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สาโทเปนเคร่ืองดื่มแอลกอฮอลพ้ืนบานของไทย ท่ีเกิดจากการหมักขาวเหนียวดวยลูกแปงสุราซึ่งใช 
เปนกลาเชื้อจุลินทรียผสมอันไดแก รา ยีสต และแบคทีเรีย การผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรมมีปญหาดาน

คุณภาพท่ีไม สม่ําเสมอในแตละชุดการผลิต คุณภาพของกลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมจึงเปนปจจัยหน่ึงท่ีสําคัญเพ่ือ

แกปญหาดังกลาว จุดม ุงหมายของงานวิจัยคือศึกษาบทบาทของยีสตเพ่ือใช เปนกลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีมีตอการ

ผลิตสารใหกล่ินในสาโท ไดทําการผลิตสาโทโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ของราสองสายพันธุคือ Rhizopus microsporus

NN505 และ Mucor hiemalis NN609 ในทุกชุดการทดลองและแปรผันยีสตชนิด Saccharomyces sp. จํานวน

5 สายพันธุไดแก N5D8, BMD8, TISTR5161, NP101D8 และ 493 EDV (สายพันธุทางการคา) เก็บตัวอยางมา

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี, สารใหกล่ิน และการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว ายีสต S. cerevisiae

NP101D8 เปนสายพันธุท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการนําไปใช ผลิตสาโท เน่ืองจากมีความสามารถในการผลิตเอทา

นอลในปริมาณสูง อีกท้ังสามารถผลิตสารใหกล่ินท่ีดีในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอรหลายชนิดโดยเฉพาะ

อยางยิ่ง ฟนิลแอลกอฮอล และ 2 - ฟนิลเอทิลแอซีเทต เปนผลใหการทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกล่ินท่ีไดมี

คาสูง จากน้ันศึกษาบทบาทของยีสต non – Saccharomyces 3 สายพันธุ ไดแก Issatchenkia orientalis

TISTR5259, Pichia anomala NP101 และ Saccharomycopsis fibuligera NP101 ท่ีมีตอการผลิตสารให
กล่ิน โดยทําการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุคือ M. hiemalis  NN609  และ

R. microsporus NN505 ในทุกชุดการทดลองและแปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ แยกกันแตละชนิดในอัตราสวนระหว าง S. cerevisiae NP101D8

ตอ non – Saccharomyces ดังน้ี 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 ตามลําดับ เก็บตัวอยางมาวิเคราะห
องคประกอบทางเคมี สารใหกล่ิน และการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว าท่ีอัตราสวน 1 ตอ 0.5 ไดรูปแบบ

ของสารประกอบใหกล่ินท่ีดีท้ังดานชนิดและปริมาณ และไดคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสสูง และการ

เติมยีสต non – Saccharomyces ในกลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมไดปริมาณเอสเทอรโดยรวมในสาโทและผลการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัสสูงกว าในชุดควบคุมท่ีมีการเติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิด

เดียว จากผลของ Principal Component Analysis (PCA) พบว ายีสต I. orientalis TISTR5259 และ

P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิต เอทิลแอซีเทต และไอโซบิวทานอล สวนยีสต
Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเด

คาโนเอท และ 2 - ฟนิลเอทิลแอซีเทต จากองคความรูท่ีไดสามารถนําไปพัฒนาตอยอดสูการพัฒนาเพ่ือยก

ระดับคุณภาพสาโทในระดับอุตสาหกรรมตอไป
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            Sato, a Thai alcoholic beverage, produces from fermentation of steamed glutinous rice

mixed with Loogpang, as a starter culture, which composes of several kinds of microorganisms

included molds, yeasts and bacteria. Industrial Sato manufacturer faces a serious problem of

inconsistency in its quality in each batch. Quality of mixed pure starter culture is one of important

factors to solve the problem. This study focused on studying the role of yeast species on contributing

volatile compounds in Sato. Sato was produced from mixed pure starter cultures composed of two

mold isolates (Rhizopus microsporus NN505 and Mucor hiemalis NN609) and one each of the

selected Saccharomyces cerevisiae strain: BMD8, N5D8, NP101D8, TISTR5161 or commercial strain

493 EDV (Danstil, Canada). The samples were taken at the end of fermentation and determined for

chemical parameters, volatile compounds and sensory test analysis. The strain NP101D8 was

selected based on its characteristic of high productivity in ethanol and higher alcohols especially

phenyl alcohol and 2 – phenylethyl acetate as well as high sensory test scores. Then, three non –

Saccharomyces yeasts, Issatchenkia orientalis TISTR5259, Pichia anomala NP101 and

Saccharomycopsis fibuligera NP101, were investigated on profile of volatile compounds produced.

The Sato was produced using two molds strains with the selected S. cerevisiae NP101D8 and

varying each of the 3 strains of non – Saccharomyces yeasts from 1:0.5, 1:1, 1:2 and 1:4,

respectively. The ratio between S. cerevisiae and non – Saccharomyces at 1:0.5 showed high quality

and quantity in volatile compounds profiles as well as high scores in sensory test results. Moreover,

The addition of non – Saccharomyces yeast in the mixed pure starter culture obtained Sato with

higher total ester content as well as sensory test scores than that of control group which contain only

S. cerevisiae NP101D8 in the mixed pure starter culture. Principal Component Analysis (PCA) data

indicated that I. orientalis TISTR5259 and P. anomala NP101 showed the ability to produce high level

of ethyl acetate and isobutanol while Sm. fibuligera NP101 tends to contribute high amount of

isoamyl alcohol, ethyl octanoate, ethyl decanoate and 2 – phenylethyl acetate. The results obtained

could serve as platform for developing of mixed pure starter culture for production of high quality

and consistency in quality of commercial Sato.
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บทนํา

สาโทเปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลพื้นบานของไทยท่ีมีกรรมวิธีและขั้นตอนในการผลิตโดย

ภูมิปญญาทองถ่ินของไทยท่ีมีการอนุรักษและถายทอดสืบตอจากรุนสูรุน ในขบวนการผลิตสาโท

จะใชขาวเปนวัตถุดิบหลักโดยจะหมักรวมกับกลาเชื้อจุลินทรียท่ีเรียกวาลูกแปงสุรา ซึ่งประกอบ

ดวยจุลินทรียชนิดตางๆ ไดแก รา ยีสต และแบคทีเรีย ท้ังชนิดท่ีจําเปนและไม จําเปนตอการหมัก

ในระหวางกระบวนการหมักราทําหนาท่ีหลักในการเปลี่ยนขาวซึ่งเปนวัตถุดิบใหเปนนํ้าตาลและ

ยีสตทําหนาท่ีเปลี่ยนนํ้าตาลเปนแอลกอฮอล (กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล, 2547, นุชรี ออนพรอม,

2547 และ อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) นอกจากน้ียีสตยังมีบทบาทสําคัญในการสราง

สารประกอบใหกลิ่นเฉพาะตัวในสาโทอีกดวย (นริสา ตรีเนตร, 2550 และ อําภา หลวงคลายโพธิ์,

2552)

ในอดีตการผลิตสาโทถือเปนเรื่องผิดกฎหมายแตในป พ.ศ. 2543 รัฐบาลไทยเปดเสรีการ

ผลิตและจําหนายสาโทมากขึ้น โดยผลักดันการผลิตสาโทเปนผลิตภัณฑในห น่ึงตําบลหน่ึง

ผลิตภัณฑหรือเปนอุตสาหกรรมขนาดกลางและเล็กแตยังไม ประสบผลสําเร็จเทาท่ีควร

ผูประกอบการหลายรายประสบกับปญหาหลายประการโดยเฉพาะเรื่องคุณภาพท่ีไม คงท่ีในแตละ

ชุดการผลิตและรสชาติของสาโทไม ดี อาทิ มีรสเปรี้ยวของนํ้าสมสายชู ซึ่งปญหาดังกลาวสงผล

กระทบโดยตรงตอผูประกอบการผลิตสาโทท้ังเชิงเศรษฐศาสตรและผลกระทบเชิงสังคม เชน
ปญหาการตัดราคา ปญหาการสงคืนสินคา  ขาดความไววางใจจากผูบริโภค เปนตน ในการผลิต

เครื่องด่ืมแอลกอฮอล กลิ่นรสถือเปนปจจัยหน่ึงในการบงชี้ถึงคุณภาพของเครื่องด่ืมแอลกอฮอล
ชนิดน้ันๆ สําหรับการผลิตสาโทก็เชนกัน ปจจัยท่ีสงผลตอกลิ่นรสของสาโท ไดแก คุณภาพของนํ้า

สายพันธุขาว เครื่องเทศหรือสมุนไพร ซึ่งปจจัยผันแปรสําคัญประการหน่ึงตอคุณภาพกลิ่นรสของ

สาโทก็คือ คุณภาพของลูกแปงสุรา (กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล, 2547 และนุชรี ออนพรอม, 2547,

อภิชญา เตชะวสัญู, 2550, นริสา ตรีเนตร, 2550 และ อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

จุลินทรียท่ีอยูในลูกแปงสุรามีความสัมพันธกับประสิทธิภาพการหมักและคุณภาพของ

สาโท ท้ังในดานรสชาติ สี รวมไปถึงกลิ่นเฉพาะอีกดวย ดังน้ันในกระบวนการผลิตสาโทท่ีไม 
สามารถควบคุมลูกแปงสุราใหมีคุณภาพทางกายภาพ เคมีและชีวภาพใหคงท่ีได ตลอดจนการ

จัดเก็บรักษาลูกแปงสุราท่ีไม เหมาะสม จะเปนการเพิ่มอัตราเสี่ยงตอการปนเปอนและการสูญหาย

ของจุลินทรียชนิดท่ีจําเปนตอการผลิตสาโท จุลินทรียท่ีอยูในลูกแปงจึงเปนปจจัยท่ีสําคัญย่ิงตอ
คุณภาพของสาโท ทําใหไม สามารถควบคุมคุณภาพตลอดจนประสิทธิภาพของการหมักหรือขยาย

กําลังการผลิตใหเพิ่มขึ้นจากเดิมได จุลินทรียหลักท่ีมีบทบาทเก่ียวของกับคุณภาพกลิ่นและ

รสของสาโทคือราและยีสต ในสวนของแบคทีเรียยังมีรายงานวิจัยถึงบทบาทของแบคทีเรียนอย
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อยางไรก็ตามมีรายงานพบวาแบคทีเรียกรด แลคติกมีบทบาทในการผลิตสารใหกลิ่นเฉพาะดวย

(เจริญ เจริญชัย, 2545 และนริสา ตรีเนตร, 2550)

จากงานวิจัยท่ีผานมาพบวา ยีสตเปนจุลินทรียท่ีมีบทบาทหลักในการผลิตสารใหกลิ่นใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลหลายชนิด เชน ไวนอง ุน (Rojas และคณะ, 2003, Romano และคณะ,

2003, Mateos และคณะ, 2006, Swiegers และคณะ, 2009) สปารกลิงไวน (Sparkling wine)

(Torrens และคณะ, 2008) ไวนผลไม  (Estévez และคณะ, 2004) เปนตน ดังน้ันจึงนํามาสู
จุดม ุงหมายของงานวิจัยน้ีโดยตองการศึกษาบทบาทของยีสตแตละสปชีสท่ีแยกไดจากลูกแปงสุรา

ท่ีเมื่อนํามาผลิตสาโทแลวพบวาสาโทท่ีไดมีคุณภาพดานกลิ่น รสดี โดยการทดสอบทางประสาท

สัมผัสและวิเคราะหรูปแบบสารใหกลิ่น ซึ่งผลจากงานวิจัยน้ีนอกจากจะไดองคความรูพื้นฐานของ

กลิ่น รสในสาโทท่ีผลิตโดยยีสตแตละสปชีสแลว ยังสามารถนําไปตอยอดงานวิจัยตอไป เพื่อการ

ปรับปรุงคุณภาพดานกลิ่นรสของสาโทใหดีย่ิงขึ้น รวมถึงการพัฒนาคุณภาพดานกลิ่นรสของสาโท

ใหม ีความหลากหลายเพื่อตอบสนองความตองการของผูบริโภคมากขึ้นอีกดวย

วัตถุประสงคของการวิจัย

งานวิจัยน้ีม ุงหมายศึกษาความสามารถในการผลิตสารใหกลิ่นในสาโทโดยยีสตแตละสปชีส
ผลของงานวิจัยน้ีจะเปนองคความรู เพื่อนําไปพัฒนาคุณภาพดานกลิ่นของสาโทตอไป

ประโยชนท่ีคาดว าจะไดรับ

สามารถถายทอดเทคโนโลยีและองคความรูดานบทบาทของยีสตแตละสปชีสตอการสราง

สารใหกลิ่นในสาโท เพื่อนําไปพัฒนาปรับปรุงใหสาโทมีคุณภาพดานกลิ่นรสท่ีหลากหลายสามารถ

ตอบสนองตอความตองการของผูบริโภคไดดีย่ิงขึ้น ตลอดจนสามารถผลิตสาโทใหมีคุณภาพคงท่ี

ในแตละชุดการผลิต เพื่อนําไปใชในการพัฒนาคุณภาพของสาโทเพื่อการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมตอไป
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บทท่ี 2

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

ในภูมิภาคตางๆ ของโลกท้ังในแถบซีกโลกตะวันออกและตะวันตกมีผลิตภัณฑเครื่องด่ืม

มาก มายหลายชนิดท่ีไดจากกระบวนการหมักจากธัญพืช ผลิตภัณฑท่ีสําคัญและเปนท่ีนิยมอยาง

มากคือ เครื่องด่ืมแอลกอฮอล ซึ่งจะแตกตางกันตามชนิดของวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตเชน
ธัญญาหาร ผลไม  เปนตน เครื่องด่ืมแอลกอฮอลท่ีไดรับความนิยมในวงกวางคือ ไวน

การทําไวนนับเปนศิลปะแขนงหน่ึงท่ีมีชื่อทางภาษาอังกฤษวา Enology หรอื Oenology

แปลวา ความรูในการผลิตไวน ซึ่งเปนการรวบรวมเอาหลักการทางวิทยาศาสตร 3 สาขามารวมกัน

คือ สาขาชีวเคมี เพื่อการศึกษาการเปลี่ยนนํ้าตาลเปนแอลกอฮอล และกระบวนการเปลี่ยนแปลง

สารประกอบอินทรียเปนกลิ่นและรสของไวน สาขาจุลชีววิทยา เพื่อศึกษาถึงยีสต และภาวะท่ีจะให
ยีสตเปลี่ยนนํ้าตาลใหไดปริมาณแอลกอฮอลท่ีตองการ และสาขาพฤกษศาสตร เพื่อศึกษาชนิด

และวิธีการเพาะปลูกพันธุพ ืช เชน อง ุน พืชและผลไม  เพื่อใชเปนวัตถุดิบในการผลิตไวน
ไวน (Wine) เปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลประเภทสุราแช   ไวนท่ีผลิตในเชิงพาณิชยสวนใหญ

ผลิตจากผลอง ุนแตไวนท่ีผลิตเพื่อบริโภคในระดับครัวเรือนบางครั้งอาจใชผลไม ชนิดอ่ืนตามฤดูกาล

มาผลิตไวนได ซึ่งจะใหกลิ่น และรสชาติท่ีแตกตางกัน ไวนท่ีผลิตจากผลไม ชนิดอ่ืนจะเรียกชื่อผลไม 
ชนิดน้ันตามหลังคําวาไวน เชน ไวนสับปะรด ไวนกระเจี๊ยบ และไวนขาว เปนตน

การทําไวนขาวจะแยกออกจากการทําไวนผลไม อยางชัดเจน เน่ืองจากกรรมวิธีการผลิต

และหลักการจะแตกตางจากการทําไวนผลไม คอนขางมาก กระบวนการผลิตไวนขาวของแตละ
ประเทศจะมีความแตกตางกันท้ังวัตถุดิบ อุณหภูมิ และระยะเวลา แตโดยรวมแลวเปนการหมัก

แบบธรรมชาติโดยใชธ ัญพืชเปนวัตถุดิบ การทําไวนจากขาวมีการผลิตกันมาต้ังแตด้ังเดิมและเปนท่ี

รูจักกันอยางแพรหลายในหลายพื้นท่ี เชน สาเก (Sake) ในประเทศญี่ปุน ทาไปและคูลาโป (Tapuy

and Kulapo) ในประเทศฟ ลิปนส ฮวางจุยและชูจุย (Huangjiu and Choujiu) ในประเทศจีน

(Aidoo และคณะ, 2006) สําหรับประเทศไทยมีการผลิตไวนขาวท่ีทํามาจากการหมักขาวเหนียว

กับหัวเชื้อท่ีเรียกวาลูกแปงท่ีในโองหรือภาชนะดินเผามาชานาน ซึ่งแตละทองถ่ินจะมีขั้นตอนการ

ผลิต สวนผสมและชื่อเรียกตางกันไปตามแตละทองท่ี เชน สาโท (เหลาโท) อุ และนํ้าขาว เปนตน

Yoshikawa (1985) ไดแบงไวนขาวตามลักษณะความใส ออกเปน 2 กลุม ดังน้ี

1. Alcoholic beverage เปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลท่ีมีลักษณะใส ไดแก สาเก (Sake) และ

เชาชิงจุย (Shao – Shin - Chu) เปนตน
2. Miscellaneous alcohol drinks เปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลท่ีมีลักษณะขุน อันเน่ืองมาจาก
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จุลินทรียและของแข็งท่ีเหลือตกคางอยู ไดแก ทาไป (Tapuy) ทาเป (Tapay) และสาโท

(Sato)

สาโท หรือไวนขาว จัดเปนสุราแชตามความหมายในพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ.2492

มาตรา 4 ซึ่งใหคํานิยามวา “สุราแช” หมายถึงสุราท่ีไม ไดกลั่นและใหความหมายรวมถึงสุราแชท่ีได
ผสมกับสุรากลั่นแลว แตยังมีความแรงของแอลกอฮอลไม เกิน 15 ดีกรีดวย (มาตรฐานผลิตภัณฑ
ชุมชน สาโท, 2546) ลักษณะสาโทคือ มีนํ้าขาวขุน รสชาติหวาน และมีกลิ่นเฉพาะตัว

ในทวีปเอเชียนิยมผลิตไวนจากขาวมาต้ังแตอดีตจนถึงปจจุบัน โดยแตละแหลงผลิตจะมี

วิธีการผลิตกอนแปงหัวเชื้อ (Aidoo และคณะ, 2006) ท่ีตางกันท้ังวัตถุดิบ สวนผสม และ

เชื้อจุลินทรีย ไวนขาวในแตละพื้นท่ีมีชื่อเรียกท่ีแตกตางกันเชน ญี่ปุนเรียกวาโคจิ (koji) จีนเรียกวาชู

(chou) เกาหลีเรียกวา นุรุก (nuruk) อินโดนีเซียเรียกวารากิ (ragi) (Haruta และคณะ, 2006) และ

ไทย เรียกวา ลูกแปงสุรา (Loogpang)

ลูกแปงสุราในแตละหม ูบานมีสูตรเฉพาะเปนของตนเอง และสวนใหญถูกปกปดเปน
ความลับ ไม เผยแพรแกผูอ่ืน โดยภูมิปญญาทองถ่ินยังเชื่อมโยงกับสภาวะแวดลอม หรือความ

หลากหลายทางชีวภาพ เชน สมุนไพร ท่ีนําไปทําเปนหัวเชื้อ เปนตน สูตรการทําลูกแปงสุราของแต
ละแหลงมีความแตกตางกันไปตามวัตถุประสงคและสรรพคุณของสมุนไพร แตโดยรวมจะ

คลายคลึงกัน ซึ่งประกอบดวยสมุนไพรหลากหลายชนิด ไดแก กระเทียม ขา ดีปลี พริกแดง

ปดปลิวแดง เปนตน นํามาบดรวมกัน ผสมกับแปงขาวเหนียว และลูกแปงสุราเกาท่ีมียีสตและราซึ่ง

ถือวาลูกแปงเปนหัวใจของการหมักท่ีทําใหเกิดความหลากหลายของกลิ่นรสท่ีเปนเอกลักษณ
เฉพาะในแตละทองถ่ิน

ลูกแปงสุราจัดเปนกลาเชื้อจุลินทรียผสมท่ีอยูในรูปของกอนแปงท่ีมีความชื้นตํ่า สามารถ

เก็บรักษาไดนาน ซึ่งผานการถายทอดวิธีการทําจากรุนสูรุนตามกรรมวิธีพื้นบานสมัยกอน ลูกแปง
เปนแหลงของจุลินทรียหลายชนิด ท้ังชนิดท่ีจําเปนซึ่งมีประโยชนตอการหมักและชนิดท่ีไม จําเปน
ดังน้ันคุณภาพของสาโทจึงขึ้นกับคุณภาพของลูกแปงเปนสําคัญ นอกจากน้ียังมีปจจัยอ่ืนๆ ท่ีสงผล

ตอกลิ่นรสของสาโทดวย

ปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอกล่ินและรสชาติของสาโท ไดแก
1. ลูกแปง กลาวคือในลูกแปงประกอบไปดวยจุลินทรียท้ังท่ีจําเปนและไม จําเปนตอการหมัก

ลูกแปงท่ีผลิตจากแหลงผลิตท่ีตางกันจะมีชนิดของจุลินทรียท่ีตางกัน ดังน้ันการคัดเลือกลูกแปง
จากแหลงตางๆ ท่ีใหกลิ่นและรสชาติท่ีดีในสาโทก็เปนอีกปจจัยหน่ึงท่ีสําคัญ

2. สายพันธุของขาวท่ีใชในการหมัก ขาวแตละสายพันธุจะมีคุณสมบัติตางกัน เชน ความเหนียว
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ของ ขาว กลิ่นหอมของขาว รวมถึงรสชาติของขาวดวย ดังน้ันปจจัยเหลาน้ีจะสงผลใหเกิดกลิ่น

และรสชาติในสาโทแตกตางกัน

3. ระยะเวลาในการหมัก

4. การเก็บรักษาหลังการหมัก หากเก็บในภาชนะท่ีไม ดีหรือเก็บในภาวะท่ีไม เหมาะสม ก็มีผลทําให
กลิ่นและรสชาติของสาโทเปลี่ยนไป

5. คุณภาพของนํ้า

2.1 วัตถุดิบท่ีใช ในการผลิตสาโท

วัตถุดิบท่ีใชในการผลิตสาโทก็เปนปจจัยท่ีสําคัญตอคุณภาพของสาโท แตยังไม คอยมี

รายงานวิจัยเก่ียวกับวัตถุดิบตางๆท่ีมีผลตอคุณภาพตางๆของสาโท

2.1.1 ข าว

เปนวัตถุดิบหลักในการผลิตสาโท มีชื่อทางพฤกษศาสตร คือ Oryza sativa โดยขาวท่ีปลูก

ในประเทศไทยจัดอยูใน Indica type มี 2 ชนิด คือ ขาวเจา (Rice, Ordinary rice) และขาวเหนียว

(Glutinous rice, Sticky rice) มีลักษณะเมล็ดเรียวยาว มีความสมบูรณทางโภชนาการสูง

ประกอบดวย

 คารโบไฮเดรต (Carbohydrate) อยูระหวางรอยละ 70 – 80 ซึ่งเปนแปงเกือบท้ังหมด

 โปรตีน (Protein) เฉลี่ยรอยละ 11

 ไขมัน (Lipid) ท่ีมีอยูรอยละ 0 – 2 ในสวนของจมูกขาว

นอกจากน้ันยังมีสารท่ีทําหนาท่ีแอนติออกซิแดนท (Antioxidant) ตามธรรมชาติ มี

ประสิทธิภาพ ชวยลดปริมาณคลอเรสเตอรอลในเลือดและมีปริมาณเสนใยอาหารเปนท้ังแหลง
เกลือแรและกลุมวิตามินท่ีสําคัญหลายชนิด ซึ่งในขาวแตละชนิด เชน ขาวเหนียว และขาวเจาจะมี

องคประกอบท่ีแตกตางกัน องคประกอบสําคัญท่ีพบในเมล็ดขาว คือ แปง (Starch) และสวนท่ี

ไม ใชแปง (non - starch constituents) ซึ่งไดแก โปรตีน ไขมัน เสนใย วิตามินและแรธาตุตางๆ

แปง (Starch) เปนองคประกอบท่ีพบมากท่ีสุด ซึ่งอยูในรูปของเม็ดแปง (Starch granule) ซึ่งมี

ความสําคัญในการเปลี่ยนไปเปนนํ้าตาลและแอลกอฮอล เมื่อมีการหมักเกิดขึ้น แปงมีสูตรท่ัวไปคือ

(C6H10O5)n มีคา n ไม นอยกวา 1,000 แปงสวนใหญเปนสาร Heterogeneous ซึ่งเปนโพลีเมอร
ของกลูโคส ประกอบดวย 2 สวน คือ อะไมโลส (Amylose) และ อะไมโลเพคติน (Amylopectin)

เปนองคประกอบหลัก ซึ่งมีโครงสรางทางเคมีท่ีตางกัน ดังน้ี

- อะไมโลส เปนสายตรง ประกอบดวย 70 - 2,100 หนวยของนํ้าตาลกลูโคส ตอกันดวย

พันธะ 1 ,4 glycosidic linkage ในแปงท่ัวไปพบพันธะชนิดน้ีไดถึงเกือบ 100%
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- อะไมโลเพกทิน เปนพอลิเมอรท่ีมีการแตกแขนง สวนท่ีเปนแขนงตอกันดวยพันธะ 1, 6

glycosidic linkage แตสวนกลูโคสหนวยอ่ืนๆ ตอดวยพันธะ 1, 4 glycosidic linkage

 ปริมาณอะไมโลสในขาวเหนียวขึ้นอยูกับพันธุขาวเชน ขาวเหนียวดํามีปริมาณอะไมโลส

รอยละ 5.7 ขาวเหนียวสันปาตองม ีรอยละ 2.8 เปนตน ซึ่งปริมาณอะไมโลสท่ีมากนอยตางกันจะ มี

ผลตอคุณสมบัติของขาวเมื่อน่ึงสุกแลวกลาวคือ ขาวท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูงจะมีความเหนียวและ

มีความชื้นนอยกวาขาวท่ีมีปริมาณอะไมโลสตํ่า นอกจากน้ียังมีผลตอการแทงเสนใยของเชื้อราเขา
สูภายในเมล็ดขาวอีกดวย (สุภมาศ ไขคํา, 2544)

การทําสาโทนิยมใชขาวเหนียวขาวหรือขาวเหนียวดําเปนวัตถุดิบมากกวาขาวเจา
เน่ืองจากขาวเหนียวมีองคประกอบเปนไขมันอยูนอยกวาขาวเจาซึ่งเปนเหตุผลท่ีทําใหเมื่อนําขาว

เหนียวมาผลิตสาโททําใหไดสาโทท่ีมีกลิ่นและรสชาติท่ีดีกวาการใชขาวเจาเปนวัตถุดิบ เน่ืองจาก

องคประกอบท่ีเปนไขมันจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (Oxidation) ในระหวางการหมักทําใหสาโทท่ี

ไดม ีกลิ่นเหม็นหืน นอกจากน้ีจุลินทรียในลูกแปงสุราสามารถยอยแปงขาวเหนียวไดดีกวาแปงขาว

เจา (มนตรี เชาวนสังเกต, 2521) สวนการขัดสีขาวก็อาจมีผลตอคุณภาพและการหมักสาโท หาก

ใชขาวท่ียังมีรําขาวเหลืออยูบางอาจชวยใหม ีการหมักดีขึ้น เน่ืองจากมีสารอาหารใหจุลินทรีย
มากกวาขาวขัดขาว

กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล และ นุชรี ออนพรอม (2547) ศึกษากลิ่นและรสท่ีดีของสาโทท่ีผลิต

จากขาวเหนียวดําและขาวหอมนิลเปรียบเทียบกับท่ีผลิตจากขาวเหนียวขาว ซึ่งเปนขาวเหนียวท่ีใช
กันท่ัวไปสําหรับการผลิตสาโท จากการวิเคราะหนํ้าหมักสาโทดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ 
แมสสเปกโทรเมตรี พบวารูปแบบของสารใหกลิ่นรสในสาโทท้ังสามชุดการทดลองใหผลแตกตาง

กัน โดยพบสารระเหยบางชนิดซึ่งสวนใหญใหกลิ่นท่ีดี  พบในสาโทท่ีผลิตจากขาวเหนียวดําและ

ขาวหอมนิลแตไม พบในสาโทท่ีผลิตจากขาวเหนียวขาว  สารระเหยเหลาน้ีไดแก เอทิลโพรพิโอเนต,

เอทิลบิวทิเรต และ โทลูอีน ซึ่งใหกลิ่นคลายผลไม  และการทดสอบทางประสาทสัมผัสพบวากลิ่นรส

ของสาโทท่ีหมักจากการใชขาวเหนียวดําเปนวัตถุดิบ เปนท่ียอมรับจากผูทดสอบมากกวาสาโทท่ี

ผลิตจากขาวเหนียวขาว คณะผูวิจัยจึงรายงานวากลิ่นรสท่ีดีน้ีนอกจากจะเกิดจากสายพันธุขาวท่ีใช
แลวนาจะเกิดจากกระบวนการท่ีจุลินทรียในลูกแปงสุราเปลี่ยนแปงท่ีเปนองคประกอบในขาวแตละ

สายพันธุใหไดสารใหกลิ่นท่ีแตกตางกัน

พรพิมล คงสุวรรณ (2548) ศึกษาผลของพันธุและระดับการขัดสีขาวตอการเปลี่ยนแปลง

องคประกอบทางเคมีระหวางการหมักไวนขาว โดยใชพันธุขาว 3 สายพันธุในการผลิตไวนขาว

ไดแก ขาวพันธุลอย กข6 และ ขาวดอกมะลิ 105 ท่ีมีระดับการขัดสี 3 ระดับ ไดแก ระดับการขัดสีท่ี

0 หรือไม ผานการขัดสี (อัตราการขัดสี 100%) ระดับการขัดสีท่ี 1 (อัตราการขัดสีระหวาง 86 -
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84%) และ ระดับการขัดสีท่ี 2 (อัตราการขัดสีระหวาง 82 - 80%) และจุลินทรียท่ีใชไดแก
Amylomyces rouxii TISTR 3128 และ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5049 จากน้ัน

วิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของไวนขาวในระหวางการหมัก ไดแก ปริมาณของแข็งท่ี

ละลายได (total soluble solid) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (Reducing sugar) ความเปนกรด - เบส

(pH) ปริมาณกรด (Total acidity) ปริมาณแอลกอฮอล สารประกอบเอสเทอร และฟูเซลออยล
และประเมินคุณภาพของไวนขาวโดยทดสอบความชอบทางดานกลิ่นและการยอมรับ ผลการ

ทดลองพบวา ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ และคาของของแข็งท่ีการละลายไดจะลดลงตามระยะเวลาใน

การหมัก และปริมาณแอลกอฮอลสูงขึ้นตามระยะเวลาในการหมัก สวนปริมาณเอสเทอรและฟู

เซลออยล พบวา ไม ม ีความสัมพันธกับระดับการขัดสีขาว สวนการทดสอบทางประสาทสัมผัสดาน

กลิ่นและการยอมรับของผูบริโภคพบวา ไวนขาวท่ีหมักจากขาวพันธุ กข6 ท่ีระดับการขัดสีท่ี 1 และ

2 ไดรับคะแนนความชอบสูงท่ีสุดท้ังในดานกลิ่นและการยอมรับ

2.1.2 นํ้า

นํ้าเปนวัตถุดิบท่ีสําคัญอยางมากในการผลิตสาโท เน่ืองจากเปนองคประกอบท่ีมีอยูใน

สาโทไม ตํ่ากวา 80% คุณภาพของนํ้ามีผลตอคุณภาพของสาโทเปนอยางมาก การผลิตจะตอง

คํานึงถึงคุณภาพของนํ้าเปนพิเศษ นํ้าท่ีเหมาะสมควรเปนนํ้าท่ีมีคุณภาพใกลเคียงกับมาตรฐานนํ้า

ด่ืม คือ ใส ไม มีสี ไม มีกลิ่น และไม มีรสชาติ สะอาด ไม มีเชื้อจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรค โดยเฉพาะ

อยางย่ิง ควรเปนนํ้าออน ไม มีสนิมเหล็ก ไม มีคลอรีน เพราะคลอรีนจะไประงับการเจริญของยีสต
ทําใหปฏิกิริยาการหมักเกิดขึ้นชา และจะทําใหสาโทมีกลิ่นท่ีผิดปกติไป (กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล,

2547)

2.1.3 ลูกแปงสุรา

ลูกแป ง (มผช.๓/๒๕๔๖) ตามพระราชบัญญัติ พ.ศ.2493 มาตรา 4 จัดเป นกลาเชื้อสุรา

อยางหน่ึงตามนิยาม ดังน้ี “ลูกแป ง” หมายถึง เชื้อสุรา แปงเชื้อสุรา แปงข าวหมัก หรือเชื้อใดๆ เมื่อ

