ND ND 0.9 
 

ND ND ND 
 

3 ND 0.4 
 

17 1691 Ethyl benzoate ND ND 1.9 
 

ND 2.8 3.3 0.2 ND ND ND 
 

18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND 1.1 
 

ND 1.5 2.1 0.4 ND ND ND 
 

19 1857 2-Phenylethyl acetate ND ND 0.7   ND 0.8 3.2 3.2 ND 13.5 14.6 0.1 

  
Phenols (3) 

            
20 1887 2-Methoxy-phenol 0.9 1.1 0.9 -0.1 1.4 2.4 1.6 -0.3 4.6 1.9 2.3 0.2 

21 2055 
4-Ethyl-2-methoxy-
phenol 

ND 2.5 1 -0.6 1 5.1 3.2 -0.4 ND ND ND 
 

22 2201 4-Ethyl-phenol ND 0.9 0.4 -0.6 ND 1.4 0.7 -0.5 ND ND ND   

  
Furanones (2) 

            
23 2051 HDMF ND ND ND 

 
ND ND 1,048.9 

 
ND ND ND 

 
24 2115 HEMF ND 768.5 1,405.5 0.8 ND 3,064.3 7,047.7 1.3 ND ND 3,952.6   

  
Ketone (1) 

            
25 1251 3-Hydroxy-2-butanone 119.4 2,193.0 2,203.5 0 ND 4,635.4 5,018.1 0.1 ND 8,197.4 9,670.9 0.2 

  
Pyrone (1) 

            
26 1993 Maltol   1,837.4 2,183.1 1,948.9 -0.1 5,296.6 691 3,785.5 4.5 6,545.5 1,318.70 8,733.9 5.6 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; Incu, Icubation; 

Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount relative to control; ND, not detected 
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Table 11 Concentration (µg/L) of volatile compounds produced by A34, A22 and A35 single cultures in 3-month moromi medium  

No. RI a Compounds 

3M moromi 

Before  After incubation Before  After incubation Before  After incubation 

Incub. Cont. A34 Incr. Incub. Cont. A22 Incr. Incub. Cont. A35 Incr. 

  
Acids (4) 

            
1 1476 Acetic acid  21.6 17 12.3 -0.3 3.2 4.3 4.2 0 169 53.7 51.7 0 

2 1585 
2-Methyl-propanoic 
acid  

8.1 6.5 5.7 -0.1 
 

1.2 1.2 0 8.9 3.7 3.4 -0.1 

3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND ND   ND ND ND   ND ND 31.6   

  
Alcohols (8) 

            
5 <1100 Ethanol 104 177.2 686.2 2.9 28.8 35.9 754.5 20 241 309.2 647.7 1.1 

6 1137 2-Methyl-1-propanol ND 6.6 31.2 3.8 ND 3.6 14 2.9 ND 18.3 32.9 0.8 

7 1180 1-Butanol ND ND ND 
         

8 1236 3-Methyl-1-butanol  47.9 129.6 366 1.8 6.4 228 377 0.7 32.4 297.2 506.7 0.7 

9 1464 1-Octen-3-ol 2.5 4.1 2 -0.5 ND 3.7 1.9 -0.5 4.2 4.3 1.8 -0.6 

10 1612 2,3-Butanediol 2.4 2.2 3.5 0.6 1.2 1.5 3 1.1 2.2 0.8 8.4 9.5 

11 1756 Methionol ND 1.8 2.2 0.2 ND 3 3.3 0.1 ND 4.3 5.1 0.2 

12 1991 2-Phenylethanol 8 21.5 84.3 2.9 0.6 16.7 88.4 4.3 3.1 35.1 92.2 1.6 

  
Aldehydes (2) 

            
13 1562 Benzaldehyde   0.6 0.4 1 1.4 ND 0.6 0.6 0 ND ND ND 

 
14 1670 Phenylacetaldehyde ND 0.6 2.8 3.8 1.6 ND 3.3   2.2 ND ND   

  
Esters (5) 

            
15 <1100 Ethyl acetate ND ND 24.5 

 
ND ND 26 

 
54.7 ND 10.9 

 
16 1365 Ethyl lactate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
4.2 1.2 1.3 0 

17 1691 Ethyl benzoate ND ND 5.3 
 

ND ND 1 
 

ND ND ND 
 

18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND 10.7 
 

ND ND 0.4 
 

ND ND ND 
 

19 1857 2-Phenylethyl acetate ND ND 14   ND ND 2.4   ND 1.6 4.4 1.8 

  
Phenols (3) 

            
20 1887 2-Methoxy-phenol 0.9 1 1 0 ND 0.6 0.5 -0.2 5.7 3.3 4.5 0.4 

21 2055 
4-Ethyl-2-methoxy-
phenol 

ND 0.3  ND -1 ND 3.9 1.9 -0.5 ND ND ND 
 

22 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND 1.4 0.6 -0.5 ND ND ND   

  
Furanones (2) 

            
23 2051 HDMF ND ND ND 

 
ND ND 773.1 

 
ND ND ND 

 
24 2115 HEMF ND ND 4,075.7   ND ND 4,211.5   ND ND 1,747.4   

  
Ketone (1) 

            
25 1251 3-Hydroxy-2-butanone 1,532.7 1,536.1 2,685.0 0.7 2,171.6 3,334.3 4,582.6 0.4 ND ND ND   

  
Pyrone (1) 

            
26 1993 Maltol   5,062.2 5,696.0 5,226.5 -0.1 1,228.5 1,148.7 1,704.6 0.5 2,956.3 10,473.8 11,223 0.1 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; Incu, Icubation; 

Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount relative to control; ND, not detected 
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Table 12 Concentration (µg/L) of volatile compounds produced by A34, A22 and A35 single cultures in 18-YPD medium  

No. RI a Compounds 

18-YPD medium 

Before  After incubation Before  After incubation Before  After incubation 

Incub. Cont. A34 Incr. Incub. Cont. A22 Incr. Incub. Cont. A35 Incr. 

  
Acids (4) 

            
1 1476 Acetic acid  ND ND 7.5 

 
ND ND 6.8 

 
ND ND 6.9 

 
2 1585 

2-Methyl-propanoic 
acid  

ND ND 1.9 
 

ND ND 1.7 
 

ND ND 1.7 
 

3 1645 Butanoic acid  ND ND 3.7 
 

ND ND 2 
 

ND 1 3 2.1 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   

  
Alcohols (8) 

            
5 <1100 Ethanol ND ND 1,955.6 

 
ND ND 1,823.0 

 
ND ND 1,870.6 

 
6 1137 2-Methyl-1-propanol ND ND 26.8 

 
ND ND 20.5 

 
ND ND 24.1 

 
7 1180 1-Butanol 702.4 865.2 389.4 -0.5 696.5 812.3 365.8 -0.5 721.3 873.4 381.3 -0.6 

8 1236 3-Methyl-1-butanol  ND ND 749.2 
 

ND ND 708.5 
 

ND ND 721.3 
 

9 1464 1-Octen-3-ol ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

10 1612 2,3-Butanediol ND ND 5.2 
 

ND ND 3.6 
 

ND ND ND 
 

11 1756 Methionol ND ND 5.1 
 

ND ND 4 
 

ND ND 4.5 
 

12 1991 2-Phenylethanol ND ND 312.6   ND ND 246.1   ND ND 261.1   

  
Aldehydes (2) 

            
13 1562 Benzaldehyde   1.8 9.7 13.3 0.4 1.7 7.7 10 0.3 1.6 13.6 14.4 0.1 

14 1670 Phenylacetaldehyde ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   

  
Esters (5) 

            
15 <1100 Ethyl acetate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
16 1365 Ethyl lactate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
17 1691 Ethyl benzoate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
19 1857 2-Phenylethyl acetate ND ND 49.2   ND ND 25.9   ND ND 24.4   

  
Phenols (3) 

            
20 1887 2-Methoxy-phenol ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
21 2055 

4-Ethyl-2-methoxy-
phenol 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

ND ND ND 
 

22 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   

  
Furanones (2) 

            
23 2051 HDMF ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
24 2115 HEMF ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   

  
Ketone (1) 

            
25 1251 3-Hydroxy-2-butanone ND ND 12,537.1   ND ND 8,816.4   ND ND 8,633.7   

  
Pyrone (1) 

            
26 1993 Maltol   ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; Incu, Icubation; 

Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount relative to control; ND, not detected 
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Table 13 Concentration (µg/L) of volatile compounds produced by EM1Y52 single cultures in moromi and 18-YPD media 

No. RI a Compounds 

1M moromi 2M moromi 3M moromi 18-YPD medium 

Before  After incubation Before  After incubation Before  After incubation Before  After incubation 

Incu. Cont. EM1Y52 Incr. Incu. Cont. EM1Y52 Incr. Incu. Cont. EM1Y52 Incr. Incu. Cont. EM1Y52 Incr. 

  
Acids (4) 

                
1 1476 Acetic acid  5.6 7.1 6.6 -0.1 19.5 19 14.5 -0.2 3.2 4.3 3.1 -0.3 ND ND 1.7 

 
2 1585 2-Methyl-propanoic acid  ND ND 0.4 

 
3.3 2.8 1.4 -0.5 ND 1.2 0.5 -0.6 ND ND 1.8 

 
3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND 5.4 

 
4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   ND ND ND   

  
Alcohols (8) 

                
5 <1100 Ethanol 107.1 889.9 352.2 -0.6 115 202.1 479.4 1.4 28.8 35.9 188.1 4.2 ND ND 185.7 

 
6 1137 2-Methyl-1-propanol ND 24 8.7 -0.6 ND 20 9 -0.5 ND 3.6 5.9 0.7 ND ND ND 

 
7 1180 1-Butanol ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
696.5 812.3 ND -1 

8 1236 3-Methyl-1-butanol  14.3 448.4 159.1 -0.6 16.7 345.9 159.5 -0.5 6.4 228 171.31 -0.2 ND ND ND 
 

9 1464 1-Octen-3-ol 4.3 6.5 ND -1 5 7.5 
 

-1 ND 3.7 ND -1 ND ND ND 
 

10 1612 2,3-Butanediol ND 0.5 ND -1 3.2 3.9 2.7 -0.3 1.2 1.5 1.8 0.2 ND ND 41.9 
 

11 1756 Methionol ND 3.7 2.1 -0.4 ND 3 1.5 -0.5 ND 3 2.1 -0.3 ND ND ND 
 

12 1991 2-Phenylethanol 1.2 82.8 32.6 -0.6 1.8 45.2 24.6 -0.5 0.6 16.7 20.7 0.2 ND ND 6   

  
Aldehydes (2) 

