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สาโทเปนเคร่ืองดื่มแอลกอฮอลพ้ืนบานของไทย ท่ีเกิดจากการหมักขาวเหนียวดวยลูกแปงสุราซึ่งใช 
เปนกลาเชื้อจุลินทรียผสมอันไดแก รา ยีสต และแบคทีเรีย การผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรมมีปญหาดาน

คุณภาพท่ีไม สม่ําเสมอในแตละชุดการผลิต คุณภาพของกลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมจึงเปนปจจัยหน่ึงท่ีสําคัญเพ่ือ

แกปญหาดังกลาว จุดม ุงหมายของงานวิจัยคือศึกษาบทบาทของยีสตเพ่ือใช เปนกลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีมีตอการ

ผลิตสารใหกล่ินในสาโท ไดทําการผลิตสาโทโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ของราสองสายพันธุคือ Rhizopus microsporus

NN505 และ Mucor hiemalis NN609 ในทุกชุดการทดลองและแปรผันยีสตชนิด Saccharomyces sp. จํานวน

5 สายพันธุไดแก N5D8, BMD8, TISTR5161, NP101D8 และ 493 EDV (สายพันธุทางการคา) เก็บตัวอยางมา

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี, สารใหกล่ิน และการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว ายีสต S. cerevisiae

NP101D8 เปนสายพันธุท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการนําไปใช ผลิตสาโท เน่ืองจากมีความสามารถในการผลิตเอทา

นอลในปริมาณสูง อีกท้ังสามารถผลิตสารใหกล่ินท่ีดีในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอรหลายชนิดโดยเฉพาะ

อยางยิ่ง ฟนิลแอลกอฮอล และ 2 - ฟนิลเอทิลแอซีเทต เปนผลใหการทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกล่ินท่ีไดมี

คาสูง จากน้ันศึกษาบทบาทของยีสต non – Saccharomyces 3 สายพันธุ ไดแก Issatchenkia orientalis

TISTR5259, Pichia anomala NP101 และ Saccharomycopsis fibuligera NP101 ท่ีมีตอการผลิตสารให
กล่ิน โดยทําการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุคือ M. hiemalis  NN609  และ

R. microsporus NN505 ในทุกชุดการทดลองและแปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ แยกกันแตละชนิดในอัตราสวนระหว าง S. cerevisiae NP101D8

ตอ non – Saccharomyces ดังน้ี 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 ตามลําดับ เก็บตัวอยางมาวิเคราะห
องคประกอบทางเคมี สารใหกล่ิน และการทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว าท่ีอัตราสวน 1 ตอ 0.5 ไดรูปแบบ

ของสารประกอบใหกล่ินท่ีดีท้ังดานชนิดและปริมาณ และไดคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสสูง และการ

เติมยีสต non – Saccharomyces ในกลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมไดปริมาณเอสเทอรโดยรวมในสาโทและผลการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัสสูงกว าในชุดควบคุมท่ีมีการเติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิด

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

P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิต เอทิลแอซีเทต และไอโซบิวทานอล สวนยีสต
Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเด

คาโนเอท และ 2 - ฟนิลเอทิลแอซีเทต จากองคความรูท่ีไดสามารถนําไปพัฒนาตอยอดสูการพัฒนาเพ่ือยก
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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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บางมา ตัวอยางลูกแป งสุรา และสายพันธุยีสตทางการคา (493 EDV) และขอขอบพระคุณคุณลาวัลย
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PCA และกราบขอบพระคุณอาจารย ประดิษฐ  ครุวัณณา อาจารยวัลลภ อิมะไชย และคณะผ ูเชี่ยวชาญ

ดานการชิมไวน และสาโทระดับประเทศทุกท าน ที่กรุณาให ความร ู คําแนะนําตางๆเกี่ยวกับการทดสอบ
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นางสาววันกุศล ชนะสิทธิ์ สําหรับการแบ งป นรอยยิ้ม กําลังใจ ความห วงใย และความช วยเหลือที่มีให 
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สุดท ายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา พี่สาว และครอบครัว ที่ให การสนับสนุน ให ความ