หมักกับวัตถุหรือของเหลวอ่ืนๆ แล วสามารถทําให เกิดแอลกอฮอล ท่ีใช ทําสุราได  ลูกแป งอาจผสม

สมุนไพรหรือเครื่องเทศด วยหรือไม ก็ได  ลูกแปงมีหลายชนิดผลิตขึ้นตามวัตถุประสงคท่ีจะนําไปใช
เชน ลูกแปงนํ้าสมสายชู ลูกแปงขาวหมาก  ลูกแปงสุรา เปนตน (มนตรี เชาวสังเกต, 2521)

ลักษณะท่ัวๆไปของลูกแปงสุราท่ีดีคือ จะมีลักษณะโปรงเบา สีขาวนวล (Grey - white) ไม 
มีรอยแตกราว กอนแปงเปนรูพรุน ซึ่งเกิดจากการฟูของแปงขณะบม เมื่อขย้ีจะยุยเปนผงละเอียด

ไม มีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว ลูกแปงสุราท่ีผลิตจากแตละแหลงจะมีประสิทธิภาพการหมักตางกัน (นภา

โลหทอง, 2535)
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องคประกอบสําคัญของลูกแปงสุรา ก็

คือปลายขาว ซึ่งใชไดท้ังขาวเหนียวและขาวเจา
นํามาผสมกับเครื่องเทศหรือสมุนไพรตางๆ

คุณภาพของลูกแปงสุราขึ้นอยูกับคุณภาพของ

ขาวและเครื่องเทศ ในเครื่องเทศสมุนไพรจะมี

สารส งเสริมการเจริญของจุลินทรีย ชนิดจําเป น
เช น เป นแหล งคาร บอน ไนโตรเจน วิตะมิน

เกลือแร  ท่ีช วยส งเสริมการการเจริญเติบโตและ

กระบวนการหมักของราและยีสต  เช น รากหวาย มีน้ําตาลเป นแหล งคาร บอน นอกจากน้ียังมีสาร

ยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย ชนิดไม จําเป นอีกดวย เช น essential oil และสารระเหย อาทิ กานพลู

มีสารยับย้ังแบคทีเรียแลคติคและราหลายชนิดท่ีไม ต องการ (บัญญัติ สุขศรีงาม, 2527) ได 
รายงานปริมาณการใชและผลการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย ในเครื่องเทศสมุนไพรไทยไว หลาย

ชนิด เช น กานพลู ปริมาณท่ีสามารถยับย้ังแบคทีเรียแลคติคและราหลายชนิดให ได ผลน้ันจะตอง

ใช ถึงร อยละ 30 เปนตนซึ่งในความเป นจริงผู ผลิตลูกแป งจะไม ใช เครื่องเทศสมุนไพรอยางใดอย าง

หน่ึงเพียงชนิดเดียวในปริมาณมากๆ แต จะใช หลายๆ ชนิดผสมกันเพื่อเสริมฤทธิ์ซึ่งกันและกัน

(Synergistic  effect) ดังน้ันการเก็บลูกแป งไว นานๆ อาจทําให สารเหล าน้ีสูญเสียคุณสมบัติไป ใน

การผลิตลูกแปงเมื่อผสมข าวกับเครื่องเทศแล วปนเปนกอน ผูผลิตมักนิยมตอหัวเชื้อโดยโรยด วยผง

ลูกแปงเก าแลวนําไปบ มในบรรยากาศท่ีควบคุมระดับความชื้นสัมพัทธ และอุณหภูมิ เป นเวลา 2

วัน จะสังเกตุเห็นการเจริญของเส นใยราสีขาวปกคลุมท่ัวลูกแปง (ดังภาพท่ี 2.1) จากน้ันลดระดับ

ความชื้นสัมพัทธ โดยผูผลิตจะเป ดผ าท่ีคลุมออกและตากลมต ออีก 1 - 2 วัน จากน้ันนําออกตาก

แดด 1 - 2 วัน จนลูกแปงแห งและมีน้ําหนักเบา วัดคาความชื้นสุดทายไดนอยกว าร อยละ 20 หรือ

มีคา aw ไม เกิน 0.85 (ยุพกนิษฐ  พ วงวีระกุล, 2545)

การผลิตลูกแปงสุรามักทํากันเปนอุตสาหกรรมในครัวเรือน โดยมีกรรมวิธีท่ีคลายคลึงกัน

และคลายคลึงกับการผลิตลูกแปงสุราของชนชาติอ่ืน ตางกันแตเพียงองคประกอบของวัตถุดิบ

ขนาด รูปราง ตลอดจนชนิดและสายพันธุจุลินทรียเทาน้ัน (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) ซึ่งในแตละ

ทองถ่ินจะมีชื่อเรียกท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตารางท่ี 2.1

ภาพท่ี 2.1 ลูกแปงท่ีมีเสนใยของราปกคลุมอยูดานบน



9

ตารางท่ี 2.1 หัวเชื้อชนิดตางๆ และชื่อไวนขาวของแตละประเทศ

ประเทศ ชื่อหัวเชื้อ สวนผสมหลัก รูปราง เชื้อ ชื่อไวนขาว

จีน Chu Wheat, barley,

millet,

rice (whole grain,

grits or flour)

กอน หรือ

กอนเคก
Rhizopus

Amylomyces

Shao-Shin

- Chu

Nuruk Wheat, rice, barley

(whole grain, grits

or flour)

กอนเคกขนาด

ใหญ
Aspergillus

Rhizopus

Yeasts

เกาหลี

Meju Soybean (whole

seed)

กอนขนาด

ใหญ
Aspergillus

Bacillus

Makkari

ญ่ีปุน Koji Wheat, rice (whole

grain, grits or flour)

กอนเล็ก - ผง Aspergillus Sake,

Amazake

มาเลเซีย Ragi Rice (flour) กอนเคกขนาด

เล็ก

Amylonyces

Endomycopsis

Tapay

ฟล ิปปนส  Bubod Rice, glutinous rice

(flour)

กอนเคกขนาด

เล็ก

Mucor

Rhizopus

Saccharomyces

Tapuy

ไทย Loogpang Rice bran กอนเล็ก - ผง Amylonyces

Aspergillus

กระแช, นํ้า

ขาว, สาโท,

อุ

อินเดีย Marchaa Rice กอนเคกชนิด

แบน

Hansenula

anomala

Mucor fragilis

Rhizopus

arrhizus

Shonti,

Murcha

ท่ีมา : Aidoo, K. E. และคณะ, 2006
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ขั้นตอนการผลิตลูกแปงแบบภูมิปญญาทองถ่ิน แสดงดังภาพท่ี 2.2 แสดงใหเห็นวาทุกขั้นตอนใน

การผลิตมีโอกาสเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียท่ีไม จําเปนตอการหมัก ต้ังแตตัวแปง สมุนไพร ลูก

แปงเกา การนวด การปน การตาก การบม ไม มีการควบคุม ตลอดจนการเก็บซึ่งสวนใหญจะหอ

ภาพท่ี 2.2 แผนภูมิการผลิตลูกแปงแบบภูมิปญญาทองถ่ิน

ท่ีมา: สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547
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ดวยกระดาษหนังสือพิมพ  (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547) และ

ปจจุบันยังไม มีสูตรและกระบวนการผลิตลูกแปงท่ีแนนอนซึ่งเปนปจจัยหน่ึงท่ีมีผลตอคุณภาพของ

สาโทท่ีไดไม คงท่ี เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการผลิตสาเกซึ่งเปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลประจํา

ชาติของญี่ปุน ในกระบวนการผลิตสาเกน้ันใชเชื้อบริสุทธิ์ท่ีผานการคัดเลือกแลวในการหมัก โดย

ขั้นแรกสาเกมีการยอยแปงใหเปนนํ้าตาลโดยใช Aspergillus oryzae และจากน้ันนํ้าตาล จะถูก

เปลี่ยนเปนแอลกอฮอลโดย Saccharomyces sake ซึ่งการใชเชื้อบริสุทธท่ีผานการคัดเลือกแลวน้ี

มีขอดีคือ ชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียท่ีไม เปนประโยชนตอการหมัก ทําใหไดคุณภาพของ

สาเกท่ีคอนขางคงท่ี จากแนวคิดน้ีทําใหไดมีนักวิจัยหลายคนไดศึกษาเก่ียวกับการปรับปรุงการ

ผลิตไวนขาวโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสม ดังน้ี

วรรัตน โชติวรรณพร (2539) ศึกษาการผลิตไวนขาวเหนียวดําโดยการหมักโดยเชื้อบริสุทธิ์

โดยรวบรวมลูกแปงจากท่ัวประเทศและคัดแยกราและยีสต พบวารา LM 18 ซึ่งเปนลูกแปงสุราจาก

จังหวัดแพร ยอยแปงไดดีท่ีสุด และยีสต LY 17 หมักนํ้าตาลไดดีและทนตอแอลกอฮอลสูง ขอมูล

เบ้ืองตนน้ีสามารถนําไปสูการพัฒนาการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ตอไป

อําภา หลวงคลายโพธิ์ (2552) ศึกษารูปแบบของปริมาณกรดอินทรีย สารประกอบใหกลิ่น

และการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทท่ีผลิตจากลูกแปงสุรา NP101 เปรียบเทียบกับการใช
เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีคัดแยกมาจากลูกแปง NP101 พบวารูปแบบสาโทท่ีผลิตจากท้ัง 2 แหลงไม มี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกการวิเคราะห จากการวิจัยน้ีสรุปไดวาสามารถนํา

เชื้อบริสุทธิ์ผสมมาเปนหัวเชื้อในการผลิตสาโทแทนการใชลูกแปงสุราเพื่อใหสาโทมีคุณภาพท่ีดีใน

ทุกๆ การผลิต

ซึ่งแนวทางการใชจุลินทรียบริสุทธิ์น้ันจะทําใหสามารถควบคุมชนิดและปริมาณของจุลินท

รียไดตลอดจนสามารถปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียท่ีไม จําเปนตอการหมัก ทําใหสามารถ

ควบคุมคุณภาพของสาโทในระหวางกระบวนหมักได นอกจากน้ียังทําใหสาโทท่ีไดมีความคงท่ีทุก

รุนการผลิตดีกวาวิธีการใชลูกแปงสุรา (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย,

2547 และ อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

2.2 จุลินทรียท่ีสามารถพบไดในลูกแปงสุรา

รา ซึ่งสามารถยอยสลายแปงเปนนํ้าตาล โดยใชเอนไซม กลุมอะไมเลส   ประกอบ

ดวยอัลฟา อะไมเลส, เบตาอะไมเลส และ กลูโคอะไมเลส ยอยโมเลกุลของแปงใหเปนนํ้าตาล

หลายโมเลกุล โมเลกุลคูและโมเลกุลเด่ียว ชนิดและปริมาณของราท่ีพบมากนอยน้ันขึ้นอยูกับชนิด

ของลูกแปง สายพันธุท่ีพบมีหลายสายพันธุไดแก ราม ีเสนใยสีขาวฟู รามีเสนใยสีเทาดํา รามีเสนใย
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สีเทาเหลือง รามีเสนใยสีเหลืองเขียว และบางชนิดมีสี เชน Mucor hiemalis Mucor racemosus

Rhizopus oligosporus และ Rhizopus oryzae (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550)

ยีสต เปนจุลินทรียท่ีสําคัญท่ีสุดเพราะนอกจากจะมีความสามารถในการเปลี่ยนนํ้าตาล

เปนแอลกอฮอลแลว  ยังมีบทบาทสําคัญในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นท่ีเปนเอกลักษณของสาโท

อีกดวย ยีสตท่ีพบในลูกแปงสุรามีมากมายหลายชนิดเชน กลุม  Saccharomyces  ไดแก
S. cerevisiae และ S. bayanus  กลุม non - Saccharomyces ไดแก Saccharomycopsis

fibuligera Torulaspora delbrueckii Issatchenkia orientalis Candida glabrata และ Pichia

anomala (นริสา ตรีเนตร, 2550 และ Limtong และคณะ, 2002) เปนตน
แบคทีเรีย มักพบในกลุมท่ีผลิตกรดแลคติก เชน Leuconostoc oenos, Pediococcos

pentosaceus, P. parvulus, P. damnosus, Lactobacillus plantarum, L. casei,

L. brevis, L. fermentum, L. buchneri, L. trichodes, L. hilgardii, L. fructivorans แบคทีเรียท่ี

ผลิตกรดอแอซีติกเชน Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti, A. pasteurianus (นภา

โลหทอง, 2535) นอกจากน้ีอาจพบ Bacillus spp. ในลูกแปงจากการปนเปอนมากับวัตถุดิบ เชน
แปง และสมุนไพร แตถาสวนผสมของสมุนไพรเหมาะสม สามารถลดปริมาณจุลินทรียน้ีไดมาก

(นภา โลทอง, 2535)

2.3 การเจริญของจุลินทรียระหว างการหมัก

2.3.1 รา

ในระหวางการหมักสาโท ราเจริญไดดีในชวง 2 - 3 วันแรกของการหมัก ซึ่งเปนภาวะการ

หมักท่ีใชอากาศ เน่ืองจากการบรรจุขาวในถังหมัก จะบรรจุเพียง 1 ใน 4 ของปริมาตร เพื่อใหรา

ไดรับออกซิเจนจากอากาศอยางท่ัวถึง จากน้ันเมื่อเกิดนํ้าเชื่อมขาว (นํ้าตอย) ขึ้น และยีสตเริ่มการ

หมัก ทําใหมีปริมาณแอลกอฮอล และภาวะไรออกซิเจน ซึ่งเกิดจากการท่ียีสต ปลอยแกส
คารบอนไดออกไซดออกมาทําใหราตายไป ดังภาพ 2.3 (อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

2.3.2 ยีสต
แม วาในชวงแรกของการหมัก พบยีสตในลูกแปงเปนชนิด non - Saccharomyces เชน

Sm. fibuligera P. anomala  C. glabrata (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) แตในระหวางการหมัก

สาโท ยีสตน้ีจะเจริญเพียงชวงระยะเวลาหน่ึงเทาน้ันแลวจะตายไป และพบยีสต S. cerevisiae  ทํา

หนาท่ีในการหมักแทน โดยยีสต S. cerevisiae มีความสามารถในการหมักแอลกอฮอลไดดีกวา
และทนปริมาณแอลกอฮอลไดสูงกวายีสตชนิด non - Saccharomyces
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2.3.3 แบคทีเรียท่ีเก่ียวของกับสาโท

2.3.3.1 แบคทีเรียกรดแลคติก

แบคทีเรียกรดแลคติก มีความสําคัญตอการหมักสาโท เน่ืองจากสาเหตุ 2 ประการ คือ

แบคทีเรียเหลาน้ีม ีสวนในการทําใหสาโทเสื่อมเสีย และทําใหเกิดกลิ่นรสเฉพาะของผลิตภัณฑ
2.3.3.2 แบคทีเรียกรดแอซีติก

แบคทีเรียกรดแอซีติก หรือท่ีเรียกวา แบคทีเรียกรดนํ้าสมสายชู เปนแบคทีเรียแกรม

ลบ รูปรางเปนแทง สามารถออกซิไดสเอทานอลใหเปนกรดแอซีติก (กรดนํ้าสมสายชู) แบงเปน 2

สายพันธุ คือ Acetobacter sp. และ Gluconobacter sp. ซึ่งทําใหเกิดการเสื่อมเสียของสาโท ทํา

ใหผลิตภัณฑท่ีไดมีรสนํ้าสมสายชู นอกจากน้ันการเจริญของแบคทีเรียแอซีติกในระหวางการหมัก

สาโทยังอาจมีผลตอการเจริญของยีสตดวย

ภาพท่ี 2.3 การเจริญของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโท (อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

S. cerevisiae P. anomala Sm. fibuligera

R. oligosporus M. racemosus P. pentosaceus

อยางไรก็ตาม ยังพบรา ยีสตและแบคทีเรียปนเปอนอีกหลากหลายชนิดท่ีเปนสาเหตุ

ใหสาโทมีคุณภาพลดลง ปญหาดังกลาวทําใหเปนขอจํากัดในการผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรม

นอกจากน้ีระยะเวลาในการเก็บลูกแปงสุราก็สงผลถึงคุณภาพสาโทดวย เน่ืองจากลูกแปงสุราท่ีเก็บ

เปนระยะเวลานานมักพบจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตของจุลินทรียหลักคือราและยีสตลดลง แตอาจเพิ่ม

ปริมาณจุลินทรียปนเปอนเน่ืองจากประสิทธิภาพในการยับย้ังจากนํ้ามันหอมระเหย (volatile oil)

และสารยับย้ังประเภทอ่ืน ไดแก แอลกอฮอล (alcohol) กรดอินทรีย (organic acid) ฟ นอล
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(phenol) อัลคาลอยด (alkaloid) เอสเทอร (ester) เทอรปน (terpene) จากสวนประกอบท่ีเปน
สมุนไพรอาจสูญเสียขณะเก็บ (ยุพกนิษฐ  พวงวีระกุล, 2545)

2.4 กระบวนการท่ีเกิดขึ้นในสาโท

2.4.1. กระบวนการยอยแปงเปนนํ้าตาล มีกระบวนการดังน้ี

1) Gelatinization เปนขั้นตอนการทําใหแปงสุก เม็ดแปงในขาวเมื่อสัมผัสความ

รอนชื้นทําใหโครงสรางของแปงขยายตัวและเกิด Gelatinization ทําใหแปงมีลักษณะนุมเหนียว

เหมาะสมตอการทํากิจกรรมของจุลินทรีย (Tester และคณะ, 1990)

2) Liquefaction เปนขั้นตอนเพื่อลดความหนืดของแปงท่ี gelatinize แลว โดย

เอนไซม จะยอยโมเลกุลของแปงแบบสุม (random hydrolysis) เมื่อการไฮโดรไลซเกิดขึ้นจะทําให
พอลิเมอรของกลูโคส ถูกตัดเปนสายสั้นๆ มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทําใหม ีความหนืดลดลง

3) Saccharification เปนการไฮโดรไลซแปงใหเปนโมเลกุลของนํ้าตาล ดังน้ันหลัง

การยอยแลวจะได Monosaccharide หรือ Disaccharide หรือ นํ้าตาลท่ีมีโมเลกุลสูงกวาบาง

เล็กนอย จะไดเปนนํ้าตาลกลูโคส มอลโทส หรือ มอลโทไทรโอส

2.4.2.กระบวนการหมักแอลกอฮอลโดยจุลินทรีย
การหมักแอลกอฮอลจากนํ้าตาล แสดงไดเปนสมการดังน้ี

                              C6H12O6 + H2O                            2C2H5OH + 2CO2

การหมักแอลกอฮอลจากแปงมีความจําเปนท่ีตองใชเชื้อราในการยอยแปงใหเปนนํ้าตาล

ปจจุบันการผลิตแอลกอฮอลนิยมใชเอนไซม   - amylase และ glucoamylase จากรา การใชรา

ยอยแปงเพื่อผลิตแอลกอฮอลหรือท่ีเรียกวา Amylo process น้ัน ใชเชื้อราในการยอยแปงเปน
นํ้าตาล และเชื้อราเปลี่ยนนํ้าตาลเปนแอลกอฮอลไดเล็กนอย ดังน้ันการหมักแอลกอฮอลจึง

จําเปนตองเติมยีสตรวมดวย เพื่อจะเปลี่ยนนํ้าตาลใหเปนแอลกอฮอล

เอนไซมท่ีเกี่ยวข องในการหมักสาโท

เอนไซม ท่ีมีความสําคัญมากในการหมักสาโท คือ เอนไซม อะไมเลส ซึ่งเปน Extracellular

enzyme มีความสามารถในการยอยแปงเปนนํ้าตาล พบไดท้ังในพืช สัตว และจากการสรางของ

จุลินทรียหลายชนิด

เอนไซม ท่ีมีบทบาทในการยอยแปง สามารถแบงไดเปน 2 ชนิดตามตําแหนงการยอยแปง
ดังน้ี

1. Endoamylase เปนเอนไซม ท่ียอย (hydrolyze) แปงแบบสุมท่ีตําแหนง  - D - (1, 4)

glycosidic linkage ถาการยอยไม สมบูรณจะมีกลูโคส มอลโตส และเด็กสตรินเกิดขึ้น ถาการยอย
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สมบูรณจะไดนํ้าตาล มอลโตส และกลูโคสเทาน้ัน เอนไซม ประเภทน้ี ไดแก  - amylase หรือ

amylo (1, 4) dextrinase พบไดในพืช สัตว และจุลินทรีย
2. Exoamylase เปนเอนไซม ท่ียอยแปงจากปลายทางดาน non - reducing เขามา ทําให

ไดนํ้าตาลกลูโคส (glucose unit) โดยยอยท่ี  - D - (1, 4) glycosidic linkage และ  - D - (1,

6) glycosidic linkage เอนไซม ประเภทน้ี ไดแก  - amylase และ glucoamylase

  - amylase ยอยแปงท่ีตําแหนง  - D - (1, 4) glycosidic linkage เขาไปท่ีละ

2 หนวยของกลูโคส แตไม สามารถยอยพันธะท่ีตอแบบ  - D - (1, 6) glycosidic

linkageได ผลท่ีไดจากการยอย คือ นํ้าตาลมอลโทส และเด็กสตรินท่ีมีนํ้าหนัก

โมเลกุลสูง เอนไซม ชนิดน้ี พบไดในพืชชั้นสูง เชน ธัญพืช มันเทศ และแบคทีเรีย

บางชนิด

 Glucoamylase เปนเอนไซม ท่ีพบครั้งแรกในจุลินทรีย และพบวามีในเน้ือเย่ือของ

สัตวดวย โดยสามารถยอยแปงไดอยางสมบูรณจากปลายทางดาน non -

reducing ท่ีตําแหนง  - D - (1, 4) glycosidic linkage เขาไปทีละ 1 หนวย

กลูโคส แลวยังสามารถยอยท่ีตําแหนง  - D - (1, 6) glycosidic linkage และ

 - D - (1, 3) glycosidic linkage ไดดีพอๆกับ  - D - (1, 4) glycosidic

linkage อีกดวย ดังน้ันผลการยอยท่ีสมบูรณจะไดนํ้าตาลกลูโคส (D - glucose)

เพียงอยางเดียว

2.5 กระบวนการเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีท่ีสําคัญในการผลิตสาโท

ในกระบวนการผลิตเครื่องด่ืมแอลกอฮอลน้ัน การเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีถือไดวา
เปนขั้นตอนท่ีมีความสําคัญตอคุณภาพและลักษณะเฉพาะของเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแตละชนิด

วัตถุดิบท่ีหลากหลายผสมผสานกับการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมี ท่ีเกิดขึ้นระหวาง

กระบวนการผลิตทําใหไดผลิตภัณฑท่ีมีรสชาติ กลิ่น สี และเน้ือสัมผัส ท่ีเปนเอกลักษณท่ีลงตัวของ

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลน้ันๆ ปฏิกิริยาในกระบวนการหมักสาโทจัดเป น Multiparallel fermentation

หมายถึงกระบวนการหมักท่ีมีหลายปฏิกิริยาและจะเกิดขึ้นพร อมๆกัน ซึ่งแบ งเป นสองขั้นตอนหลัก

ตามภาวะของการหมักและ ประเภทของจุลินทรีย  ดังน้ี

2.5.1 การเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีโดยรา

การเปลี่ยนแปลงในขั้นตอนน้ีเปนขั้นตอนแรกในกระบวนการหมักสาโทท่ีใชแปงเปน
วัตถุดิบในกระบวนการผลิต เชื้อราจะสรางเสนใยจํานวนมากแผกระจายปกคลุมบนผิวเมล็ดขาว

และแทรกตัวเขาไปในชองวางระหวางเมล็ดขาว บางสวนแทงทะลุเขาไปในเมล็ดขาวทําใหแปงใน

เมล็ดขาวเปลี่ยนเปนนํ้าตาล (Saccharification) ในภาวะท่ีมีอากาศ โดยราจะสร างเอนไซม 
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กลุมอะไมเลส ประกอบด วยแอลฟาอะไมเลส (α - amylase) และกลูโคอะไมเลส

(glucoamylase) หรืออะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) ซึ่งเอนไซม เหลาน้ีถูกสงออกมา

นอกเซลลเพื่อยอยสลายแปง ซึ่งสามารถยอยพันธะ แอลฟา 1,4 และพันธะแอลฟา 1,6 - ไกลโคซิ

ดิก ( α - 1,4 – และ α 1, 6 -glycosidic) ของสายพอลิเมอรของแปง ท้ังท่ีมีโครงสรางเปนอะ

ไมโลส หรืออะไมโลเพกทินไดเปนนํ้าตาลกลูโคส ดังภาพท่ี 2.4 นอกจากราจะเปลี่ยนแปงใหเปน
นํ้าตาลแลวยังพบสารอาหารและวิตามินท่ีเปนประโยชนตอการเจริญของยีสตอีกดวย นอกจากน้ี

รายังผลิตสารประกอบท่ีใหกลิ่นและรสชาติในสาโท และยังมีรายงานวายีสตบางจีนัสท่ีมีเอนไซม 
กลูโคอะไมเลสท่ีสามารถเปลี่ยนแปงใหเปนนํ้าตาลเฟอรเมนต โดยยีสตจีนัสสําคัญ คือ

Saccharomycopsis sp. เชน Sm. fibuligera (Tsuyoshi และคณะ, 2005)

(C6H10O5)n nC6H12O6

แปง เอนไซม  นํ้าตาล

ภาพท่ี 2.4 การเปลี่ยนแปงเปนนํ้าตาล

ตัวอยางราท่ีมีบทบาทในการสรางเอนไซม ปริมาณมากได แก  ราใน Class Zygomycetes

Order Mucorales Family Mucoraceae จีนัสท่ีสําคัญคือ Rhizopus sp., Mucor sp. และ

Amylomyces sp. และราใน Class Eurotiomycetes Order Eurotiales Family

Trichocomaceae ไดแก Aspergillus sp. (ยุพกนิษฐ พ วงวีระกุล, 2545)

2.5.2 การเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีโดยยีสต
ในขั้นตอนหลังจากการเติมนํ้าในกระบวนการหมักสาโท ยีสต ซึ่งเป นจุลินทรีย ท่ีเจริญได ท้ัง

สองภาวะ (Facultative Anaerobe) ก็จะเปลี่ยนรูปแบบการสรางพลังงานจากการหายใจท่ีใช 
ออกซิเจน (Aerobic Respiration) มาเป นกระบวนการหมัก (Alcoholic Fermentation) ซึ่งขั้นตอน

ท่ีสองน้ีเปนกระบวนการ เปลี่ยนนํ้าตาลรีดิวส ใหเปลี่ยนเปนแอลกอฮอล ยีสตท่ีใชสวนใหญเปนยีสต
ท่ีมีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล ทนตอแอลกอฮอลไดดีและตกตะกอนแยกออกจากไวน
ไดง าย ซึ่งยีสตหลักท่ีมีบทบาทเปลี่ยนนํ้าตาลใหเปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซด ไดแก
Saccharomyces sp. เชน S. cerevisiae, S. bayanus ซึ่งกิจกรรมหลักของยีสตในกลุมน้ีจะ

เปลี่ยนนํ้าตาล 1 โมเลกุลใหเปน  เอทานอล 2 โมเลกุล คารบอนไดออกไซด 2 โมเลกุล และ

พลังงาน ดังภาพท่ี 2.5 ซึ่งปฏิกิริยาท่ีแสดงน้ีเปนปฏิกิริยาพื้นฐานของการเปลี่ยนแปลงในการผลิต

อะไมโลไลติกเอนไซม
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เครื่องด่ืมแอลกอฮอลทุกชนิด นอกจากน้ียังมีรายงานวายีสตยังมีบทบาทสําคัญในการผลิตสารให
กลิ่นท่ีสําคัญอีกดวย

C6H12O6 2C2H5OH + 2CO2 + Energy

นํ้าตาล เอทานอล คารบอนไดออกไซด พลังงาน

ภาพท่ี 2.5 การเปลี่ยนนํ้าตาลเปนเอทานอลโดยยีสต

Rajas และคณะ (2003) ศึกษาผลของการใชยีสตในกลุม Non - Saccharomyces 2 ชนิด

คือ Hanseniaspora guilliermondii 11104 และ P. anomala 10590 ผลิตไวนรวมกับ

S. cerevisiae สายพันธุทางการคา ท่ีมีตอปริมาณของแอซีเทตเอสเทอร ในไวน พบวา ไวนท่ีผลิต

จากหัวเชื้อผสม (mixed culture) มีปริมาณแอซีเทตเอสเทอรซึ่งเปนสารใหกลิ่นจําเพาะสูงกวาไวน
ท่ีผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ของ S. cerevisiae

Romano และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของยีสตแตละชนิดท่ีมีตอกลิ่นของไวน โดยใช
ยีสต 2 ชนิดคือ S. cerevisiae (52 สายพันธุ) และ Hanseniaspora uvarum (59 สายพันธุ)
พบวายีสตแตละชนิดผลิตสารใหกลิ่นตางชนิดและปริมาณแตกตางกันตามสายพันธุ

ชีวเคมีของการเกิดเอทานอล

กระบวนการผลิตเอทานอลในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงโดย

กระบวนการเมแทบอลิซึมของยีสตท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนท้ังในภาวะท่ีมีอากาศและไม มี

อากาศ ขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงสรุปดังภาพท่ี 2.6

ยีสต
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ภาพท่ี 2.6 เมแทบอลิซึมของยีสตภายใตภาวะท่ีมีอากาศและไม ม ีอากาศ

ท่ีมา : Roehr, 2001

ขั้นตอนแรกคือ เมื่อยีสตเจริญในอาหารท่ีมีนํ้าตาล ยีสตจะยอยสลายนํ้าตาลผานวิถีไกลโค

ลิซิส (Glycolytic pathway) โดยการเปลี่ยนจากกลูโคส 1 โมเลกุลเปนไพรูเวต 2 โมเลกุล ได
พลังงานในรูปของ ATP 2 โมเลกุล และ NADH2 2 โมเลกุล การเปลี่ยนในขั้นตอนน้ีเกิดขึ้นไม วา
ยีสตจะเจริญในภาวะท่ีมีออกซิเจนหรือไม ม ีออกซิเจน

ขั้นตอนตอมาไพรูเวตจะถูกเปลี่ยนตอไปใหผลผลิตสุดทายตางกันตามชนิดของยีสตและ

ภาวะแวดลอมในระหวางกระบวนการหมัก โดยแบงการเปลี่ยนแปลงเปน 2 ประเภท คือ

1. ออกซิเดทิฟเมแทบอลิซึม (aerobic respiration) ในภาวะท่ีมีออกซิเจน ยีสตทําหนาท่ี

เปลี่ยนนํ้าตาลเปนไพรูเวต จากน้ันไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและนํ้าโดยผาน

วัฎจักรเครบ (Kreb’s cycle) และวิถีการหายใจ (oxidative respiration) ไดพลังงาน 30 ATP รวม

กับขั้นตอนแรก 6 - 8 ATP (2 ATP รวมกับ 4 - 6 ATP ท่ีไดจากการเปลี่ยน NADH2 2 โมเลกุล) เปน
36 - 38 ATP ในภาวะน้ียีสตนํา ATP ท่ีไดไปใชเปนพลังงานในการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนของ

ยีสตใหมากขึ้น
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2. เฟอเมนเททิฟเมแทบอลิซึม (anaerobic fermentation) ในกรณีท่ีนํ้าตาลกลูโคสมีความ

เขมขนสูงและหรือภาวะท่ีไม มีออกซิเจน  ไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซด
ซึ่งเรียกวาเกิดภาวะ  “การหมัก” (fermentation) ขึ้น โดยภาวะน้ีมีจํานวนเซลลยีสตเพิ่มเล็กนอย

และมีการเปลี่ยนไพรูเวตใหเปนอะซีทัลดีไฮดแลวถูกรีดิวซตอไปเปนเอทานอล สวน 2 โมเลกุล

NADH2 ท่ีไดจากขั้นตอนแรกถูกเปลี่ยนเปน 2NAD+ ในขั้นตอนการเปลี่ยนเปนเอทานอลเพื่อนํา

กลับไปใชในการสังเคราะห 2ATP อีกรอบหน่ึง ทําใหวิถีการเจริญของยีสตในภาวะท่ีไม มีออกซิเจน

ดําเนินตอไปได โดยมี 2NAD+ เพียงพอในการใชงาน

องคประกอบทางเคมีในสาโท

มนตรี  เชาวนสังเกต (2521) วิเคราะหสาโทในขณะท่ียังมีปฏิกิริยาของการหมัก จากบาง

แหลงในประเทศ 11 ตัวอยาง พบวามีลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีดังน้ี