                
13 1562 Benzaldehyde   1.9 3 2.1 -0.3 0.7 0.7 ND -1 ND 0.6 ND -1 1.7 7.7 ND -1 

14 1670 Phenylacetaldehyde ND ND ND   ND ND ND   1.6 ND ND   ND ND ND   

  
Esters (5) 

                
15 <1100 Ethyl acetate ND ND ND 

 
ND 6.5 ND -1 ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
16 1365 Ethyl lactate ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
17 1691 Ethyl benzoate ND 0.7 0.8 0.3 ND 2.8 1.6 -0.4 ND ND 0.5 

 
ND ND ND 

 
18 1805 Ethylphenyl acetate ND 0.4 

 
-1 ND 1.5 ND -1 ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
19 1857 2-Phenylethyl acetate ND 2 0.4 -0.8 ND 0.8 0.3 -0.6 ND ND 1.2   ND ND ND   

  
Phenols (3) 

                
20 1887 2-Methoxy-phenol ND ND ND 

 
1.4 2.4 1.8 -0.3 ND 0.6 1.1 1 ND ND ND 

 

21 2055 
4-Ethyl-2-methoxy-
phenol 

ND 4.6 90 18.4 1 5.1 34.1 5.7 ND 3.9 94.8 23.5 ND ND ND 
 

22 2201 4-Ethyl-phenol ND 1.5 10.1 6 ND 1.4 4.1 2 ND 1.4 9.2 5.6 ND ND ND   

  
Furanones (2) 

                
23 2051 HDMF ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
ND ND ND 

 
24 2115 HEMF ND 2,144.6 ND -1 ND 3,064.3 ND -1 ND ND ND   ND ND ND   

  
Ketone (1) 

                
25 1251 3-Hydroxy-2-butanone ND 5,871.4 4,255.1 -0.3 ND 4,635.4 3,978.8 -0.1 2,172.6 3,334.3 2,986.6 -0.1 ND ND ND   

  
Pyrone (1) 

                
26 1993 Maltol   2,782.6 2,128.5 2,047.1 0 5,296.6 691 3,304.5 3.8 1,228.5 1,148.7 1,317.6 0.1 ND ND ND   

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; Incu, Icubation; 

Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount relative to control; ND, not detected 
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Figure 20 The number of yeast cells on 10-YPD agar from A22+EM1Y52 co-cultures, A22+TS71 co-

cultures, TS71 cultures, and uninoculated cultures in moromi 1M, 2M, 3M, 18-YPD and 18-MRS 

media 
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Figure 21 The number of aerobic LAB from A22+EM1Y52 co-cultures, A22+TS71 co-cultures, TS71 

cultures, and uninoculated cultures in moromi 0M, 1M, 2M, 3M, 18-YPD and 18-MRS media 
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Figure 22 The number of anaerobic LAB from A22+EM1Y52 co-cultures, A22+TS71 co-cultures, TS71 

cultures, and uninoculated cultures in moromi 0M, 1M, 2M, 3M, 18-YPD and 18-MRS media 
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Figure 23 Amount of glucose in A22+EM1Y52 co-cultures, A22+TS71 co-cultures, TS71 cultures, and 

uninoculated cultures in moromi 0M, 1M, 2M, 3M, 18-YPD and 18-MRS media 
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จากผลการวเิคราะหส์ารระเหยใหก้ลิน่พบว่า P. guilliermondii ช่วยเสรมิให ้ Z. rouxii นัน้ผลติสารกลุ่ม
แอลกอฮอล ์ไดแ้ก่ เอทานอล, 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol, methionol และ 2-phenylethanol มากขึน้ 
ซึง่จะเหน็ไดช้ดัเจนในกรณีของ culture ใน 18-YPD medium โดยเปรยีบเทยีบผลจาก Table 12, 13 และ 14 
นอกจากนี้ co-culture ของ Z. rouxii และ T. halophilus จะผลติกรด ไดแ้ก ่acetic acid และ 2-methylpropanoic acid 
มากขึน้ โดยแนวโนมเช่นนี้กจ็ะสงัเกตุไดใ้น moromi media เช่นกนั (Table 15, 16, 17) นอกจากนี้ใน co-culture ของ 
Z. rouxii และ P. guilliermondii นัน้ การผลติ HEMF แอลกอฮอล ์และ สารประกอบฟีนอลทีร่ะเหยได ้ซึง่เป็นสารส าคญั
กเ็พิม่ขึน้อย่างชดัเจน 

และจากการวเิคราะหป์รมิาณของ biogenic amine ในชุดการทดลอง single culture ของ A22, A34, และ 
A35 ใน 1M moromi medium และ 3M moromi medium พบว่า ปรมิาณรวมของ biogenic amine ทีว่ดัไดด้ว้ยวธิกีาร
วเิคราะหใ์นงานวจิยันี้ ไดแ้ก่ tryptamine, phenylethylamine, putrescine, cadavarine, histamine, tyramine, 
spermidine และ spermine นัน้ไม่แตกต่างกนัระหว่างการทดลองชุดควบคมุ โดยมคี่าอยู่ระหว่าง 9.61- 18.26 ppm 
ดงันัน้ในแงข่องความปลอดภยัจากสาร biogenic amine นัน้ ยสีตท์ัง้สามจงึมคีวามเป็นไปไดใ้นการน าไปใชเ้ป็นตน้เชือ้
ต่อไป 
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Table 14 Concentration (µg/L) of volatile flavor compounds produced by multi-culture of Z. rouxii A22 and P. 

guilliermondii EM1Y52 or T. halophilus T71 in 18-YPD or 18-MRS media 

No. RI a Compounds 

18-YPD medium 18-MRS medium 

Before  After incubation Before  After incubation 

Incub. Cont. Z+P Incr. Z+T Incr. Incub. Cont. Z+P Incr. Z+T Incr. 

  
Acids (4) 

            
1 1476 Acetic acid  ND ND 46.7 

 
39.6 

 
ND ND 170.6 

 
234.6 

 
2 1585 2-Methyl-propanoic acid  ND ND 27.6 

 
16.8 

 
ND ND ND 

 
1.9 

 
3 1645 Butanoic acid  ND 1 98.1 100.6 42.6 43.2 ND ND 4.6 

 
8.2 

 
4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND ND   ND   ND ND ND   ND   

  
Alcohols (8) 

            
5 <1100 Ethanol ND ND 2,860.20 

 
1,823.8 

 
ND ND 2,491.5 

 
ND 

 
6 1137 2-Methyl-1-propanol ND ND 145.8 

 
45.6 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
7 1180 1-Butanol 721.3 873.4 2,106.2 1.4 1,173.0 0.3 321.9 983 1,014.6 0 439.1 -0.6 

8 1236 3-Methyl-1-butanol  ND ND 2,784.9 
 

1,473.9 
 

ND ND 1,406.9 
 

17.4 
 

9 1464 1-Octen-3-ol ND ND ND 
 

ND 
 

ND ND ND 
 

ND 
 

10 1612 2,3-Butanediol ND ND 8.7 
 

1 
 

ND ND ND 
 

ND 
 

11 1756 Methionol ND ND 32.6 
 

11.8 
 

ND ND 7.4 
 

ND 
 

12 1991 2-Phenylethanol ND ND 870.7   573.6   ND ND 403.3   4.5   

  
Aldehydes (2) 

            
13 1562 Benzaldehyde   1.6 13.6 67 3.9 130.2 8.5 1.9 14.5 8.1 -0.4 3.3 -0.8 

14 1670 Phenylacetaldehyde ND ND ND   ND   ND ND ND   ND   

  
Esters (5) 

            
15 <1100 Ethyl acetate ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
16 1365 Ethyl lactate ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
17 1691 Ethyl benzoate ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
19 1857 2-Phenylethyl acetate ND ND 79.7   45.6   ND ND 164.7   ND   

  
Phenols (3) 

            
22 1887 2-Methoxy-phenol ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
23 2055 4-Ethyl-2-methoxy-phenol ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
24 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND   ND ND ND   ND   

  
Furanones (2) 

            
13 2051 HDMF ND ND ND 

 
ND 

 
ND ND ND 

 
ND 

 
14 2115 HEMF ND ND ND   ND   ND ND ND   ND   

  
Ketone (1) 

            
15 1251 3-Hydroxy-2-butanone ND ND 9,082.1   6,548.9   ND ND 8,796.9   ND   

  
Pyrone (1) 

            
17 1993 Maltol   ND ND ND   ND   ND ND ND   ND   
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aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

Incu, Icubation; Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount 

relative to control; ND, not detected; Z, Z. rouxii A22; P, P. guilliermondii EM1Y52; T, T. halophilus T71 

Table 15 Concentration (µg/L) of volatile flavor compounds produced by multi-culture of Z. rouxii A22 and P. 

guilliermondii EM1Y52 or T. halophilus T71 in 1-month moromi medium 

No. RI a Compounds 

1M moromi 

Before  After incubation 

Incu. Cont. Z+P Incr. Z+T Incr. T Incr. 

  
Acids (4) 

        
1 1476 Acetic acid  118.6 57.8 35.5 -0.4 54.4 -0.1 87.1 0.5 

2 1585 2-Methyl-propanoic acid  8.3 5.2 3.8 -0.3 4.5 -0.1 6.4 0.2 

3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid   ND 36.4   36.3   ND   

  
Alcohols (8) 

        
5 <1100 Ethanol 195.2 142.6 798.5 4.6 785.8 4.5 129.2 -0.1 

6 1137 2-Methyl-1-propanol ND ND 47.4 
 

41.9 
 

ND 
 

7 1180 1-Butanol ND ND ND 
 

ND 
   

8 1236 3-Methyl-1-butanol  23.9 44.6 711.4 14.9 690.5 14.5 47.9 0.1 

9 1464 1-Octen-3-ol 5.4 4.7 6.4 0.4 2.1 -0.5 9.8 1.1 

10 1612 2,3-Butanediol 2.9 1.4 12.2 7.7 8.8 5.3 1.7 0.2 

11 1756 Methionol ND ND 5 
 

4.9 
 

1 
 

12 1991 2-Phenylethanol 2.5 4.2 187.6 44.1 148.6 34.7 7.2 0.7 

  
Aldehydes (2) 

        
13 1562 Benzaldehyde   ND ND ND 

 
ND 

 
ND 

 
14 1670 Phenylacetaldehyde ND ND 2.5   4.4   ND   

  
Esters (5) 

        
15 <1100 Ethyl acetate 68.2 ND 39.7 

 
35 

 
14.3 

 
16 1365 Ethyl lactate 2.2 1.1 2.2 0.9 1.6 0.4 1.6 0.4 

17 1691 Ethyl benzoate ND ND 2.8 
 

1.6 
 

ND 
 

18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

19 1857 2-Phenylethyl acetate ND ND 2.3   ND   ND   

  
Phenols (3) 

        
22 1887  2-Methoxy-phenol 2.1 1.1 2.2 1 1 -0.1 1.2 0.1 

23 2055 4-Ethyl-2-methoxy-phenol ND ND 5.3 
 

ND 
 

ND 
 

24 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND   ND   

    Furanones (2)                 

13 2051 HDMF ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

14 2115 HEMF ND ND 3,289.2   3,788.0   ND   
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Ketone (1) 

        
15 1251 3-Hydroxy-2-butanone ND ND 7107.8   5896.9   ND   

  
Pyrone (1) 

        
17 1993 Maltol   2,380.3 1,781.0 4,071.6 1.3 2,377.3 0.3 1,525.9 -0.1 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

Incu, Icubation; Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount 

relative to control; ND, not detected; Z, Z. rouxii A22; P, P. guilliermondii EM1Y52; T, T. halophilus T71 

Table 16 Concentration (µg/L) of volatile flavor compounds produced by multi-culture of Z. rouxii A22 and P. 

guilliermondii EM1Y52 or T. halophilus T71 in 2-month moromi medium 

No. RI a Compounds 

2M moromi 

Before  After incubation 

Incu. Cont. Z+P Incr. Z+T Incr. T Incr. 