ช วยเหลือ คําปลอบโยนเวลาท อแท และเหนื่อยล า รวมทั้งให กําลังใจและสนับสนุนในทุกๆ ดานแกผ ูวิจัย

เสมอมาจนสําเร็จการศึกษา
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บทนํา

สาโทเปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลพื้นบานของไทยท่ีมีกรรมวิธีและขั้นตอนในการผลิตโดย

ภูมิปญญาทองถ่ินของไทยท่ีมีการอนุรักษและถายทอดสืบตอจากรุนสูรุน ในขบวนการผลิตสาโท

จะใชขาวเปนวัตถุดิบหลักโดยจะหมักรวมกับกลาเชื้อจุลินทรียท่ีเรียกวาลูกแปงสุรา ซึ่งประกอบ

ดวยจุลินทรียชนิดตางๆ ไดแก รา ยีสต และแบคทีเรีย ท้ังชนิดท่ีจําเปนและไม จําเปนตอการหมัก

ในระหวางกระบวนการหมักราทําหนาท่ีหลักในการเปลี่ยนขาวซึ่งเปนวัตถุดิบใหเปนนํ้าตาลและ

ยีสตทําหนาท่ีเปลี่ยนนํ้าตาลเปนแอลกอฮอล (กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล, 2547, นุชรี ออนพรอม,

2547 และ อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) นอกจากน้ียีสตยังมีบทบาทสําคัญในการสราง

สารประกอบใหกลิ่นเฉพาะตัวในสาโทอีกดวย (นริสา ตรีเนตร, 2550 และ อําภา หลวงคลายโพธิ์,

2552)

ในอดีตการผลิตสาโทถือเปนเรื่องผิดกฎหมายแตในป พ.ศ. 2543 รัฐบาลไทยเปดเสรีการ

ผลิตและจําหนายสาโทมากขึ้น โดยผลักดันการผลิตสาโทเปนผลิตภัณฑในห น่ึงตําบลหน่ึง

ผลิตภัณฑหรือเปนอุตสาหกรรมขนาดกลางและเล็กแตยังไม ประสบผลสําเร็จเทาท่ีควร

ผูประกอบการหลายรายประสบกับปญหาหลายประการโดยเฉพาะเรื่องคุณภาพท่ีไม คงท่ีในแตละ

ชุดการผลิตและรสชาติของสาโทไม ดี อาทิ มีรสเปรี้ยวของนํ้าสมสายชู ซึ่งปญหาดังกลาวสงผล

กระทบโดยตรงตอผูประกอบการผลิตสาโทท้ังเชิงเศรษฐศาสตรและผลกระทบเชิงสังคม เชน
ปญหาการตัดราคา ปญหาการสงคืนสินคา  ขาดความไววางใจจากผูบริโภค เปนตน ในการผลิต

เครื่องด่ืมแอลกอฮอล กลิ่นรสถือเปนปจจัยหน่ึงในการบงชี้ถึงคุณภาพของเครื่องด่ืมแอลกอฮอล
ชนิดน้ันๆ สําหรับการผลิตสาโทก็เชนกัน ปจจัยท่ีสงผลตอกลิ่นรสของสาโท ไดแก คุณภาพของนํ้า

สายพันธุขาว เครื่องเทศหรือสมุนไพร ซึ่งปจจัยผันแปรสําคัญประการหน่ึงตอคุณภาพกลิ่นรสของ

สาโทก็คือ คุณภาพของลูกแปงสุรา (กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล, 2547 และนุชรี ออนพรอม, 2547,

อภิชญา เตชะวสัญู, 2550, นริสา ตรีเนตร, 2550 และ อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

จุลินทรียท่ีอยูในลูกแปงสุรามีความสัมพันธกับประสิทธิภาพการหมักและคุณภาพของ

สาโท ท้ังในดานรสชาติ สี รวมไปถึงกลิ่นเฉพาะอีกดวย ดังน้ันในกระบวนการผลิตสาโทท่ีไม 
สามารถควบคุมลูกแปงสุราใหมีคุณภาพทางกายภาพ เคมีและชีวภาพใหคงท่ีได ตลอดจนการ