คาความเปนกรด - เบส 3.40 – 4.70

ปริมาณกรดท้ังหมด (% กรดแลคติก) 0.29 – 0 .93

กรดระเหยง าย (% กรดแอซีติก) 0.001 – 0.061

ปริมาณของแข็งท่ีละลายได (°Brix) 5.2 – 13.8

นํ้าตาลรีดิวซ (%) 0.15 – 5.95

แอลกอฮอล (%) 3.0 – 11.0

และในการวิเคราะหองคประกอบของสาโทท่ีหมักโดยลูกแปงจากแหลงตางๆ 5 ตัวอยาง

และปลอยใหเกิดการหมักอยางสมบูรณ ปรากฏวาไดสาโทท่ีมีลั กษณะทางกายภาพและ

องคประกอบทางเคมีดังน้ี

คาความเปนกรด - เบส 3.71 – 4.00

ปริมาณกรดท้ังหมด (% กรดแลคติก) 1.18 – 4.23

กรดระเหยง าย (% กรดแอซีติก) 0.026 – 2.43

ปริมาณของแข็งท่ีละลายได (°Brix) 7.8 – 15.6

นํ้าตาลรีดิวซ (%) 0.0 – 7.3

แอลกอฮอล (%) 6.8 – 14.8
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2.6 สารประกอบท่ีใหกล่ินรสในเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล
สารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในสาโทน้ันมีความคลายคลึงกับท่ีพบในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล

ชนิดอ่ืนๆ ซึ่งสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสน้ันเปนผลิตภัณฑพลอยได (by product) ท่ีเกิดขึ้นโดยยีสต
ในระหวางกระบวนการหมักแอลกอฮอล ในการสรางสารประกอบใหกลิ่นของยีสตมีปจจัยหลาย

อยางท่ีเก่ียวของ เชน การเปลี่ยนแปลงภาวะในการหมัก ไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด - เบส

และ การกวน เปนตน ดังน้ันสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแตละประเภทมีชนิด

และปริมาณท่ีแตกตางกันไปแปรผันตามวัตถุดิบ สายพันธุจุลินทรีย และกระบวนการท่ีใชในการ

ผลิต ตารางท่ี 2.2 แสดงสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลประเภทตางๆ ซึ่งจะ

พบวามีสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในปริมาณท่ีแตกตางกัน จากปจจัยท่ีกลาวมาแลว
สารประกอบใหกลิ่นหลักในไวนอง ุนท่ัวไปคือ ฟูเซลแอลกอฮอล กรดระเหยง าย และ เอส

เทอรของกรดไขมัน โดยฟูเซลแอลกอฮอลน้ันมีอยูประมาณ 50% ของ สารประกอบใหกลิ่นรส

(Jackson, 2000)

ฟูเซลแอลกอฮอล (fusel alcohol)

ฟูเซลแอลกอฮอลหรือเรียกอีกอยางวาไฮเออรแอลกอฮอล (higher alcohol) เปนกลุม
แอลกอฮอลท่ีมีคารบอนอะตอมมากกวา 2 อะตอม ซึ่งเปนสารท่ีมีความสําคัญมากเน่ืองจากชวย

ใหกลิ่นรสของเครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีความซับซอนขึ้น สวนใหญ ท่ีพบในไวนอง ุนเกิดจาก

ผลิตภัณฑพลอยไดของกระบวนการหมักของยีสต ซึ่งการเกิดฟูเซลแอลกอฮอลถูกสรางไปควบคู
กับการสรางเอทานอล    ฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีจํานวนมากกวา 40 ชนิด

แตม ีเพียงบางชนิดเทาน้ันท่ีมีความสําคัญตอกลิ่นรสของผลิตภัณฑ ฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบมากใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลคือ พวกแอลกอฮอลสายตรง ไดแก โพรพานอล ไอโซบิวทานอล แอคทิฟเอ

มิลแอลกอฮอล ไอโซเอมิลแอลกอฮอล แอโรมาติกแอลกอฮอล เฮกซานอล และ 2 - ฟ นิล

เอทิลแอลกอฮอล เปนตน (Querol และคณะ, 2006) ความเขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีความสําคัญกับกลิ่นรสของเครื่องด่ืมแอลกอฮอล โดยพบวาท่ีความเขมขน
นอยกวา 300 มก./ล. ชวยทําใหเครื่องด่ืมแอลกอฮอลชนิดน้ันมีกลิ่นรสท่ีซับซอน แตถามากกวา
300 มก./ล. ทําใหเกิดกลิ่นรสท่ีไม ดี ฉุน และกลบกลิ่นรสท่ีดีของสารตัวอ่ืน (พรพิมล ควรรณสุ,

2548) นอกจากน้ีฟูเซลแอลกอฮอลยังมีบทบาททางออมในการพัฒนากลิ่นหอมของไวน โดยเมื่อ

ทําปฏิกิริยากับกรดอินทรีย ทําใหเกิดเอสเทอร โดยในระหวางกระบวนการหมักมีการสรางเอสเทอร
อยางรวดเร็วโดยเอนไซม จากยีสตและมีการสรางเอสเทอรตอเน่ืองไปในระหวางการบมดวย

(Jackson, 2000)
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ตารางท่ี 2.2 องคประกอบและปริมาณของสารประกอบเอสเทอรและฟูเซลออยลท่ีพบใน

เครื่องด่ืมแอลกออลชนิดตางๆ

ชนิดของเคร่ืองดื่มแอลกออล
สารประกอบท่ีใหกล่ินรส

สาโท ก อุข สาเก ค ไวน ง เบียร จ

สารประกอบเอสเทอร (มก./ล.)

เอทิลแอซีเทต 15.00 - 567.43 19.86 20 - 30 33.5 8.2 - 47.6

ไอโซบิวทิลแอซีเทต 0.17 0.60 0.2 - 0.5 0.02 0.03 - 0.25

เอทิลบิวทิเรท 32.20 - 82.72 - 0.5 0.13 0.09

ไอโซเอมิลแอซีเทต - 0.80 2 2.2 0.23

เอทิลคาโพรเอท - - 2 0.71 -

เอทิลคาพริเลท - - 5 1.0 0.08 - 0.1

เอทิลคาเพรท - - 10 0.24 -

เอทิลพีลาโกเนท - - 3 - -

เอทิลลอเรท 0.40 - 1.45 - 2 - -

เอทิลแลคเทต - 2.45 2 4.0 0.1

ฟนิลเอทิลแอซีเทต 0.31 – 3.47 - 8 3.5 0.1 - 0.17

แอลดีไฮด  (มก. /ล.)

อะซิทัลดีไฮด 12.42 - 158.81 - - 56.0 2.5 - 24.4

ฟูเซลออยล (มก. /ล.)

โพรพานอล - 3.35 120 18.5 7.7 - 16.2

ไอโซบิวทานอล 60 - 77.76 11.61 64 13.0 200

แอคทีฟเอมิลแอลกอฮอล - - - 29.0 7 - 23

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 79.06 - 155.90 17.40 170 114 27 - 122

2 – ฟนิลเอทิลแอลกอฮอล 23.08 - 31.14 - 75 - 5 - 7

ท่ีมา: ก Sirisantimethakom และคณะ (2008)
ข Chuenchomrat และคณะ (2008)
ค Kodama และคณะ (1977)
ง Delfini และ Formica, (2001)
จ Berry และคณะ (1987)



22

การสังเคราะหฟูเซลแอลกอฮอลระหวางกระบวนการหมักเกิดโดยยีสตจะเปลี่ยนกรด

อะมิโนเปนฟูเซลแอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาเอริค (Erlich reaction) เริ่มจากโมเลกุลของกรดอะมิโน

ถูกดึงเอาแอมโมเนียออกเรียกปฏิกิริยาน้ีวา ดีอะมิเนชัน (deamination) ไดเปนกรดแอลฟาคีโตนิก

( - ketonic acid) จากน้ันเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิ เลชัน (decaboxylation) เอา

คารบอนไดออกไซดออกไดเปนแอลดีไฮด แลวจึงเกิดปฏิกิริยารีดักชันของแอลดีไฮดไดเปน
แอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาสุดทายมีการใช NADH2 แลวเปลี่ยนไปเปน NAD+ ดังแสดงในภาพท่ี 2.7

จากกระบวนการดังกลาวขางตนทําใหไดชนิดและปริมาณของฟูเซลแอลกอฮอลแตกตาง

กัน ขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของกรดอะมิโน ดังสรุปไดในตารางท่ี 2.3

ภาพท่ี 2.7 ปฏิกิริยาการเปลี่ยนกรดอะมิโนไปเปนฟูเซลแอลกอฮอล
ท่ีมา : Hazelwood และคณะ, 2008
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ตารางท่ี 2.3 กรดอะมิโนท่ีเปนสารต้ังตนและฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบในไวนอง ุน

กรดอะมิโน ฟูเซลแอลกอฮอล
ลิวซีน ไอโซเอมิลแอลกอฮอล
วาลีน ไอโซบิวทานอล

ไอโซลิวซีน แอคทิฟเอมิลแอลกอฮอล
2 - ฟ นิลอลานีน 2 - ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล
ทรีโอนีน โพรพานอล

ท่ีมา : Kodama และคณะ, 2001

กรด (Acids)

กรดในไวนสามารถแยกไดเปน 2 ชนิด ไดแก กรดระเหยง าย และ กรดระเหยยาก กรด

ระเหยง าย หมายถึงกรดท่ีสามารถถูกดึงออกไดอยางรวดเร็วโดยการกลั่น สวน กรดระเหยยาก น้ัน

เปนกรดท่ีไม สามารถระเหยได ปริมาณกรดรวมหมายถึงผลรวมของกรดท้ัง 2 ชนิด กรดระเหยหลัก

ในไวนอง ุนคือกรดอะซิติก นอกจากน้ียังรวมไปถึงพวกกรดคารบอกซิลิกอ่ืน เชน กรดฟอรมิก กรด

บิวทิริก และ กรดโพรพิโอนิก ซึ่งกรดทุกตัวใหกลิ่นท่ีแตกตางกัน เชน กรดแอซีติก ใหกลิ่น

นํ้าสมสายชู กรดโพรพิโอนิก ใหกลิ่น fatty กรดบิวทิริก ใหกลิ่นคลายเนยท่ีเหม็นหืน (rancid

butter) สวนถากรดคารบอกซิลิกท่ีมีคารบอนต้ังแต 6 – 10 ขึ้นไปใหกลิ่น goaty odor แตแม วากรด

เหลาน้ีเกิดขึ้นในไวน แตสามารถตรวจพบไดเฉพาะในไวนท่ีเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืน

เทาน้ัน เน่ืองจากปกติ กรดแอซีติกเปนกรดระเหยง ายชนิดหลักในไวน โดยเปนผลิตภัณฑพลอยได
ของเมแทโบไลตของยีสตและแบคทีเรีย  สวนกรดระเหยยากหมายถึงกรดอินทรียท่ีไม รวมกรดท่ี

ระเหยไดซึ่งทําหนาท่ีควบคุม pH ในไวน กรดทารทาริกและกรดมาลิกซึ่งเปนกรดระเหยยากชนิด

หลักในไวน ถาในไวนท่ีเกิดกระบวนการหมักแบบมาโลแลคติก (malolactic fermentation) กรดมา

ลิกถูกเปลี่ยนเปนกรดแลคติก กระบวนการหมักมีผลเล็กนอยกับปริมาณกรดรวม แตสามารถเพิ่ม

ชนิดของกรด ซึ่งการเพิ่มชนิดของกรดอาจมีบทบาทรองในการเกิดสารใหกลิ่นระหวางการบมไวน
(Jackson, 2000) กรดอินทรียอ่ืนๆ เชน กรดซิตริก กรดไอโซซิตริก กรดฟูมาริก และ กรดแอลฟาคี

โตกลูตาริก ซึ่งเปนสารมัธยันตร (intermediate) ใน TCA cycle ของกระบวนการเมแทโบลิซึมของ

ยีสต กรดเหลาน้ีเกิดจากการยอยสลายนํ้าตาล กรดอะมิโน และกรดไขมัน กรดเหลาน้ีสวนใหญพบ

ไดนอยและไม พบวามีผลทางการทดสอบประสาทสัมผัส (sensory) ในไวน
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กรดอินทรียในไวนม ีความสําคัญเทาๆ กับแอลกอฮอล กรดไม เพ ียงแตทําหนาท่ีใหรสชาติท่ี

สดชื่น (refreshing taste) แตกรดยังชวยเพิ่มรสชาติในปากอีกดวย บทบาทหลักของกรดคือชวยคง

pH ใหอยูในระดับตํ่า ซึ่งมีความสําคัญตอความคงตัวของสีในไวนแดง ในไวนท่ีมีคา pH สูงๆ น้ัน

ทําใหง ายตอการเกิดออกซิเดชัน และทําใหสูญเสียกลิ่นหอมและสีเปลี่ยนได นอกจากน้ีท่ีคา pH

ตํ่ายังมีประโยชนในการปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนดวย เน่ืองจากแบคทีเรียสวนใหญไม 
สามารถเจริญไดใน pH ตํ่า (Jackson, 2000)

กรดแอซีติก (Acetic acid)

ในระหวางกระบวนการหมักไวน ยีสตชวยสรางกรดแอซีติกไดในปริมาณนอย ระดับปกติท่ี

พบในไวนคือ นอยกวา 300 มก./ล. กรดแอซีติกสามารถชวยเพิ่มความซับซอนใหกับกลิ่นรสท่ีดีใน

ไวนได มีความสําคัญในการสรางสารในกลุมแอซีเทตเอสเทอรซึ่งใหกลิ่นผลไม ในไวน แตถามีมาก

เกิน 300 มก./ล. จะใหรสเปรี้ยวและกลิ่นท่ีไม ดีกับไวน ซึ่งถามีปริมาณกรดแอซีติกมากแสดงวา
อาจเกิดการปนเปอนจากแบคทีเรียกรดแอซีติกหรือกรดแลคติกได (Jackson, 2000) กรดแอซีติกมี

ประโยชนเมื่อมีอยูในผลิตภัณฑในปริมาณนอยๆ ถาปริมาณกรดคารบอกซิลิก เกินกวาระดับ

Threshold จะใหผลในทางลบตอกลิ่นรสของไวน ในระหวางกระบวนการหมักและบม กรดมีผลตอ
ปฏิกิริยาการเกิดเอสเทอร ซึ่งมีความสําคัญตอกลิ่นรสผลไม ของไวน นอกจากน้ีอิทธิพลของความ

เปนกรดยังมีผลในระหวางการบม ท่ี pH ตํ่าทําใหเกิดการยอยสลายพวกไดแซ็กคาไรด เชน
ทรีฮาโลส และพอลิแซ็กคาไรดอ่ืนๆ ซึ่งเปนการเพิ่มนํ้าตาลในไวนในระหวางการบมดวย (Jackson,

2000)

เอสเทอร (Esters)

เอสเทอรเปนสารประกอบท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการหมัก เกิดจากการรวมกันระหวางกลุม
คารบอกซิลิก ของกรดอินทรียและกลุมไฮดรอกซิลของแอลกอฮอลหรือฟ นอล ตัวอยางไดแก  การ

เกิดเอทิลแอซีเทตซึ่งเกิดจากกรดแอซีติกและเอทานอล เปนตน เอสเทอรเปนกลุมของสารประกอบ

ใหกลิ่นท่ีมีความสําคัญในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลโดยเฉพาะไวนเพราะเปนสารใหกลิ่นท่ีดีเชนกลิ่น

ผลไม  กลิ่นดอกไม  อาทิ เอทิลแอซีเทต ใหกลิ่นผลไม  เอทิลแคโพรเอตใหกลิ่นแอปเปล ไอโซเอมิลแอ

ซีเทตใหกลิ่นกลวยหอมและแอปเปล ไอโซบิวทิลแอซีเทตใหกลิ่นผลไม  และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

ใหกลิ่นกุหลาบ นํ้าผึ้ง และ แอปเปล เปนตน ในไวนสามารถพบเอสเทอรไดหลากหลายมีท้ังท่ี

สามารถระบุได และมีท้ังท่ีมีปริมาณนอยมากจนไม สามารถระบุได ซึ่งเอสเทอรท่ีมีปริมาณเทากับ

หรือมากกวาระดับ threshold น้ันจะใหกลิ่นผลไม  ความแตกตางเพียงเล็กนอยของระดับความ

เขมขนของสารน้ีมีอิทธิพลอยางมากตอคุณภาพของไวนท่ีไดซึ่งแสดงใหเห็นวาปริมาณของเอส

เทอรม ีความสําคัญอยางย่ิงตอกลิ่นรสของไวน (Saerens และคณะ, 2010)



25

เอสเทอรสามารถแบงออกเปน 2 กลุมคือ อะลิฟาติกเอสเทอร  และฟ โนลิกเอสเทอร แตใน

กลุมของฟ โนลิกเอสเทอรสวนใหญสามารถตรวจพบไดตํ่ากวาระดับ threshold เน่ืองจากระเหยได
ยาก และมีปริมาณนอย เอสเทอรกลุมน้ีจึงมีอิทธิพลตอกลิ่นรสของไวนนอย ดังน้ันเอสเทอรในกลุม
ของอะลิฟาติก เอสเทอรจึงเปนเอสเทอรหลักท่ีพบในไวน ซึ่งในกลุมน้ีสามารถแยกยอยไดอีกเปน 3

กลุมยอย ไดแก
1. โมโนคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหม ูคารบอกซิลเพียงหม ูเดียว

2. ไดหรือไตรคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหม ูคารบอกซิล 2 หรือ 3 หม ู

3. ไฮดรอกซิลและออกโซแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหม ูไฮดรอกซีหรือหม ูคีโตน

ภาพท่ี 2.8 วิถีการยอยสลายกลูโคสเปนกลีเซอรอล ซัคซิเนตและสารประกอบอ่ืนๆ โดย

ยีสต ในภาวะท่ีไม ใชอากาศ

ท่ีมา : Zoecklein และคณะ, 1989
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โดยใน 3 กลุมยอยน้ี มีเฉพาะโมโนคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร เทาน้ันท่ีถูกเชื่อวามี

ความสําคัญทางดานกลิ่นรส ซึ่งขึ้นอยูกับ เอทานอลและกรดไขมันอ่ิมตัว เชน กรดเฮกซาโนอิก

(แคโพรอิก) กรดออกทาโนอิก (แคพริริก) และ กรดเดคาโนอิก (แคพริก) และขึ้นกับกรดแอซีติก

และ ฟูเซลลแอลกอฮอล เชน ไอโซเอมิล และ ไอโซบิวทิล แอลกอฮอล ซึ่งในกลุมน้ีพบวาใหกลิ่น

รสในไวนมาก เอสเทอรท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่าเหลาน้ีจะถูกเรียกวา เอสเทอรผลไม  (fruit ester)

เน่ืองจากสวนใหญใหกลิ่นผลไม  เชน ไอโซเอมิลแอซีเทต ใหกลิ่นกลวย (banana like odor) และ

เบนซิลแอซีเทต ใหกลิ่น แอปเปล (apple like odor) เปนตน  เมื่อความยาวของสายไฮโดรคารบอน

เพิ่มขึ้นกลิ่นจะเปลี่ยนจากกลิ่นผลไม ไปสูกลิ่นสบู (soap like odor) และสุดทายเมื่อกรดไขมันมี

คารบอน 16 ถึง 18 จะใหกลิ่นนํ้ามันหมู (lard like odor)  สวนในกลุมของไดหรือไตรคารบอกซิ

ลิกแอซิดเอสเทอร น้ันปกติปริมาณท่ีจะมีเกิดขึ้นในไวนจะประมาณมากกวาหรือเทากับ 1

มิลลิกรัมตอลิตร โดยเฉพาะเอทิลแลคเทต ซึ่งเกิดจากกระบวนการหมักแบบมาโลแลคติก แตสาร

ในกลุมน้ีมีกลิ่นออนจึงไม มีผลตอกลิ่นรสของไวนอยางโดดเดน แตในทางตรงขามการเกิดของ เม

ทาโนลิก และ เอทาโนลิก เอสเทอร ของกรดซัคซินิกใหกลิ่นในไวน Muscadine ตัวอยางอ่ืนๆ คือ

เอสเทอรท่ีขึ้นกับ กรดมาลิก กรดทารทาริก และกรดซิตริก ในกลุมของ  ไฮดรอกซิลและออกโซ

แอซิดเอสเทอรน้ัน เกิดการระเหยไดยากและพบวามีบทบาททางประสาทสัมผัสดานการชิม

เล็กนอย เอสเทอรในกลุมน้ีสวนใหญเก่ียวของกับกรดแลคติก  สวนเอทิลและเมทิลเอสเทอรของ

กรดอะมิโนจะเกิดในระดับ มก./ล. และสมบัติทางประสาทสัมผัสดานการชิมยังไม เปนท่ีทราบ

แนชัด (Jackson, 2000)

สารประกอบเอสเทอรท่ีมีความสําคัญในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล มี 2 กลุม คือ เอทิลเอส

เทอรของกรดไขมัน (Fatty acid ethyl ester) กับ แอซีเทตเอสเทอร (acetate ester) ซึ่ง

สารประกอบพวกน้ีใหกลิ่นดอกไม หรือผลไม ซึ่งเปนกลิ่นท่ีดีและเปนท่ียอมรับ ตัวอยาง เอทิลเอส

เทอรของกรดไขมัน ไดแก เอทิลบิวทาโนเอต เอทิลเฮกซาโนเอต เอทิลออกทาโนเอต ซึ่งเกิดจาก

ปฏิกิริยาระหวางแอลกอฮอลและสารประกอบท่ีไดจากกระบวนการยอยสลายหรือการสรางกรด

ไขมันของเซลลยีสต
ปริมาณสารเอสเทอรท่ีเกิดขึ้นระหวางขบวนการหมักขึ้นอยูกับหลายปจจัยเชน อุณหภูมิใน

ระหวางการหมัก ถาหมักท่ีอุณหภูมิตํ่า (ประมาณ 10 องศาเซลเซียส) จะสนับสนุนการสังเคราะห
ของเอทิลเอสเทอรของกรดไขมัน เชน เอทิลออกทาโนเอต เอทิลเดกแคโนเอตเปนตน แตถาหมักท่ี

อุณหภูมิสูงจะสนับสนุนการเกิดของเอสเทอรท่ีมีมวลโมเลกุลสูงๆ เชน พวกเอทิลออกทาโนเอต

และ ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนตน ระดับของซัลเฟอรไดออกไซดท่ีระดับตํ่า และปริมาณออกซิเจน

ระหวางกระบวนการหมักของยีสต ชวยเพิ่มการเกิดเอสเทอรได และปจจัยท่ีมีอิทธิผลตอปริมาณ
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อะเซทิลโคเอแอลกอฮอล
อะเซทิลทรานสเฟอเรส

เอซิลโคเอแอลกอฮอลเอ
ซิลทรานสเฟอเรส

เอสเทอรอยางมากคือ สายพันธุยีสตเพราะกิจกรรมของเอนไซม เอสเทอเรส (Esterase) ในยีสตท่ี
ตางสายพันธุจะมีความแตกตางกัน (Querol และคณะ, 2006 และ Killian และคณะ, 1979)

การเกิดสารประกอบเอสเทอรในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล เกิดไดจาก 2 กระบวนการ คือ

1. ปฏิกิริยาเอสเทอริฟ เคชัน (esterification) ในระหวางการเก็บบมปฏิกิริยาน้ีเปนการเกิด

เอสเทอริฟ เคชันระหวาง แอลกอฮอลกับกรดอินทรีย ท่ีมีในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลทําใหเกิด

สารประกอบพวกเอสเทอรขึ้น กระบวนการน้ีเกิดขึ้นอยางชาๆ ในระหวางการหมักบมโดยมีเอนไซม 
เอสเทอรเรส เปนตัวเรงปฏิกิริยา ดังสมการแสดงในภาพท่ี 2.9

กรดแอซีติก   + ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซเอมิลแอซีเทต  + นํ้า

กรดแคโพรอิก   + เอทานอล เอทิลแคโพรเอต  + นํ้า

ภาพท่ี 2.9 การเกิดเอสเทอริฟ เคชันระหวางกรดและแอลกอฮอล โดยมีเอนไซม เอสเทอเรส

เปนตัวเรงปฏิกิริยา

ท่ีมา : สุมัลลิกา โมรากุล, 2545

2. เอสเทอริฟ เคชันโดยเอนไซม ระหวางการหมัก เกิดชวงหลังของการหมักโดยอาศัยการ

เรงปฏิกิริยาของเอนไซม  แอลกอฮอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส และ แอลกอฮอลเอซิลทรานสเฟอเรส

ทําใหเกิดเอสเทอรดังสมการท่ีแสดงในภาพท่ี 2.10

อะเซทัลโคเอ   + ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  ไอโซเอมิลแอซีเทต  + CoASH

แคพริลโคเอ   + เอทานอล เอทิลแคโพรเอต  +  CoASH

ภาพท่ี 2.10   การเกิดเอสเทอริฟ เคชันระหวางการหมักโดยอาศัยการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซม แอลกอฮอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส และ แอลกอฮอลเอซิลทรานสเฟอเรส

ท่ีมา : สุมัลลิกา โมรากุล, 2545

เอสเทอเรส

เอสเทอเรส
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ยีสตคือจุลินทรียท่ีมีบทบาทหลักในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในระหวางกระบวนการ

หมักของเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแทบทุกชนิด ดังน้ันนักวิจัยท่ัวโลกจึงใหความสนใจศึกษาบทบาท

ของยีสตในการผลิตสารทุติยภูมิชนิดตางๆ ท่ีสงผลตอคุณภาพดานกลิ่นรสของเครื่องด่ืม

แอลกอฮอล อาทิ เบียร เหลากลั่น โดยเฉพาะอยางย่ิงในไวน
Jolly และคณะ (2003) ศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพของไวนท่ีไดจากการผลิตโดยการใช

ยีสตบริสุทธิ์ 5 สายพันธุไดแกยีสต S. cerevisiae สายพันธุทางการคาและยีสตในกลุม non –

Saccharomyces 4 สายพันธุ อีกท้ังยังมีการผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมระหวาง S. cerevisiae

กับ non – Saccharomyces จํานวน 4 สายพันธุแยกกันในแตละชุดการทดลอง พบวาผลทาง

ประสาทสัมผัสของไวนท่ีไดจากการผสมระหวางยีสต 2 สายพันธุมีคุณภาพท่ีดีกวาไวนท่ีผลิตจาก

เชื้อ S. cerevisiae เพียงอยางเดียว

Patel และคณะ (2003) ศึกษาอิทธิพลของยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 20 สาย

พันธุในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในไวนซิมโฟนี (Symphony wine) พบสารประกอบใหกลิ่นใน

กลุมฟูเซลแอลกอฮอล 7 ชนิด เอสเทอร 7 ชนิด และกรด 7 ชนิด และพบวายีสต 18 สายพันธุมี

ความสามารถในการสรางสารประกอบใหกลิ่นชนิดเดียวแตตางกันท่ีปริมาณท่ีพบ สวนยีสตอีกสอง

สายพันธุม ีรูปแบบในการสรางสารประกอบใหกลิ่นแตกตางกันท้ังชนิดและปริมาณอีกดวย จะเห็น

ไดวายีสต S. cerevisiae ตางสายพันธุม ีความสามารถในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นแตกตางกัน

ซึ่งจะสงผลทําใหกลิ่นรสของไวนท่ีไดแตกตางกัน

Viana และคณะ (2008) คัดเลือกสายพันธุยีสต non – Saccharomyces จํานวน 38 สาย

พันธุ โดยใชเกณฑการคัดเลือกจากขอมูลการสรางสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรในไวนเปน
หลัก โดยขั้นตอนการคัดเลือกเบ้ืองตนในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวายีสตแตละสายพันธุมีความสามารถ

สามารถในการผลิตเอสเทอรตางกัน ท้ังน้ียีสตในสกุล Hanseniaspora และ Pichia มี

ความสามารถในการผลิตสารกลุมแอซีเทตเอสเทอรดีท่ีสุด และเมื่อนํายีสตตัวแทนท่ีผานการ

คัดเลือก 5 สายพันธุมาผลิตไวนอง ุนพบวายีสต H. osmophila 1471 สามารถผลิตสาร 2 – ฟ นิล

เอทิลแอซีเทต ไดดีท่ีสุด ดังน้ันยีสตสายพันธุน้ีจึงเหมาะสมท่ีสุดในการนําไปใชผลิตไวนตอไป

Callejon และคณะ (2010) เปรียบเทียบรูปแบบของสารประกอบใหกลิ่นและผลของการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสของไวนแดงท่ีผลิตจากยีสต S. cerevisiae ท่ีแยกไดจากผลอง ุนหรือ

ไวนจํานวน 4 สายพันธุเทียบกับ S. cerevisiae สายพันธุทางการคา 1 สายพันธุ พบวาท้ังชนิดและ

ปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นพบแตกตางกันตามสายพันธุของยีสตท่ีใช สวนผลการทดสอบ

ทางประสาทสัมผัสพบวาไวนท่ีผลิตจากยีสตสายพันธุท่ีแยกจากอง ุนหรือไวนมีคุณภาพดีกวาไวนท่ี
ผลิตจากยีสตสายพันธุทางการคา
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Comitini และคณะ (2010) ศึกษาคุณภาพของไวนท่ีผลิตจากยีสตบริสุทธิ์ผสมระหวาง

non - Saccharomyces กับ S. cerevisiae เปรียบเทียบกับไวนท่ีผลิตจากยีสต S. cerevisiae

โดยศึกษารูปแบบของสารประกอบใหกลิ่น พบวาไวนท่ีผลิตจากยีสตบริสุทธิ์ผสมระหวาง non -

Saccharomyces กับ S. cerevisiae มีสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรในปริมาณมากกวา
อีกท้ังยังพบ volatile acidities ในปริมาณตํ่า ดังน้ัน ไวนท่ีไดจึงมีคุณภาพดีกวาไวนท่ีผลิตจากยีสต
S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว

ในปจจุบันประเทศไทยยังไม มีรายงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับบทบาทของยีสตในการผลิตสาร

ใหกลิ่นรสในสาโทอยางเปนท่ีแนชัด งานวิจัยน้ีจึงสนใจศึกษาบทบาทในการสรางสารใหกลิ่นของ

ยีสตแตละสปชีสท่ีอยูในลูกแปงสุรา เพื่อเปนองคความรูพื้นฐานท่ีจะนําไปสูแนวทางในการใชเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมในการผลิตสาโทซึ่งจะเปนแนวทางในการพัฒนาและปรับปรุงคุณภาพดานกลิ่นรสของ

สาโทใหดีย่ิงขึ้น เชนมีความหลากหลายมากขึ้นสามารถตอบสนองความตองการของผูบริโภคในวง

กวาง ตลอดจนเปนแนวทางในการพัฒนาการผลิตสูระดับอุตสาหกรรมตอไป



30

บทท่ี 3

วิธีดําเนินการวิจัย
3.1 เคร่ืองมือท่ีใช ในการวิจัย

1. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany

2. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany

3. ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean model V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand

4. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท

Thermo Spectronic, USA

5. เครื่องวัดความเปนกรด - เบส (pH meter) ของบริษัท Mettler -Toledo, Switzerland

6. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo - block) รุน MylabTH Thermo

- Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea

7. เครื่องชั่ง รุน AG285 PG2002 - S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland

8. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G - 560E ของบริษัท Scientific Industries, USA

9. เครื่องน่ึงอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan

10. เครื่องหมุนเหว่ียงชนิดต้ังโตะ (bench - top centrifuge) รุน 2600 ของบริษัท Denvelle,

Germany

11. อางนํ้าควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน NST 2000 ของบริษัท

EYELA, Japan

12. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson,

France

13. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 3 และ 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan

14. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร Restek,Thailand

15. อุปกรณสําหรับถายภาพ Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของ

บริษัท Bio - Rad, USA

16. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)

Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan

17. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad, USA

18. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ ขนาด 90 x 14 มิลลิเมตร ของบริษัท Millionant, France
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19. เครื่องแกสโครมาโทกราฟพรอมเครื่องตรวจวัดชนิดเฟลมไอโอไนเซชั่น (Gac Chromatogra

       phy – Flame ionization detector, GC-FID)  รุน CP 3800 ของบริษัท Varian, USA

3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ

1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA

2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA

3. นํ้าตาลกลูโคสของบริษัท Difco Laboratories, USA

4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Pronadisa, Spain

5. Triton - x 100 ของบริษัท Research organic, USA

6. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany

7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany

8. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France

9. ฟ นอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany

10. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA

11. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2. 2H2O) ของบริษัท Sigma,USA

12. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan

13. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท Bio - basic,

Canada

14. เอนไซม ตัดจําเพาะทุกชนิดของบริษัท New England Biolab, UK

15. 1 kb DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK

16. 100 bp DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK

17. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs, USA

18. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท New England Biolabs, UK

19. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA

20. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA

21. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรส QIAquick PCR purification Kit ของ

บริษัท QIAGEN, Germany

22. 50xTAE ของบริษัท Bio - Rad Laboratories Inc., USA

23. Dye solution ของบริษัท Bio - Rad Laboratories Inc., USA

24. Ethidium bromide solution เขมขน 10 มก./มล. ของบริษัท Bio - Rad Laboratories Inc.,

USA
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25. แอลกอฮอลสัมบูรณ ของบรษัิท Merck, Germany

26. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 37% ของบริษัท LAB - SCAN, Ireland

27. กรดแอซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) 99.8% ของบริษัท Merck, Germany

28. กรดซัลฟ วริก (H2SO4) 95-97% ของบริษัท Merck, Germany

29. กรดซัคซินิก ของบริษัท May & Baker Ltd., England

30. กรดซิตริก ของบริษัท Merck, Germany

31. กรดไพรูวิก ของบริษัท Sigma, USA

32. กรดแลคติก ของบริษัท Sigma, USA

33. กรดมาลิค ของบริษัท Sigma, USA

34. อาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป potato dextrose agar ของบริษัท Pronadisa, Spain

35. สารมาตรฐานสารประกอบใหกลิ่นรวม (Custom mix Standard) ของบริษัท SUPELCO, USA

36. เอทิลออกทาโนเอท 99% ของบริษัท Merck, Germany

37. เอทิลเดคาโนเอท 99% ของบริษัท Merck, Germany

38. 2 – ฟ นิลเอทิลแอซีเทต 99% ของบริษัท Merck, Germany

39. เอทิลบิวไทเรท 99% ของบริษัท Merck, Germany

40. ไอโซเอมิลแอซีเทต 99% ของบริษัท Sigma, USA

41. L - lysine ของบริษัท Sigma, USA

42. อะเซทัลดีไฮด 99% ของบริษัท Fluka, USA.