  
Acids (4) 

        
1 1476 Acetic acid  174.1 42.6 103 1.4 83.9 1 52.8 0.2 

2 1585 2-Methyl-propanoic acid  11.4 3.5 6.1 0.7 5.5 0.5 3.8 0.1 

3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND 52.1   39.6   ND   

  
Alcohols (8) 

        
5 <1100 Ethanol 228.3 613.4 1821.8 2 1155.8 0.9 582.4 -0.1 

6 1137 2-Methyl-1-propanol 2 35.1 77.8 1.2 55 0.6 36.8 0 

7 1180 1-Butanol ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

8 1236 3-Methyl-1-butanol  53.2 545.1 1046.9 0.9 797.2 0.5 540.4 0 

9 1464 1-Octen-3-ol 4 2.9 6 1.1 1.9 -0.4 3.8 0.3 

10 1612 2,3-Butanediol 2.1 1.3 20.7 15.5 20.7 15.4 1.5 0.2 

11 1756 Methionol ND 5.3 8.7 0.7 6.4 0.2 5.4 0 

12 1991 2-Phenylethanol 3.6 57.2 257 3.5 190.7 2.3 73.7 0.3 

  
Aldehydes (2) 

        
13 1562 Benzaldehyde   ND ND ND 

 
ND 

 
ND 

 
14 1670 Phenylacetaldehyde ND ND 1.9   3.4   ND   

  
Esters (5) 

        
15 <1100 Ethyl acetate 59.9 10.9 24.3 1.2 15.8 0.5 13.7 0.3 

16 1365 Ethyl lactate 3 ND 3.3 
 

5.9 
 

1 
 

17 1691 Ethyl benzoate ND ND 4.9 
 

4.2 
 

ND 
 

18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

19 1857 2-Phenylethyl acetate ND 13.5 37.2 1.8 13.6 0 11.7 -0.1 

  
Phenols (3) 

        
22 1887  2-Methoxy-phenol 4.6 1.9 5.1 1.6 3.7 0.9 2.6 0.3 

23 2055 4-Ethyl-2-methoxy-phenol ND ND 3.5 
 

ND 
 

ND 
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24 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND   ND   

    Furanones (2)                 

13 2051 HDMF ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

14 2115 HEMF ND ND 10,617.4   11,383.0   ND   

  
Ketone (1) 

        
15 1251 3-Hydroxy-2-butanone ND 8197.4 9792.1 0.2 8504.6 0 8093.6 0 

  
Pyrone (1) 

        
17 1993 Maltol   6,545.50 1,318.7 16,005.7 11.1 6,343.6 3.8 1,902.3 0.4 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

Incu, Icubation; Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount 

relative to control; ND, not detected; Z, Z. rouxii A22; P, P. guilliermondii EM1Y52; T, T. halophilus T71 

Table 17 Concentration (µg/L) of volatile flavor compounds produced by multi-culture of Z. rouxii A22 and P. 

guilliermondii EM1Y52 or T. halophilus T71 in 3-month moromi medium 

No. RI a Compounds 

3M moromi 

Before  After incubation 

Incu. Cont. Z+P Incr. Z+T Incr. T Incr. 

  
Acids (4) 

        
1 1476 Acetic acid  169 53.7 84.7 0.6 90.4 0.7 73.8 0.4 

2 1585 2-Methyl-propanoic acid  8.9 3.7 5.1 0.4 4.4 0.2 4.1 0.1 

3 1645 Butanoic acid  ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

4 1661 3-Methyl-butanoic acid ND ND 47   42.2   ND   

  
Alcohols (8) 

        
5 <1100 Ethanol 241 309.2 917 2 675.9 1.2 386.4 0.2 

6 1137 2-Methyl-1-propanol ND 18.3 47.8 1.6 36.4 1 19.9 0.1 

7 1180 1-Butanol ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
 

8 1236 3-Methyl-1-butanol  32.4 297.2 781.9 1.6 588.4 1 347.9 0.2 

9 1464 1-Octen-3-ol 4.2 4.3 5.7 0.3 3.7 -0.1 6.5 0.5 

10 1612 2,3-Butanediol 2.2 0.8 13.6 16 13.3 15.6 1 0.3 

11 1756 Methionol ND 4.3 6.1 0.4 6 0.4 5.2 0.2 

12 1991 2-Phenylethanol 3.1 35.1 147.9 3.2 137.9 2.9 44.4 0.3 

  
Aldehydes (2) 

        
13 1562 Benzaldehyde   ND ND ND 

 
ND 

 
ND 

 
14 1670 Phenylacetaldehyde 2.2 ND 3   3.1   ND   

  
Esters (5) 

        
15 <1100 Ethyl acetate 54.7 ND 23.9 

 
22.7 

 
13.2 

 
16 1365 Ethyl lactate 4.2 1.2 3.3 1.7 2.9 1.4 1.3 0 

17 1691 Ethyl benzoate ND ND 4.8 
 

2.4 
 

ND 
 

18 1805 Ethylphenyl acetate ND ND ND 
 

ND 
 

ND 
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19 1857 2-Phenylethyl acetate ND 1.6 6.6 3.2 4.5 1.9 4.6 1.9 

  
Phenols (3) 

        
22 1887  2-Methoxy-phenol 5.7 3.3 5.8 0.8 4.8 0.5 3.5 0.1 

23 2055 4-Ethyl-2-methoxy-phenol ND ND 2.1 
 

ND 
 

ND 
 

24 2201 4-Ethyl-phenol ND ND ND   ND   ND   

    Furanones (2) 
ND ND ND   ND   ND   

13 2051 HDMF 

14 2115 HEMF ND ND 6,611.30   6,658.60   ND   

  
Ketone (1) 

        
15 1251 3-Hydroxy-2-butanone ND ND ND   ND   ND   

  
Pyrone (1) 

        
17 1993 Maltol   2,956.30 10,473.8 11,668.5 0.1 2,489.3 -0.8 6,989.2 -0.3 

aRI: Retention index, calculated according to the retention time of n-alkane standards on HP-FFAP column; 

Incu, Icubation; Cont., Control; Incr., Increment; (-) sign in every increment column, Decrease in amount 

relative to control; ND, not detected; Z, Z. rouxii A22; P, P. guilliermondii EM1Y52; T, T. halophilus T71 
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จากการศึกษาการผลิตสารให้กลิ่นของเชื้อที่สนใจในระบบจ าลองการหมักโมโรมิ พบว่า เชื้อยีสต์ที่มี
คุณสมบตัใินการน ามาพฒันาเป็นต้นเชือ้ ได้แก่ Z. rouxii A22 โดยเหตุผลหลกัคอืความสามารถในการผลติ ethanol, 
higher alcohol และ สารทีใ่หก้ลิน่ทีล่กัษณะส าคญัของซอีิว๊ ไดแ้ก่กลุ่ม furanone และ pyranone ได้ในปรมิาณสูง 
นอกจากนัน้ยงัพบอกีว่า เชือ้ยสีต์ P. guilliermondii EM1Y52 ยงัมบีทบาทในการผลติสารประกอบฟีนอลกิระเหยไดท้ี่
ใหก้ลิน่ทีเ่ป็นลกัษณะของซอีิว๊ และทีส่ าคญัคอื สามารถส่งเสรมิการผลติ higher alcohol และ สารกลุ่ม furanone ใน
เชือ้ Z. rouxii A22 ซึง่คาดว่าน่าจะมาจาก P. guilliermondii EM1Y52 สามารถผลติ alpha-ketoglutaric acid จาก 
Kreb’s cycle ทีไ่ม่สมบรูณ์ในปรมิาณสงู ท าให ้Z. rouxii น าไปใชต่้อไป (ดูภาคผนวก บทความ Co-culturing of Pichia 
guilliermondii enhanced volatile flavor compound formation by Zygosaccharomyces rouxii in the model system 
of Thai soy sauce fermentation โดย Wah et al., 2013) จงึไดว้างแผนการทดลองตาม Table i เพื่อทดลองผลติซอีิว๊
โดยใชเ้ชือ้ T. halophilus TS71 เป็นต้นเชือ้ LAB ใชเ้ชือ้ Z. rouxii A22 และ P. guilliermondii EM1Y52 เป็นต้นเชือ้
ยสีต ์single culture และ co-culture ต่อไป 

การทดลองน าหวัเช้ือต้นแบบไปใช้หมกัซีอ๊ิวจริงในระดบัก่ึงอตุสาหกรรม 
 จากผลการวเิคราะหจ์ุลนิทรยี ์และ คุณสมบตัทิางเคมกีายภาพ พบว่าในชุดควบคุม (Control) และ ชุดทดลอง 
(Treatment) ทัง้ 4 ชุด เกดิการหมกัขึน้ มกีารสะสมของกรดทีไ่ทเทรทได ้(Figure 24) ค่าวเิคราะห์แสดงผลในรูป
ปรมิาณกรดแลค็ตคิ) มปีรมิาณมากขึน้ และค่า pH ลดลงตามระยะเวลาในการหมกั (Figure 25) และเมื่อพจิารณาผล
การวเิคราะห ์Total bacterial count ไม่พบความผดิปรกต ิค่าอยู่ระหว่าง 105 – 107 CFU และสอดคลอ้งกบัปรมิาณ
ของเชือ้ LAB ในระหว่างกระบวนการหมกั 