จัดเก็บรักษาลูกแปงสุราท่ีไม เหมาะสม จะเปนการเพิ่มอัตราเสี่ยงตอการปนเปอนและการสูญหาย

ของจุลินทรียชนิดท่ีจําเปนตอการผลิตสาโท จุลินทรียท่ีอยูในลูกแปงจึงเปนปจจัยท่ีสําคัญย่ิงตอ
คุณภาพของสาโท ทําใหไม สามารถควบคุมคุณภาพตลอดจนประสิทธิภาพของการหมักหรือขยาย

กําลังการผลิตใหเพิ่มขึ้นจากเดิมได จุลินทรียหลักท่ีมีบทบาทเก่ียวของกับคุณภาพกลิ่นและ

รสของสาโทคือราและยีสต ในสวนของแบคทีเรียยังมีรายงานวิจัยถึงบทบาทของแบคทีเรียนอย
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อยางไรก็ตามมีรายงานพบวาแบคทีเรียกรด แลคติกมีบทบาทในการผลิตสารใหกลิ่นเฉพาะดวย

(เจริญ เจริญชัย, 2545 และนริสา ตรีเนตร, 2550)

จากงานวิจัยท่ีผานมาพบวา ยีสตเปนจุลินทรียท่ีมีบทบาทหลักในการผลิตสารใหกลิ่นใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลหลายชนิด เชน ไวนอง ุน (Rojas และคณะ, 2003, Romano และคณะ,

2003, Mateos และคณะ, 2006, Swiegers และคณะ, 2009) สปารกลิงไวน (Sparkling wine)

(Torrens และคณะ, 2008) ไวนผลไม  (Estévez และคณะ, 2004) เปนตน ดังน้ันจึงนํามาสู
จุดม ุงหมายของงานวิจัยน้ีโดยตองการศึกษาบทบาทของยีสตแตละสปชีสท่ีแยกไดจากลูกแปงสุรา

ท่ีเมื่อนํามาผลิตสาโทแลวพบวาสาโทท่ีไดมีคุณภาพดานกลิ่น รสดี โดยการทดสอบทางประสาท

สัมผัสและวิเคราะหรูปแบบสารใหกลิ่น ซึ่งผลจากงานวิจัยน้ีนอกจากจะไดองคความรูพื้นฐานของ

กลิ่น รสในสาโทท่ีผลิตโดยยีสตแตละสปชีสแลว ยังสามารถนําไปตอยอดงานวิจัยตอไป เพื่อการ

ปรับปรุงคุณภาพดานกลิ่นรสของสาโทใหดีย่ิงขึ้น รวมถึงการพัฒนาคุณภาพดานกลิ่นรสของสาโท

ใหม ีความหลากหลายเพื่อตอบสนองความตองการของผูบริโภคมากขึ้นอีกดวย

วัตถุประสงคของการวิจัย

งานวิจัยน้ีม ุงหมายศึกษาความสามารถในการผลิตสารใหกลิ่นในสาโทโดยยีสตแตละสปชีส
ผลของงานวิจัยน้ีจะเปนองคความรู เพื่อนําไปพัฒนาคุณภาพดานกลิ่นของสาโทตอไป

ประโยชนท่ีคาดว าจะไดรับ

สามารถถายทอดเทคโนโลยีและองคความรูดานบทบาทของยีสตแตละสปชีสตอการสราง

สารใหกลิ่นในสาโท เพื่อนําไปพัฒนาปรับปรุงใหสาโทมีคุณภาพดานกลิ่นรสท่ีหลากหลายสามารถ

ตอบสนองตอความตองการของผูบริโภคไดดีย่ิงขึ้น ตลอดจนสามารถผลิตสาโทใหมีคุณภาพคงท่ี

ในแตละชุดการผลิต เพื่อนําไปใชในการพัฒนาคุณภาพของสาโทเพื่อการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมตอไป



3

บทท่ี 2

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

ในภูมิภาคตางๆ ของโลกท้ังในแถบซีกโลกตะวันออกและตะวันตกมีผลิตภัณฑเครื่องด่ืม

มาก มายหลายชนิดท่ีไดจากกระบวนการหมักจากธัญพืช ผลิตภัณฑท่ีสําคัญและเปนท่ีนิยมอยาง

มากคือ เครื่องด่ืมแอลกอฮอล ซึ่งจะแตกตางกันตามชนิดของวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตเชน
ธัญญาหาร ผลไม  เปนตน เครื่องด่ืมแอลกอฮอลท่ีไดรับความนิยมในวงกวางคือ ไวน

การทําไวนนับเปนศิลปะแขนงหน่ึงท่ีมีชื่อทางภาษาอังกฤษวา Enology หรอื Oenology

แปลวา ความรูในการผลิตไวน ซึ่งเปนการรวบรวมเอาหลักการทางวิทยาศาสตร 3 สาขามารวมกัน

คือ สาขาชีวเคมี เพื่อการศึกษาการเปลี่ยนนํ้าตาลเปนแอลกอฮอล และกระบวนการเปลี่ยนแปลง

สารประกอบอินทรียเปนกลิ่นและรสของไวน สาขาจุลชีววิทยา เพื่อศึกษาถึงยีสต และภาวะท่ีจะให
ยีสตเปลี่ยนนํ้าตาลใหไดปริมาณแอลกอฮอลท่ีตองการ และสาขาพฤกษศาสตร เพื่อศึกษาชนิด

และวิธีการเพาะปลูกพันธุพ ืช เชน อง ุน พืชและผลไม  เพื่อใชเปนวัตถุดิบในการผลิตไวน
ไวน (Wine) เปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลประเภทสุราแช   ไวนท่ีผลิตในเชิงพาณิชยสวนใหญ

ผลิตจากผลอง ุนแตไวนท่ีผลิตเพื่อบริโภคในระดับครัวเรือนบางครั้งอาจใชผลไม ชนิดอ่ืนตามฤดูกาล

มาผลิตไวนได ซึ่งจะใหกลิ่น และรสชาติท่ีแตกตางกัน ไวนท่ีผลิตจากผลไม ชนิดอ่ืนจะเรียกชื่อผลไม 
ชนิดน้ันตามหลังคําวาไวน เชน ไวนสับปะรด ไวนกระเจี๊ยบ และไวนขาว เปนตน

การทําไวนขาวจะแยกออกจากการทําไวนผลไม อยางชัดเจน เน่ืองจากกรรมวิธีการผลิต

และหลักการจะแตกตางจากการทําไวนผลไม คอนขางมาก กระบวนการผลิตไวนขาวของแตละ
ประเทศจะมีความแตกตางกันท้ังวัตถุดิบ อุณหภูมิ และระยะเวลา แตโดยรวมแลวเปนการหมัก

แบบธรรมชาติโดยใชธ ัญพืชเปนวัตถุดิบ การทําไวนจากขาวมีการผลิตกันมาต้ังแตด้ังเดิมและเปนท่ี

รูจักกันอยางแพรหลายในหลายพื้นท่ี เชน สาเก (Sake) ในประเทศญี่ปุน ทาไปและคูลาโป (Tapuy

and Kulapo) ในประเทศฟ ลิปนส ฮวางจุยและชูจุย (Huangjiu and Choujiu) ในประเทศจีน

(Aidoo และคณะ, 2006) สําหรับประเทศไทยมีการผลิตไวนขาวท่ีทํามาจากการหมักขาวเหนียว

กับหัวเชื้อท่ีเรียกวาลูกแปงท่ีในโองหรือภาชนะดินเผามาชานาน ซึ่งแตละทองถ่ินจะมีขั้นตอนการ

ผลิต สวนผสมและชื่อเรียกตางกันไปตามแตละทองท่ี เชน สาโท (เหลาโท) อุ และนํ้าขาว เปนตน

Yoshikawa (1985) ไดแบงไวนขาวตามลักษณะความใส ออกเปน 2 กลุม ดังน้ี

1. Alcoholic beverage เปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลท่ีมีลักษณะใส ไดแก สาเก (Sake) และ

เชาชิงจุย (Shao – Shin - Chu) เปนตน
2. Miscellaneous alcohol drinks เปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลท่ีมีลักษณะขุน อันเน่ืองมาจาก
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จุลินทรียและของแข็งท่ีเหลือตกคางอยู ไดแก ทาไป (Tapuy) ทาเป (Tapay) และสาโท