43. 1-โพรพานอล 99.5% ของบริษัท Merck, Germany

44. ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 98.5%ของบริษัท Sigma, USA

45. กลูโคส ของบริษัท Difco Laboratories, USA

46. กาแลคโตส ของบริษัท Difco Laboratories, USA

47. ไซโลส ของบริษัท Difco Laboratories, USA

48. แรมโนส ของบริษัท Difco Laboratories, USA

49. ซูโครส ของบริษัท Difco Laboratories, USA

50. มอลโทส ของบริษัท Difco Laboratories, USA

51. แมนนิทอล ของบริษัท Merck, Germany

52. อินโนสิทอล ของบริษัท Sigma, USA

หมายเหตุ สารเคมีท่ีใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade)
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3.3 วิธีการดําเนินการทดลอง

แหลงลูกแปงสุรา

นําลูกแปงสุราจาก 8 แหลงท่ีผานการคัดเลือกแลววา เมื่อนําไปผลิตสาโทแลวไดรสชาติดี

เปนท่ียอมรับ จากสวนวิทยานิพนธระดับมหาบัณฑิตของนางสาว อภิชญา เตชะวสัญู ท่ี

ดําเนินการวิจัยใน พ.ศ. 2548 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

และจากผูประกอบการผลิตสาโทบางม า ดังน้ี ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน (NN5 NN27 NN25)

ลูกแปงสุราจากจังหวัดลําปาง (LA101) ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP101) ลูกแปงสุราจาก

จังหวัดหนองคาย (NK102) ลูกแปงสุราจากจังหวัดสระบุรี (SB102) และลูกแปงสุราผลิตสาโท

บางม า (BM)

การเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ของราและยีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงสุราท่ีคัดเลือกแลวและท่ีไดรับ

จากแหลงอื่น

การแยกเชื้อราบริสุทธิ์จากลูกแปงสุราท่ีคัดเลือกแลว NN5

นําเชื้อบริสุทธิ์ของรา M. hiemalis NN609 ซึ่งแยกไดจากลูกแปงสุรา NN6 ท่ีคัดมาจากท่ัว

ประเทศแลววาสามารถผลิตไดสาโทท่ีมีกลิ่นรสดี (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) ลงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ PDA และไดคัดแยกเชื้อราเพิ่มเติมจากลูกแปงสุรา NN 5 (ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน) ซึ่งเปนลูก

แปงสุราท่ีมีแหลงท่ีมาใกลเคียงกับลูกแปงสุรา NN6 (ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน) ซึ่งวิธีการแยกเชื้อ

ราจากลูกแปง NN5 มีดังน้ี

บดตัวอยางลูกแปงสุรา 2 กรัม ใสในขาวเหนียวน่ึง 100 กรัม ท่ีบรรจุขวดขนาด 500

มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางนํ้าหมักในวันท่ี 0 และ 3 เจือ

จางในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 9 มิลลิลิตร เจือจางในระดับตางๆ หยดสารละลายท่ีไดปริมาณ 0.1

มิลลิลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Rose Bengal agar เกลี่ยใหท่ัวผิวหนาอาหารและบมท่ีอุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 7 วัน แยกจนไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์แลวเก็บในหลอดอาหาร PDA ท่ีผิวหนา
เอียงในหลอดทดสอบ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

การเตรียมยีสตบริสุทธิ์

ก. นํายีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลววาสามารถผลิตสาโทท่ี

มีกลิ่นรสดี จํานวน 7 สายพันธุ (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM

ข. คัดแยกยีสตเพ ิ่มจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลววาสามารถผลิตสาโทท่ี

มีกลิ่นรสดี 8 แหลง ดังน้ี NN5 NN27 NN25 LA101 NP101 NK102 SB102 และ BM เพื่อให
สามารถแยกยีสตไดทุกชนิดท้ังท่ีมีจํานวนมากและนอยในลูกแปงสุราใหไดมากชนิดท่ีสุด จึงตอง

คัดแยกโดยใชวิธี enrichment technique โดยบดตัวอยางลูกแปงสุรา 2 กรัม ใสในขาวเหนียวน่ึง
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100 กรัม ท่ีบรรจุขวดขนาด 500 มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน โดยเติมนํ้าในชวงการหมักวันท่ี 3

ปริมาตร  200 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางนํ้าหมักในวันท่ี 0 3 และ 9 เจือจางในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ

ในระดับตางๆ หยดสารละลายท่ีไดปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และเกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM

และ L - lysine (สําหรับคัดแยกยีสตชนิด Saccharomyces และชนิด non - Saccharomyces

โดยยีสตชนิด Saccharomyces ไม สามารถเจริญบน L - lysine) เกลี่ยใหท่ัวผิวหนาอาหารและบม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 5 วัน แยกจนไดยีสตท่ีบริสุทธิ์แลวเก็บไวในอาหารแข็ง

YM ท่ีมีผิวหนาเอียงในหลอดทดสอบ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

ค. คัดแยกยีสตจากยีสตผงสําเร็จรูป 493 EDV (Danstil®, Canada) ท่ีไดรับมา

จากผูประกอบการ โดยเติมยีสตผง 5 กรัมในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที แลวนํามาเจือจางในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อในระดับ

ตางๆ หยดสาร ละลายท่ีไดปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM บมท่ีอุณหภูมิ

30องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 5 วัน แยกจนไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์แลวเก็บไวในอาหารแข็ง YM ท่ีมี

ผิวหนาเอียงในหลอดทดสอบ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

ง. นํายีสตท่ีไดรับจากศูนยจุลินทรียสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย (วว.) ซึ่งคัดแยกมาจากลูกแปงสุราและสาโท จํานวน 2 สายพันธุ คือ S. cerevisiae

TISTR5161 และ Candida krusei TISTR5259 มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM เพื่อนําไปยืนยัน

ผลการจําแนกตอไป

3.3.1 การจําแนกชนิดราและยีสตท่ีอยูในลูกแปงสุราโดยใช สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

3.3.1.1 การจําแนกรา

3.3.1.1.1 จําแนกราโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

3.3.1.1.1.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี glass beads (อภิชญา เตชะวสัญู,
2550)

เลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA บมท่ี 30 องศาเซลเซียส 2 - 3 วัน ใช
คอรกบอร-เรอร เบอร 8 เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณท่ีเชื้อเจริญ นําสายใยท่ีไดใสในหลอดไมโคร

ฟ วจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี glass beads ซึ่งมีรายละเอียด ดังน้ี เติม

200ไมโครลิตร ของสารละลาย A (สารละลายA ประกอบดวย 2 % Triton X - 100, 1% SDS,

100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0 และ 1 mM EDTA) 200 ไมโครลิตรของ

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1) และ 0.3 กรัมของเม็ดแกวขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 0.45-0.52 ไมครอน หลังจากน้ัน เขยาผสมโดยใชเครื่องเขยาผสมเปนเวลา 3 นาที 30
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วินาที แลวจึงเติม 200 ไมโครลิตร TE บัฟเฟอร ปน 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บ

ชั้นนํ้า นําชั้นนํ้ามาสกัดดัวย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1) ปน14 ,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บชั้นนํ้า นําชั้นนํ้ามาเติม 1 มิลลิลิตร ของเอทานอลบริสุทธ ปนแยก

ตะกอนดีเอ็นเอท่ี14 ,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีได มาเติม 400

ไมโครลิตร TE บัฟเฟอร pH 8.0 และRNase A 30 ไมโครกรัม บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา

15 นาที หลังจากน้ันจึงเติม แอมโมเนียมอะซิเตต ความเขมขน 4 โมลาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร

บมท่ี - 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวจึงปนแยกตะกอนดีเอ็นเอท่ี 14,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดมาลางดวย 70% เอทานอล ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหง
แลวจึงละลายตะกอนดวย 50 ไมโครลิตร ของ TE บัฟเฟอร

3.3.1.1.1.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA ของรา ดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)

นําดีเอ็นเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ของไร

โบโซมอลดีเอ็นเอใช  ไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ซึ่งเปน universal primers ของบริเวณ ITS โดย

ไพรเมอร ITS1 และ ITS4 มีลําดับเบสดังน้ี 5’ – TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’ และ

5’ – TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’ ตามลําดับ โดยใชภาวะของปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ดังน้ี 94 องศาเซลเซียส 15 นาที, 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72

องศาเซลเซียส 1 นาที, 35 รอบ, 72 องศาเซลเซียส 5 นาที เก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสท่ี -20

องศาเซลเซียส (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550)   นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับ

เบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS

3.3.1.1.1.3 การวิเคราะหผลทางชีววิทยาโมเลกุล

นําผลการวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS (Internal transcribed

spacer) ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอเปดในโปรแกรม Bioedit มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของดีเอ็น

เอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของราสปชีสตางๆ จากฐานขอมูลใน Genbank แลวจึงนํา

ลําดับเบสดังกลาวมาทําตนไม วิวัฒนาการโดยใชโปรแกรม ClustalX 1.81 และดูตนไม วิวัฒนาการ

โดยใชโปรแกรม nj plot

3.3.1.1.2 จําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา

การจําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา อางอิงตาม Introduction to food and airborne

fungi (de Hoog และคณะ, 2000) ศึกษาสัณฐานวิทยาของราท้ังภายใตกลองจุลทรรศนและดูดวย

ตาเปลา โดยศึกษาขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานชูสปอร การมีไรซอยด การมีคลามัยโด
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สปอร ขนาดของคอลาเมลลา ขนาดของสปอรแรงเจียม และลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

Potato dextrose agar (PDA)

3.3.1.1.3 ศึกษาความสามารถในการยอยแปงของราท่ีแยกได
เพื่อคัดเลือกราท่ีมีความสามารถในการยอยแปงไดดีเทียบเทากับราสายพันธุ  M.

hiemalis NN609 ดังน้ันจึงนําราบริสุทธิ์ท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5 จํานวน 3 ไอโซเลต มาศึกษา

ความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลว (Liquefaction) โดยนําราบริสุทธิ์ท่ีแยกได 3
คอรกบอรเรอร ใสในขาวเหนียวน่ึง 100 กรัม ท่ีบรรจุขวดขนาด 500  มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน

บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เพื่อเปรียบเทียบหาความสามารถในการเปลี่ยน

ของแข็ง (ขาวเหนียวน่ึง) ใหกลายเปนของเหลว (นํ้าตอย) แตละไอโซเลตทําการทดลองซ้ําจํานวน

3 ชุดการทดลอง ในการทดลองน้ีใชราสายพันธุ M. hiemalis NN609 เปนตัวเปรียบเทียบ

3.3.1.2 การจําแนกยีสต
ในการจําแนกยีสตท่ีแยกไดมาจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลวท้ัง 8 แหลง นํา

เทคนิค Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-

RFLP) มาใชเพ ื่อชวยจัดกลุมของยีสตท่ีคัดแยกกอน แลวจึงคัดเลือกตัวแทนของยีสตในแตละกลุม
ไปทดสอบทางชีวเคมี และนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ

3.3.1.2.1 จําแนกยีสตโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

3.3.1.2.1.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี glass beads

เลี้ยงยีสตในอาหารเหลว YEPD ท่ี 30 องศาเซลเซียส 2 - 3 วัน ปนแยกเซลลท่ี
10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที แลวลางเซลลโดยนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 ไมโครลิตร ปนแยก

เซลลท่ี10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที อีกครั้ง นําเซลลท่ีไดใสในหลอดไมโครฟ วจขนาด 1.5

มิลลิลิตร ทําเชนเดียวกับราในขอ 3.3.1.1.1.1

3.3.1.2.1.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA ของยีสต ดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)

นําดีเอ็นเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร
และวิธีการทําเชนเดียวกับของราในขอ 3.3.1.1.1.2

3.3.1.2.1.3 การจัดกลุมยีสตโดยวิธี PCR - RFLP

นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาตัดดวย HinFI, HhaI และ HaeIII

แลวจึงจัดกลุมยีสตท่ีแยกไดตามรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ

โดยใชโปรแกรม Quantity one จากเครื่อง Gel doc (Bio - rad, USA) ในการวิเคราะหผล รูปแบบ

ของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ สุมตัวอยางของยีสตจากแตละกลุมมา
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วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ ทําเชนเดียวกับของ

ราในขอ 3.3.1.1.1.3

3.3.1.2.2 การจําแนกยีสตโดยวิธีทางชีวเคมี

ก. การใชแหลงอาหารคารบอน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร

500 ไมโครลิตร ลงในอาหารยีสตไนโตรเจนเบสและเติมแหลงคารบอนตางๆ กัน 8 ชนิด ไดแก
กลูโคส กาแลกโตส ไซโรส แรมโนส ซูโครส ซูโคส มอลโทส แมนนิทอล และอินโนสิทอล ใหไดความ

เขมขนสุดทายเทากับ 1 โมลาร
ข. การหมักแหลงอาหารคารบอน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร

500 ไมโครลิตร ลงในอาหาร ยีสตไนโตรเจนเบสท่ีมีหลอดดักแกส (Durham’s tube) และเติมแหลง
คารบอนตางกัน 2 ชนิด ไดแก กลูโคส และไซโครส ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1 โมลาร
3.3.2 การคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธ ุ ท่ีมี

ความสามารถในการผลิตสาโทท่ีมีกล่ินรสท่ีดี

3.3.2.1 ผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุและแปรผันยีสต S.

cerevisiae 5 สายพันธุ
เติมราสองสายพันธุคือ M. hiemalis  NN609 และ R. microsporus NN505 ท่ีเจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ลงในขาวเหนียวน่ึง 300 กรัม จํานวนชนิดละ 9  คอรกบอรเรอร และแปรผัน

ยีสตจํานวน 5 สายพันธุ ดังน้ี S. cerevisiae NP101D8 (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550); N5D8

(คัดแยกจากลูกแปงสุรา NN5 ท่ีไดรับมาจากจังหวัดนาน); 493 EDV (ยีสตสายพันธุทางการคา);

BMD8 (คัดแยกจากลูกแปงสุราท่ีผลิตสาโทบางม า) และ TISTR 5161 (ไดรับจาก วว.) แยกกันแต
ละชนิดลงไปจํานวน 5x103 cfu/ml หลังจากน้ันคลุกเคลาใหเขากัน และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส เติมนํ้าปริมาตร 300 มิลลิลิตรในชวงการหมักวันท่ี 3  แลวบมตออีก 10 วัน

หลังจากน้ันนําของเหลวสวนใสใสขวดสีชาท่ีผานการฆาเชื้อแลวเพื่อตกตะกอนใหสาโทใส แลว
นําไปแชท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางสาโทเพื่อนําไปวิเคราะห
องคประกอบทางเคมีตางๆ ไดแก ความเปนกรด - เบส ปริมาณกรดท้ังหมด ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ
ปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกลิ่น และนําไปวิเคราะหทางประสาทสัมผัสโดยผูเชี่ยว

ทางดานการชิมไวนและสาโทจํานวน 10 คน

3.3.2.2 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทท่ีหมักได
เก็บสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ดังน้ี

3.3.2.2.1 คาความเปนกรด – เบส

อานคาความเปนกรด - เบส ดวยเครื่อง pH meter
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3.3.2.2.2 การวิเคราะหปริมาณกรดโดยรวม (Total Titration Acidity)

นําตัวอยางสาโท 5 มิลลิลิตร เติมนํ้ารอน 50 มิลลิลิตรแลวหยด Phenopthalene

2 - 3 หยด นําไปไทเทรตกับ NaOH 0.1 นอรแมล จนสารละลายเปลี่ยนจากไม ม ีสีเปนสีชมพู อาน

คาปริมาตร NaOH ท่ีได แลวนําไปคํานวณ %TA

%TA    =          V x N (NaOH) x MW (lactic acid) x 100

 1000 x V (Sample)

V = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชไทเทรต (มิลลิลิตร)

N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเปนนอรแมล

v = ปริมาตรของสารตัวอยางท่ีใช (มิลลิลิตร)

MW (lactic acid) = 90

3.3.2.2.3 การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid

(DNSA) (Miller, 1959)

เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ตม
ในอางนํ้าเดือด 10 นาที ท้ิงใหเย็น เติมนํ้า 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540

นาโนเมตร เปรียบเทียบและคํานวณปริมาณนํ้าตาลรีดิวซกับกราฟของสารมาตรฐาน

3.3.2.3 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทไดในวันสุดทาย จากขอ 3.3.2.1 มาทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยผูทดสอบท่ีมี

ความเชี่ยวชาญและคุนเคยกับการด่ืมสาโท จํานวน 10 คน  ทําการชิมและใหคะแนนในใบให
คะแนน (ภาคผนวก ค) และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance)

ทางสถิติโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS เวอรชั่น 17.0 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA)

3.3.2.4 การวิเคราะหปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds)

 นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใสใน vial ท่ีสะอาดปราศจากเชื้อ

ขนาด 20 มิลลิลิตร ปดฝาใหสนิทดวย Crimper 20 mm Seals จากน้ันนําไปวิเคราะหโดยวิธีแกส
โครมาโทกราฟ  – เฟลมไอโอไนเซชั่น (GC - FID) โดยเก็บตัวอยางสารใหกลิ่นบริเวณท่ีวางเหนือ

สาร (Headspace) เพื่อฉีดวิเคราะหและหาปริมาณโดยเปรียบเทียบและคํานวณกับสารมาตรฐาน

ท่ีภาวะดังน้ี

ชนิดของคอลัมน : CP - wax 52CB , Capillary Column

(60.0 m x 0.25 mm id x 0.25 µm film thickness)

Injector  : Split (10:1)
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อุณหภูมิของ Injector : 250 องศาเซลเซียส

ปริมาตรฉีด : 1 มิลลิลิตร

แกสตัวพา(carrier gas) ไนโตรเจน (อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาที)

อุณหภูมิของ Oven : 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3.5 นาที

35 องศาเซลเซียส ถึง 40 องศาเซลเซียส อัตราเร็ว 30 องศาเซลเซียส/

นาที

40 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที

40 องศาเซลเซียส ถึง 117 องศาเซลเซียส อัตราเร็ว 40 องศาเซลเซียส/

นาที

117 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที

117 องศาเซลเซียส ถึง 240 องศาเซลเซียสอัตราเร็ว 30 องศาเซลเซียส/

นาที

240 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที

Run Time : 14.69 นาที

ชนิดของ Detector : Flame - ionization detector (FID)

อุณหภูมิของ Detector : 250 องศาเซลเซียส

Vial equilibration time : 15 นาที

3.3.2.5 การวิเคราะหผลทางสถิติ

นําขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหผลทางสถิติโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS เวอรชั่น 17.0

(SPSS, Inc. Chicago, IL, USA) นอกจากน้ียังวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางสายพันธุยีสตกับ

การผลิตสารประกอบใหกลิ่นดวยวิธี Principal Component Analysis (PCA) โดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป Unscrambler เวอรชั่น 9.7 (CAMO, Norway)

3.3.2.6  ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

เพื่อตรวจสอบการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนของตัวอยางสาโทจะนําเทคนิค Polymerase

Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR - RFLP) มาใชเพื่อ

ตรวจสอบดูรูปแบบการตัดจากเอนไซม ตัดจําเพาะของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากสาโท ดังน้ี

นํานํ้าหมักท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 มาใสในหลอดไมโครฟ วจขนาด 1.5  มิลลิลิตร  ปนแยก

เซลลท่ี 8,000 รอบตอนาที นาน 5  นาที แลวลางเซลลโดยนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 ไมโครลิตร

จากน้ันนําไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB (Arlorio และคณะ, 1999) ซึ่งมีรายละเอียด ดังน้ี

ปนแยกเซลลท่ี 8,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที อีกครั้ง ท้ิงสวนนํ้าใส เติม 600  ไมโครลิตร ของ



40

สารละลาย Lysis buffer (สารละลาย Lysis buffer ประกอบดวย 2% CTAB, 1.4 M NaCl, 100

mM Tris pH 8.0 และ 25 mM EDTA) และ 10 ไมโครลิตร ของ Proteinase K (10 mg/ml) ลงใน

ตะกอนเซลล เขยาเบาๆและบมท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันปน 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดเก็บชั้นนํ้า แลวจึงเติม 600 ไมโครลิตร TE บัฟเฟอร และ 1,200

ไมโครลิตร Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1) เขยาขึ้นลงเบาๆ 60 ครั้ง และ ปน
14 , 00 0 ร อ บ ตอ น าที เ ปน เ วล า 10 นา ที ดูด เ ก็บ ชั้ น นํ้ า  แล ะ เ ติม 60 0 ไ ม โ คร ลิ ต ร

Phenol/Chloroform/ Isoamyl alcohol (25/24/1) อีกครั้ง เขยาขึ้นลง 60 ครั้ง ปน 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดเก็บชั้นนํ้า  จากน้ันจึงเติม 1 มิลลิลิตร ของ Isopropanol เขยาเบาๆ บมท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที ปนแยกตะกอนดีเอ็นเอท่ี 14,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดมาลางดวย 70% เอทานอล 500 ไมโครลิตร ปน 14,000

รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนนํ้าใส ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหง แลวจึงละลายตะกอนดวย

20 ไมโครลิตร ของ TE บัฟเฟอร
เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 16S rDNA ของแบคทีเรียและ 26S rDNA ของยีสต

และรา ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)

ก. เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร
27F (5' – AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) และ ไพรเมอร 1492R (5' - GGTTACCTTGTT

ACGACTT - 3') โดยใชภาวะของปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังน้ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที; 94

องศาเซลเซียส 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที, 30 รอบ; 72 องศา

เซลเซียส 6 นาที เก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสท่ี -20 องศาเซลเซียส

ข. เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 26S rDNA ยีสตและรา เชนเดียวกับขอ
3.3.1.1.1.2

นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาตัดดวย HinFI, HhaI และ HaeIII แลวจึง

วิเคราะหผลรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ โดยใชโปรแกรม

Quantity one จากเครื่อง Gel doc (Bio - rad, USA)

3.3.3 แปรผันอัตราสวนยีสตในกลุม S. cerevisiae กับยีสตในกลุม non – Saccharomyces

จํานวน 3 สายพันธ ุ เพ่ือใหไดสาโทท่ีมีคุณภาพดานกล่ินรสท่ีดี

3.3.3.1 ผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุ ยีสต S. cerevisiae

NP101D8 และแปรผันอัตราสวนยีสตในกลุม non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ
เติมราสองสายพันธุคือ M. hiemalis  NN609 และ R. microsporus NN505 ท่ีเจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ลงในขาวเหนียวน่ึง 300 กรัม จํานวนชนิดละ 9 คอรกบอรเรอร เติมยีสต
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S. cerevisiae NP101D8 จํานวน 5x103 cfu/ml และแปรผันยีสตในกลุม non – Saccharomyces

3 สายพันธุคือ I. orientalis TISTR5259 (ไดรับมาจาก วว.) P. anomala NP101 และ Sm.

fibuligera NP101 (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) แยกกันแตละชนิดลงไปจํานวน 2.5x103 5x103

1x104 2x104cfu/ml ตามลําดับ หลังจากน้ันคลุกเคลาใหเขากัน และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เติมนํ้าปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในวันท่ี 3 ของการหมัก บมตอไปอีก 10 วัน หลังจากน้ัน

จะตกตะกอนใหใสโดยนําของเหลวสวนใสใสขวดสีชาท่ีผานการฆาเชื้อแลว แลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางสาโทเพื่อนําไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ

ไดแก ความเปนกรด - เบส ปริมาณกรดท้ังหมด ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ  วิเคราะหทางประสาท

สัมผัสโดยผูเชี่ยวทางดานการชิมไวนและสาโทจํานวน 10 คน และวิเคราะหปริมาณเอทานอล และ

สารประกอบใหกลิ่น

3.3.3.2 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทท่ีหมักได
นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ เชนเดียวกับขอ

3.3.2.2

3.3.3.3 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหทางประสาทสัมผัส เชนเดียวกับขอ 3.3.2.3

3.3.3.4 การวิเคราะหปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds)

นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหองคประกอบปริมาณเอทานอลและสารประกอบ

ให เชนเดียวกับขอ 3.3.2.4

3.3.3.5 การวิเคราะหผลทางสถิติ

นําขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหผลทางสถิติเชนเดียวกับขอ 3.3.2.5

3.3.3.6 ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

นําสาโทท่ีไดมาตรวจสอบการปนเปอนเชนเดียวกับขอ 3.3.2.6
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บทท่ี 4

ผลการทดลอง
การเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ของราและยีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงสุราท่ีคัดเลือกแลวและท่ีไดรับ

จากแหลงอื่น

งานวิจัยน้ีม ุงสนใจศึกษาความสามารถของยีสตสปชีสตางๆ ยีสตท่ีใชในการทดลองมี

ท้ังหมด 8 สายพันธุ ประกอบดวยสายพันธุ S. cerevisiae 5 สายพันธุ ยีสตในกลุม non –

Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุดังน้ี I. orientalis TISTR5259 Sm. fibuligera NP101 และ

P. anomala NP101 ยีสตท้ัง 8 สายพันธุ มีแหลงท่ีมาแสดงดังตารางท่ี 4.1

ตารางท่ี 4.1 แหลงท่ีมาของยีสตท่ีใชในงานวิจัยจํานวน 8 สายพันธุ

งานวิจัยน้ีคัดแยกยีสตสวนหน่ึงจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลววาเมื่อนําไปผลิต

สาโทแลวไดกลิ่นรสดีจํานวน 7 ชนิด (อภิชญา เตชะวสัญญ, 2550) และรวมถึงลูกแปงสุราท่ีเปน
หัวเชื้อในการผลิตสาโทบางม าอีก 1 ชนิด โดยนําลูกแปงสุราจากท้ัง 8 แหลงมาผลิตสาโทเพื่อแยก

ยีสต เก็บตัวอยางในวันท่ี 0 และ 8 พบวายีสตท่ีไดสามารถแยกเปนกลุม S. cerevisiae และกลุม
non - Saccharomyces โดยอาศัยผลการเจริญบนอาหารแข็ง L - lysine (ยีสต S. cerevisiae ไม 
สามารถเจริญไดแตยีสตกลุม non - Saccharomyces สามารถเจริญได) หลังจากน้ันสุมหา

ตัวแทนยีสต S. cerevisiae จํานวน 3 ไอโซเลต จากลูกแปงสุราแตละแหลงและทุกไอโซเลตของ

ยีสตกลุม non - Saccharomyces ไปจําแนกชนิดโดยใชเทคนิคทางชีวเคมีควบคูกับเทคนิคทาง

ชีววิทยาโมเลกุลตอไป

ยีสต สายพันธุยีสต แหลงท่ีมา

S. cerevisiae N5D8 คัดแยกจากลูกแปงสุรา NN5 (ไดรับมาจากจังหวัดนาน)

S. cerevisiae NP101D8 อภิชญา เตชะวสัญู, 2550

S. cerevisiae TISTR5161 ไดรับจาก วว.

S. cerevisiae 493 EDV สายพันธุทางการคา
S. cerevisiae BMD8 คัดแยกจากลูกแปงสุราท่ีเปนหัวเชื้อผลิตสาโทบางม า
I. orientalis TISTR5259 ไดรับจาก วว.