ในชุดทดลองที ่1 เมื่อท าการเตมิต้นเชือ้ T. halophilus TS71 ลงไปในถงัหมกัในวนัที่ 21 ของการหมกันัน้ 
เมื่อวเิคราะหใ์นสปัดาหต่์อมา พบว่าเชือ้ LAB (ทีต่รวจนับในสภาวะ Anaerobic บน MRS agar 10% NaCl) มปีรมิาณ
เพิม่ขึน้ โดยมปีรมิาณ CFU สงูกว่าการทดลองชุดควบคุมและชุดทดลองอื่นๆ ประมาณ 1 log CFU อย่างไรกต็าม 
ในช่วงต่อๆ มาปรมิาณเชือ้ LAB ในชุดควบคุมและชุดทดลองจะมปีรมิาณทีใ่กลเ้คยีงกนั และเมื่อไดล้องเตมิตน้เชือ้ลงไป
อกีในวนัที ่56 อกีครัง้หนึ่ง กไ็ม่ท าใหป้รมิาณของเชือ้ LAB เพิม่มากอย่างเด่นชดั และปรมิาณของ LAB ลดลงในการ
เกบ็ตวัอย่างครัง้สดุทา้ยเมื่อวนัที ่84 (Figure 26) 

นอกจากนัน้ ในชุดทดลองที ่1 นี้ เมื่อท าการเตมิตน้เชือ้ T. halophilus TS71 ลงไป กส็ง่ผลใหป้รมิาณของเชือ้
ยสีต์ในกระบวนการหมกัเพิม่ขึน้ ดงัทีเ่หน็ไดช้ดัว่า ในวนัที ่42 ชุดทดลองที ่1 มปีรมิาณยสีต์มากกว่าชุดควบคุมถงึ 3 
log CFU ซึง่ใกลเ้คยีง หรอื สงูกว่า ชุดทดลองทีม่กีารเตมิต้นเชือ้ยสีต์ลงไป (Figure 27) และคาดว่าเชือ้ยสีต์และ LAB 
ในระบบน่าจะมกีจิกรรมทีส่งู ท าใหป้รมิาณน ้าตาลกลโูคสในชุดทดลองที ่1 นัน้เหลอืน้อยทีส่ดุ (Figure 28) ซึง่สอดคลอ้ง
กบัปรมิาณเอทานอลทีส่ะสมในกระบวนการหมกัมากทีส่ดุ (Figure 29)  

ในชุดทดลองที ่2, 3 และ 4 เมื่อท าการเตมิต้นเชื้อยสีต์ลงไปในกระบวนการหมกัในวนัที ่21 จะท าใหป้รมิาณ
ของยสีต์เพิม่ขึน้มา 4 log CFU ในวนัที ่28 และในชุดการทดลองที ่4 ทีเ่ตมิต้นเชือ้ยสีต์สองชนิด จะมปีรมิาณยสีต์
เพิม่ขึน้ถงึ 5 log CFU ซึ่งในชุดควบคุมจะไม่สงัเกตุเหน็การเพิม่ปรมิาณ CFU ของยสีต์ จนกระทัง่วนัที ่42 และมี
ปรมิาณเพยีง 2 log CFU (Figure 27) และเมื่อพจิารณาปรมิาณของน ้าตาลกลูโคส (Figure 28) พบว่า ในชุดการ
ทดลองที ่4 นัน้จะมปีรมิาณน ้าตาลกลโูคสเหลอืน้อยเมื่อเทยีบกบัชุดทดลองที่ 2, 3 และ 4 และสอดคลอ้งกบัปรมิาณของ
เอทานอลทีส่ะสมในกระบวนการหมกัมากทีส่ดุ (Figure 29) 

ผลการทดลองนี้สนับสนุนแนวความคดิทีว่่า เชือ้ LAB นัน้ส่งเสรมิการเจรญิและกจิกรรมของเชือ้ยสีต์ ซึง่เหน็
ไดช้ดัในชุดทดลองที ่1 ทีม่ปีรมิาณเชือ้ยสีต์สงู ซึง่หากต้องท าการทดลองครัง้ต่อไป กอ็าจเตมิต้นเชือ้ LAB ลงไปก่อน
ประมาณ 1 สปัดาห ์แล้วจงึเตมิต้นเชือ้ยสีต์ลงไป เพื่อใหย้สีต์เจรญิได้ดแีละสามารถผลติสารระเหยใหก้ลิน่รสไดต้าม
ตอ้งการ 
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เมื่อพจิารณาผลการวเิคราะหส์ารระเหยใหก้ลิน่รสของ ชุดควบคุม ชุดทดลองที ่1, 2 และ 4 พบว่า ยสีตท์ีเ่จรญิ
ไดด้ใีนชุดทดลองที ่1 ซึง่เป็น microflora และชุดทดลองที ่2 ทีม่กีารเตมิต้นเชือ้ Z. rouxii A22 ซึง่น่าจะผลติสารระเหย
ใหก้ลิน่ทีส่ าคญัไดด้ ีโดยอาศยั metabolite ทีม่าจาก LAB ทีเ่ป็น microflora ซึง่มปีรมิาณใกลเ้คยีงกบัชุดทดลองอื่นๆ 
ไม่สามารถผลติสารระเหยใหก้ลิน่ทีส่ าคญัไดด้เีท่ากบัชุดทดลองที ่4 ทีเ่ป็น co-culture ของต้นเชือ้ทัง้ ยสีต์ และ LAB ที่
มกีารคดัเลอืกสายพนัธุแ์ลว้ (Figure 29, 30) อกีทัง้ยงัแสดงใหเ้หน็ว่า เชือ้ P. guilliermondii EM1Y52 นัน้ส่งเสรมิการ
สร้างสารระเหยให้กลิน่รสใน Z. rouxii A22 ตามที่เห็นการทดลองก่อนหน้านี้ ผลการวิเคราะห์คุณสมบตัิเชงิเคมี
กายภาพ รวมทัง้ กรดกลตูามกิทีเ่กีย่วกบัรสอมูาม ิและ total biogenic amines ทีเ่กีย่วกบัความปลอดภยัของต้นเชือ้ใน
การใชง้าน โดยซอีิว๊หมกัทีผ่ลติไดจ้ากการทดลองชดุทดลองต่างๆ กใ็กลเ้คยีงกบัชุดควบคุม ยกเวน้ในชุดทดลองที ่4 จะ
ม ีbrowning น้อยกว่า (Table 18) 

การทดสอบทางประสาทสมัผสั 
 จากการทดสอบดมกลิน่ของซอีิว๊ดบิทีห่มกัไดจ้ากชุดควบคุมและชุดทดลองทดลองต่างๆ พบว่ามกีลิน่ต่างๆ 
ทีก่ล่าวถงึ ได้แก่ กลิน่เคม็ กลิน่หอมหวาน กลิน่แอลกอฮอล ์และกลิน่เปรีย้ว โดยซอีิว๊ดบิแต่ละตวัอย่างมลีกัษณะเด่น
ดงันี้ 
 
ชุดควบคุม  มกีลิน่เคม็น า ตามดว้ยกลิน่แอลกอฮอล ์และมกีลิน่เปรีย้ว ซึง่จะสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะหก์รด 
  อนิทรยีท์ีร่ะเหยได ้(Figure 31) 
ชุดทดลองที ่1  มกีลิน่เปรีย้วน า ตามดว้ยกลิน่แอลกอฮอล ์ซึง่จะสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะหก์รดอนิทรยีท์ีร่ะเหยได ้ 
  (Figure 31) และ เอทานอล (Figure 29a) และมกีลิน่หอมหวาน  
ชุดทดลองที ่2  มกีลิน่หอมหวาน และ กลิน่เคม็  
ชุดทดลองที ่3  มกีลิน่หอมหวาน และ กลิน่เคม็ 
ชุดทดลองที ่4  มกีลิน่หอมหวาน และ กลิน่เคม็ ตามดว้ยกลิน่แอลกอฮอล ์ซึง่จะสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะหเ์อทา 
  นอล (Figure 29a) 
  
 จากภาพรวมของความเหน็ของผูท้ดสอบสรุปไดว้่า ซอีิว๊ดบิทีไ่ดจ้ากการหมกัที่มกีารเตมิต้นเชือ้ต่างๆ ลงไป
นัน้ ไม่มกีลิน่รสผดิปรกต ิและสามารถน าไปผ่านกระบวนการปรุงแต่ง ใหค้วามรอ้นเพื่อใหไ้ดผ้ลติภณัฑส์ดุทา้ยต่อไป 
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Figure 24 Titratable acids as percents of lactic acid accumulated in soy sauce fermentation; Tr 1, 
inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. halophilus 
TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. guilliermondii EM1Y52 

 

 

Figure 25 PH changes during soy sauce fermentation; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, 
inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with 
T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. guilliermondii EM1Y52 
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Figure 26 Number of lactic acid bacteria (log CFU) found at each time interval during soy sauce 
fermentation; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated 
with T. halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. 
guilliermondii EM1Y52 

 

 

Figure 27 Number of yeasts (log CFU) found at each time interval during soy sauce fermentation; Tr 
1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. halophilus 
TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. guilliermondii EM1Y52 
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Figure 28 Amount of available glucose (g/L) found during soy sauce fermentation; Tr 1, inoculated 
with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. halophilus TS71 and Z. 
rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. guilliermondii EM1Y52 
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Figure 29a Amount of ethanol (mg/L) in soy sauce fermentation monitored on day 21, day 56, and 
day 84; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. 
halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. 
guilliermondii EM1Y52 

 

 

Figure 29b Amount of total higher alcohols (mg/L) in soy sauce fermentation monitored on day 21, 
day 56, and day 84; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, 
inoculated with T. halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, 
and P. guilliermondii EM1Y52 
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Figure 30a Amount of furanones (g/L) in soy sauce fermentation monitored on day 21, day 56, and 
day 84; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. 
halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. 
guilliermondii EM1Y52 

 

 

Figure 30b Amount of pyranones (g/L) in soy sauce fermentation monitored on day 21, day 56, 
and day 84; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with 
T. halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. 
guilliermondii EM1Y52 
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Figure 31 Amount of volatile organic acids (mg/L) in soy sauce fermentation monitored on day 21, 
day 56, and day 84; Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, 
inoculated with T. halophilus TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, 
and P. guilliermondii EM1Y52 

 

 

Table 18 Some physicochemical properties of raw soy sauce samples from each treatment obtained on day 
84 of the fermentation 

Experimental NaCl (%) 
Glutamic Total biogenic  Color 

 acid (g/L) amine (mg/L) L* a* b* 

Control 17.8 7.25 35.5 27.4 -0.5 0.54 

Treatment 1 17.6 6.9 19.7 29.5 -0.26 0.68 

Treatment 2 18.7 10.25 39.2 29.6 -0.37 0.51 

Treatment 3 19.6 8.9 37.4 29.5 -0.32 0.64 

Treatment 4 17.6 9.15 18.6 29.3 -0.54 0.16 

Tr 1, inoculated with T. halophilus TS71; Tr 2, inoculated with Z. rouxii A22; Tr 3, inoculated with T. halophilus 
TS71 and Z. rouxii A22; Tr. 4, inoculated with T. halophilus TS71, Z. rouxii A22, and P. guilliermondii EM1Y52 
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สรปุ 