(Sato)

สาโท หรือไวนขาว จัดเปนสุราแชตามความหมายในพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ.2492

มาตรา 4 ซึ่งใหคํานิยามวา “สุราแช” หมายถึงสุราท่ีไม ไดกลั่นและใหความหมายรวมถึงสุราแชท่ีได
ผสมกับสุรากลั่นแลว แตยังมีความแรงของแอลกอฮอลไม เกิน 15 ดีกรีดวย (มาตรฐานผลิตภัณฑ
ชุมชน สาโท, 2546) ลักษณะสาโทคือ มีนํ้าขาวขุน รสชาติหวาน และมีกลิ่นเฉพาะตัว

ในทวีปเอเชียนิยมผลิตไวนจากขาวมาต้ังแตอดีตจนถึงปจจุบัน โดยแตละแหลงผลิตจะมี

วิธีการผลิตกอนแปงหัวเชื้อ (Aidoo และคณะ, 2006) ท่ีตางกันท้ังวัตถุดิบ สวนผสม และ

เชื้อจุลินทรีย ไวนขาวในแตละพื้นท่ีมีชื่อเรียกท่ีแตกตางกันเชน ญี่ปุนเรียกวาโคจิ (koji) จีนเรียกวาชู

(chou) เกาหลีเรียกวา นุรุก (nuruk) อินโดนีเซียเรียกวารากิ (ragi) (Haruta และคณะ, 2006) และ

ไทย เรียกวา ลูกแปงสุรา (Loogpang)

ลูกแปงสุราในแตละหม ูบานมีสูตรเฉพาะเปนของตนเอง และสวนใหญถูกปกปดเปน
ความลับ ไม เผยแพรแกผูอ่ืน โดยภูมิปญญาทองถ่ินยังเชื่อมโยงกับสภาวะแวดลอม หรือความ

หลากหลายทางชีวภาพ เชน สมุนไพร ท่ีนําไปทําเปนหัวเชื้อ เปนตน สูตรการทําลูกแปงสุราของแต
ละแหลงมีความแตกตางกันไปตามวัตถุประสงคและสรรพคุณของสมุนไพร แตโดยรวมจะ

คลายคลึงกัน ซึ่งประกอบดวยสมุนไพรหลากหลายชนิด ไดแก กระเทียม ขา ดีปลี พริกแดง

ปดปลิวแดง เปนตน นํามาบดรวมกัน ผสมกับแปงขาวเหนียว และลูกแปงสุราเกาท่ีมียีสตและราซึ่ง

ถือวาลูกแปงเปนหัวใจของการหมักท่ีทําใหเกิดความหลากหลายของกลิ่นรสท่ีเปนเอกลักษณ
เฉพาะในแตละทองถ่ิน

ลูกแปงสุราจัดเปนกลาเชื้อจุลินทรียผสมท่ีอยูในรูปของกอนแปงท่ีมีความชื้นตํ่า สามารถ

เก็บรักษาไดนาน ซึ่งผานการถายทอดวิธีการทําจากรุนสูรุนตามกรรมวิธีพื้นบานสมัยกอน ลูกแปง
เปนแหลงของจุลินทรียหลายชนิด ท้ังชนิดท่ีจําเปนซึ่งมีประโยชนตอการหมักและชนิดท่ีไม จําเปน
ดังน้ันคุณภาพของสาโทจึงขึ้นกับคุณภาพของลูกแปงเปนสําคัญ นอกจากน้ียังมีปจจัยอ่ืนๆ ท่ีสงผล

ตอกลิ่นรสของสาโทดวย

ปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอกล่ินและรสชาติของสาโท ไดแก
1. ลูกแปง กลาวคือในลูกแปงประกอบไปดวยจุลินทรียท้ังท่ีจําเปนและไม จําเปนตอการหมัก