Sm. fibuligera NP101 ไดรับจาก อภิชญา เตชะวสัญู, 2550

P. anomala NP101 ไดรับจาก อภิชญา เตชะวสัญู, 2550
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คัดแยกเชื้อราเพิ่มเติมจากลูกแปง NN5 (ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน) โดยนําลูกแปง NN5

มาผลิตสาโท เก็บตัวอยางในวันท่ี 0 และ 3 ของการหมัก พบราท่ีแยกไดจํานวน 24 ไอโซเลตซึ่งมี

ลักษณะโคโลนีคลายกันดังน้ันจึงสุมหาตัวแทนรา 3 โคโลนี ไดแกรหัส NN501 NN504 และ

NN505 เพื่อนําไปจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และเทคนิคทางชีววิทยา

โมเลกุลพรอมท้ังทดสอบความสามารถในการยอยแปงของราท่ีแยกไดตอไป

4.1 การจําแนกชนิดราและยีสตท่ีอยูในลูกแปงสุราโดยใช สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

4.1.1 การจําแนกรา

     4.1.1.1 จําแนกราโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

จากการคัดแยกราจากลูกแปงสุรา NN5 แลวสุมเลือกตัวแทนมา 3 ไอโซเลต หลังจาก

น้ันนํามาสกัดดีเอ็นเอ นําดีเอ็นเอท่ีไดมาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA ดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) โดยใชไพรเมอร ITS1 (F) และ ITS4 (R) ขนาดผลิตภัณฑของ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของราท้ัง 3 ไอโซเลตมีคา 700 เบส แสดงดังภาพท่ี 4.1

ภาพท่ี 4.1 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดี

เอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของรา 3 ไอโซเลตท่ีแยกจากลูกแปง NN5

เมื่อนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS มา

เปรียบ เทียบกับลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตและราสปชีสตางๆ  จาก

ฐานขอมูลใน Genbank และสรางตนไม วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ดังแสดงในรูปท่ี 4.2

พบวา ราท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5 ท้ัง 3 ไอโซเลต มีคาความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ ITS กับ ราสายพันธุ Rhizopus oryzae, M. miehei, R. microsporus, และ M. rouxii

ขนาด

(เบส)

1000 ---

--

2% agarose

gel

500 ----

100 ----

D
N

A

m
ar

ke
r

รา
N

N
 5

01

รา
N

N
 5

04

รา
N

N
 5

05

PCR product



44

เทากับรอยละ 100 จากการวิเคราะหผลทางชีววิทยาโมเลกุลพบวายังไม สามารถจําแนกชนิดของ

ราท่ีแยกมาจากลูกแปง NN5 ไดอยางชัดเจน ดังน้ันจึงจําเปนท่ีจะตองใชขอมูลสัณฐานวิทยาเขามา

ประกอบดวย

4.1.1.2 จําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา

การจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาท้ังภายใตกลองจุลทรรศนและดูดวยตาเปลา
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA รวมไปถึงการศึกษา ขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานสปอร การมี

ไรซอยด การมีคลามัยโดสปอร ขนาดของสปอรแรงเจียม และการเจริญท่ีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส ซึ่งผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.2 และภาพท่ี 4.3

จากตารางท่ี 4.2 พบวา ราท้ัง 3 ไอโซเลตมีไรซอยดอยางเห็นไดชัด แสดงวาราท่ีคัดแยก

จากลูกแปงสุรา NN5 ท้ัง 3 ไอโซเลตเปนราในกลุม Rhizopus spp. ซึ่งคุณลักษณะการปรากฏของ

ไรซอยดน้ันจะสามารถใชเแยกระหวางราในกลุม Mucor spp. ออกจาก Rhizopus spp. โดยรา

กลุม Mucor spp. จะไม ม ีไรซอยด ในทางตรงกันขาม รากลุม Rhizopus spp. มีไรซอยต สวน

คุณสมบัติท่ีใชในการแยกระหวางราสายพันธุ R. microsporus กับราสายพันธุ R. oryzae คือ

ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส กลาวคือราสายพันธุ R. microsporus

สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิดังกลาว สวนราสายพันธุ R. oryzae ไม สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ

ดังกลาวได ดังน้ันจากผลการจําแนกโดยใชสัณฐานวิทยาพบวาราท่ีคัดแยกมาจากลูกแปง NN5

คือราสายพันธุ R. microsporus

ผลการจําแนกรา NN501, NN504 และ NN505 จากลูกแปง NN5 โดยใชวิธีสัณฐานวิทยา

ควบคูกับวิธีทางชีววิทยาโมเลกุลสามารถสรุปไดวาเปนรา R. microsporus
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ภาพที่ 4.2 ตนไม วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของตัวแทนของราที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NN5

45
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ภาพท่ี 4.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา NN505 ท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5

ก. ลักษณะของรา NN505 ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 200 เทา
ข. ลักษณะโคโลนีของรา NN505 ท่ีเจริญบนอาหาร PDA บมท่ี 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน

ค. ลักษณะไรซอยดของรา NN505 ภายใตกลองจุลทรรศน

ตารางท่ี 4.2 ผลของการจําแนกราในลูกแปงสุราโดยใชสัณฐานวิทยา (อางอิงตาม (De

Hoog, 2000)

ลักษณะสปอแรงจิโอสปอร 
รหัสของ

รา

การ

มีไร

ซอย

ด

การมี

คลามัย

โดสปอร 

ลักษณะ

กาน

สปอร 

การเจริญ

ท่ี 45

องศา

เซลเซียส

ขนาด

ของกาน

สปอร 
(ไมโคร

เมตร)

ลักษณะ สี
ขนาด

(ไมโครเมตร)

ช่ือสปชีส 

NN501 + +++ Un

branch

+ 58 irregular Hyaline 10 x 11 R.

microsporus

NN504 + +++ Un

branch

+ 62 irregular Hyaline 9 x 11 R.

microsporus

NN505 + +++ Un

branch

+ 74 irregular Hyaline 14 x 14 R.

microsporus

ก ข

ค
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4.1.1.3 ศึกษาความสามารถในการยอยแปงของราท่ีแยกได
จากการศึกษาความสามารถในการยอยแปงของรา 3 ไอโซเลตจากลูกแปง NN5 เทียบกับ

รา M. hiemalis NN609 ซึ่งพบวาเปนราท่ีมีความสามารถในการยอยแปงไดดี (อภิชญา เต

ชะวสัญู, 2550) พบวาคาเฉลี่ยของปริมาณนํ้าตอย (ของเหลวท่ีไดจากการเปลี่ยนจากแปงเปน
นํ้าเชื่อม) ท่ีวัดไดจาก 3 ชุดการทดลองของราท้ัง 3 ไอโซเลตมีคาใกลเคียงกับรา M. hiemalis

NN609 แสดงผลไดดังตารางท่ี 4.3

ตารางท่ี 4.3 ความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปนของเหลวของรา 3 ไอโซเลตท่ีแยก

จากลูกแปง NN5 เทียบกับราสายพันธุ M. hiemalis NN609

ในการศึกษาความสามารถในการยอยแปงของรา พบวาราท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5 ท้ัง

3 ไอโซเลตมีความสามารถในการยอยแปงไดดีเทียบเทากับ M. hiemalis NN609 โดยรา NN505

มีความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปนของเหลวไดดีท่ีสุด ดวยเหตุน้ีรา R. microsporus

NN505 จึงถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทนของราเพื่อนําไปใชในการทดลองถัดไป

4.1.2 การจําแนกยีสต
4.1.2.1 จําแนกยีสตโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

ก. การจําแนกยีสตท่ีมาจากการคัดแยกจากลูกแปงสุรา 8 แหลง พบวายีสตท่ี
สามารถแยกไดม ีจํานวนมากถึง 447 ไอโซเลต จึงจําเปนตองจัดกลุมยีสตกอนท่ีนําไปจําแนกตอ ได
เลือกใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism

(PCR - RFLP) มาชวยจัดกลุมดวยรูปแบบของชิ้นสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอท่ีไดจากการตัด

ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชเอนไซม ตัดจําเพาะ 3 ชนิด คือ HinFI, HhaI และ HaeIII  โดย

เริ่มตนจากทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสตท่ีแยกไดจากตัวอยางลูกแปงสุรา หลังจากน้ันนํา

ชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA มาเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร

รา ปริมาณของเหลวท่ีวัดได (มิลลิลิตร)

NN501 51 2.0

NN504 53 2.1

NN505 57 1.5

M. hiemalis NN609 55 2.0
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ITS1 และ ITS4 แสดงขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอรเรสในตารางท่ี 4.4 และ

ตัวอยางผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของตัวแทนยีสตท้ัง 5 กลุมแสดงดังภาพท่ี 4.4

ตารางท่ี 4.4 ผลของการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล

ดีเอ็นเอของตัวแทนยีสต 5 กลุม

* ขนาดของผลิตภัณฑท่ีไดคํานวณจากโปรแกรม Quantity one จากเคร่ือง Gel doc (Bio - rad, USA)

ภาพท่ี 4.4 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอ

บริเวณITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของตัวแทนยีสต 5 กลุม

กลุมท่ี ขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส (เบส) *

1 670

2 610

3 630

4 610

5 830
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จากผลการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอบริเวณไรโบโซมอลของยีสตไอโซเลตตางๆ พบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีขนาดอยูระหวาง 610 - 830 เบส

เพื่อศึกษารูปแบบของชิ้นสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากยีสตแตละไอโซเลต เมื่อถูกตัด

ดวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ (restriction enzyme) เพื่อใชรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาว เพื่อการ

แบงกลุมยีสต จึงไดนําเอาผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตัดดัวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ 3 ชนิด

คือ HinFI, HhaI และ HaeIII ไดผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 4.5

จากภาพท่ี 4.5 พบวา ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไร

โบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตท่ีคัดแยกจากลูกแปงท่ีผานการคัดเลือกท้ัง 8 แหลง ท่ีถูกตัดดวย

เอนไซม จําเพาะ 3 ชนิด คือ HaeIII, HinfI และ HhaI ไดรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสามารถจัด

กลุมของยีสตไดท้ังหมด 5 กลุม ขนาดดีเอ็นเอของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดชิ้นสวนดวยเอนไซม ตัด

จําเพาะท้ัง 3 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 4.5

ตารางท่ี 4.5 การจัดกลุมของยีสตท่ีแยกไดตามรูปแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS โดยวิธี

PCR – RFLP

ขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ (เบส)*กลุม
ท่ี

ขนาดของผลิตภัณฑ
ปฏิกิริยา

ลูกโชพอลิเมอรเรส (เบส)

HaeIII HinfI HhaI

1 670 60, 590 313, 340 270, 300

2 610 60, 110, 390 270, 290 255, 280

3 630 60, 550 287, 288 70, 200, 290

4 610 610 280, 290 580

5 830 110, 170, 210, 310 100, 350, 360 370, 390

* ขนาดของผลิตภัณฑที่ไดคํานวณจากโปรแกรม Quantity one จากเครื่อง Gel doc (Bio - rad, USA)

เพื่อการจําแนกชนิดของยีสตตอไปจึงไดเลือกตัวแทนกลุมแบบสุมไปยืนยันการจําแนก

ชนิดโดยวิธีทางชีวเคมีควบคูกับนําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต
ตัวแทนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได ไปเปรียบเทียบรอยละความ

คลาย (% Similarity) กับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันของยีสตท่ีมีในฐานขอมูล GenBank

ซึ่งผลการจําแนกชนิดของยีสตแสดงดังตารางท่ี 4.6 และสรางตนไม วิวัฒนาการ (Phylogenetic

tree) ดังแสดงในภาพท่ี 4.6
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ภาพท่ี 4.5 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอ

บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของตัวแทนยีสต 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ HaeIII,

HinfI, HhaI

Lane ท่ี 1 คือ DNA marker

Lane ท่ี 2 – 6 คือผลิตภัณฑ PCR ของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จําเพาะ HaeIII

Lane ท่ี 7 –11 คือผลิตภัณฑ PCR ของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จําเพาะ HinfI

Lane ท่ี 12 – 16 คือผลิตภัณฑ PCR ของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จําเพาะ HhaI

16

ขนาด

(เบส)

HaeIII HinfI

100 ----

500 ----

1000 ----

2% agarose gel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

HhaI
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ตารางท่ี 4.6 การจําแนกชนิดของยีสตโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันในฐานขอมูลใน GenBank

* %similarity= ร อยละความคล ายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็น

เอ เม่ือเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบร ิเวณเดียวกันในฐานขอมูล

จากผลการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ ITS (Internal transcribed spacer) ของไรโบโซ

มอล   ดีเอ็นเอของยีสต กลุมท่ี 1 ถึงกลุมท่ี 5 กับฐานขอมูล Genbank พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับ Sm. fibuligera, P. caribbica, P. fabianii, P. anomala, S. cerevisiae ตามลําดับ

จากน้ันไดนําตัวแทนของยีสตจากแตละกลุมไปทดสอบทางชีวเคมีเพื่อยืนยันผลการจําแนกตอไป

ข. การยืนยันสายพันธุยีสตท่ีไดรับจากศูนยจุลินทรียสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทค

โนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ซึ่งคัดแยกมาจากลูกแปงสุราและสาโท จํานวน 2 สายพันธุ
การยืนยันสายพันธุยีสต 2 สายพันธุท่ีไดรับจาก วว. โดยใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

เริ่มจากขั้นตอนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสต หลังจากน้ันนําชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA

มาเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ตัวอยางผลิตภัณฑ
ของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอของยีสตแสดงดังภาพท่ี 4.7 และแสดงขนาดของ

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอรเรสในตารางท่ี 4.7

กลุมยีสต ชนิดของยีสต %similarity*

1

2

3

4

5

Sm. fibuligera

P. caribbica

P. fabianii

P. anomala

S. cerevisiae

100

100

99

99

99
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ภาพที่ 4.6 ตนไม วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของตัวแทนยีสต 5 กล ุม

52
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500 ----

ขนาด

(เบส)

1000 ----

-

ภาพท่ี 4.7 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต 2 สายพันธุ
(Yeast no. 1 คือ C. krusei  TISTR5259 และ Yeast no. 2 คือ S. cerevisiae TISTR5161)

ตารางท่ี 4.7 ผลของการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS

ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต 2 สายพันธุ

สายพันธุยีสต ขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิร ิยาลูกโช พอลิเมอเรส (เบส) *

C. krusei TISTR5259 540

S. cerevisiae TISTR5161 880

* ขนาดของผลิตภัณฑท่ีไดคํานวณจากโปรแกรม Quantity one จากเคร่ือง Gel doc (Bio-rad, USA)

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ

ยีสตท้ัง 2 สายพันธุ พบวามีขนาด 540 และ 880 เบส เพื่อการจําแนกชนิดของยีสตตอไปโดยวิธี

ทางชีวเคมีควบคูกับนําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตท้ัง 2 สายพันธุ
ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อนําไปเปรียบเทียบรอยละความคลาย (% Similarity) กับลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันของยีสตท่ีมีในฐานขอมูล GenBank ซึ่งผลการจําแนกชนิดของยีสต
แสดงดังตารางท่ี 4.8 พบวา ยีสตรหัส TISTR5259 มีรอยละความคลายของลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับสายพันธุ I. orientalis เทากับ 100 และยีสตรหัส TISTR5161 มีรอยละความคลายของ

ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสายพันธุ S. cerevisiae เทากับ 100

100 ----

2% agarose

gel
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จากผลการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต ไดนํายีสต
ท้ัง 2 สายพันธุ ไปทดสอบทางชีวเคมีเพื่อยืนยันผลการจําแนกตอไป

ตารางท่ี 4.8 การจําแนกชนิดของยีสตโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ

ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันในฐานขอมูลใน GenBank

ชนิดของยีสต %similarity*

I.  orientalis

S. cerevisiae

100

100

* %similarity = ร อยละความคล ายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ เม่ือ

เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบร ิเวณเดียวกันในฐานขอมูล

4.1.2.2 การจําแนกยีสตโดยวิธีทางชีวเคมี

การจําแนกชนิดของยีสตตัวแทนกลุมยีสต 5 กลุม (ตารางท่ี 4.5) และ ยีสตท่ีไดรับจาก วว.

ท้ัง 2 สายพันธุ โดยใชลักษณะทางชีวเคมีเปนการศึกษารูปแบบการใชแหลงอาหารคารบอน

(Carbon assimilation) และรูปแบบการหมัก แหลงคารบอนท่ีใชศึกษาจํานวน 8 ชนิด ดังน้ี กลูโคส

กาแลกโตส ไซโรส แรมโนส ซูโครส ซูโคส มอลโทส แมนนิทอล และอินโนสิทอล การศึกษารูปแบบ

การหมัก (Fermentation) โดยใชแหลงคารบอน 2 ชนิดคือ กลูโคส และ ไซโรส ท้ังน้ีการทดสอบ

ตางๆ จะแตกตางกันไปตามแตละชนิด ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.9 และภาพท่ี 4.8 และ

4.9

จากตารางท่ี 4.8 พบวา ตัวแทนยีสตในกลุมท่ี 1 2 3 4 5 ยีสตท่ีไดรับจาก วว. รหัสท่ี 1

และ 2 มีความสามารถในการใชแหลงคารบอน และการหมัก เหมือนกับยีสตสายพันธุ
Sm. fibuligera P. caribbica P. fabianii P. anomala S. cerevisiae I. orientalis และ

S. cerevisiae ตามลําดับ

จากตารางท่ี 4.5 4.7 และ 4.8 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็น

เอของตัวแทนยีสตท้ัง 5 กลุม ไปเสนอใน G enbank เพื่อใหได ascession mumber ทําให
สามารถiระบุชื่อของตัวแทนยีสตท้ัง 5 กลุมและยีสตท่ีไดรับจาก วว. รหัสท่ี 1 และ 2 ไดวาเปน
Sm. fibuligera BMD0 (HQ677911) P. caribbica NKD04 (HQ677912) P. fabianii BMD06

(HQ677913) P. anomala N27D0 (HQ677914) S. Cerevisiae N5D8 (HQ677915)

I. orientalis TISTR5259 และ S. cerevisiae TISTR5161 ตามลําดับ
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ภาพท่ี 4.8 ตัวอยางการศึกษาความสามารถในการใชแหลงคารบอน ของ P. fabianii

1 = กลูโคส 2 = กาแลคโตส 3 = ไซโรส

4 = ซูโครส 5 = มอลโตส 6 = อินโนซิทอล

ภาพท่ี 4.9 ตัวอยางการศึกษาความสามารถในการหมักของตัวแทนยีสต 5 กุลม
โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน

1 = ไม ม ีการเติมยีสต 2 = ยีสตกลุม 1 3 = ยีสตกลุม 2

4 = ยีสตกลุม 3 5 = ยีสตกลุม 4 6 = ยีสตกลุม 5

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6
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ตารางที่ 4.9 ผลการจําแนกชนิดของยีสตโดยใช ล ักษณะทางชีวเคมี (อางอิงตาม Barnett และคณะ, 1999)

* แสดงเฉพาะลักษณะทางชีวเคมีท่ีสามารถแยกความแตกตางของสปช ีส
N ไม มีขอม ูล, D ติดตามผลนานเกิน 7 วัน, - ไม สามารถเจริญได, + สามารถเจริญได และ v สามารถเจริญหรือไม สามารถเจริญได
ยีสตวว.1 คือ ยีสตรหัส TISTR5259 ยีสตวว. 2 คือ ยีสตรหัส TISTR5161

การใชแหล งคาร บอน การหมัก
รหัส

กลูโคส กาแลคโทส ไซโลส แรมโนส ซูโครส มอลโทส แมนนิทอล อินโนสิทอล กลูโคส ไซโลส

กล ุม 1

Sm. fibuligera*

+

+

+

-

-

-

-

-

N

v

+

+

N

v

N

v

+

v

N

N

กล ุม 2

P. caribbica*

+

+

+

+

N

N

N

v

+

+

N

v

+

+

N

N

+

v

+

+

กล ุม 3

P. fabianii*

+

+

-

-

+

+

-

-

+

+

+

+

+

+

-

-

+

+

N

-

กล ุม 4

P. anomala*

+

+

N

v

N

v

-

-

+

+

N

v

+

+

-

-

+

+

N

-

กล ุม 5

S. cerevisiae*

+

+

N

v

-

-

-

-

N

v

N

v

N

v

-

-

+

+

N

-

ยีสตวว. 1

C. krusei*

I. orientalis*

+

+

+

-

+

-

N

v

-

-

-

-

-

+

-

+

+

-

-

+

-

-

-

-

+

+

+

-

N

-

ยีสตวว. 2

S. cerevisiae*

+

+

N

v

-

-

-

-

N

v

N

v

N

v

-

-

+

+

N

-
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4.2 การคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธ ุ ท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตสาโทท่ีมีกล่ินรสท่ีดี

เนื่องจากในการทดลองนี้ตองการคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5

สายพันธุที่ม ีความสามารถในการผลิตสาโทที่มีกลิ่นรสดี ดวยเหตุนี้จึงผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมระหวางรา 2 สายพันธุคือ M. hiemalis NN609 (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) และ

R. microsporus NN505 ในทุกชุดการทดลอง และแปรผันชนิดของยีสตแตละชนิดในแตละชุดการ

ทดลองในปริมาณที่เทากัน หมักตามวิธีที่ 3.3.2.1 หลังจากนั้นเก็บตัวอยางมาวิเคราะห
องคประกอบดานตางๆ ดังนี้

4.2.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทที่หมักได
การวิเคราะห ความเปนกรด – เบส ปริมาณกรดโดยรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ รอย

ละเอทานอล ซึ่งไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.10

คาความเปนกรด – เบส ในสาโทมีบทบาทสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย (มนตรี เชาว
สังเกต, 2521) คาความเปนกรด - เบสและคาปริมาณกรดรวมของสาโทที่เกิดการหมักอยาง

สมบูรณม ีคาอยูระหวาง 3.40 - 4.70 และ 0.29 – 0.93 ตามลําดับ (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) จาก

ผลการวิเคราะหความเปนกรด - เบส และปริมาณกรดรวม พบวา ผลของความเปนกรดเบส และ

ปริมาณกรดโดยรวมของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสตทั้ง 5 สายพันธุ มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับชุด

ควบคุม (น้ําหมักที่ไม ม ีการเติมยีสตลงไป) โดยคาความเปนกรด - เบส มีคาอยูในชวง 3.3 – 3.7

และคาปริมาณกรดโดยรวมมีคาระหวาง 0.34 - 0.59 โดยพบวาสาโทที่มีคา pH ตํ่า จะมีปริมาณ

กรดโดยรวมสูง

หลังจากการเติมน้ําในวันที่สามของการหมักไดเกิดกระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซไป
เปนแอลกอฮอล ซึ่งเกิดจากการทํางานของยีสต เมื่อระยะเวลาในการหมักเพิ่มขึ้น ปริมาณน้ําตาล

รีดิวซจะลดลง ในทางกลับกันปริมาณแอลกอฮอลจะเพิ่มขึ้นตามลําดับ เมื่อพิจารณาผลของ

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซพบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสตทั้ง 5 สายพันธุ มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับชุด

ควบคุม สวนผลของรอยละเอทานอล พบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสตทุกสายพันธุ
ยกเวนสายพันธุ BMD8 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95

(p<0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม พบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสตสายพันธุ
BMD8 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด คือ 182.60 มก./มล. แตปริมาณเอทานอลที่พบมีคาตํ่าสุด คือ

รอยละ 3.73 สวนสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสต S. cerevisiae TISTR5161 มีปริมาณ
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น้ําตาลรีดิวซตํ่าที่สุด เทากับ 1.22 มก./มล. กลับพบวามีปริมาณเอทานอลสูงสุดคือ รอยละ 8.46

เห็นไดวา ยีสตสายพันธุ BMD8 มีความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลไดนอยที่สุด

ในขณะที่ ยีสตสายพันธุ TISTR5161 มีความสามารถในการใชน้ําตาลและเปลี่ยนเปนเอทานอลได
ดีที่สุด

ตารางที่ 4.10 ผลของการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของตัวอยางสาโท

ที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

เช้ือบริสุทธ์ิผสม

รา ยีสต

ความเปน
กรด - เบส

ปริมาณ

กรดโดยรวม

ปริมาณนํ้าตาล

รีดิวซ  (มก./มล.)

รอยละ

เอทานอล (v/v)

รา1+รา2a N5D8 3.7 ± 0.0* 0.38 ± 0.02* 3.91 ± 0.36* 7.29 ± 0.50*

รา1+รา2a NP101D8 3.7 ± 0.0* 0.34 ± 0.02* 1.56 ± 0.02* 8.20 ± 0.60*

รา1+รา2a TISTR5161 3.7 ± 0.0* 0.37 ± 0.03* 1.22 ± 0.04* 8.46 ± 0.63*

รา1+รา2 a BMD8 3.6 ± 0.1* 0.52 ± 0.02* 182.60 ± 1.29* 3.73 ± 0.55

รา1+รา2a 493 EDV 3.6 ± 0.0* 0.49 ± 0.02* 78.49 ± 1.79* 4.84 ± 0.01*

รา1+รา2a, b - C 3.3 ± 0.0 0.59 ± 0.04 109.62 ± 4.82 3.29 ± 0.36

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม
C คือ ไมมีการเติมยีสต

4.2.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมชุดตางๆ ไปทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมโดย

ผูทดสอบที่มีความคุนเคยและเชี่ยวชาญทางดานการชิมไวนและสาโทระดับชาติ จํานวน 10 คน ให
คะแนนในใบคะแนนและวิธีการใหคะแนน (ภาคผนวก ค) ซึ่งแบงเกณฑการใหคะแนนออกเปนสี่
ดานคือ สี กลิ่น รส และการยอมรับ คะแนนที่ไดนํามาวิเคราะหความแปรปรวนดวยโปรแกรม

สําเร็จรูป SPSS เวอรชั่น 17.0 ในการทดสอบนี้ ผูวิจัยใชสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสต
S. cerevisiae 493 EDV ซึ่งเปนยีสตสายพันธุการคาเปนชุดควบคุมแทนการใชชุดควบคุมที่ไม ม ี

การเติมยีสต เนื่องจากในชุดควบคุมที่เติมเฉพาะราบริสุทธ์ิเพียงแค 2 สายพันธุโดยไม ม ีการเติม

ยีสตจะขาดคุณลักษณะของความเปนสาโท ดังนั้นจึงไม เหมาะที่จะนํามาทดสอบทางดานประสาท

สัมผัส ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4.11
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ตารางที่ 4.11 คะแนนของผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทที่ผลิตจาก

เชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. Microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

จากตารางที่ 4.11 พบวา คะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานกลิ่น รส การ

ยอมรับ และคะแนนโดยรวมของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae ทั้ง 4

สายพันธุ ไม มีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อ

เทียบกับสาโทชุดควบคุม สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสตสายพันธุ N5D8 มี

คะแนนเฉลี่ยโดยรวมมากที่สุดคือ 75.3 คะแนน ซึ่งมีคามากกวาชุดควบคุม รองลงมาคือ สาโทที่

ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสตสายพันธุ BMD8 และ NP101D8 ดวยคะแนน 74.1 และ 72.3

ตามลําดับ ซึ่งคะแนนที่ไดมีคานอยกวาเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (74.7 คะแนน) คุณภาพสาโทที่ได
จัดอยูในเกณฑที่ดี เมื่อพิจารณาคะแนนในดานกลิ่น พบวาสาโทที่ผลิตโดยการแปรผันยีสต S.

cerevisiae ทั้ง 4 สายพันธุมีคะแนนดานกลิ่นนอยกวาในชุดควบคุม (28.7 คะแนน) สาโทที่เติม

ยีสตสายพันธุ NP101D8 และ N5D8 มีคะแนนสูงสุด มีคา 22.2 และ 22.1 ตามลําดับ จัดเปน
สาโทที่มีกลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรง เปนที่ยอมรับของผูเชี่ยวชาญ ดานรสชาติพบวาสาโทที่

ผลิตจากการเติมยีสตสายพันธุ BMD8 ไดรับคะแนนมากที่สุด รองลงมาคือสาโทที่ผลิตโดยเติม

ยีสตสายพันธุ N5D8 มีคา 31.1 และ 30.0 คะแนน ตามลําดับ จัดเปนสาโทที่มีรสชาติดี เปนที่ชื่น

ชอบของผูเชี่ยวชาญ

4.2.3 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นที่มีบทบาทสําคัญในไวนอง ุนไดแก สารในกลุมฟุเซลแอลกอฮอลและ

เชื้อบริสุทธ์ิผสม คะแนน

รา ยีสต ส ี(10) กลิ่น (30) รส (40)
การยอมรับ

(20)

คะแนนรวม

(100)

รา1+รา2a N5D8 7.9 ± 0.7 22.0 ± 2.5 30.1 ± 5.8 15.3 ± 2.5 75.3 ± 10.5

รา1+รา2a NP101D8 8.0 ± 0.6 22.2 ± 2.4 27.9 ± 4.9 14.3 ± 3.1 72.3 ± 9.5

รา1+รา2a TISTR 5161 7.9 ± 0.6 20.4 ± 2.5 28.1 ± 5.0 14.5 ± 3.0 70.9 ± 9.3

รา1+รา2a BMD8 7.0 ± 1.5* 20.6± 3.8 31.1 ± 3.1 15.4 ± 2.0 74.1 ± 7.3

รา1+รา2 a, b 493 EDV 7.9 ± 0.7 22.7 ± 1.6 28.7 ± 4.6 15.4 ± 2.5 74.7 ± 7.1
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เอสเทอร ซึ่งถูกสรางโดยยีสตในระหวางกระบวนการหมัก ปริมาณและชนิดของสารที่พบจะขึ้นอยู
กับปจจัยหลายอยาง เชน ภาวะในการหมัก สายพันธุยีสต วัตถุดิบ เปนตน (Valero และคณะ,

2002)

จากการทดลองเมื่อวิเคราะหปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นโดยใชวิธี เก็บตัวอยาง

บริเวณชองวางเหนือสาร (headspace) แลววิเคราะหดวยเครื่อง GC - FID พบวา ปริมาณ

สารประกอบใหกลิ่นที่ตรวจพบจากตัวอยางสาโทมีความแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณสารที่พบ

ซึ่งจะแตกตางกันไปตามชนิดของยีสตที่ใชผลิต สารประกอบใหกลิ่นหลักที่พบในการทดลองนี้มี

อยางนอย 10 ชนิด เชน อะซิทัลดีไฮด สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล ไดแก ไอโซบิวทานอล ไอโซเอ

มิลแอลกอออล 1 - โพรพานอล ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล และสารในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิล

แอซีเทต เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนตน   ในชุดควบคุม (น้ํา

หมักที่ไม มีการเติมยีสตลงไปมีเพียงรา 2 สายพันธุเทานั้น) พบสารประกอบใหกลิ่น 5 ชนิดคือ

อะเซทัลทัลดีไฮด เอทิลแอซีเทต กรดอะซิติก เอทิลเดคาโนเอต และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต สวน

สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae แตละสายพันธุลงไป พบวา
สารประกอบใหกลิ่นในสาโทสวนใหญม ีจํานวนชนิดมากกวาที่พบในชุดควบคุม ยกเวนสาโทที่ผลิต

จากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae BMD8 พบสารประกอบใหกลิ่นเพียง 4 ชนิด

เทานั้น ปริมาณของอะเซทัลดีไฮดสารในกลุมฟูเซลแอลกอออลและเอสเทอรแสดงดังภาพที่ 4.10

และ 4.11

อะเซทัลดีไฮด (Acetaldehyde) คือผลิตภ ัณฑพลอยไดจากการยอยน้ําตาลในระหวาง

กระบวนการไกลโคไลซีส (Mateos และคณะ, 2006) สารนี้เปนสารประกอบใหกลิ่นที่สําคัญใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลหลายชนิดเชน เบียร ไวนแดง ไวนขาว บรั่นดี และ สาเก เปนตน ซึ่งปริมาณที่

พบจะแตกตางกัน เชนในไวนแดง พบปริมาณ 4 - 212 มก./ล. สาเก พบในปริมาณ 15 - 60 มก./ล.

(Liu และคณะ, 2000)  มีรายงานถึงอิทธิพลของปริมาณอะเซทัลดีไฮดตอเครื่องด่ืมแอลกอฮอลวา
ถาความเขมขนของอะเซทัลดีไฮดตํ่าจะใหกลิ่นดีในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลเชน กลิ่นผลไม  แตในทาง

ตรงกันขามถาความเขมขนสูงเกิน 100 – 120 มก./ล. จะสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดี เชน กลิ่นเหม็น

เขียว หรือกลิ่นเหม็นหืน ในเบียร และไวน เปนตน (Liu และคณะ, 2000) จากการทดลองนี้พบวา
(ภาพที่ 4.10 ก) สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมทีแ่ปรผันยีสต S. cerevisiae ทั้ง 5 สายพันธุมี

ปริมาณอะเซทัลดีไฮดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) สาโทที่

ผลิตจากเชื้อ S. cerevisiae BMD8 มีปริมาณอะเซทัลดีไฮดสูงกวาในชุดควบคุม โดยมีคาเทากับ

139.58 มก./ล. อะเซทัลดีไฮดที่เกิดขึ้นในระดับดังกลาวทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดีแกสาโท
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* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทท่ีผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสม

โดยไม มีการเติมยีสต (p<0.05)

ภาพที่ 4.10 ปริมาณอะเซทัลดีไอดและสารกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่วิเคราะหไดจากตัวอยางสาโทที่

ผลิตจากการแปรผัน S. cerevisiae 5 สายพันธุ ก) ปริมาณอะเซทัลดีไฮด ข) ปริมาณ ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล  ค) ปริมาณไอโซบิวทานอล  ง) ปริมาณฟนิลเอทิลแอลกอฮอล

*

* * *

*
***

*
*

*

*

*

ก)

ข)

ค)

ง)
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ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอล
ฟูเซลแอลกอฮอลเปนสารประกอบใหกลิ่นที่สําคัญในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล ซึ่งระดับความ

เขมขนของสารกลุมนี้จะสงผลตอกลิ่นรสในเครื่องด่ืมแอลกอออล โดยพบวาผลรวมของสารฟูเซล

แอลกอออลที่ระดับความเขมขนนอยกวา 300 มก./ล. จะสงผลทําใหเครื่องด่ืมแอลกอฮอลชนิดนั้น

มีกลิ่นที่ดี ซับซอน แตถาปริมาณมากกวา 400 มก./ล. จะทําใหเกิดกลิ่นไม ดีและกลบกลิ่นที่ดีของ

สารใหกลิ่นชนิดอ่ืน (Swiegers และคณะ, 2009) นอกจากนี้ยังพบวาฟูเซลแอลกอฮอลยังมี

บทบาททางออมในการพัฒนากลิ่นหอมของไวน โดยจะเกิดปฏิกิริยากับกรดอินทรียทําใหเกิดสาร

กลุมเอสเทอรขึ้นในระหวางขบวนการหมักโดยยีสต (Jackson, 2000) ในการทดลองนี้พบ

สารประกอบในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่สําคัญดังนี้ ไอโซเอมิลแอลกอออล  ไอโซบิวทานอล และ

ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล
ไอโซเอมิลแอลกอออล (Isoamyl alcohol) เปนฟูเซลแอลกอออลที่ใหกลิ่นผลไม 

(Sirisantimethakom และคณะ, 2008) จากการทดลองพบวาปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae N5D8 NP101D8 493 EDV และ TISTR5161

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (ไม ม ีการเติมยีสต) (p<0.05) ความ

เขมขนที่พบคือ 55.55 – 71.42 มก./ล. (ภาพที่ 4.10 ข) แตไม พบสารนี้ในตัวอยางสาโทที่ผลิตจาก

เชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae BMD8

ไอโซบิวทานอล (Isobutanol) เปนฟูเซลแอลกอออลที่ใหกลิ่นตัวทําละลายหรือน้ํายาทา

เล็บ (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวาปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae N5D8 493 EDV และ TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ความเขมขนที่พบคือ 53.84 51.10 และ 55.27 มก./ล.