โครงการวจิยันี้ไดท้ าการคดัเลอืกสายพนัธุเ์ชือ้แบคทเีรยีและยสีตเ์พื่อพฒันาตน้เชือ้บรสิทุธต์้นแบบส าหรบัการ
หมกัโมโรมใินกระบวนการหมกัซอีิว๊ โดยในต้นเชือ้ประกอบดว้ยเชือ้ LAB ในทีน่ี้คอื T. halophilus TS71 ซึง่ไดท้ าการ
คดัแยกมาก่อนหน้าโครงการวจิยันี้เน่ืองจากเป็นเชือ้ตวัทีส่รา้งกรดไดด้ทีีสุ่ดใน LAB collection ทีม่อียู่และดกีว่าตวัทีไ่ด้
ใหม่จากโครงการวจิยันี้ ส่วนเชือ้ยสีต์ทีใ่ช ้ไดแ้ก่ Z. rouxii A22 นัน้จะใชเ้พยีงตวัเดยีวหรอืใชร้่วมกบั P. guillermondii 
EM1Y52 โดยคดัแยกสายพนัธุจ์ากตวัอย่างโมโรมใินโรงงานซอีิว๊ และคดัเลอืกสายพนัธุท์ีส่นใจจากความสามารถในการ
สรา้งสารระเหยใหก้ลิน่รสทีเ่ป็นเอกลกัษณ์ของซอีิว๊ไทยในระบบจ าลองของการหมกัโมโรมโิดยใชน้ ้าโมโรมเิป็นอาหาร
เลีย้งเชือ้ จากนัน้จงึน าเชือ้ทีผ่่านการคดัเลอืกไปทดลองเป็นต้นเชือ้ในหมกัซอีิว๊ พบว่าต้นเชือ้ทีค่ดัเลอืกมานัน้สามารถ
ท าใหก้ลิน่ของซอีิ๊งดบิเปลี่ยนแปลงไปในคุณลกัษณะที่ด ีเช่น กลิน่หอมหวาน โดยไม่มกีลิน่ผดิปรกตหิรอืคุณลกัษณะ
ทางเคมกีายภาพทีแ่ตกต่างไปจากชุดควบคุม ตลอดจนปรมิาณ biogenic amine ทีไ่ม่แตกต่างจากชุดควบคุม แสดงถงึ
ความปลอดภยัของการใช้ต้นเชื้อเหล่านี้  ผลการวจิยัจากโครงการวจิยันี้สนับสนุนแนวความคดิที่ว่า เชื้อ LAB นัน้
ส่งเสรมิการเจรญิและกจิกรรมของเชือ้ยสีต์ ซึง่การเตมิต้นเชือ้ LAB ลงไปก่อนประมาณ 1 สปัดาห ์แลว้จงึเตมิต้นเชือ้
ยสีตล์งไปน่าจะสงผลใหย้สีตเ์จรญิและมกีจิกรรมทีด่ ี โครงการวจิยันี้ยงัคน้พบบทบาทของเชือ้ยสีต์ P. guillermondii ใน
การผลติสารจ าพวก volatile phenolic compounds และยงัมบีทบาทในการส่งเสรมิการผลติสารระเหยใหก้ลิน่โดย Z. 
rouxii ซึง่เดมิทไีม่มใีครใหค้วามส าคญัมาก่อนอกีดว้ย 
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Output ท่ีได้จากโครงการ 
 
ประโยชน์ในเชิงอตุสาหกรรม 

1. ไดต้น้เชือ้ตน้แบบ (prototype) ทีป่ระกอบดว้ยแบคทเีรยีกรดแลค็ตคิ T. halophilus TS71 ยสีต ์Z. rouxii A22 
และ ยสีต ์P. guillermondii EM1Y52 

2. ไดอ้งคค์วามรูคุ้ณลกัษณะซอีิว๊ไทย และ เทคโนโลยตีน้แบบการใชต้น้เชือ้ส าหรบักระบวนการหมกัโมโรม ิซึง่
น าไปถ่ายทอดใหก้บัชมรมผูป้ระกอบการต่อไป 

3. ยื่นขอจดสทิธบิตัรในนาม มหาวทิยาลยัมหดิล ผ่านทางศนูยบ์รหิารทรพัยส์นิทางปญัญา มหาวทิยาลยัมหดิล 
เรื่อง “การใชย้สีต์ Pichia guilliermondii ร่วมกบั ยสีต์ Zygosaccharomyces rouxii ในกระบวนการหมกัโมโร
มขิองการผลติซอีิว๊เพื่อเพิม่ปรมิาณสารระเหยใหก้ลิน่รส” 

ผลงานตีพิมพใ์นวารสารระดบันานาชาติ 
1. บทความ เรื่อง Co-culturing of Pichia guilliermondii enhanced volatile flavor compound formation by 

Zygosaccharomyces rouxii in the model system of Thai soy sauce fermentation ลงตีพมิพใ์น 
International Journal of Food Microbilogy 160 (2013) หน้าที ่282-289 โดย Thin Thin Wah, Supawan 
Walaisri, Apinya Assavanig, Nuttawee Niamsiri, Sittiwat Lertsiri*  [IF 2011 = 3.327]  * corresponding 
author (ดใูนภาคผนวก) 

2. ตน้ฉบบัเรื่อง Glutaminase from salt-tolerant Pichia guilliermondii and its characteristics เพื่อขอรบัการ
พจิารณาลงตพีมิพใ์น Bioresource Technology โดย Phichayaphorn Aryuman, Wonnop Visessanguan, 
Sittiwat Lertsiri, Apinya Assavanig*  [IF 2011 = 4.980]  * corresponding author 

3. ต้นฉบบัเรื่อง Role of Tetragenococcus halophilus in volatile flavor compound formed during mormi 
fermentation เพื่อขอรบัการพจิารณาลงตพีมิพใ์น Apinya Assavanig, Nuttawee Niamsiri, Sittiwat Lertsiri*  
[IF 2011 = 3.327]  * corresponding author 

 
นักศึกษาบณัฑิตศึกษาท่ีเก่ียวข้องกบัโครงการวิจยัฯ  
นักศึกษาปริญญาเอก 

1. Ms Thin Thin Wah วทิยานิพนธเ์รื่อง Formation of volatile flavor compounds by salt tolerant yeasts 
isolated from Thai soy sauce fermentation ส าเรจ็การศกึษาปี พ.ศ. 2555 

2. นางสาวพชิญาพร อายุมัน่ วทิยานิพนธเ์รื่อง Screening of salt-tolerant yeast producing glutaminase 
and determining its characteristics ก าลงัเตรยีมส าเรจ็การศกึษาปี พ.ศ. 2556 นี้ 

3. นางสาวพรรณรตัน์ สงิหร์าชา วทิยานิพนธเ์รื่อง Production of reduced sodium salt soy sauce 

นักศึกษาปริญญาโท 
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The roles of salt-tolerant yeasts such as Zygosaccharomyces rouxii, Candida versatilis, and Candida etchellsii in
the production of volatile flavor compounds (VFCs) in soy sauce fermentation have been well documented.
However, the knowledge of VFC production by other salt-tolerant yeasts is still limited. In this work, the
roles of Z. rouxii and Pichia guilliermondii strains in VFC production were investigated in moromi medium
as a model system for soy sauce fermentation. Inoculation of a single culture of either Z. rouxii or
P. guilliermondii as well as co-cultures of these two yeasts into moromi medium showed increased numbers
of viable yeast at around 0.7 to 1.9 log CFU/mL after 7 days of cultivation at 30 °C. During cultivation, both
single and co-cultures displayed survival over a 7-day time period, compared with the controls (no culture
added). Overall, yeast inoculation enhanced the production of VFCs in the moromi media with higher
amounts of ethanol, alcohols, furanones, esters, aldehyde, acid, pyrone and phenols, known as important
characteristic flavor compounds in soy sauce. Moreover, the co-culture produced more alcohols, furanones,
esters, maltol and benzoic acid than the single culture of Z. rouxii.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Soy sauce is a condiment produced from soybeans, wheat and
brine through a two-step fermentation process. In general, the pro-
cess involves the activities of koji mold, lactic acid bacteria and yeasts
(Sugiyama, 1984). Koji is prepared by culturing mold (e.g. Aspergillus
oryzae) on a mixture of cooked soybeans and wheat flour. Based on
the raw materials used, there are two main types of soy sauce: the
Japanese type which is made from equal amounts of soybeans and
wheat, and the Chinese type with more soybeans and less wheat
flour (Wanakhachornkrai and Lertsiri, 2003). Thai soy sauce or see-ieu
is included in the Chinese-type soy sauce. Matured koji contains var-
ious types of enzymes necessary for breakdown of macromolecules
such as proteins and polysaccharides during moromi fermentation
(Fukushima, 1989; Huang and Teng, 2004). In the case of Thai soy
sauce, the matured koji is mixed with brine solution (22–23% w/v)
at the ratio of 1:3 (w/v) to obtain moromi which is further fermented
by salt-tolerant lactic acid bacteria and yeasts. After fermentation and
aging for at least 3 months, the raw soy sauce obtained is pressed to
filter and subjected to pasteurization prior to bottling (Lertsiri et al.,
2011). In terms of soy sauce characteristic flavor, yeasts involved in
the moromi fermentation contribute to volatile flavor compounds
gy, Faculty of Science, Mahidol
Thailand. Tel.: +66 2 2015307;

i).

l rights reserved.
(VFCs) in soy sauce. Moreover, chemical and biochemical reactions oc-
curred during the fermentation and heat pasteurization also generates
VFCs that make a complex blend of compounds contributing to the
overall flavor of the finished product (Noda et al., 1980). However,
the formation mechanism of VFCs in soy sauce is complex and difficult
to control (Cao et al., 2010). Possible variation in the quality of soy
sauce during fermentation can be standardized by applying suitable
microbial starter strains into koji and moromi fermentations that
would eventually lead to improvement of the production.