ตามลําดับ (ภาพทิ่ 4.10 ค)

ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล (Phenylethyl alcohol) เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกลิ่นดอกไม และ
น้ําผึ้ง (Torrens และคณะ, 2008) จากผลการทดลองพบสารประกอบนี้ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 เทานั้น ที่ระดับความเขมขน 137.04

มก./ล. (ภาพที่ 4.10 ง)

ปจจัยที่มีผลตอปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลในสาโทมีหลายปจจัย เชน กระบวนการหมัก

สายพันธุจุลินทรียที่อยูในลูกแปงสุรา และวัตถุดิบที่ใช เปนตน (นริสา ตรีเนตร, 2550 อําภา หลวง

คลายโพธิ์, 2552 และกุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล, 2547) จากผลการทดลองนี้พบวาสายพันธุของยีสต
มีผลตอการผลิตสารในกลุมฟูเซลแอลกอออลในปริมาณที่ตางกัน ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอล
โดยรวมในทุกชุดการทดลองมีปริมาณอยูในชวง 113.38 – 192.59 มก./ล.  (ตารางที ่ 4.12)
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ปริมาณดังกลาวอยูในระดับตํ่ากวาที่กําหนด ดังนั้นระดับฟูเซลแอลกอออลที่เกิดขึ้นจึงสงผลใหเกิด

กลิ่นที่ดีในสาโท

ตารางที่ 4.12 ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอรโดยรวมของตัวอยางสาโท

ที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

ND คือ ไมพบ

ปริมาณเอสเทอร
เอสเทอร เปนสารที่มีความสําคัญในการใหกลิ่นรสที่ดีในไวน เชน กลิ่นผลไม  กลิ่นดอกไม 

สารกลุมนี้ถูกสรางโดยยีสตในระหวากระบวนการหมักแอลกฮอล (Romano และคณะ, 2003)

ปจจัยที่มีผลตอปริมาณเอสเทอร ไดแก วัตถุดิบที่ใชและสายพันธุยีสตที่ใชในการหมัก (Rojas และ

คณะ, 2003) เอสเทอรทีถู่กตรวจพบในไวนม ีทั้งที่สามารถระบุชนิดไดและมีทั้งที่มีปริมาณนอยมาก

จนไม สามารถระบุได ซึ่งเอสเทอรที่ม ีปริมาณเทากับหรือมากกวาระดับ threshold นั้นจะใหกลิ่น

ผลไม ซึ่งมีความสําคัญย่ิงตอกลิ่นรสของไวน ในการทดลองนี้พบสารประกอบในกลุมเอสเทอรที่

สําคัญไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่ง

แสดงในภาพที่ 4.11

เช้ือบริสุทธ์ิผสม

รา ยีสต

ปริมาณฟูเซล

แอลกอฮอล 
โดยรวม (มก./ล.)

ปริมาณเอสเทอร
โดยรวม (มก./ล.)

รา1+รา2a

รา1+รา2a

รา1+รา2a

รา1+รา2a

รา1+รา2a

รา1+รา2a,b

N5D8

NP101D8

 TISTR 5161

493 EDV

BMD8

-

114.02

192.59

113.38

122.52

ND

ND

223.29

243.12

180.18

182.87

82.17

101.51
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* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตท่ีิระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทท่ีผลิต

โดยไม เติมเชื้อบริสุทธิ์ผสม (p<0.05)

ภาพที่ 4.11 ประมาณสารกลุมเอสเทอรที่พบในตัวอยางสาโทที่ผลิตโดยการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ ก) ปริมาณเอทิลแอซีเทต ข) ปริมาณ

เอทิลเดคาโนเอท  ค) ปริมาณเอทิลออกทาโนเอท  ง) ปริมาณ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

*
*

* *

*

*
* *

*
*

*

ก)

ข)

ค)

ง)
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เอทิลแอซีเทต (Ethyl acetate) เปนเอสเทอรที่พบมากและใหกลิ่นที่สําคัญในไวน โดยให
กลิ่นผลไม  กลิ่นสับปะรด (Peinado และคณะ 2004) สารกลุมนี้เกิดจากเอนไซม จากยีสตหรือ

แบคทีเรีย ไดแก เอนไซม เอสเทอเรส ในไวนที่เพ ิ่งหมักเสร็จจะเกิดปฏิกิริยา เอสเทอริฟ เคชั่น และ

ทรานเอสเทอริฟ เคชั่น โดยมีกรดแอซีติกและเอทานอลเปนสารต้ังตน ถามีในปริมาณที่ตํ่ากวา 80

มก./ล. จะใหกลิ่นที่นาพอใจ แตถาปริมาณสูงเกิน 150 มก./ล.จะใหกลิ่นน้ําสมสายชูซึ่งเปนกลิ่นที่

ไม ดี (Mateos และคณะ, 2006)  จากการทดลองพบวาปริมาณ เอทิลแอซีเทต ที่พบในสาโทที่ผลิต

จากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 N5D8 493 EDV และ

TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ที่ปริมาณ 53.53

– 72.55 มก./ล. (ภาพที่ 4.11 ก)

เอทิลเดคาโนเอท หรือ เอทิลแคเพรท (Ethyl decanoate หรือ Ethyl caprate) เปนเอส

เทอรที่ใหกลิ่นผลไม  อง ุน และบรั่นดีในไวน (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบสารนี้

ในทุกชุดการทดลอง ซึ่งปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S .

cerevisiae NP101D8 N5D8 493 EDV และ TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับ

สาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae

493 EDV พบวามีปริมาณเอทิลเดคาโนเอทสูงที่สุด ในปริมาณ 53.08 มก./ล.(ภาพที่ 4.11 ข)

             เอทิลออกทาโนเอท หรือ เอทิลแคไพเรท (Ethyl octanoate หรือ Ethyl capyrate) เปนเอส

เทอรของกรดไขมันขนาดกลาง (C6 - C10) ใหกลิ่นคลายแอปเปล (Lilly และคณะ, 2000) จากการ

ทดลองพบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 และ

N5D8 เทานั้นที่พบสารนี้ในระดับความเขมขน 65.17 และ 84.95 มก./ล. ตามลําดับ

(ภาพที่ 4.11 ค)

2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต (2 - Phenylethyl acetate) เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม หรือกลิ่น

หอมของดอกไม  (Lilly และคณะ, 2000) จากการทดลองพบวาปริมาณ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ที่

พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 N5D8 493 EDV

และ TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) โดยพบใน

ปริมาณ 98.97 – 49.68 มก./ล. (ภาพที่ 4.11 ง)

จากผลการทดลองพบวายีสต S. cerevisiae แตละสายพันธุม ีความสามารถในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมของฟูเซลแอลกอออลและเอสเทอรแตกตางกัน (ตารางที่ 4.12) จากผล

ที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมาที่ศึกษาอิทธิพลของ S. cerevisiae ในการผลิตสารประกอบให
กลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอรในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลชนิดตางๆ เชน ไวน (Iranzo
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และคณะ, 2000 และ Mateos และคณะ, 2006) และสุรากลั่นของประเทศบลาซิล (Cachaca)

(Gomes และคณะ, 2007 และ Oliveira และคณะ, 2005) เปนตน
4.2.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ

เพื่อศึกษาบทบาทของยีสต S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธุในการผลิตสารประกอบให
กลิ่นในสาโทและหาความสัมพันธระหวางสายพันธุของยีสตกับความสามารถในการผลิตสาร

ประกอบใหกลิ่น จึงไดนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค GC -

FID มาวิเคราะหโดยใชเทคนิค Principal Component Analysis (PCA) ซึ่งสามารถแสดง ดังภาพ

ที่ 4.12

ภาพที่ 4.12 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ กับความสามารถในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

หมายเหตุ : Molds: ตัวอยางนําหมักที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมระหวางรา 2 ชนิดเทานั้น ไม ม ีการ

เติมยีสตลงไป (ชุดควบคุม)

จากภาพที่ 4.12 พบวามี 2 องคประกอบ และสามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 86%

ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1) และ องคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 44%

และ 42 % ตามลําดับ จากองคประกอบทั้งสองสามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม
อยางชัดเจนดังนี้

กลุมท่ี 1: NP101D8 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตสารฟ นิลแอลกอฮอล
กลุมท่ี 2: BMD8 และ molds มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตสารอะเซทัลดีไฮด
กลุมท่ี 3: TISTR5161 493 EDV และ N5D8 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทา

โนอิค ไอโซบิวทานอล ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และเอทิลแอซีเทต ตามลําดับ

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 3

กลุมท่ี 2
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จากผลการวิเคราะหทางดานองคประกอบทางเคมี  สารประกอบใหกลิ่น รวมถึงการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัส พบวายีสต S. cerevisiae BMD8 เปนยีสตที่ม ีความสามารถในการ

เปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลในระดับตํ่า ทําใหสาโทที่ไดม ีรสหวานกวาตัวอยางสาโทอ่ืนๆ สงผล

ใหสาโทที่ผลิตจากการเติมสายพันธุนี้ไดรับคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานรสชาติสูงที่สุด

แตพบวาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกลิ่นตํ่าเนื่องจากสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต
BMD8 มีปริมาณของอะเซทัลดีไฮดในระดับสูงทําใหเกิดกลิ่นฉุนที่ไม ดี อีกทั้งระดับสารประกอบให
กลิ่นในกลุมเอสเทอรและกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่พบมีระดับตํ่า ดังนั้นยีสตสายพันธุ BMD8 จึงไม 
เหมาะสมที่จะนําไปใชในการผลิตสาโท สวนยีสต 2 สายพันธุคือ N5D8 และ NP101D8 เปนยีสตที่
มีลักษณะที่ดีเหมาะสําหรับการนําไปใชผลิตสาโท เนื่องจากยีสตทั้ง 2 สายพันธุไดคะแนนการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสทั้งดานกลิ่น รสและการยอมรับสูง (จากตารางที่ 4.11) อีกทั้งยังม ีรอย

ละของเอทานอลสูง  (จากตารางที่ 4.10) รวมทั้งมีความสามารถในการผลิตสารประกอบใหกลิ่น

โดยเฉพาะอยางย่ิงในกลุมเอสเทอร และกลุมฟูเซลแอลกอฮอล ซึ่งเปนสารประกอบใหกลิ่นที่มี

อิทธิพลตอกลิ่นรสของสาโทไดเปนจํานวนมากกวาสายพันธุทางการคา 493 EDV (จากตารางที่

4.12) โดยเฉพาะอยางย่ิงยีสตสายพันธุ NP101D8 มีบทบาทเดนในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นที่

เปนเอกลักษณแตกตางจากยีสตสายพันธุทางการคา กลาวคือสามารถผลิตฟ นิลแอลกอฮอล และ

2 – ฟ นิลเอทิลแอซีเทตในระดับสูง ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้มีความสําคัญมากในไวนเนื่องจากเปนสาร

ทีใ่หกลิ่นดี ซึ่งระดับที่พบสงผลใหสาโทที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ NP101D8 ไดรับคะแนนการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสทั้งดานกลิ่นสูงที่สุด ดังนั้นยีสตสายพันธุ S. cerevisiae NP101D8 จึง

ถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae สําหรับใชในการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมตอไป

4.2.5 ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

ไม พบการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนที่ไม ตองการ (แสดงในภาคผนวก ง)

4.3 แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces

จํานวน 3 สายพันธ ุเพ่ือใหไดสาโทท่ีมีคุณภาพดานกล่ินรสท่ีดี

กระบวนการหมักสาโทจัดเปน Multiparallel fermentation คือมีหลายปฏิกิริยาเกิดขึ้น

พร อมๆ กัน ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีซึ่งถือไดวาเปนขั้นตอนที่มีความสําคัญ

ตอคุณภาพของสาโท ทําใหสาโทที่ไดมีรสชาติ กลิ่น สี และเนื้อสัมผัส ที่เปนเอกลักษณ ยีสตชนิด

non – Saccharomyces จัดวาเปนปจจัยสําคัญที่สงผลตอการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีใน

ระหวางกระบวนการหมักสาโทโดยตรง ซึ่งยีสตชนิดนี้มีบทบาทสําคัญในการผลิตสารใหกลิ่น ทํา

สาโทมีกลิ่นรสที่ซับซอนย่ิงขึ้น ซึ่งถือเปนขอแตกตางระหวางสาโทกับสาเก เนื่องจากสาเกเปนไวน
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ขาวที่ใชยีสตในกระบวนการหมักเพียงชนิดเดียวคือสายพันธุ S. cerevisiae ระหวางกระการผลิต

สาเกนั้นมีการควบคุมคุณภาพดานกลิ่นรส โดยทําการหมักที่อุณหภูมิตํ่าเปนเวลานาน แตใน

กระบวนการผลิตสาโทไม นิยมหมักที่อุณหภูมิตํ่าเนื่องจากสิ้นเปลืองตนทุนในการผลิต ดังนั้นการ

พัฒนาคุณภาพสาโทจึงเนนไปทางดานการนําเอายีสตชนิด non – Saccharomyces มาชวย

พัฒนาดานกลิ่นรสของสาโทใหดีย่ิงขึ้น การทดลองนี้จึงทําการศึกษาบทบาทของยีสต non -

Saccharomyces รวมทั้งการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางยีสตทั้งสองกลุม การทดลองนี้ทํา

การผลิตสาโทโดยเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุคือ M. hiemalis  NN609 (อภิชญา

เตชะวสัญู, 2550) และ R. microsporus NN505 (ที่แยกและคัดเลือกไดจากการศึกษานี้) ใน

ทุกชุดการทดลองและแปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non –

Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุคือ Sm. fibuligera NP101 P. anomala NP101 และ

I. orientalis TISTR5259 สาเหตุที่เลือกยีสต 3 สายพันธุนี้เปนตัวแทนยีสตในกลุม non –

Saccharomyces เพื่อใชในการศึกษาบทบาทของการผลิตสารใหกลิ่นในสาโท เนื่องจากยีสตสาย

พันธุ Sm. fibuligera NP101 และ P. anomala NP101 เปนสายพันธุที่พบมากในลูกแปงสุรา

เกือบทุกชนิด (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) อีกทั้งยังเคยมีรายงานบทบาทของการสรางกลิ่นใน

ไวนชนิดอ่ืนอีกดวย (Rojas และคณะ, 2003) สวนยีสตสายพันธุ I. orientalis เปนสายพันธุที่มี

ความสามารถในการทนแอลกอฮอลในระดับสูงไดจึงสามารถเจริญอยูในระหวางกระบวนการหมัก

สาโทไดนานกวา non – Saccharomyces สายพันธุอ่ืนๆ (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550 และ อําภา

หลวงคลายโพธิ์, 2552) ดังนั้นยีสตสายพันธุนี้จึงนาจะมีบทบาทในการผลิตสารใหกลิ่นในสาโทได
เปนจํานวนมาก ในการทดลองนี้เติมยีสต 3 สายพันธุแยกกันแตละชนิดลงไปจํานวน 2.5x103

5x103 1x104 และ2x104cfu/ml ตามลําดับแลวหมักตามวิธีที่ 3.3.4.1 หลังจากนั้นเก็บตัวอยางมา

วิเคราะหองคประกอบดานตางๆ ดังนี้

4.3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทที่หมักได
นําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ

ยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุมาวิเคราะหองคประกอบทางเคมีไดแก ความ

เปนกรด – เบส ปริมาณกรดโดยรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และรอยละเอทานอล ไดผลแสดงใน

ตารางที่ 4.13

คากรด - เบสมีบทบาทสําคัญมากตอการเจริญของเชื้อจุลินทรีย จากการทดลองนี้พบวา
ความความเปนกรด-เบสของทุกตัวอยางสาโทไม มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

(p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่ไม เติมยีสต non -

Saccharomyces) โดยคาความเปนกรด -เบส อยูในชวง 3.7 - 3.8 ปริมาณกรดโดยรวมของสาโท
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ที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis

TISTR5259 และ S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 1

และ1 ตอ 2 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05)

เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เมื่อพิจารณาพบวาสาโทที่มีคากรด - เบสตํ่าจะมีปริมาณกรดโดยรวมสูง

ตารางที่ 4.13 องคประกอบทางเคมีของตัวอยางสาโทที่ผลิตจากการแปรผันอัตราสวนยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

เมื่อพิจารณาผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุในทุกอัตราสวน

มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับ

สาโทในชุดควบคุม นอกจากนี้ในการแปรผันยีสต S. cerevisiae กับยีสต non – Saccharomyces

ทั้ง 3 สายพันธุ จะพบปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดในอัตราสวน 1 ตอ 4 และตํ่าสุดที่อัตราสวน 1

ตอ 0.5 สวนผลของรอยละเอทานอล พบวาในอัตราสวน 1 ตอ 1 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 ในทุกชุด

เช้ือบริสุทธิ์ผสม

รา ยีสต 

อัตราสวนปริมาณ

NP101D8

 ต อ Non -

Saccharomyces

ความเป น
กรด - เบส

ปริมาณ

กรดโดยรวม

ปริมาณ

นํ้าตาลรีดิวซ 
(มก./มล.)

รอยละ

เอทานอล

(โดยปริมาณ)

1 ต อ 0.5 3.7 ± 0.1 0.38 ± 0.02 2.87 ± 0.19* 6.51 ± 1.29

1 ต อ 1 3.7 ± 0.0 0.40 ± 0.02* 3.44 ± 0.26* 5.66 ± 0.51*

1 ต อ 2 3.7 ± 0.0 0.42 ± 0.02* 3.83 ± 0.12* 5.47 ± 0.71*
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

I. orientalis
1 ต อ 4 3.7 ± 0.0 0.35 ± 0.02 4.20 ± 0.07* 4.85 ± 0.15*

1 ต อ 0.5 3.8 ± 0.0 0.31± 0.03 2.55 ± 0.10* 6.64 ± 1.33

1 ต อ 1 3.8 ± 0.0 0.26 ± 0.01* 2.58 ± 0.10* 5.93 ± 0.48*

1 ต อ 2 3.8 ± 0.0 0.25 ± 0.03* 3.66 ± 0.14* 5.21 ± 0.34*

รา1+รา2 a
NP101D8

แปรผันกับ

P. anomala
1 ต อ 4 3.8 ± 0.0 0.31 ± 0.02 4.41 ± 0.18* 4.71 ± 0.99*

1 ต อ 0.5 3.7 ± 0.0 0.36 ± 0.01 2.91 ± 0.07* 6.46 ± 0.06

1 ต อ 1 3.8 ± 0.0 0.33 ± 0.03 3.36 ± 0.23* 5.91 ± 0.64*

1 ต อ 2 3.8 ± 0.0 0.34 ± 0.03 3.72 ± 0.10* 5.25 ± 0.15*
รา1+รา2 a

NP101D8

แปรผันกับ

Sm.

fibuligera 1 ต อ 4 3.8 ± 0.0 0.30± 0.02 4.56 ± 0.07* 4.55 ± 0.21*

รา1+รา2 a, b NP101D8 1 ต อ 0 3.7 ± 0.0 0.34 ± 0.02 1.49 ± 0.12 8.20 ± 0.60
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การแปรผัน มีคารอยละเอทานอลแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ

95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เปนที่นาสังเกตวาสาโทที่มีการเติมยีสตในกลุม non -

Saccharomyces จะพบปริมาณเอทานอลตํ่ากวาสาโทที่มีการเติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae

เทานั้น และเมื่อจํานวน non - Saccharomyces เพิ่มมากขึ้นปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้น

ในทางกลับกันปริมาณเอทานอลจะลดลงตามลําดับ อัตราสวน 1 ตอ 0.5 เปนคาที่ยีสตมี

ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลไดดีที่สุด

4.3.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการแปรผันยีสตระหวาง S. cerevisiae กับยีสต
non – Saccharomyces 3 สายพันธุในทุกอัตราสวน ไปทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมโดย

ผูทดสอบที่มีความคุนเคยและเชี่ยวชาญทางดานการชิมไวนและสาโทระดับชาติ จํานวน 10 คน ใน

การทดสอบนี้ ผูวิจัยใชสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8

เทานั้นเปนชุดควบคุม ซึ่งไดผลดังภาพที่ 4.13 4.14 และ 4.15

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259

จากภาพที่ 4.13 ก พบวาคะแนนรวมของสาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259 ในทุกอัตราสวนไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม แตสาโทที่ผลิตโดยแปรผัน

ยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนรวมสูงที่สุด รองลงมาคือ อัตราสวน 1 ตอ 1 มีคะแนน 73.8

และ 72.6 คะแนน ตามลําดับ ซึ่งมีคามากกวาคะแนนของชุดควบคุม สาโททีผ่ลิตโดยแปรผันยีสต
ระหวาง S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 และ 1 ตอ
1 จัดเปนสาโทที่มีคุณภาพที่ดีกวาสาโทที่เติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิดเดียว

จากภาพที่ 4.13 ข พบวาคะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานสี กลิ่น รส

และการยอมรับของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ

I. orientalis TISTR5259 ในทุกอัตราสวน ไม มีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนดานกลิ่นและ

รสมากที่สุดคือ 22.0 และ 28.8 คะแนน ตามลําดับ จากผลที่ไดแสดงวาอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด

ในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis

TISTR5259 คืออัตราสวน 1 ตอ 0.5
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ภาพที่ 4.13 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test)

ของสาโทที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259

ก) คะแนนรวมจากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม

ข) ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมในแตละดานของสาโทที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวนตางๆ

( 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1 1 ตอ 2 1 ตอ 4             ชุดควบคุม)
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ภาพที่ 4.14 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test)

ของสาโทที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101

ก) คะแนนรวมจากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม

ข) ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมในแตละดานของสาโทที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวนตางๆ

( 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1             1 ตอ 2             1 ตอ 4 ชุดควบคุม)
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ภาพที่ 4.15 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test)

ของสาโทที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101

ก) คะแนนรวมจากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม

ข) ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมในแตละดานของสาโทที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวนตางๆ

( 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1             1 ตอ 2             1 ตอ 4 ชุดควบคุม)
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แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ P. anomala NP101

จากภาพที่ 4.14 ก พบวาคะแนนรวมของสาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวนไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม สาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสตใน
อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนรวมสูงที่สุด รองลงมาคือ อัตราสวน 1 ตอ 1 มีคะแนน 71.8 และ

70.8 คะแนน ตามลําดับ จัดเปนสาโทที่มีคุณภาพดี ถึงอยางไรก็ตามคะแนนรวมของสาโทที่ผลิต

โดยแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวนมีคาตํ่ากวา
ชุดควบคุม

จากภาพที่ 4.14 ข พบวา พบวาคะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานสี

กลิ่น รส และการยอมรับของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวน ไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติที่

ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนใน

ดานกลิ่นและรสมากที่สุดคือ 22.0 และ 27.3 คะแนน ตามลําดับ จากผลที่ไดแสดงวาอัตราสวนที่

เหมาะสมที่สุดในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ P.

anomala NP101 คืออัตราสวน 1 ตอ 0.5 เชนเดียวกับการแปรผันระหวาง S. cerevisiae

NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101

จากภาพที่ 4.15 ก พบวาคะแนนเรวมของสาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวนไม มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม สาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต
ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนรวมสูงที่สุด รองลงมาคือ อัตราสวน 1 ตอ 1 มีคะแนน 73.3 และ

73.2 คะแนน ตามลําดับ ซึ่งมีคามากกวาในชุดควบคุม ดังนั้นสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวนดังกลาว มีคุณภาพดีกวาและ

เปนที่ยอมรับจากผูเชี่ยวชาญมากกวาสาโทชุดควบคุม

จากภาพที่ 4.15 ข พบวา คะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานสี กลิ่น รส

และการยอมรับของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ

Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวน ไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อัตราสวน 1 ตอ 0.5 และ 1 ตอ 1 มี

คะแนนในดานกลิ่นมากที่สุดคือ 22.7 คะแนน สวนคะแนนสูงสุดทางดานรสชาติพบในอัตราสวน 1
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ตอ 1 รองลงมาคือ 1 ตอ 0.5 มีคา 28.4 และ 28.3 คะแนน ตามลําดับจากผลที่ไดแสดงวา
อัตราสวนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101 คืออัตราสวน 1 ตอ 0.5 เชนเดียวกับการแปรผันยีสตสองคู
แรก

จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test) ของสาโทที่แปรผัน

อัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non - Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ พบวา
สาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคาคะแนนรวมสูงที่สุด ซึ่งคุณภาพสาโท

จัดอยูในเกณฑดี เปนที่ยอมรับของผูเชี่ยวชาญ ดังนั้น อัตราสวน 1 ตอ 0.5 จึงเหมาะสมที่จะ

นําไปใชในการผลิตสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae กับ ยีสตในกลุม non -

Saccharomyces ตอไป

4.3.3. การวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโทที่ได
จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหสาโทโดยวิธี GC - FID โดยเก็บตัวอยางสารใหกลิ่น

บริเวณที่วางเหนือสารพบวา สาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต
non - Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุในทุกอัตราสวน รวมถึงสาโทที่ใชเปนชุดควบคุม (ผลิตโดย

ใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) พบสารประกอบใหกลิ่นชนิด อะเซทัลดีไฮด
สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และ ฟ นิล
เอทิลแอลกอฮอล และสารในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอ

ซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท ซึ่งแสดงในตารางที่ 4.14 และ 4.15
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ตารางที่ 4.14 ปริมาณสารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลในสาโทที่

ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต non - Saccharomyces

แตละสายพันธุในอัตราสวนตาง ๆ จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม ND คือ ไมพบในตัวอยางสาโท

เช้ือบริสุทธิ์ผสม สารประกอบใหกล่ิน (มก./ล.)

รา ยีสต 

อัตราสวน

ระหวาง

NP101D8 ต อ
non-

Saccharomyces

อะเซทัลดีไฮด 
ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล
ไอโซบิวทา

นอล

ฟนิลเอทิล

แอลกอฮอล

1 ต อ 0.5 66.44 ± 0.84* 60.03 ± 0.60* 51.45 ± 0.26* ND

1 ต อ 1 77.86 ± 2.36* 57.38 ± 0.52 52.61 ± 0.08* ND

1 ต อ 2 76.87 ± 1.24* 55.59 ± 0.38 53.79 ± 0.44* ND
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

I. orientalis
1 ต อ 4 69.94 ± 2.27* 54.62 ± 0.54 55.39 ± 0.71* ND

1 ต อ 0.5 68.46 ± 6.54* 58.80 ± 0.39* 55.86 ± 2.54* ND

1 ต อ 1 99.99 ± 6.78 57.21 ± 0.36 ND ND

1 ต อ 2 106.30 ± 1.78* 54.95 ± 0.36 0ND ND
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

P. anomala
1 ต อ 4 122.89 ± 0.89* ND ND ND

1 ต อ 0.5 60.86 ± 1.54 64.01 ± 0.06* 56.19 ± 0.04* 58.40 ± 0.66*

1 ต อ 1 84.71 ± 7.14 81.40 ± 2.18* 76.92 ± 2.71* 50.64 ± 0.72*

1 ต อ 2 105.51 ± 7.33 64.45 ± 0.68* 52.17 ± 1.01* 49.90 ± 0.53*
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

Sm. fibuligera
1 ต อ 4 94.09 ± 8.35 61.24 ± 0.82* 54.61 ± 2.31* 49.32 ± 0.49*

รา1+รา2a,b NP101D8 1 ต อ 0 85.64 ± 0.51 55.55 ± 1.63 ND 137.04 ± 2.76
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ตารางที่ 4.15 ปริมาณสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรในสาโทที่

ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต non - Saccharomyces

แตละสายพันธุในอัตราสวนตาง ๆ จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

 ND คือ ไมพบในตัวอยางสาโท

เช้ือบริสุทธิ์ผสม สารประกอบใหกล่ิน (มก./ล.)

รา ยีสต 

อัตราสวน

ระหวาง

NP101D8 ต อ
non -

Saccharomyces

เอทิลแอซีเทต
เอทิลเดคาโน

เอท

2 - ฟนิลเอทิล

แอซีเทต

เอทิล

ออกทาโนเอท

1 ต อ 0.5 120.01 ± 4.17* 35.33 ± 2.72* 58.65 ± 2.18* 49.51 ± 0.62*

1 ต อ 1 101.67 ± 0.38* 26.38 ± 3.67 ND ND

1 ต อ 2 85.90 ± 2.46* 18.75 ± 1.07* ND ND
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

I. orientalis
1 ต อ 4 72.93 ± 3.68* ND ND ND

1 ต อ 0.5 63.45 ± 0.40* 21.10 ± 1.46 49.34 ± 2.80* 73.42 ± 1.42*

1 ต อ 1 61.76 ± 1.68* 47.36 ± 6.58* 67.16 ± 2.53* ND

1 ต อ 2 51.03 ± 4.39 16.62 ± 0.12* ND ND
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

P. anomala
1 ต อ 4 42.87 ± 0.22* ND ND ND

1 ต อ 0.5 58.47 ± 0.35 57.54 ± 7.87* 85.34 ± 4.51* 50.35 ± 0.10*

1 ต อ 1 60.70 ± 2.71* 25.70 ± 6.05 57.83 ± 3.57* ND

1 ต อ 2 64.20 ± 4.37* 46.11 ± 2.44* 48.47 ± 0.71* ND
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

Sm. fibuligera
1 ต อ 4 61.33 ± 2.56* 39.65 ± 4.99* 46.77 ± 0.73* ND

รา1+รา2a,b NP101D8 1 ต อ 0 53.53 ± 0.27 25.45 ± 0.85 98.97 ± 5.62 65.17 ± 3.89
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ตารางที่ 4.16 ปริมาณโดยรวมของสารประกอบใหกลิ่นในสาโทที่

ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต non - Saccharomyces

แตละสายพันธุในอัตราสวนตาง ๆ จํานวน 3 สายพันธุ

a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คอื M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

 ND คือ ไมพบในตัวอยางสาโท

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259

จากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
I. orientalis TISTR5259 ที่แปรผันอัตราสวนตางๆ พบสารประกอบใหกลิ่นหลัก 7 ชนิด

ประกอบดวยอะเซทัลดีไฮด สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล และไอโซบิวทานอล สวนสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิลแอซีเทต

เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

เชื้อบริสุทธิ์ผสม ปริมาณสารประกอบใหกลิ่น (มก./ล.)

รา ยีสต 

อัตราส วนระหว าง
NP101D8

ตอ non -

Saccharomyces

ฟูเซลแอลกอฮอล 
โดยรวม

เอสเทอรโดยรวม

1 ตอ 0.5 111.48 263.50

1 ตอ 1 109.99 128.05

1 ตอ 2 109.38 104.65
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

I. orientalis
1 ตอ 4 110.01 72.93

1 ตอ 0.5 114.66 207.31

1 ตอ 1 57.21 176.28

1 ตอ 2 54.95 67.65
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

P. anomala
1 ตอ 4 ND 42.87

1 ตอ 0.5 178.60 251.70

1 ตอ 1 208.96 144.23

1 ตอ 2 166.52 158.78
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

Sm. fibuligera
1 ตอ 4 165.17 147.75

รา1+รา2a,b NP101D8 1 ตอ 0 192.59 243.12
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ปริมาณอะเซทัลดีไฮดที่พบจากตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีคาตํ่ากวาอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทชุดควบคุม (p<0.05) คือ 66.84 - 77.86 มก./ล.

อะเซทัลดีไฮดที่เกิดขึ้นในระดับดังกลาวสงผลทําใหเกิดกลิ่นดีในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
จากตารางที่ 4.16 พบวาตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีปริมาณผลรวมของฟูเซล

แอลกอฮอลไม แตกตางกัน ซึ่งปริมาณที่พบอยูในระดับตํ่ากวา 300 มก./ล. ปริมาณดังกลาวจะ

สงผลทําใหสาโทมีกลิ่นที่ดีและซับซอน ฟูเซลแอลกอฮอลทีพ่บคือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และไอโซ

บิวทานอล

ไอโซเอมิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอออลที่ม ีความสําคัญโดยใหกลิ่นผลไม  จากตาราง

4.14 พบวาในสาโทที่แปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีปริมาณของสารนี้สูงที่สุด คือ 60.03

มก./ล. ซึ่งเปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับ

สาโทในชุดควบคุม (p<0.05)

ไอโซบิวทานอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลตัวทําละลายหรือน้ํายาทาเล็บ ซึ่งพบในตัวอยาง

สาโทที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในทุก

อัตราสวน ในปริมาณ 51.45 - 55.39   มก./ล. แตไม พบในชุดควบคุม (ที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสม

ที่เติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 ) ผลที่ไดแสดงวา ยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259 มี

ความสามารถในการผลิตสารไอโซบิวทานอลในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
จากตารางที่ 4.16 พบวาปริมาณเอสเทอรโดยรวมมากที่สุด ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคา

263.50 มก./ล. ซึ่งปริมาณที่พบมีคามากกวาสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต S. cerevisiae

NP101D8 เพียงชนิดเดียว และพบปริมาณนอยสุดในอัตราสวน 1 ตอ 4 มีคา 72.93 มก./ล. เอส

เทอรที่พบไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 – ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

เอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม  กลิ่นสับปะรด (Peinado และคณะ 2004) ซึ่ง

ถามีในปริมาณที่ตํ่ากวา 80 มก./ล. จะใหกลิ่นที่นาพอใจ แตถาปริมาณสูงเกิน 150 - 200 มก./ล.

จะใหกลิ่นน้ําสมสายชูซึ่งเปนกลิ่นที่ไม ดี (Mateos และคณะ, 2006)  จากผลในตารางที่ 4.15

พบวาปริมาณเอทิลแอซีเทต ที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในทุกอัตราสวนแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

อัตราสวนระหวางยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวน
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1 ตอ 0.5 1 ตอ 1 และ 1 ตอ 2 มีคา 120.01 101.67 และ 85.90 มก./ล. ตามลําดับ ซึ่งปริมาณ

ดังกลาวอาจสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดีตอสาโท

เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่น

ผลไม  และดอกไม  (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลอง (ตารางที่ 4.15) พบวาสาโททีผ่ลิต

จากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวน 1

ตอ 0.5  พบชนิดและปริมาณเอสเทอรทั้ง 3 ชนิดมากที่สุด ซึ่งสงผลใหสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

ยีสตในอัตราสวนดังกลาวมีกลิ่นที่ดีและซับซอนที่สุด

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ P. anomala NP101

จากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวนตางๆ พบสารประกอบใหกลิ่นหลัก 7 ชนิดประกอบดวย

อะเซทัลดีไฮด สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และไอโซ

บิวทานอล สวนสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 -

ฟ นิลเอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

ปริมาณอะเซทัลดีไฮดที่พบจากตัวอยางสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1

ตอ 0.5 1 ตอ 2 และ  1 ตอ 4 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95

กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ซึ่งมีคา 68.46 106.30 และ 122.89 มก./ล. ตามลําดับ ระดับ

อะเซทัลดีไฮดที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 อาจทําให
เกิดกลิ่นไม ดีในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
จากการทดลอง (ตารางที่ 4.16) พบวาตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีปริมาณผลรวมของ

ฟูเซลแอลกอออลอยูในระดับตํ่ากวา 300 มก./ล. สาโทผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ
0.5 มีปริมาณผลรวมของฟูเซลแอลกอออลมากที่สุดคือ 114.66 มก./ล. ซึ่งปริมาณดังกลาวจะ

สงผลทําใหสาโทนั้นมีกลิ่นที่ดี ซับซอน ฟูเซลแอลกอฮอลที่พบคือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และไอโซ

บิวทานอล

ไอโซเอมิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอออลที่ม ีความสําคัญใหกลิ่นผลไม  จากการทดลอง

นี้พบวาในสาโทที่แปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีปริมาณของสารนี้สูงที่สุด คือ 58.80 มก./ล.

ซึ่งเปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทใน

ชุดควบคุม (p<0.05)
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ไอโซบิวทานอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลตัวทําละลายหรือน้ํายาทาเล็บ ซึ่งพบในตัวอยาง

สาโทที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1

ตอ 0.5 เทานั้น ในปริมาณ 58.86 มก./ล. แตไม พบในชุดควบคุม (ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 ) ผลที่ไดแสดงวา ยีสต P. anomala NP101 มีความสามารถใน

การผลิตไอโซบิวทานอล

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
จากตารางที่ 4.16 พบวาปริมาณเอสเทอรโดยรวมมากที่สุด ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคา

207.31 มก./ล. และพบปริมาณนอยสุดในอัตราสวน 1 ตอ 4 มีคา 42.87 มก./ล. เอสเทอรที่พบ

ไดแก เอทิลแอซีเทตเอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

จากการทดลอง (ตารางที่ 4.15) พบวาปริมาณเอทิลแอซีเทตที่พบในสาโทที่ผลิตจากการ

แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวนมีปริมาณ

เอทิลแอซีเทตแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุด

ควบคุม (p<0.05) ยกเวนในทุกอัตราสวน 1 ตอ 2 ปริมาณเอทิลแอซีเทตที่พบในทุกอัตราสวนตํ่า

กวาระดับ 80 มก./ล. ซึ่งสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ดีตอสาโท

เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่น

ผลไม  และดอกไม  (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 พบทั้งชนิด

และปริมาณของเอสเทอรทั้ง 3 ชนิดมากที่สุด ซึ่งสงผลใหสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตใน
อัตราสวนดังกลาวมีกลิ่นดีและซับซอนที่สุด เชนเดียวกับผลที่ไดจากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101

จากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวนตางๆ พบสารประกอบใหกลิ่นหลัก 8 ชนิด

ประกอบดวย อะเซทัลดีไฮด สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล สวนสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
ไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

จากการทดลองนี้พบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวนมีปริมาณอะเซทัลดี
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ไฮดไม แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 เมื่อเทียบกับสาโทในชุด

ควบคุม (p>0.05) ปริมาณที่พบจากตัวอยางสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 2

มีคามากที่สุดคือ 105.51 มก./ล. ปริมาณดังกลาวอาจจะสงผลทําใหเกิดกลิ่นไม ดีในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
จากตารางที่ 4.16 พบวาตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีปริมาณผลรวมของฟูเซล

แอลกอฮอลอยูในระดับตํ่ากวา 300 มก./ล. พบมากสุดในอัตราสวน 1 ตอ 1 มีคา 208.96 มก./ล.

ปริมาณดังกลาวจะสงผลทําใหสาโทนั้นมีกลิ่นที่ดี ซับซอน ฟูเซลแอลกอฮอลที่พบคือ ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล
ไอโซเอมิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอออลที่มีความสําคัญคือใหกลิ่นผลไม  จากการ

ทดลองนี้พบวาปริมาณที่พบในสาโทที่แปรผันยีสตในทุกอัตราสวนมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) มีคาระหวาง

61.24 - 81.40 มก./ล.

ไอโซบิวทานอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลตัวทําละลายหรือน้ํายาทาเล็บ จากการทดลองนี้

พบวาปริมาณที่พบในสาโทที่แปรผันยีสตในทุกอัตราสวน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ซึ่งพบในปริมาณระหวาง

52.17 - 76.92 มก./ล. ซึ่งสารนี้ไม พบในชุดควบคุม (ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสต
S. cerevisiae NP101D8) ผลที่ไดแสดงวา ยีสต Sm. fibuligera NP101 มีความสามารถในการ

ผลิตไอโซบิวทานอล

ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกลิ่นดอกไม และน้ําผึ้ง (Torrens และ

คณะ, 2008) จากผลการทดลองพบสารประกอบนี้ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผัน

ยีสตในทุกอัตราสวนซึ่งปริมาณที่พบมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น

รอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) มีคาระหวาง 49.32 - 58.40 มก./ล.

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
จากการทดลองพบวาปริมาณเอทิลแอซีเทตที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต

S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวน ยกเวนอัตราสวน 1 ตอ
0.5 แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม

(p<0.05) ปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm.

fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวนพบปริมาณเอทิลแอซีเทตตํ่ากวาระดับ 80 มก./ล. ซึ่งสงผลทํา

ใหเกิดกลิ่นที่ดีตอสาโท
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เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่น

ผลไม  และดอกไม  (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 พบชนิด

และปริมาณเอสเทอรทั้ง 3 ชนิดมากที่สุด ซึ่งสงผลใหสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน

ดังกลาวมีกลิ่นที่ดีและซับซอนที่สุด เชนเดียวกับผลที่ไดจากสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 และ P. anomala NP101

จากผลของการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล เอสเทอร พบวา
ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวมในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae กับ non -

Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวน (ยกเวนอัตราสวน 1 ตอ 1 ของการแปรผัน

S. cerevisiae กับ Sm. fibuligera) มีปริมาณตํ่ากวาในชุดควบคุม แตปริมาณเอสเทอรโดยรวมใน

อัตราสวน 1 ตอ 0.5 ของการแปรผันยีสตทั้ง 3 คู มีปริมาณสูงกวาชุดควบคุม

4.3.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ

เพื่อศึกษาอิทธิพลของการแปรผันยีสต S.cerevisiae NP101D8 กับยีสต non -

Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในสาโท เพื่อหาอัตราสวนที่

เหมาะสมที่สุดในการนําไปใชผลิตสาโท จึงไดนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดจากการ

วิเคราะหดวยเทคนิค GC - FID มาวิเคราะหโดยใชเทคนิค Principal Component Analysis

(PCA) ซึ่งสามารถแสดงดังภาพที่ 4.16 4.17 และ 4.18

ภาพที่ 4.16 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของการแปรผันอัตราสวนยีสต S.cerevisiae

NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3
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จากภาพที่ 4.16 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 96% ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 72% และ 24% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม อยางชัดเจนดังนี้

กลุมท่ี 1 : อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทาโนอิค 2 - ฟ นิล
เอทิลแอซีเทต เอทิลดีคาโนเอท เอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

กลุมท่ี 2 : อัตราสวน 1 ตอ 1 มีความสัมพันธตอการผลิตไอโซบิวทานอล

กลุมท่ี 3 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล
การแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 พบวาไม ม ีความสัมพันธอยางชัดเจนในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่น

ภาพที่ 4.17 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของการแปรผันอัตราสวนยีสต S.cerevisiae

NP101D8 กับยีสต P.anomala NP101  ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

จากภาพที่ 4.17 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 85 % ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 55% และ 30% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม ดังนี้

กลุมท่ี 1 : อัตราสวน 1 ตอ 0.5 และ 1 ตอ 1 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทา

โนอิค ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และเอทิลแดคาโนเอท

กลุมท่ี 2 : อัตราสวน 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 มีความสัมพันธตอการผลิตอะเซทัลดีไฮด
กลุมท่ี 3 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3
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ภาพที่ 4.18 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของการแปรผันอัตราสวนยีสต S.cerevisiae

NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101  ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

จากภาพที่ 4.18 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 92% ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 52% และ 40% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 4 กลุม ดังนี้

กลุมท่ี 1 : อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทาโนอิค

กลุมท่ี 2 : อัตราสวน 1 ตอ 2 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตอะเซทัลดีไฮด
กลุมท่ี 3 : อัตราสวน 1 ตอ 1 และ 1 ตอ 4 มีความสัมพันธตอการผลิตไอโซบิวทานอล

กลุมท่ี 4 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล

เพื่อศึกษาอิทธิพลของยีสต non - Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่นในสาโทและหาความสัมพันธระหวางสายพันธุของยีสตกับความสามารถใน

การผลิตสาร ประกอบใหกลิ่น จึงไดนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นในอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด

คือ 1 ตอ 0.5 ของการแปรผันยีสตทั้ง 3 คูที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค GC - FID มาวิเคราะห
โดยใชเทคนิค Principal Component Analysis (PCA) ซึ่งสามารถแสดง ดังภาพที่ 4.19

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3

กลุมท่ี 4
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ภาพที่ 4.19 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของยีสต S.cerevisiae NP101D8 กับยีสต
non – Saccharomyces 3 สายพันธุ  ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโทที่แปรผัน

อัตราสวนระหวาง S.cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces 3 สายพันธุ เทากับ

1 ตอ 0.5

จากภาพที่ 4.19 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 89% ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 57% และ 32% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม ดังนี้

กลุมท่ี 1 : ยีสต I. orientalis TISTR5259 และ P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงตอ
การผลิตไอโซบิวทานอล และเอทิลแอซีเทต

กลุมท่ี 2 : ยีสต Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตไอโซเอมิล

แอลกอฮอล  เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท และ 2- ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

กลุมท่ี 3 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล

จากผลทั้งดานการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นโดยใชเทคนิค GC - FID รวมถึงการ

ทดสอบ ทางประสาทสัมผัสโดยผูเชี่ยวชาญ 10 คน เมื่อนํามาประกอบในการตัดสินใจเพื่อคัดเลือก

อัตราสวนที่ เหมาะสมที่สุดในการผลิตสาโทใหไดคุณภาพที่ ดี  โดยแปรผัน ระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non - Saccharomyces 3 สายพันธุซึ่งประกอบดวย

I. orientalis TISTR5259 P. anomala NP101 และ Sm. fibuligera NP101 พบวา อัตราสวนที่

เหมาะสมที่สุดคือ 1 ตอ 0.5 เนื่องจาก สาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตทั้ง 3 คู จากอัตราสวน

I. orientalis

P. anomala
Sm. fibuligera

S. cerevisiaeกลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3
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ดังกลาว พบมากทั้งชนิดและปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นโดยเฉพาะสารประกอบใหกลิ่นใน

กลุมเอสเทอรและฟูเซลแอลกอฮอลซึ่งเปนสารประกอบใหกลิ่นที่มีอิทธิพลตอกลิ่นรสของสาโท

(จากตารางที่ 4.14 4.15 และ 4.16 และจากภาพที่ 4.16 4.17 และ 4.18) และไดคะแนนของการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสสูงที่สุด เปนที่ยอมรับของผูเชี่ยวชาญวาเปนสาโทที่มีคุณภาพดี (จาก

ภาพที่ 4.13 4.14 และ 4.15) ดังนั้นอัตราสวน 1 ตอ 0.5 ของการแปรผันยีสตระหวางกลุม
S. cerevisiae กับยีสต non - Saccharomyces จึงถูกคัดเลือกวาเปนอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด

สําหรับนําไปใชในการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมตอไป

นอกจากนี้ยังพบวา ยีสตในกลุม non – Saccahromyces มีบทบาทสําคัญในการผลิตสาร

ใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร  เนื่องจากสาโทที่มีการเติมยีสต non – Saccahromyces ทั้ง 3 สายพันธุ
ในปริมาณที่ เหมาะสมพบวามีปริมาณเอสเทอรโดยรวมสูงกวาสาโทที่ เ ติมเฉพาะยีสต
S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิดเดียว โดยยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259 และ

P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิต เอทิลแอซีเทต และไอโซบิวทานอล สวน

ยีสตสายพันธุ Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตไอโซเอมิลแอลกอฮอล
เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่งเปนสารในกลุมเอสเทอรที่ให
กลิ่นผลไม หรือกลิ่นดอกไม  (จากภาพที่ 4.19)

4.3.5 ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

ไม พบการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนที่ไม ตองการ
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บทท่ี 5

สรุปและวิจารณ ผลการทดลอง
5.1 การจําแนกชนิดราและยีสตท่ีอยูในลูกแป งสุราโดยใช สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

5.1.1 การคัดแยกและจําแนกชนิดรา

งานวิจัยนี้ไดทําการคัดแยกราในวันที่ 0 และ 3 (กอนผาน้ํา) ของการหมัก เนื่องจาก

ภายหลังการผาน้ําในวันที่ 3 จะเปนการเปลี่ยนจากภาวะมีออกซิเจนเปนขาดออกซิเจน ภาวะ

ดังกลาวไม เหมาะสมตอการเจริญของรา ลักษณะโคโลนีราที่พบทั้ง 24 ไอโซเลต มีลักษณะ

คลายกันคือเปนเสนสีขาว ฟูเหมือนปุยฝาย มีการสรางสปอรสีดํา เมื่อสองดูลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศนพบ ลักษณะสายใย กานชูสปอร อับสปอร และสปอรที่เหมือนกัน จึงสุมตัวแทนรา

จํานวน 3 ไอโซเลตมาจําแนกโดยใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล และพบวาไม สามารถจําแนกสาย

พันธุไดอยางชัดเจน เนื่องจากบริเวณ ITS เปนบริเวณที่มีความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดสูง

ซึ่งอาจเปนผลจากอิทธิพลจากสิ่งแวดลอม (Sujaya และคณะ, 2004) พบวาลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ ITS ของราบางสายพันธุคลายคลึงกัน ฉะนั้นจําเปนตองอาศัยวิธีทางสัณฐานวิทยามา

ยืนยันผลการจําแนกอีกครั้ง โดยนําตัวแทนราทั้ง 3 ไอโซเลตมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

โดยศึกษาขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานชูสปอร การมีไรซอยด การมีคลามัยโดสปอร
ขนาดของคอลาเมลลา ขนาดของสปอรแรงเจียม และลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato

dextrose agar (PDA) พบวาราที่จําแนกไดเปน R. microsporus

5.1.2 ความสามารถในการยอยแปงของราที่แยกได
ความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปนของเหลว (liquefaction) เปนเกณฑชี้วัด

ประสิทธิภาพของราในการผลิตเอนไซม มายอยแปงใหเปนน้ําตาล (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550,

Kolarova และคณะ, 2001และHofrichter และคณะ, 2010) ซึ่งถูกนํามาใชประกอบการ

คัดเลือกตัวแทนราในการทดลองนี้ จากผลการทดลองพบวา รา R. microsporus NN505 มี

ความสามารถในการยอยขาวเหนียวนึ่งใหมีลักษณะเหลว (Saccharification) ไดดีที่สุด แสดงวา
ราสายพันธุนี้ม ีความสามารถในการผลิตเอนไซม ที่นํามาใชในการยอยโครงสรางแปงใหเปนน้ําตาล

ไดดีที่สุด ดังนั้นราสายพันธุนี้จึงถูกคัดเลือกเพื่อนําไปใชในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมตอไป

5.1.3 การคัดแยกและจําแนกชนิดยีสต
การคัดแยกยีสตจากลูกแปงสุรา 8 แหลงที่ผานการคัดเลือกวาสามารถนําไปผลิตสาโทที่มี

กลิ่นรสดี โดยใชวิธี PCR - RFLP ในการจัดกลุมยีสตที่แยกได ซึ่งสามารถจัดไดทั้งหมด 5 กลุม
จากนั้นคัดเลือกตัวแทนยีสตทั้ง 5 กลุมมาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
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ควบคูกับการจําแนกโดยวิธีทางชีวเคมี พบวาเปน Sm. fibuligera, P. caribbica, P. fabianii ,

P. anomala และ S. cerevisiae ตามลําดับ สายพันธุที่พบในการทดลองนี้ไดเคยมีรายงานวาพบ

เชนกันในการทดลองของอภิชญา เตชะวสัญู (2550) และ Limtong และคณะ (2002)

5.2 การคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธ ุ ท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตสาโทท่ีดี

จากการทดลองเมื่อนําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae

5 สายพันธุ (N5D8, NP101D8, BMD8, TISTR5161 และสายพันธุทางการคา 493 EDV) มา

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี, ทดสอบประสาทสัมผัสและสารประกอบใหกลิ่น ไดผลดังนี้

5.2.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี

ก) คาความเปนกรด - เบส (pH) และปริมาณกรดโดยรวม (Total acidity)

จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae ทั้ง

5 สายพันธุ มีความสัมพันธแบบผกผันระหวางคาความเปนกรด - เบสกับปริมาณกรดโดยรวม

กลาวคือ ในระหวางกระบวนการหมักยีสตจะเปลี่ยนน้ําตาลใหกลายเปนเอทานอลและผลิตภ ัณฑ
อ่ืนๆ รวมถึงกรดอินทรียเชนกรดแอซีติก เนื่องจากระดับความเขมขนของกรดเพิ่มขึ้นจะสงผลทําให
คากรด - เบสลดลง ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล

(2547) นริสา ตรีเนตร (2550) อําภา หลวงคลายโพธิ์ (2552) และ Sreeramulu และคณะ (2000)

ข) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณรอยละเอทานอล

จากการทดลองนี้พบวาความสัมพันธระหวางน้ําตาลรีดิวซและปริมาณรอยละเอทานอล

ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ แปรผันผกผันกัน

กลาวคือ เมื่อปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาก ปริมาณรอยละเอทานอลที่พบมีคาตํ่า ซึ่งผลที่ไดสอดคลอง

กับการทดลองของ กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล (2547) นริสา ตรีเนตร (2550) และ อําภา หลวงคลาย

โพธิ์ (2552) ผลของการทดลองนี้พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่

มีการเติมยีสต S. cerevisiae ทั้ง 5 สายพันธุมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับ

ชุดควบคุมที่ไม มีการเติมยีสตลงไป (p<0.05) จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวายีสตตางสายพันธุมี

ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลตางกัน ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลอง

ของ Torrens และคณะ (2008)

5.2.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

จากผลการทดลองทางประสาทสัมผัสดวยการชิมโดยผูเชี่ยวชาญทางดานไวนและสาโท

จํานวน 10 คน เมื่อนําคะแนนที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป

SPSS พบวา คะแนนรวมเฉลี่ยของสาโทที่ผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมจากการเติมยีสตสายพันธุ
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N5D8 มีคะแนนมากที่สุด เทากับ 75.27 รองลงมาคือสาโทที่ผลิตโดยใชยีสตสายพันธุ 493 EDV

(สายพันธุทางการคา) และ สายพันธุ BMD8 ดวยคะแนน 74.72 และ 74.07 คะแนน ตามลําดับ

จากผลการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตโดยใชยีสตที่คัดแยกจากลูกแปงหรือสาโทในที่นี้คือสายพันธุ
N5D8 และ NP101D8 มีคุณภาพดานกลิ่นรสดีกวาหรือเทียบเทาสาโทที่ผลิตจากยีสตสาย

พันธุทางการคาซึ่งในที่นี้คือสายพันธุ 493 EDV ผลที่ไดสอดคลองกับผลงานวิจัยของ Callejon

และคณะ (2010) พบวาในการทดสอบทางประสาทสัมผัสของไวนที่ผลิตจากยีสตที่คัดแยกไดจาก

ผิวอง ุน (ยีสตทองถ่ิน) มีคุณภาพดานกลิ่นรสดีกวาไวนที่ผลิตจากยีสตสายพันธุทางการคา
5.2.3 การวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโทที่ได
จากการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต

S. cerevisiae 5 สายพันธุเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่ไม มีการเติมยีสต (ชุด

ควบคุม) พบวา สารกลุมฟูเซลแอลกอฮอลถูกตรวจพบไดในสาโทที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae

เทานั้น ยกเวนสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสตสายพันธุ BMD8 ซึ่งไม พบสารกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
เชนเดียวกับชุดควบคุม ชนิดและปริมาณของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบแตกตางกันตามสายพันธุยีสต
ที่ใช ซึ่งยีสตแตละสายพันธุจะมีบทบาทในการผลิตสารตางๆ ในกระบวนการหมักตางกัน

(Romano, 2003) ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของหลายๆ งานวิจัยเชน
Iranzo และคณะ (2000) Meteo และคณะ (2006) Estevez และคณะ (2004) และ Torrens และ

คณะ (2008) ความเขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวมของสาโททั้งหมดในการทดลองนี้มีคาตํ่า

กวา 300 มก./ล. (Swieger และคณะ, 2009) ปริมาณที่พบสงผลทําใหสาโทมีกลิ่นรสดี ซึ่งผลที่ได
สอดคลองกับผลทดสอบทางประสาทสัมผัส กลาวคือ สาโทที่มีการเติมยีสตสายพันธุ N5D8 และ

493 EDV ซึ่งเปนสาโทที่ไดคะแนนเฉลี่ยรวมสูง ตางก็มีความเขมขนของสารกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
โดยรวมในระดับสูง ยกเวนสาโทที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ BMD8 ที่ไม พบสารกลุมฟูเซล

แอลกอฮอล ซึ่งสงผลทําใหสาโทที่ไดมีคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกลิ่นตํ่า แตกลับ

ไดรับคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสดานรสชาติและการยอมรับสูง เนื่องจากสาโทที่ไดมี

รสชาติที่หวาน กลมกลอมกวาสาโทอ่ืนๆ ทั้งนี้ในงานวิจัยนี้ไม ไดมีการปรุงแตงรสชาติตัวอยางสาโท

เหมือนกับสาโททางการคา ดังนั้นรสชาติของสาโทที่ไดจึงไม มีรสหวาน ไม กลมกลอม  สงผลให
สาโทที่เติมยีสตสายพันธุอ่ืนๆ (ยกเวนยีสตสายพันธุ BMD8) ไดคะแนนการทดสอบทางประสาท

สัมผัสดานรสชาติตํ่า

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรที่พบในสาโท ไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท

เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่งเปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม  เอทิลแอซีเทตเปน
เอสเทอรที่พบมากและมีความสําคัญในไวน จากการทดลองนี้พบปริมาณเอทิลแอซีเทตตํ่ากวา 80
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มก./ล. ในทุกชุดการทดลอง ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับผลของ Meteo และคณะ (2006) ที่รายงานวา
ยีสตในกลุม S. cerevisiae มีความสามารถในการผลิตเอทิลแอซีเทตในปริมาณนอยเมื่อเทียบกับ

ยีสตในกลุม non - Saccharomyces นอกจากนี้ยังพบวาความเขมขนของเอทิลแอซีเทตทีพ่บ

แปรผกผันกับปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวม ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Meteo

และคณะ (2006)

อะเซทัลดีไฮดเปนสารประกอบใหกลิ่นที่สําคัญอีกชนิดหนึ่ง มีรายงานวาถึงอิทธิพลของ

ปริมาณอะเซทัลดีไฮดตอเครื่องด่ืมแอลกอฮอลวา ถาความเขมขนของอะเซทัลดีไฮดตํ่าจะใหกลิ่นดี

ในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลเชน กลิ่นผลไม  แตในทางตรงกันขามถาความเขมขนสูงเกิน 100 – 120

มก./ล. จะสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดี เชน กลิ่นเหม็นเขียว หรือกลิ่นเหม็นหืน ใน เบียร และไวน เปน
ตน (Liu และคณะ, 2000) จากการทดลองนี้พบวาระดับความเขมขนของอะเซทัลดีไฮดที่ตางกันใน

สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่เติมยีสตตางสายพันธุ ผลที่ไดสอดคลองกับ Meteo และ คณะ

(2006) และ Callejon และคณะ (2010) ระดับความเขมขนที่พบในสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต
สายพันธุ BMD8 มีคาสูงเกิน 120 มก./ล. สงผลทําใหเกิดกลิ่นรสที่ไม ดีในสาโท ซึ่งผลที่ได
สอดคลองกับผลของการทดสอบดานประสาทสัมผัส กลาวคือ ทําใหสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต
สายพันธุ BMD8 มีคะแนนเฉลี่ยโดยรวมตํ่า Perez-coello (1999) รายงานวาความสามารถในการ

ผลิตอะเซทัลดีไฮดของยีสตแตละสายพันธุแตกตางกันขึ้นอยูกับประสิทธิภาพการทํางานของ

เอนไซม แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) ซึ่งเอนไซม ดังกลาวมีบทบาทสําคัญ

ในกระบวนการเปลี่ยนอะเซทัลดีไฮดใหเปนเอทานอล ดังนั้นยีสตสายพันธุ BMD8 นาจะมี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม ดังกลาวไม ดี จึงทําใหเกิดการสะสมของอะเซทัลดีไฮดในปริมาณ

สูง อีกทั้งยังทําใหระดับเอทานอลทีเ่กิดขึ้นมีคาตํ่ามากอีกดวย

เมื่อนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดไปวิเคราะหโดยใชเทคนิค PCA เพื่อหาความ

สัมพันธของยีสตแตะสายพันธุในการผลิตสารใหกลิ่นที่เกิดขึ้น ผลที่ไดพบวาสามารถแบงยีสต
S. cerevisiae ทั้ง 5 สายพันธุ ออกเปน 3 กลุมไดอยางชัดเจน กลุมแรกประกอบดวยสายพันธุ
N5D8 TISTR5161 และสายพันธุทางการคา 493 EDV กลุมที่สองมีเพียง 1 สายพันธุคือ

NP101D8 และกลุมที่สาม ประกอบดวยสายพันธุ BMD8 ซึ่งมีรูปแบบความสัมพันธในการผลิต

สารใกลเคียงกับชุดควบคุม (น้ําหมักที่ไม ไดเติมยีสต)
เมื่อพิจารณาองคประกอบทางเคมี ปริมาณสารใหกลิ่น และผลของการทดสอบดาน

ประสาทสัมผัส พบวายีสต S. cerevisiae NP101D8 เปนสายพันธุที่เหมาะสมที่สุดในการนําไปใช
เปนหนึ่งในเชื้อบริสุทธ์ิผสมเพื่อการผลิตสาโท เนื่องจากยีสตสายพันธุ NP101D8 มีบทบาทเดนที่

แตกตางจากยีสตสายพันธุทางการคา 493 EDV ในการผลิตฟ นิลแอลกอฮอล และ 2 – ฟ นิลเอทิล
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แอซีเทต ในระดับสูง ซึ่งระดับที่พบสงผลใหสาโทที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ NP101D8 ไดรับคะแนน

การทดสอบดานประสาทสัมผัสทั้งดานกลิ่นสูงที่สุด อีกทั้งยังมีความสามารถในการผลิตเอทานอล

ในปริมาณสูงอีกดวย ดังนั้นยีสตสายพันธุ S. cerevisiae NP101D8 จึงถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทน

ยีสตในกลุม S. cerevisiae สําหรับใชในการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมตอไป

5.3 แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สาย

พันธ ุเพ่ือใหไดสาโทท่ีมีคุณภาพดานกล่ินรสท่ีดี

เพื่อทําการศึกษาบทบาทของยีสต non – Saccharomyces ในการผลิตสารใหกลิ่นใน

สาโทรวมถึงการศึกษาหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางยีสต non – Saccharomyces กับยีสต
Saccharomyces sp. ม ุงหมายเพื่อนําไปใชผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมใหไดสาโทที่มีกลิ่นและ

รสดีและมีความซับซอนย่ิงขึ้น โดยผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันอัตราสวนระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 (ตัวแทนยีสตในกลุม Saccharomyces sp.) กับยีสต non –

Saccharomyces ที่แยกไดจากลูกแปงสุราหรือสาโทจํานวน 3 สายพันธุ คือ คือ Sm. fibuligera

NP101 P. anomala NP101 และ I. orientalis TISTR5259 นําตัวอยางสาโทที่ไดมาทําการ

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี ปริมาณกรดอินทรีย ปริมาณสารประกอบใหกลิ่น รวมถึงการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัส

5.3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี

ก) คาความเปนกรด – เบส และปริมาณกรดโดยรวม

จากผลการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันอัตราสวนระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวนมี

ความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด – เบส กับปริมาณกรดโดยรวมไปในทิศทางผกผันกัน

กลาวคือ เมื่อความเปนกรด – เบส มีคาตํ่า จะพบปริมาณกรดโดยรวมมีคาสูง นอกจากนี้ยังพบวา
ปริมาณของยีสต non – Saccharomyces ไม มีผลตอความเปนกรด – เบส และปริมาณกรด

โดยรวมในสาโท ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Comitini และคณะ (2010) พบวา
ปริมาณของยีสต non – Saccharomyces ในไวนอง ุนที่ผลิตโดยมีการแปรผันเชื้อบริสุทธิ์ผสม

ระหวาง S. cerevisiae และ non – Saccharomyces ไม สงผลตอความเปนกรด – เบส และ

ปริมาณกรดโดยรวมที่พบ

ข) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณรอยละเอทานอล

จากผลการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันอัตราสวนระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวนมี

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05)
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เมื่อเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae NP101D8 (ชุด

ควบคุม) รูปแบบของปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตทั้งสามคู
เหมือนกัน กลาวคือพบปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดที่อัตราสวนระหวาง S. cerevisiae ตอ non -

Saccharomyces เปน 1 ตอ 4 ซึ่งสงผลใหรอยละเอทานอลที่พบมีคาตํ่าสุด ในทางตรงกันขาม ที่

อัตราสวน S. cerevisiae ตอ non – Saccharomyces เปน 1 ตอ 0.5 พบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ตํ่าสุด และม ีรอยละเอทานอลสูงสุด แสดงถึงการแยงอาหารเพื่อการเจริญจากยีสต non –

Saccharomyces ที่มีตอยีสต S. cerevisiae อยางไรก็ตาม ระดับเอทานอลที่เกิดขึ้นในสาโทที่ผลิต

จากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non –

Saccharomyces ทั้งสามคูมีคาตํ่ากวาสาโทชุดควบคุม ผลที่ไดสอดคลองกับผลของ Comitini

และคณะ (2010) และ Moreira และคณะ (2005) ที่พบวาปริมาณเอทานอลที่พบไนไวนอง ุนทีผ่ลิต

จากเชื้อบริสุทธ์ิผสมระหวางยีสต S. cerevisiae และ non – Saccharomyces มีคาตํ่ากวาไวน
อง ุนที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว

5.3.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test)

จากผลการทดลองดานประสาทสัมผัสดวยการชิมโดยผูเชี่ยวชาญทางดานไวนและสาโท

จํานวน 10 คน พบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวนมีคะแนนเฉลี่ย

โดยรวมและคะแนนในแตละดานไม แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอย

ละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae

NP101D8 (ชุดควบคุม) ทั้งนี้อาจเปนเพราะปริมาณของยีสต non – Saccharomyces ที่ใชในการ

ทดลองนี้อาจม ีนอยเกินไป ทําใหสารประกอบใหกลิ่นที่ยีสตสรางในระหวางการหมักมีปริมาณนอย

จนไม สามารถแยกความแตกตางไดโดยทางประสาทสัมผัส ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลอง

ของ Comitini และคณะ (2010) ซึ่งไดศึกษาอิทธิพลของการแปรผันยีสต non – Saccharomyces

กับ S. cerevisiae ในการผลิตสารใหกลิ่นในไวน พบวารูปแบบของการสรางสารประกอบใหกลิ่น

แตกตางอยางชัดเจนในเชื้อบริสุทธ์ิผสมในอัตราสวนที่มียีสต non – Saccharomyces เปนจํานวน

มาก เชน ในอัตราสวนระหวาง non – Saccharomyces ตอ S. cerevisiae เทากับ 100 ตอ 1 หรือ

10,000 ตอ 1 เปนตน
5.3.3 การวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโทที่ได
จากการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในอัตราสวนตาง
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ๆ เปรียบเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 (ชุด

ควบคุม) เพียงชนิดเดียว พบวา
ปริมาณอะเซทัลดีไฮดที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต I. orientalis TISTR5259 และสาโทที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
P. anomala NP101 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95

(p<0.05) เมื่อเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae NP101D8

เพียงชนิดเดียว (ชุดควบคุม) แตไม พบความแตกตางในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101

สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในการทดลองนี้ ไดแก ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซบิว

ทานอล และฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล จากรายงานของ Swieger และคณะ (2009) พบวาความ

เขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีความสําคัญ โดยพบวาฟูเซล

แอลกอฮอลโดยรวมไม ควรเกิน 300 มก./ล. ถาเกินระดับดังกลาวจะสงผลทําใหเกิดกลิ่นไม ดี มี

ลักษณะฉุน และอาจสงผลไปกลบกลิ่นที่ดีของสารชนิดอ่ืนได จากผลการทดลองนี้พบวา สาโทใน

ทุกชุดการทดลองมีปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวมตํ่ากวา 300 มก./ล. ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3

สายพันธุม ีปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลนอยกวาในชุดควบคุม อัตราสวนที่พบฟูเซลแอลกอฮอล
โดยรวมมากที่สุดในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
I. orientalis TISTR5259 และ S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ที่

อัตราสวน 1 ตอ 0.5 สวนสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm.

fibuligera NP101 พบในอัตราสวน 1 ตอ 1

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรที่พบไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 – ฟ นิล
เอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท ซึ่งเปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม  จากการทดลองนี้พบวา
ปริมาณเอสเทอรโดยรวมที่พบในสาโทที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non

– Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ มีปริมาณมากสุดทีอั่ตราสวน 1 ตอ 0.5 ซึ่งปริมาณที่พบใน

อัตราสวนนี้มีคามากกวาในชุดควบคุม

เมื่อนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดมาวิเคราะหโดยใชเทคนิค PCA เพื่อหา

ความสัมพันธของอัตราสวนของยีสตในแตละคูที่มีตอการสรางสารใหกลิ่นในสาโท พบวาอัตรา

สวนของยีสตในแตละคูมีความสัมพันธตอการผลิตสารใหกลิ่นแยกกันอยางชัดเจน ซึ่งจากผลที่ได
สรุปไดวา การแปรผันระหวางยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259

และ S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มี
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ความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตสารประกอบใหกลิ่นที่ดีไดจํานวนมากชนิดที่สุด สวนคูของ

S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligara NP101 ผลที่ไดจากการวิเคราะหโดยใชเทคนิค

PCA ไม สามารถระบุอัตราสวนที่เหมาะสมไดอยางชัดเจน จึงจําเปนตองใชผลการทดสอบทาง

ประสาทสัมผัสมาชวยประกอบในการตัดสินใจ เมื่อพิจารณาผลขององคประกอบทางเคมี

ปริมาณสารประกอบใหกลิ่น รวมถึงผลของการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทที่มีการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ พบวา อัตราสวน

ที่เหมาะสมที่สุดตอการนําไปใชผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมระหวางยีสต Saccharomyces sp.