Considering the limited oxygen and high salt concentration in the
moromi fermentation, lactic acid bacteria such as Tetragenococcus
halophilus firstly grow and convert simple sugars to organic acids,
mainly lactic acid. These acids result in pH drop which further
facilitates growth of salt-tolerant yeasts. Various genera of yeasts,
i.e. Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Trichosporon,
and Zygosaccharomyces have already been isolated and characterized
from the moromi (Hanaya and Nakadai, 2003). Among these,
Zygosaccharomyces rouxii and Candida versatilis or Candida etchellsii
are considered as the predominant active yeasts in the moromi
fermentation of Japanese soy sauce (Yokotsuka, 1986). Z. rouxii is
capable of alcoholic fermentation and hydrolysis of various amino
acids into their respective alcohols, resulting in an accumulation of
alcoholic substances that gives soy sauce its characteristic flavor. Z. rouxii
also synthesizes important flavor compounds, i.e. 4-hydroxy-2(or 5)-
ethyl-5(or 2)-methyl-3(2H)-furanone (HEMF) and 4-hydroxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanone (HDMF), using the Maillard intermediates

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2012.10.022
mailto:sittiwat.ler@mahidol.ac.th
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as precursors (Hayashida et al., 1999). As the alcohol fermentation pro-
gresses, the growth of Z. rouxii is decreased since it is sensitive to alcohol
at a concentration of around 4% (v/v) (Hanaya and Nakadai, 2003; van
der Sluis et al., 2001). Next, C. versatilis and C. etchellsii begin to grow
after the alcohol fermentation by Z. rouxii. These yeasts aremore aerobic
with weaker alcoholic production capability, however they are not as
salt-tolerant as Z. rouxii. They grow in the maturation stage of the
moromi fermentation, leading to the production of volatile phenolic
compounds (Huang and Teng, 2004). The Z. rouxii starter culture Z. rouxii
has been widely applied in the Japanese soy sauce industry (Fukushima,
2004; Hanaya and Nakadai, 2003; Hayashida et al., 1997; Luh, 1995;
Sugiyama, 1984). On the other hand, Pichia guilliermondii (its anamorph:
Candida guilliermondii) which is one of the microflora found in soy
sauce moromi fermentation (Hanaya and Nakadai, 2003) has not yet
been employed as an additional starter in soy sauce production.
P. guilliermondii has been known to produce 4-ethylguaiacol (Suezawa
& Suzuki, 2007), which is an important phenolic compound to mature
the flavor of soy sauce (Fukushima, 2004; Yokotsuka et al., 1967), and
4-ethylphenol (Dias et al., 2003).

Our group has been investigating volatile compounds involved in
the characteristic flavor of Thai soy sauce in order to develop suitable
microbial starter strains for the moromi fermentation. In this study,
we demonstrated the production of volatile flavor compounds by
two salt-tolerant yeast species isolated from Thai soy sauce moromi,
i.e. Z. rouxii and P. guilliermondii. The cultures of these strains were
conducted in moromi medium as a model system of soy sauce fer-
mentation. We also investigated the application of co-cultures of
these strains in order to observe their synergistic effect on the volatile
flavor compound production.
2. Materials and methods

2.1. Microorganisms

Z. rouxii (coded A22) and P. guilliermondii (coded EM1Y52) were
obtained from the culture collection of the Department of Biotechnolo-
gy, Faculty of Science, Mahidol University. These halotolerant yeasts,
the former and the latter, were previously isolated from soy sauce
moromi samples that had been fermented for 2 months and 1 month
respectively. Those moromi samples were of similar moromi type as
the moromi samples of this study. These yeasts could grow in yeast
extract–peptone–dextrose (YPD) medium containing sodium chloride
of up to 18% w/v (18-YPD). The colonies of the Z. rouxii strain were glo-
bose, raised, smooth, has an entire margin and creamy, whereas the
colonies of the P. guilliermondii strain were globose, flat, smooth, has
an entire margin and white. They reproduced asexually by budding
and grew as pseudohyphae. Molecular identification of the strains
was performed using sequence analysis of the D1/D2 domain of the
26S rDNA as described by Ferreira et al. (2010). Their GenBank access
numbers for nucleotide sequence were JX848543 and JX848542 for
A22 and EM1Y52 respectively.
Table 1
Treatments and controls of fermentation experiment.

Medium Single culture

1M moromi
0.88% TN, pH 5.0, 162.0 mM glucose

Treatment 1
Z. rouxii

Trea
P. gu

2M moromi
0.95% TN, pH 4.6, 145.5 mM glucose,

Treatment 4
Z. rouxii

Trea
P. gu

3M moromi
0.88% TN, pH 4.7, 103.2 mM glucose

Treatment 7
Z. rouxii

Trea
P. gu

YPD plus 18% w/v NaCl, pH 4.5 Treatment 10
Z. rouxii

Trea
P. gu
2.2. Moromi medium

Soy sauce moromi liquid portions were randomly collected from
SS Factory in Samutprakan province at 1-month (1M), 2-months
(2M), and 3-months (3M) of moromi fermentation (from different
batches of koji). The moromi was prepared from koji and 18% brine
at the ratio of 1:1; w/v. The liquid portions obtained were used as
culture media without sterilization. Prior to inoculation, each
moromi sample was determined for contents of total nitrogen (TN)
by Kjeldahl's method (AOAC, 1984), glucose using a glucose oxidase
kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) and pH using a pH meter (IQ
Scientific Instruments, Inc., Carlsbad, CA, USA) at 25 °C. The average
values obtained are presented in Table 1.

2.3. Preparation of the inoculums

Z. rouxii A22 and P. guilliermondii EM1Y52 from frozen stocks were
cultured separately in 500-mL flasks containing 200 mL of YPD broth
plus 18% (w/v) NaCl (18-YPD), incubated at 30 °C with 150-rpm shak-
ing to obtain optical density (OD600 nm) equal to 1.0. The cells were
harvested by centrifugation at 5000×g, 4 °C for 20 min. The cell pellets
were then suspended to the same volume of 18-YPD broth.

2.4. Fermentation experiment

Moromi model systems were conducted with 1-month, 2-month,
and 3-month moromi since A22 and EM1Y52 were isolated from
2-month and 1-month moromi samples respectively. Moreover,
viable counts of yeasts were also detected in 3-month moromi in
our previous study. Details of all 12 treatments and 4 controls used
in the experiment are shown in Table 1. Culturing yeast starters in
either moromi media or 18-YPD broth was performed in duplicate
in 250-mL Duran bottles with a working volume of 200 mL. The
experiments were conducted with 10% (v/v) of each yeast starter
culture at a final concentration of ~106 cells per mL in both media
and incubated statically at 30 °C for 7 days, allowing the bottles to
be loosely capped. The co-cultures of Z. rouxii and P. guilliermondii
were carried out by inoculating each strain at the ratio of 1:1. Concur-
rently, parallel runs of uninoculated media were also incubated as
controls under the same conditions. Aliquots of samples collected be-
fore and after incubation were subjected to enumeration of yeast cells
on duplicate YPD agar (supplemented with 10% w/v NaCl (10-YPD)
and 100 mg/L chloramphenicol) plates at 30 °C for 3–4 days. The
agar was adjusted to pH 4.5 with 1 N HCl. Plates with 30 to 300
colony-forming units per mL (CFU/mL) were counted and the results
were expressed as log CFU/mL of the samples. For chemical analysis
and VFC determination, the samples were centrifuged at 5000×g,
4 °C for 20 min and the supernatant obtained was then filtered
through a 0.45-μm membrane. Glucose content and pH of the
portions were measured as previously described in Section 2.2. All
analytical determinations were carried out in triplicate of the two
Co-culture Control

tment 2
illiermondii

Treatment 3
Z. rouxii+P. guilliermondii

Control 1
no inoculation

tment 5
illiermondii

Treatment 6
Z. rouxii+P. guilliermondii

Control 2
no inoculation

tment 8
illiermondii

Treatment 9
Z. rouxii+P. guilliermondii

Control 3
no inoculation

tment 11
illiermondii

Treatment 12
Z. rouxii+P. guilliermondii

Control 4
no inoculation



284 T.T. Wah et al. / International Journal of Food Microbiology 160 (2013) 282–289
experiments and then presented as the average values. The two
experiments were conducted at the same time.

2.5. Determination of volatile flavor compounds (VFCs)

2.5.1. Determination of VFCs by solid phase microextraction coupling
with gas chromatography–mass spectrometry (SPME–GC–MS)

Tenmicroliters of 2-methyl-3-heptanone (142.4 μg/mL ofmethanol)
was added into 5 mL of a supernatant of the culturemedium as an inter-
nal standard. The aliquot was placed in a 20-mL headspace vial sealed
with a PTFE septum in an aluminum cap. To obtain equilibrium, the
samples were preheated at 40 °C for 10 min in a water bath. A SPME
manual holder (Supelco, Bellafonte, PA, USA), equipped with a 2-cm
50/30 μm stable flex divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS) (Supelco, Bellefonte, PA, USA) was inserted into the
headspace vial through the PTFE cap. The VFCs in the headspace were
absorbed by exposing the fiber to the headspace at 40 °C for 20 min.
Prior to collection of volatiles, the fiber was preconditioned at 230 °C
for 105 min in the GC injection port. The VFCs were then thermally
desorbed by directly introducing the fiber into the injection port of the
GC–MS (Agilent 6890 plus GC/HP 5973 MSD, New York, USA)
maintained at 220 °Cwith the splitlessmode andholding for an injection
purge-off time of 5 min. The separation of volatile compounds was
achieved on an HP-FFAP column (25 m×0.32 mm i.d.×0.50 μm; J&W
Scientific, Folsom, CA, USA). The oven temperature was initially
programmed from 45 to 110 °C at a rate of 10 °C/min, then ramped up
to 160 °C at 7 °C/min and increased to 240 °C at 10 °C/min and post
run for 2 min. The ultra high-purity helium gas (TIG; Thai Industrial
Gas, Thailand) flow rate was 1.5 mL/min. The total runtime was
23.64 min. Themass selective detector capillary direct-interface temper-
ature was 250 °C. All mass spectra were obtained by electron ionization
at 70 eV. The detector was operated with a mass range between 20 and
350 m/z and with a scan rate of 4.33 scans/s.

2.5.2. Determination of semi-VFCs by direct solvent extraction coupling
with gas chromatography–mass spectrometry (DSE–GC–MS)

The method was modified based on the work of Wanakhachornkrai
and Lertsiri (2003). Ten milliliters of a sample was mixed with 50 μL
of each methanolic solution of internal standard: 2-ethyl butanoic
acid (446.0 μg/mL), 2-methyl-3-heptanone (142.4 μg/mL) and 2,4,6-
trimethyl pyridine (405.6 μg/mL) prepared. Then the mixture was
saturated with sodium chloride and adjusted to pH 3.0 with 5 N HCl.
The volatile compounds were then extracted thrice with 15 mL of
methyl acetate (Hayashida et al., 1997). After collecting the organic
fraction, the mixture was re-adjusted to pH 12.0 with 5 N NaOH and
extracted again as described above. The collected acidic and basic frac-
tions were separately kept at −80 °C overnight for removal of water.
These fractions were filtered through Whatman#1 filter paper, then
reduced to 3 mL under gentle nitrogen stream and dried over about
1.9 g of anhydrous sodium sulfate to remove any residual water and
then concentrated to a final volume of 100 μL using a gentle stream of
nitrogen gas. The concentrated organic extracts were analyzed by
GC–MS using the Agilent 6890 plus GC/HP 5973 MSD, equipped with
an HP-FFAP column described previously. One microliter of the sample
extract was injected at 220 °C with a split ratio of 10:1. The GC oven
temperature was held at 45 °C for 2 min, raised an initial 45 °C to
230 °C at a rate of 5 °C/min with a running time of 44 min. The flow
rate was 1.5 mL/min. The mass range was set at 35 to 450 m/z, 3.50
scans/s.

2.5.3. Identification and semi-quantification of VFCs
Positive identification of a compound was conducted by compar-

ing its retention index (RI) and mass spectrum in a database (Wiley
275.L mass spectral database, Hewlett-Packard Co.). RI was calculated
according to the retention time of n-alkane standards. The peak area
cut-off for detection was 10,000 and peak integration was performed
on RTE mode, Enhanced Chemstation Software version B.01.00
(Hewlett-Packard Co.). For semi-quantification, the amounts of the
VFCs were calculated from the peak area of each compound relative
to that of the internal standards.

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using the statistical package
XLSTAT™ software for Windows. Significant difference at a p value of
less than 0.05 was analyzed by a one-way analysis of variance
(ANOVA), and followed with Duncan's test to compare means. Princi-
pal component analysis (PCA) was carried out to correlate the abun-
dance of the VFCs in treatments and control by applying to the
concentration of compounds.

3. Results and discussion

3.1. Survival of yeast inoculums

All yeast inoculums (single culture of Z. rouxii, single culture of
P. guilliermondii, and co-culture of both strains) were found to be able
to survive or grow slowly in all three different moromi media
(1M, 2M, 3M) as observed in the increasing log CFU/mL after the
7-day incubation compared to their original numbers at day 0 (Fig. 1).
The initial numbers of yeast cells in the inoculated samples were 1 to
3 logs higher than the controls (at day 0). For Z. rouxii cultured in 1M,
2M and 3M moromi media, the viable counts of ~5.8 log CFU/mL
increased to 6.7, 6.5 and 6.2 log CFU/mL, respectively, at day 7. On the
other hand, the viable counts of P. guilliermondii cultured in those
moromi media were over 6 log CFU/mL at day 0, and they remained
constant in the 1M and 3M moromi media but slightly reduced in the
2M moromi medium at day 7. The increasing trend of about 1 log
CFU/mL was also observed in the co-culture experiments (Fig. 1a).
Glucose consumption was higher in the cultures with Z. rouxii rather
than that with P. guilliermondii as observed in the decrease of glucose
content in the moromi media (Fig. 1b). These results indicated that
glucose was utilized bymicrobes in themoromimedia, including indig-
enous salt tolerant microbes and inoculated yeasts. P. guilliermondii
consumed glucose less than Z. rouxii during the 7 days of incubation.
In the case of Z. rouxii cultures, glucose was almost completely con-
sumed during the 7 days. This also indicated that the moromi medium
as the model system was capable to culture the yeasts for a 7-day peri-
od. The limitation was due to substrates available.

Considering the viable cell count and glucose consumption of
yeast cultures in the 18-YPD broth, the numbers of cells decreased
(from ~6 log CFU to ~5 log CFU) in all cases except in the Z. rouxii
single culture (Fig. 2). Correspondingly, the glucose content remained
~90 mM in the P. guilliermondii single culture, while glucose deple-
tion reached 1 to 3 mM in the Z. rouxii single culture and co-culture.
The results were probably due to the fact that P. guilliermondii prefers
more aerobic conditions (Fukushima, 2004).

3.2. Volatile flavor compound production in 18-YPD medium

With respect to metabolites from yeast fermentation, alcoholic
groups were mainly identified in the 18-YPD medium inoculated with
single or co-cultures. No target volatile flavor compounds (VFCs) were
detected in the 18-YPD control (no inoculums added). VFCs produced
by Z. rouxii culture and co-culture of Z. rouxii and P. guilliermondii includ-
ed ethanol, 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol, 2-phenylethanol,
methionol and 2-phenylethyl acetate (Table 2). These are VFCs produced
by yeast strains, which have been described as involved in the develop-
ment of soy sauce flavor (Beuchat, 2001; van der Sluis, et al., 2001). In
the case of the single culture of P. guilliermondii, only ethanol
(185.7 μg/L) and 2-phenylethanol (6.0 μg/L) were produced (Table 2).
Interestingly, the co-culture presented the highest contents, compared
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Fig. 1. (a) The number of yeast cells and (b) glucose consumption from single culture and co-culture of Z. rouxii and P. guilliermondii in 1M, 2M and 3M moromi media. Bars with
different small letters show significant difference (p≤0.5).
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to those obtained from the single culture of Z. rouxii or P. guilliermondii
(Table 2). These results suggested that P. guilliermondii could not well
utilize glucose to produce ethanol. It is possible that P. guilliermondii
might metabolize free amino acids to generate energy for survival as as-
sumed in Candida utilis that could break down the carbon skeleton
of amino acids completely (Large, 1986). Evidently, 2-phenylethanol
was converted by P. guilliermondii from phenylalanine. This 2-
phenylethanol has been reported to be commonly produced by yeast
fermentation and can be synthesized from glucose or phenylalanine by
yeasts (Hanaya and Nakadai, 2003). It has also been observed that the
batch cultures of Saccharomyces cerevisiae could produce phenylethanol
during fermentation when phenylalanine is the sole nitrogen source or
under anaerobic conditions (Hazelwood et al., 2008). Furthermore,
phenylethanol might be formed through biosynthesis of L-alanine from
pyruvate using aromatic amino acid aminotransferase (Kradolfer et al.,
1982).

In general, yeasts produce ethanol from glucose via the glycolytic
pathway and anaerobic fermentation (Benitez and Codon, 2004). In
some yeasts, higher alcohols can be produced from the Ehrlich path-
way in which the deamination or transamination of extracellular
amino acids is performed and/or other amino acid biosynthesis path-
way (van der Sluis et al., 2002; Webb and Ingraham, 1963). In the
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Ehrlich pathway, branched-chain amino acids (i.e. leucine, valine, and
isoleucine), aromatic amino acids (i.e. phenylalanine), and sulfur-
containing amino acids (i.e. methionine) undergo a three-enzymatic-
step pathway: 1) transamination of an amino group from amino acids
to α-ketoglutaric acid resulting in α-keto acids, 2) decarboxylation of
the α-keto acids to aldehydes, and 3) reduction of the correspondent
aldehydes to higher alcohols (Hanaya and Nakadai, 2003; van der
Sluis et al., 2001). α-Ketoglutarate is the general substrate that is
involved in the first step of transamination. α-Keto acids are key inter-
mediates involved in this pathway (van der Sluis et al., 2001). Among
these higher alcohols, methionol is produced merely via the Ehrlich
pathway in Z. rouxii (van der Sluis et al., 2002). Since there was no
Table 2
Concentration (μg/L) of volatile flavor compounds (VFCs) produced by single culture
and co-culture of Z. rouxii and P. guilliermondii in YPD broth containing 18% w/v NaCl
(18 YPD).

No. RIa Compounds A22 EM1Y52 A22+EM1Y52

1 b1100 Ethanol 1823 185.7 2860.2
2 1137 2-Methyl-1-propanol 20.5 nd 145.8
3 1236 3-Methyl-1-butanol 708.5 nd 2784.9
4 1991 2-Phenylethanol 246.1 6 870.7
5 1756 Methionol 4 nd 32.6
6 1857 2-Phenylethyl acetate 25.9 nd 79.7

nd: not detected.
a RI based on HP-FFAP column.
methionol detected in the single culture of P. guilliermondii (Table 2),
the results thus suggested that P. guilliermondii was not able to use the
Ehrlich pathway for the formation of higher alcohols. However, it
was evident that the co-culture produced a much higher content of
methionol than the single culture of Z. rouxii.

3.3. Volatile flavor compound production in moromi medium

Eighteen volatiles that are reported to be important VFCs in Japanese,
Chinese, and Thai soy sauces were distinguished in the moromi media
(1M, 2M, 3M). These included 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol,
2-phenylethanol, methionol, ethanol, phenylacetaldehyde, ethyl acetate,
ethyl lactate, ethyl benzoate, ethylphenyl acetate, 2-phenylethyl
acetate, 2-methoxy-phenol (or guaiacol), 4-ethyl-2-methoxy-phenol,
4-ethyl-phenol, 4-hydroxy-2-ethyl-5-methy-3(2H)-furanone (HEMF),
4-hydroxy-2,5-dimethy-3(2H)-furanone (HDMF), 3-hydroxy-2-
methyl-4H-pyran-4-one (or maltol) and benzoic acid (Table 3).

Considering ethanol production in single cultures and co-cultures
of both yeasts, it was characteristic that P. guilliermondii cultures
resulted in low ethanol concentration in both 18-YPD and moromi
media compared to that of Z. rouxii. The contents of residual glucose
remarkably decreased in single cultures and co-cultures of Z. rouxii,
which might be due to the ability of Z. rouxii to possibly synthesize
ethanol from glucose which was plentiful in the moromi media.
Regarding higher alcohols in the cultures, Z. rouxii cultures and
co-cultures accumulated these compounds at higher concentrations
than the controls and P. guilliermondii single cultures. These results
were in agreement with the volatile formation in cultures of 18-YPD
broth. The co-cultures exhibited the highest increase in the following
VFCs, including 2-fold increase of 3-methyl-1-butanol particularly in
1M and 3M moromi media, 3.4-fold increase of 2-methyl-1-propanol
in 3M moromi and 1.1-fold increase of methionol in 2M moromi
relative to the controls (Table 3). Likewise, high content of
2-phenylethanol was obtained in the co-cultures, reaching the
maximum value of 4.7-fold increase in the 3M medium while
2-phenylethanol production by Z. rouxii cultures has only 2.4-fold in-
crease in the 3M medium (Table 3).