กับ non – Saccharomyces คือ อัตราสวน 1 ตอ 0.5

อยางไรก็ตามเมื่อนําผลการทดลองของน้ําหมักที่เติมเฉพาะราสองสายพันธุโดยไม มีการ

เติมยีสต พบวา ปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นทั้งในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล เอสเทอร ตางมีระดับ

ความเขมขนทีตํ่่ากวาในสาโทที่มีการเติมยีสตในทุกชุดการทดลอง

กลาวโดยสรุปพบวายีสตแตละสปชีสมีความสามารถผลิตสารประกอบใหกลิ่นในสาโท

แตกตางกัน ทั้งนี้รูปแบบการสรางสารใหกลิ่นจะมีความแตกตางกันมากหรือนอย ขึ้นกับสปชีสของ

ยีสตที่ใช (Fleet, 2003) จากการทดลองนี้พบวาสาโทที่มีการเติมยีสต non – Saccharomyces ลง

ไปในอัตราสวนที่เหมาะสมทําใหสาโทมีคุณภาพดีขึ้น มีความซับซอนของกลิ่นรสมากขึ้น เนื่องจาก

ยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุมีความสัมพันธกับการผลิตสารประกอบใหกลิ่นใน

สาโทโดยเฉพาะสารในกลุมเอสเทอร โดยยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259 และ

Sm. fibuligera NP101 เปนสายพันธุที่ดี เมื่อนําไปใชในการผลิตสาโทดวยเชื้อบริสุทธิ์ผสมใน

อัตราสวนที่เหมาะสมแลวจะไดสาโทที่มีคุณภาพดานกลิ่นรสดีและซับซอนกวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมที่เติมยีสต S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว ยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259

และ P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตเอทิลแอซีเทต และไอโซบิวทานอล

สวนยีสตสายพันธุ Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตไอโซเอมิล

แอลกอฮอล  เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท และ 2- ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่งเปนสารในกลุม
เอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม หรือกลิ่นดอกไม  สาเหตุที่ยีสตสายพันธุ I. orientalis สามารถสราง

สารประกอบใหกลิ่นในปริมาณสูงอาจเปนเพราะยีสตสายพันธุนี้ม ีความสามารถในการทนตอภาวะ

ที่มีปริมาณเอทานอลสูงไดดีกวายีสต non – Saccharomyces ตัวอ่ืน ดังนั้นยีสตสายพันธุนี้จึง

สามารถอยูรอดในกระบวนการหมักไดนานกวายีสต  non – Saccharomyces ตัวอ่ืน

(Mingorance-Cazorla และคณะ, 2003) ในทางตรงกันขามยีสตสายพันธุ P. anomala NP101

เปนสายพันธุที่เมื่อนําไปใชในการผลิตสาโทดวยเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนระหวางยีสต S.

cerevisiae NP101D8 ตอยีสตชนิด non – Saccharomyces ที่ 1 ตอ 0.5 ถึง 1 ตอ 4 ไดสาโทที่มี
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คุณภาพตํ่ากวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่เติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิด

เดียว

จากผลการศึกษานี้ทําใหทราบถึงบทบาทของยีสตแตละสปชีสที่แยกไดจากลูกแปงสุราที่

เมื่อนํามาผลิตสาโทแลวพบวาสาโทที่ไดม ีคุณภาพดานกลิ่นและรสดี โดยพบวายีสตแตละสปชีสทั้ง

ในกลุม Saccharomyces sp. และ ในกลุม non – Saccharomyces ตางมีความสามารถในผลิต

สารประกอบใหกลิ่นตางกันออกไป ซึ่งผลจากงานวิจัยนี้นอกจากจะไดองคความรูพื้นฐานของกลิ่น

รสในสาโทที่ผลิตโดยยีสตแตละสปชีสแลว ยังสามารถนําไปตอยอดงานวิจัยตอไปเพื่อนําไปสูการ

ผลิตในระดับอุตสาหกรรม การพัฒนากระบวนการผลิตสาโท เชน การปรับปรุงสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมโดยการเพิ่มลดอุณหภูมิที่ใชในการหมักใหเหมาะสมเนื่องจากมีรายงานจาก Lucia

และคณะ (2009) วา การหมักไวนที่อุณหภูมิตํ่าจะสงผลใหไวนที่ไดมีกลิ่นรสดีขึ้น เนื่องจากใน

ภาวะที่อุณหภูมิตํ่า ยีสตกลุม non – Saccharomyces สามารถเจริญไดดี สงผลใหสามารถผลิต

สารประกอบใหกลิ่นเพิ่มมากขึ้นอีกดวย นอกจากนี้ยังรวมถึงการพัฒนาคุณภาพดานกลิ่นรสของ

สาโทใหม ีความหลากหลายเพื่อตอบสนองความตองการของผูบริโภคมากขึ้นอีกดวย
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ภาคผนวก ก

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

Potato dextrose agar (PDA)

Potato starch 200 กรัม

Dextrose 20 กรัม

Agar 15 กรัม

ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล เปน 4 นําไปนึ่งฆ าเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

Yeast malt extract agar (YM)

Yeast extract   3 กรัม

Malt extract 3 กรัม

Peptone  5 กรัม

Agar 15 กรัม

ละลายสารสี่ชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล เปน 4 นําไปนึ่งฆ าเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

Rose bengal agar

peptone 5 กรัม

glucose 10 กรัม

potassium dihydrogen phosphate 1 กรัม

magnesium sulfate 0.5 กรัม

Rose Bengal 0.05 กรัม

Agar 20 กรัม

ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แลวไปนึ่งฆ าเชื้อดวยความดันไอ

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
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L-lysine medium

Glucose 44.5 กรัม

Potassium dihydrogen phosphate 1.78 กรัม

Magnesium sulphate 0.89 กรัม

Calcium chloride 0.178 กรัม

Sodium chloride 0.089 กรัม

Adenine 0.00178 กรัม

DL-methionine 0.000891 กรัม

L-histidine 0.000891 กรัม

DL-tryptophane 0.000891 กรัม

Boric acid 0.0000089 กรัม

Zinc sulphate 0.0000356 กรัม

Ammonium molybdate 0.0000178 กรัม

Manganese sulphate 0.0000356 กรัม

Ferrous sulphate 0.0002225 กรัม

Lysine 1.0 กรัม

Inositol 0.02 กรัม

Calcium pantothenate 0.002 กรัม

Aneurine 0.0004 กรัม

Pyridoxine 0.0004 กรัม

p-aminobenzoic acid 0.0002 กรัม

Nicotinic acid 0.0004 กรัม

Riboflavin 0.0002 กรัม

Biotin 0.000002 กรัม

Folic acid 0.000001 กรัม

ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายกรดแลคติกเขมขนรอยละ 10 ใหมีความเปนกรดเบสเปน 4.8 แลวไปนึ่งฆ าเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
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ภาคผนวก ข

วิธีวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสาโท

1. การวิเคราะหปริมาณกรดท้ังหมด (Total Titration Acidity) (Amerine และคณะ., 1979)

การเตรียมสารละลาย Phenopthalene

ละลาย Phenopthalene 0.1 กรัม ใน Absolute Ethanol 50 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นอีก

50 มิลลิลิตร

การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด (Total Titration Acidity) (Amerinec และคณะ, 1979)

นําตัวอยางมา 5 ml เติมน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส 50 ml แลวหยด Phenopthalene 2-

3 หยด นําไปไทเทรตกับ NaOH 0.1 นอรแมล จนสารละลายเปลี่ยนจากไม มีสีเปนสีชมพู อานคา
ปริมาตร NaOH ที่ได แลวนําไปคํานวณ %TA

%TA    =       V (Titrated) x N (NaOH) x MW (lactic acid) x 100

1000 x v (Sample)

V = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร)

N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรากไซดเปนนอรแมล (N)

v = ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร)

MW (กรดแลคติก) = 90

2. การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid(DNSA) (Miller,

1959)

การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก (Dinitrosalicylic acid, DNSA)

ละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 โมลาร
จํานวน 20 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลงไป 50 มิลลิลิตร เติมโซเดียมโปตัสเซียมทาเทรต (C4H4KNaO6·

4H2O) 30 กรัม ทําปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น

การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ตมในอางน้ํา

เดือด 10 นาที ทิ้งใหเย็น เติมน้ํา 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโน

เมตร



108

กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส

y = 0.6338x
R2 = 0.9998
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ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

และ 1.2 มก./มล. และใชน้ํากลั่นเปนตัวเทียบ (blank) แลวเขียนกราฟระหวางปริมาณน้ําตาล

กลูโคสกับคาดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

ภาพที่ ข1 กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรกับ

ความเขมขนของกลูโคส

วิธีวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกล่ินโดยวิธี GC-FID

การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและสารประกอบให
กลิ่น

เตรียมสารละลายมาตรฐานของ อะเซทัลดีไฮด อะซีโตน เอทิลแอซีเทต เมทานอล

2 – โพรพานอล เอทิลบิวทาเรท 1 – โพรพานอล ไอโซบิวทานอล ไอโซเอมิลแอซีเทต 1 – บิวทานอล

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เอมิลแอลกอฮอล เอทิลออกทาโนเอท กรดแอซีติก เอทิลเดคาโนเอท 2 – ฟ 
นิลเอทิลแอซีเทต ฟ นิลแอลกอฮอล และ กรดออกทาโนอิค ความเขมขน 10000 มก./มล. ตัวอยาง

ละ 3 มิลลิลิตร สวนเอทานอลเตรียมใหไดความเขมขนเทากับรอยละ 20 จากนั้นเตรียมสารละลาย

มาตรฐานรวมของสารประกอบใหกลิ่นและเอทานอลโดยปเปตสารมาตรฐานที่ เตรียมไวผสม

รวมกันที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 20 50 70 90 110 150 และ 200 มก./มล.

นําขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี GC – FID มาทํากราฟมาตรฐานของเอทานอลและ

สารประกอบใหกลิ่นแตละชนิด โดยเขียนกราฟระหวางคาพื้นที่ใตกราฟกับความเขมขนของสารแต
ละชนิด
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กราฟมาตรฐานของไอโซบิวทานอล

y = 193.01x - 8342.1

R2 = 0.9925
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กราฟมาตรฐานของเอทิลแอซีเทต

y = 192.69x - 5080.9
R2 = 0.9929
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กราฟมาตรฐานของเอทานอล

y = 140000x

R2 = 0.9946
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กราฟมาตรฐานของอะเซทัลดีไฮด 

y = 121.76x - 4984.8

R2 = 0.9978
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ภาพที่ ข2 ตัวอยางกราฟมาตรฐานของเอทานอลและสารประกอบให กล ิ่น

ก) เอทานอล  ข) อะเซทัลดีไฮด  ค) ไอโซบิวทานอล ง) เอทิลแอซีเทต

ก)

ข)

ค)

ง)
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ภาคผนวก ค

ใบใหคะแนนการชิมสาโท

หมายเหตุ

คะแนนที่บงชั้นคุณภาพไวน: ยอดเย่ียมมาก 91 – 100 คะแนน

ยอดเย่ียม 81 – 90 คะแนน

ดี 71 – 80 คะแนน

พอใช 61 – 70    คะแนน

ระดับจําหนายได              51 – 60 คะแนน

มีปญหาในคุณภาพ ตํ่ากวา 50 คะแนน

ที่มา:  ประดิษฐ ครุวัณณา. ไวน : ศาสตรและศิลป. สํานักพิมพ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.
กรุงเทพฯ. 2546. 153.

รหัส

ตัวอยาง

สี

10 คะแนน

กล่ิน

30 คะแนน

รส

40 คะแนน

ความยอมรับ

หรือประทับใจ

20 คะแนน

รวม

100 คะแนน
ขอดีและหรือขอบกพรอง
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วิธีการใหคะแนน

สี คะแนนเต็ม 10 คะแนน

สีดีมาก ชอบมาก 8 – 10    คะแนน

สีดี  ชอบ 7 – 8      คะแนน

ไม ดี สีออนหรือเขมเกินไป 5 – 6 คะแนน

ไม ชอบมาก ม ีขอบกพรอง (defect) กลิ่นไม ดีดวย 3 – 4     คะแนน

กล่ิน คะแนนเต็ม 30 คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรงมาก

ชอบ บอกไดทันที 26 – 30    คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรง

ชอบ บอกไดโดยดมหลายครั้ง 22 – 25 คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรง

พอบอกได ชอบกลิ่น 18 – 21    คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทออน

บอกไม ได แตชอบ 15 – 17 คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทออนหรือแรงเกินไป

ไม ชอบกลิ่น 10 – 14    คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทออน

บอกไม ไดและบกพรอง ตํ่ากวา 10 คะแนน

รส คะแนนเต็ม 40 คะแนน

รสดีมาก ชอบมาก 36 – 40    คะแนน

รสดี ชอบ 31 – 35  คะแนน

รสพอใช ชอบ 26 – 30    คะแนน

รสพอใช ชอบเล็กนอย 21 – 25    คะแนน

รสไม ดี ไม ชอบ 15 – 20    คะแนน

รสไม ดี ไม ชอบมาก ตํ่ากวา 15 คะแนน
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การยอมรับ คะแนนเต็ม 20 คะแนน (ความประทับใจในคุณภาพ)

ยอมรับมาก 18 – 20 คะแนน

ยอมรับ 14 -17    คะแนน

พอใช 10 – 13 คะแนน

ไม ชอบ 6 – 9 คะแนน

ไม ชอบมาก ตํ่ากวา 6 คะแนน

ที่มา:  ประดิษฐ ครุวัณณา. ไวน : ศาสตรและศิลป. สํานักพิมพ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.
กรุงเทพฯ. 2546. 154 -155.



ภาคผนวก ง

ตารางที่ ง1 ปริมาณสารประกอบใหกลิ่นที่พบในตัวอยางสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

หนวยของปริมาณสารที่พบเปน มิลลิกรัมตอลิตร

ND คือ not detected

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุที่ใช ในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609  และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

เช้ือบริสุทธิ์ผสม

รา ยีสต 
อะเซทัลดี

ไฮด 
เอทิลแอซี

เทต

ไอโซบิวทา

นอล

ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล
เอทิลออกทา

โอเอท
กรดแอซิติก

เอทิลเดคาโน

เอท

2-ฟนิลเอทิล

แอซิเตท

กรดออกทา

โนอิค

ฟนิล

เอทิลแอลกอฮอล
รา1+รา2a N5D8 58.96±1.66* 63.73± 5.14* 53.84±0.77* 60.18±1.03* 84.95±4.73* 3.09±0.78* 24.93±3.97 49.68±0.96 86.16±1.54* ND

รา1+รา2a NP101D8 85.64±0.51* 53.53±0.27* ND 55.55±1.63* 65.17±3.89* ND 25.45±0.85* 98.97±5.62* ND 137.04±2.76*

รา1+รา2a TISTR5161 60.57±0.87* 72.55±0.99* 55.27±2.63* 58.11±1.94* ND 5.54±0.06 52.00±6.76* 55.63±7.77 60.83±13.05* ND

รา1+รา2a BMD8 139.58±4.44* 35.57±2.40 ND ND ND 2.50±0.16* 46.60±4.44* ND ND ND

รา1+รา2a 493 EDV 66.31±1.61* 61.04±5.46* 51.10±2.05* 71.42±1.53* ND 3.82±0.21* 53.08±0.81* 68.75±2.43 64.31±0.45* ND

รา1+รา2a, b - 92.37±2.92 36.75±2.33 ND ND ND ND 16.22±1.78 48.54±2.12 ND ND

113
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ตารางท่ี ง2 คาคะแนนรวมเฉลี่ยของผลการทดลองทางประสาทสัมผัสของสาโทท่ีผลิตจากเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมแปรผันอัตราสวนยีสตในกลุม S. cerevisiae NP101D8 กับยีสตในกลุม
non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ

        R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

เชื้อบริสุทธ์ิผสม คะแนน

รา ยีสต

อัตราสวนยีสต
NP101D8

ตอ Non -

Saccharomyces
ส ี(10) กลิ่น (30) รส (40)

ยอมรับ

(20)

คะแนน

รวม (100)

1 ตอ 0.5 7.9±0.7 22.1±2.2 28.8±1.6 15.2±0.7 73.8±2.6

1 ตอ 1 7.8±0.8 21.9±3.5 27.3±3.6 14.8±1.2 72.6±5.1

1 ตอ 2 7.8±0.8 21.3±3.5 28.4±1.8 15.0±1.3 72.4±5.1
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

I. orientalis
1 ตอ 4 7.7±0.7 20.0±4.5 26.7±3.1 13.8±2.4 68.2±8.6

1 ตอ 0.5 7.6±0.9 22.0±2.4 27.3±4.0 14.9±1.0 71.8±5.8

1 ตอ1 7.7±0.9 21.8±3.0 27.0±3.3 14.4±1.7 70.8±7.0

1 ตอ2 7.7±1.1 20.9±4.9 27.0±4.8 14.2±1.9 69.7±10.9
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

P. anomala
1 ตอ 4 7.7±0.9 20.8±4.0 26.9±3.7 13.9±2.7 69.2±9.5

1 ตอ 0.5 7.6±0.9 22.7±2.1 28.3±1.6 14.7±1.5 73.3±3.5

1 ตอ 1 7.7±0.9 22.5±1.9 28.4±3.6 14.7±1.7 73.2±4.7

1 ตอ 2 7.7±1.0 22.7±1.9 27.4±3.7 14.5±1.9 72.2±6.6
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

Sm.

fibuligera 1 ตอ 4 7.7±0.9 22.4±2.1 27.3±3.9 14.4±2.2 71.7±6.8

รา1+รา2a, b NP101D8 1 ตอ 0 8.0±0.6 22.2±2.4 27.9±4.9 14.3±3.1 72.3±9.5
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ภาพท่ี ง1 ตัวอยางอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็น

เอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตและราจากสาโทท่ีผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีมี

การแปรผันยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ HaeIII, HinfI, HhaI

ตัวอยางท่ี 1 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  N5D8

ตัวอยางท่ี 2 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  NP101D8

ตัวอยางท่ี 3 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  TISTR5161

ตัวอยางท่ี 4 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  BMD8

ตัวอยางท่ี 5 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae 493 EDV

M คือ แถบดีเอ็นเอของรา

Y คือ แถบดีเอ็นเอของยีสต
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ภาพท่ี ง2 ตัวอยางอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของ

ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียจากสาโทจากสาโทท่ีผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีมีการ

แปรผันยีสต S. cerevisiae  5 สายพันธุ
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ภาคผนวก จ

ตารางท่ี จ1 ตัวอยางการวิเคราะหผลองคประกอบทางเคมีของตัวอยางสาโทท่ีผลิตจากยีสต
S. cerevisiae 5 สายพันธุ ดวย SPSS เวอรชั่น 17.0

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic df1 df2 Sig.

pH 7.194 5 12 .003

TTA .988 5 12 .464

RG 3.040 5 12 .053

Alcohol 2.122 5 12 .133

ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups .462 5 .092 34.438 .000

Within Groups .032 12 .003

pH

Total .494 17

Between Groups .145 5 .029 50.450 .000

Within Groups .007 12 .001

TTA

Total .152 17

Between Groups 83421.015 5 16684.203 4464.711 .000

Within Groups 44.843 12 3.737

RG

Total 83465.858 17

Between Groups 79.943 5 15.989 83.445 .000

Within Groups 2.299 12 .192

Alcohol

Total 82.242 17

หมายเหต;ุ pH คือ คากรด – เบส, TTA คือ ปริมาณกรดโดยรวม,

RG คือ ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ , Alcohol คือ % เอทานอล
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Multiple Comparisons

Tukey HSD

95% Confidence IntervalDependen

t Variable (I) Strain

(J)

Strain

Mean Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

2 -.04667 .04230 .871 -.1887 .0954

3 .15667* .04230 .028 .0146 .2987

4 .10667 .04230 .192 -.0354 .2487

5 .03000 .04230 .977 -.1121 .1721

1

6 .44000* .04230 .000 .2979 .5821

1 .04667 .04230 .871 -.0954 .1887

3 .20333* .04230 .004 .0613 .3454

4 .15333* .04230 .032 .0113 .2954

5 .07667 .04230 .493 -.0654 .2187

2

6 .48667* .04230 .000 .3446 .6287

1 -.15667* .04230 .028 -.2987 -.0146

2 -.20333* .04230 .004 -.3454 -.0613

4 -.05000 .04230 .837 -.1921 .0921

5 -.12667 .04230 .091 -.2687 .0154

3

6 .28333* .04230 .000 .1413 .4254

1 -.10667 .04230 .192 -.2487 .0354

2 -.15333* .04230 .032 -.2954 -.0113

3 .05000 .04230 .837 -.0921 .1921

5 -.07667 .04230 .493 -.2187 .0654

4

6 .33333* .04230 .000 .1913 .4754

1 -.03000 .04230 .977 -.1721 .1121

2 -.07667 .04230 .493 -.2187 .0654

3 .12667 .04230 .091 -.0154 .2687

4 .07667 .04230 .493 -.0654 .2187

5

6 .41000* .04230 .000 .2679 .5521

1 -.44000* .04230 .000 -.5821 -.2979

2 -.48667* .04230 .000 -.6287 -.3446

H

6

3 -.28333* .04230 .000 -.4254 -.1413
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4 -.33333* .04230 .000 -.4754 -.1913

5 -.41000* .04230 .000 -.5521 -.2679

2 .030000 .019596 .653 -.03582 .09582

3 -.150000* .019596 .000 -.21582 -.08418

4 -.114000* .019596 .001 -.17982 -.04818

5 -.006000 .019596 1.000 -.07182 .05982

1

6 -.216000* .019596 .000 -.28182 -.15018

1 -.030000 .019596 .653 -.09582 .03582

3 -.180000* .019596 .000 -.24582 -.11418

4 -.144000* .019596 .000 -.20982 -.07818

5 -.036000 .019596 .480 -.10182 .02982

2

6 -.246000* .019596 .000 -.31182 -.18018

1 .150000* .019596 .000 .08418 .21582

2 .180000* .019596 .000 .11418 .24582

4 .036000 .019596 .480 -.02982 .10182

5 .144000* .019596 .000 .07818 .20982

3

6 -.066000* .019596 .049 -.13182 -.00018

1 .114000* .019596 .001 .04818 .17982

2 .144000* .019596 .000 .07818 .20982

3 -.036000 .019596 .480 -.10182 .02982

5 .108000* .019596 .001 .04218 .17382

4

6 -.102000* .019596 .002 -.16782 -.03618

1 .006000 .019596 1.000 -.05982 .07182

2 .036000 .019596 .480 -.02982 .10182

3 -.144000* .019596 .000 -.20982 -.07818

4 -.108000* .019596 .001 -.17382 -.04218

5

6 -.210000* .019596 .000 -.27582 -.14418

1 .216000* .019596 .000 .15018 .28182

2 .246000* .019596 .000 .18018 .31182

3 .066000* .019596 .049 .00018 .13182

4 .102000* .019596 .002 .03618 .16782

TTA

6

5 .210000* .019596 .000 .14418 .27582
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2 -.27667 1.57838 1.000 -5.5783 5.0250

3 -181.37667* 1.57838 .000 -186.6783 -176.0750

4 -77.27000* 1.57838 .000 -82.5716 -71.9684

5 -2.69333 1.57838 .553 -7.9950 2.6083

1

6 -108.39667* 1.57838 .000 -113.6983 -103.0950

1 .27667 1.57838 1.000 -5.0250 5.5783

3 -181.10000* 1.57838 .000 -186.4016 -175.7984

4 -76.99333* 1.57838 .000 -82.2950 -71.6917

5 -2.41667 1.57838 .653 -7.7183 2.8850

2

6 -108.12000* 1.57838 .000 -113.4216 -102.8184

1 181.37667* 1.57838 .000 176.0750 186.6783

2 181.10000* 1.57838 .000 175.7984 186.4016

4 104.10667* 1.57838 .000 98.8050 109.4083

5 178.68333* 1.57838 .000 173.3817 183.9850

3

6 72.98000* 1.57838 .000 67.6784 78.2816

1 77.27000* 1.57838 .000 71.9684 82.5716

2 76.99333* 1.57838 .000 71.6917 82.2950

3 -104.10667* 1.57838 .000 -109.4083 -98.8050

5 74.57667* 1.57838 .000 69.2750 79.8783

4

6 -31.12667* 1.57838 .000 -36.4283 -25.8250

1 2.69333 1.57838 .553 -2.6083 7.9950

2 2.41667 1.57838 .653 -2.8850 7.7183

3 -178.68333* 1.57838 .000 -183.9850 -173.3817

4 -74.57667* 1.57838 .000 -79.8783 -69.2750

5

6 -105.70333* 1.57838 .000 -111.0050 -100.4017

1 108.39667* 1.57838 .000 103.0950 113.6983

2 108.12000* 1.57838 .000 102.8184 113.4216

3 -72.98000* 1.57838 .000 -78.2816 -67.6784

4 31.12667* 1.57838 .000 25.8250 36.4283

RG

6

5 105.70333* 1.57838 .000 100.4017 111.0050

2 .31000 .35740 .947 -.8905 1.5105

3 4.77667* .35740 .000 3.5762 5.9772

Alcohol 1

4 3.66667* .35740 .000 2.4662 4.8672
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5 1.21667* .35740 .046 .0162 2.4172

6 5.22333* .35740 .000 4.0228 6.4238

1 -.31000 .35740 .947 -1.5105 .8905

3 4.46667* .35740 .000 3.2662 5.6672

4 3.35667* .35740 .000 2.1562 4.5572

5 .90667 .35740 .188 -.2938 2.1072

2

6 4.91333* .35740 .000 3.7128 6.1138

1 -4.77667* .35740 .000 -5.9772 -3.5762

2 -4.46667* .35740 .000 -5.6672 -3.2662

4 -1.11000 .35740 .076 -2.3105 .0905

5 -3.56000* .35740 .000 -4.7605 -2.3595

3

6 .44667 .35740 .805 -.7538 1.6472

1 -3.66667* .35740 .000 -4.8672 -2.4662

2 -3.35667* .35740 .000 -4.5572 -2.1562

3 1.11000 .35740 .076 -.0905 2.3105

5 -2.45000* .35740 .000 -3.6505 -1.2495

4

6 1.55667* .35740 .009 .3562 2.7572

1 -1.21667* .35740 .046 -2.4172 -.0162

2 -.90667 .35740 .188 -2.1072 .2938

3 3.56000* .35740 .000 2.3595 4.7605

4 2.45000* .35740 .000 1.2495 3.6505

5

6 4.00667* .35740 .000 2.8062 5.2072

1 -5.22333* .35740 .000 -6.4238 -4.0228

2 -4.91333* .35740 .000 -6.1138 -3.7128

3 -.44667 .35740 .805 -1.6472 .7538

4 -1.55667* .35740 .009 -2.7572 -.3562

6

5 -4.00667* .35740 .000 -5.2072 -2.8062

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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ภาพท่ี จ1 ตัวอยางโครมาโทรแกรมของสารประกอบใหกลิ่นมาตรฐานท่ีวิเคราะหดวยเครื่องวัด

แกสโครมาโทกราฟพรอมเครื่องตรวจวัดชนิดเฟลมไอโอไนเซชั่น (GC - FID)

โดยเก็บตัวอยางใหกลิ่นบริเวณท่ีวางเหนือสาร (headspace)
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ภาพท่ี จ2 ตัวอยางโครมาโทรแกรมของสารประกอบใหกลิ่นของตัวอยางสาโทท่ีวิเคราะหดวย

เครื่องวัดแกสโครมาโทกราฟพรอมเครื่องตรวจวัดชนิดเฟลมไอโอไนเซชั่น (GC - FID)

โดยเก็บตัวอยางใหกลิ่นบริเวณท่ีวางเหนือสาร (headspace)
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ
นางสาวศศิกานต  บอผล เกิดเมื่อวันท่ี 5 เมษายน พ.ศ. 2528 ท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานคร

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย

มหิดล ในปการศึกษา 2549 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิตสาขาจุล

ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 ท่ีอยู
ปจจุบัน 5/1020 หม ูบานประชาชื่น ตําบลบางตลาด อําเภอปากเกร็ด จังหวัดนนทบุรี 11120

ผลงานตีพิมพ เผยแพร
สวนหน่ึงของงานวิจัยน้ีไดเขารวมเสนอผลงานการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ ดังน้ี

1. งานการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 28th International Specialised Symposium

on Yeast (ISSY28) ระหวางวันท่ี 15 - 18 กันยายน 2553 ณ โรงแรมมณเฑียร ริเวอรไซด
กรุงเทพมหานคร ในหัวขอ “ Selection of indigenous Saccharomyces cerevisiae

strains based on the major volatile compounds and sensory quality of Sato ”

(เสนอผลงานแบบโปสเตอร)
2. งานการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ TSB2010: Biotechnology for Healthy Living

ระหวางวันท่ี 20 – 22 ตุลาคม 2553 ณ จังหวัดตรัง ในหัวขอ “Influence of the selected

indigenous Saccharomyces cerevisiae strains on the production of volatile

compounds in Sato” (เสนอผลงานดวยวาจา)

3. งานประชุมวิชาการ โครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต สกว. สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

ครั้งท่ี 5 ระหวางวันท่ี 30 มีนาคม – 1 เมษายน 2554 ณ โรงแรมจอมเทียน ปาลม บีช

เมืองพัทยา จังหวัดชลบุรี ในหัวขอ “สปชีสของยีสตและบทบาทในการผลิตสารใหกลิ่นใน

สาโท” (เสนอผลงานดวยวาจา)
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