Among branched-chain amino acids which are precursors for the
Ehrlich pathway (Hazelwood et al., 2008), these amino acids except
methionine were abundant in soy sauce mixtures (O'Toole, 1997).
In addition, the production of methionol which merely occurs via
the Ehrlich pathway was enhanced in co-cultures of both 18-YPD
and moromi media. We hypothesized that P. guilliermondii was not
capable for the Ehrlich pathway. However, P. guilliermondii could
produce some general substrates, e.g. α-ketoglutarate which is for
the first step of transamination in the Ehrlich pathway or/and
α-keto acids from transamination of amino acids. These α-keto
acids were secreted or leached from the yeast cells and then uptaken
by Z. rouxii to convert into higher alcohols. The previous study has
shown that at pH around 4.0 to 6.0 and in the presence of 0 to 18%
(w/v) NaCl, considerable amounts of α-keto acids as the deaminated
products from the branched-chain amino acids are found to be accu-
mulated extracellularly in the Z. rouxii culture (Jansen et al., 2003).
Accumulation of α-keto acids is accomplished by the flow through
of the Ehrlich pathway which increases at increased concentrations
of extracellular amino acids (Aoki and Uchida, 1991; van der Sluis et
al., 2000).

For HEMF and HDMF production, Z. rouxii cultures enhanced
HEMF formation, resulting in an increase of 1.6 and 2.5 folds in the
1M and 2M moromi media respectively, compared to the controls
(Table 3). On the contrary, no furanone compounds were observed
in P. guilliermondii single cultures. It is important to note that the
co-cultures yielded a 1-fold higher production of HEMF than the
Z. rouxii cultures. Since HEMF is one of the key aroma compounds
with low detection threshold (Hanaya and Nakadai, 2003), our findings
strongly confirmed the significance of Z. rouxii in the formation of
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Table 3
Concentration (μg/L) of volatile flavor compounds (VFCs) produced by single culture and co-culture of Z. rouxii and P. guilliermondii in 1M, 2M and 3M moromi media.

Compounds 1M moromi 2M moromi 3M moromi

Control
1

A22 Incrementa

for A22
(fold)

EM1Y52 A22+
EM1Y52

Increment for
A22+EM1Y52
(fold)

Control
2

A22 Increment
for A22
(fold)

EM1Y52 A22+
EM1Y52

Increment for
A22+EM1Y52
(fold)

Control
3

A22 Increment
for A22
(fold)

EM1Y52 A22+
EM1Y52

Increment for
A22+EM1Y52
(fold)

Ethanol 516.2 1499.7 1.9 352.2 798.5 0.5 407.7 910.0 1.2 479.4 1821.8 3.5 172.6 754.5 3.4 188.1 917.0 4.3
2-Methyl-1-propanol 24.0 28.5 0.2 8.7 47.4 1.0 27.5 29.2 0.1 9.0 77.8 1.8 10.9 14.0 0.3 5.9 47.8 3.4
3-Methyl-1-butanol 246.5 450.7 0.8 159.1 711.4 1.9 445.5 348.1 nc 159.5 1046.9 1.3 262.6 377.0 0.4 171.31 781.9 2.0
2-Phenylethanol 43.5 117.5 1.7 32.6 187.6 3.3 51.2 72.2 0.4 24.6 257.0 4.0 25.9 88.4 2.4 20.7 147.9 4.7
Methionol 3.7 3.8 nc 2.1 5.0 0.4 4.1 3.0 nc 1.5 8.7 1.1 3.7 3.3 nc 2.1 6.1 0.7
2-Methoxy-phenol 1.1 nd nc nd 2.2 1.0 2.2 1.6 nc 1.8 5.1 1.3 1.9 0.5 nc 1.1 5.8 2.0
4-Ethyl-2-methoxy-phenol 4.6 1.3 nc 90.0 5.3 0.1 5.1 3.2 nc 34.1 3.5 nc 3.9 1.9 nc 94.8 2.1 nc
4-Ethyl-phenol 1.5 0.2 nc 10.1 nd nc 1.4 0.7 nc 4.1 nd nc 1.4 0.6 nc 9.2 nd nc
Maltolb,c 1954.7 2284.3 0.2 2047.1 4071.6 1.1 1004.9 3785.5 2.8 3304.5 16005.7 14.9 5811.2 1704.6 nc 1317.6 11668.5 1.0
HDMFc,d nd nd nc nd nd nc nd 1048.9 nc nd nd nc nd 773.1 nc nd nd nc
HEMFc,e 2144.6 5507.1 1.6 nd 3289.2 0.5 3064.3 7047.7 1.3 nd 10617.4 2.5 nd 4211.5 nc nd 6611.3 nc
Ethyl acetate nd 43.6 nc nd 39.7 nc 8.7 46.6 4.4 nd 24.3 1.8 nd 26.0 nc nd 23.9 nc
Ethyl lactate 1.1 nd nc nd 2.2 0.9 nd nd nc nd 3.3 nc 1.2 nd nc nd 3.3 1.7
Ethyl benzoate 0.7 2.3 2.5 0.8 2.8 3.3 2.8 3.3 0.2 1.6 4.9 0.8 nd 1.0 nc 0.5 4.8 nc
Ethylphenyl acetate 0.4 1.0 1.6 nd nd nc 1.5 2.1 0.4 nd nd nc nd 0.4 nc nd nd nc
2-Phenylethyl acetate 2.0 2.4 0.2 0.4 2.3 0.2 7.2 3.2 nc 0.3 37.2 4.2 1.6 2.4 0.5 1.2 6.6 3.2
Phenylacetaldehyde nd 1.6 nc nd 2.5 nc nd 2.9 nc nd 1.9 nc nd 3.3 nc nd 3.0 nc
Benzoic acid 2850.4 4242.1 0.5 2522.9 3818.9 0.3 2298.5 3725.6 0.6 2591.2 2752.3 0.2 1820.3 2183.0 0.2 1294.2 4798.1 1.6

nd: no detection.
a The increment values were calculated by VFCs in the inoculated sample divided by VFCs in the uninoculated sample. If the compound did not occur in the control or the amount decreased, the increment was not calculated (nc).
b 3-Hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one.
c Detected by DSE.
d 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-furanone.
e 4-Hydroxy-2-ethyl-5-methyl-furanone.
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Fig. 3. Principle component analysis: (a) loading plot illustrated the contribution of vola-
tile flavor compounds; (b) score plots presented the distribution of cultures in groups.
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flavor compounds in soy sauce products. Regarding its biosynthesis,
Sasaki et al. (1991) described that the pentose-phosphate cycle is
involved in HEMF biosynthesis by yeasts in soy sauce. In addition,
Sugawara and Sakurai (1999) suggested that HEMF is synthesized by
yeasts using a precursor derived from the Maillard reaction of ribose
with serine or alanine during heating. Furthermore, HEMF biosynthesis
by Z. rouxii in moromi fermentation was claimed to occur through the
combination of the 5-carbon compound produced from the Maillard
reaction and the 2-carbon compound provided by the yeast (Ohata et
al., 2007). However, the yeast enzymes involved in the furanone
biosynthesis have not been known up to this time. Hence, these
4-hydroxyfuranones were not detected in any of the yeast cultures in
the 18-YPD broth since no precursors were present. On the other
hand, since the Maillard reaction occurs at every stage of soy sauce
production (Lertsiri et al., 2001), the yeasts probably use the Maillard
intermediates as precursors in relation with this 4-hydroxyfuranone
biosynthesis.

P. guilliermondii single cultures were found to play an important
role in the production of phenolic compounds (2-methoxyphenol,
4-ethyl-2-methoxyphenol and 4-ethylphenol) whereas no increase
in the production of phenolic compounds was found in Z. rouxii single
cultures. Occurrence of P. guilliermondii and its production of volatile
phenolic compounds were also reported as a spoilage yeast in wine
fermentation (Sáez et al., 2010). Phenolic compounds, such as
4-ethyl-2-methoxy-phenol, were produced by P. guilliermondii
cultures with the highest increase of 24-folds higher than the control,
especially in the 3M medium (Table 3). In addition, P. guilliermondii
single cultures produced the concentration of 4-ethylphenol up to a
maximum increase of 6 folds in both 1M and 3M moromi media, com-
pared to the controls, despite the fact that there was no detection for
this compound in the co-cultures. This finding suggested that
P. guilliermondii was a producer of volatile phenols, which are respon-
sible for the spicy clove-like and woody, smoky flavor to soy sauce.
The co-cultures had a higher level of 2-methoxyphenol production
with 1–2 folds than the controls (Table 3). It has been demonstrated
that biosynthesis of these compounds by yeasts involves carboxylation
and reduction of ferulic acid and p-coumaric acid (van der Sluis et al.,
2001).

3.4. Principle component analysis (PCA)

To evaluate the correlations among the important VFC compounds
and the contribution among the cultures, the concentration of VFCs as
variables was subjected to principal component analysis (PCA). PCA
condenses all of the VFC variables into principal components (PCs)
which are used as axes on which the data are plotted and structurally
visualized on a biplot (Lawless and Heymann, 1998). Fig. 3a and b
shows the 2-dimensional biplots of PC1 against PC2 for loadings and
scores respectively. PC1 explained 35.37% of the variance which
correlated with ethanol, 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol,
2-phenylethanol, HEMF, 2-methoxy-phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
phenol, 4-ethyl-phenol, ethyl lactate, ethyl benzoate and maltol. PC2
explained 32.22% of the variance and correlated with methionol,
phenylacetaldehyde, ethyl acetate, 2-phenylethyl acetate and benzoic
acid. PC3 explained 14.63% which was correlated with HDMF and
ethylphenylacetate (not illustrated).

In PCA, it is possible to distinguish the single cultures and co-cultures
which had different characteristics from the controls (Fig. 3b). The group
of co-cultures in themoromimedia located in PC1was highly influenced
by ethanol, 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol, 2-phenylethanol,
HEMF, ethyl benzoate and maltol, as the co-cultures had their highest
concentration. On the other hand, the group of P. guilliermondii cultures
in the moromi media was found on the opposite side of the co-culture
group, indicating a negative correlation with those VFCs. This indicated
the presence of a lower amount or the absence of those compounds
in P. guilliermondii cultures. It was indeed clustered by increasing the
concentration of 4-ethyl-2-methoxy-phenol and 4-ethyl-phenol.
Regarding Z. rouxii cultures in moromi media located on PC3 (not illus-
trated), they were strongly associated with the highest concentration
of HDMF and ethylphenylacetate. According to the loadings of VFCs
produced by the cultures in the 18-YPD broth, separated positions of
the culture on the biplot (Fig. 3B) demonstrated that ethanol, higher
alcohols and 2-phenylethylacetate basically contributed to the charac-
teristics of each culture. This also indicated that the co-cultures indeed
had the highest amount of these compounds including ethanol and
higher alcohols.

4. Conclusions

Moromi medium as the model system demonstrated the possibil-
ity of using selected Z. rouxii A22 and P. guilliermondii EM1Y52 strains
for soy sauce fermentation. In terms of VFCs, the former could
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produce HEMF and HDMF, and the latter could produce phenolic vol-
atiles in the moromi medium but not in the 18-YPD broth. Co-culture
of these two strains in both moromi medium and 18-YPD could en-
hance the formation of VFCs.
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