ลูกแปงท่ีผลิตจากแหลงผลิตท่ีตางกันจะมีชนิดของจุลินทรียท่ีตางกัน ดังน้ันการคัดเลือกลูกแปง
จากแหลงตางๆ ท่ีใหกลิ่นและรสชาติท่ีดีในสาโทก็เปนอีกปจจัยหน่ึงท่ีสําคัญ

2. สายพันธุของขาวท่ีใชในการหมัก ขาวแตละสายพันธุจะมีคุณสมบัติตางกัน เชน ความเหนียว
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ของ ขาว กลิ่นหอมของขาว รวมถึงรสชาติของขาวดวย ดังน้ันปจจัยเหลาน้ีจะสงผลใหเกิดกลิ่น

และรสชาติในสาโทแตกตางกัน

3. ระยะเวลาในการหมัก

4. การเก็บรักษาหลังการหมัก หากเก็บในภาชนะท่ีไม ดีหรือเก็บในภาวะท่ีไม เหมาะสม ก็มีผลทําให
กลิ่นและรสชาติของสาโทเปลี่ยนไป

5. คุณภาพของนํ้า

2.1 วัตถุดิบท่ีใช ในการผลิตสาโท

วัตถุดิบท่ีใชในการผลิตสาโทก็เปนปจจัยท่ีสําคัญตอคุณภาพของสาโท แตยังไม คอยมี

รายงานวิจัยเก่ียวกับวัตถุดิบตางๆท่ีมีผลตอคุณภาพตางๆของสาโท

2.1.1 ข าว

เปนวัตถุดิบหลักในการผลิตสาโท มีชื่อทางพฤกษศาสตร คือ Oryza sativa โดยขาวท่ีปลูก

ในประเทศไทยจัดอยูใน Indica type มี 2 ชนิด คือ ขาวเจา (Rice, Ordinary rice) และขาวเหนียว

(Glutinous rice, Sticky rice) มีลักษณะเมล็ดเรียวยาว มีความสมบูรณทางโภชนาการสูง

ประกอบดวย

 คารโบไฮเดรต (Carbohydrate) อยูระหวางรอยละ 70 – 80 ซึ่งเปนแปงเกือบท้ังหมด

 โปรตีน (Protein) เฉลี่ยรอยละ 11

 ไขมัน (Lipid) ท่ีมีอยูรอยละ 0 – 2 ในสวนของจมูกขาว

นอกจากน้ันยังมีสารท่ีทําหนาท่ีแอนติออกซิแดนท (Antioxidant) ตามธรรมชาติ มี

ประสิทธิภาพ ชวยลดปริมาณคลอเรสเตอรอลในเลือดและมีปริมาณเสนใยอาหารเปนท้ังแหลง
เกลือแรและกลุมวิตามินท่ีสําคัญหลายชนิด ซึ่งในขาวแตละชนิด เชน ขาวเหนียว และขาวเจาจะมี

องคประกอบท่ีแตกตางกัน องคประกอบสําคัญท่ีพบในเมล็ดขาว คือ แปง (Starch) และสวนท่ี

ไม ใชแปง (non - starch constituents) ซึ่งไดแก โปรตีน ไขมัน เสนใย วิตามินและแรธาตุตางๆ

แปง (Starch) เปนองคประกอบท่ีพบมากท่ีสุด ซึ่งอยูในรูปของเม็ดแปง (Starch granule) ซึ่งมี

ความสําคัญในการเปลี่ยนไปเปนนํ้าตาลและแอลกอฮอล เมื่อมีการหมักเกิดขึ้น แปงมีสูตรท่ัวไปคือ

(C6H10O5)n มีคา n ไม นอยกวา 1,000 แปงสวนใหญเปนสาร Heterogeneous ซึ่งเปนโพลีเมอร
ของกลูโคส ประกอบดวย 2 สวน คือ อะไมโลส (Amylose) และ อะไมโลเพคติน (Amylopectin)

เปนองคประกอบหลัก ซึ่งมีโครงสรางทางเคมีท่ีตางกัน ดังน้ี

- อะไมโลส เปนสายตรง ประกอบดวย 70 - 2,100 หนวยของนํ้าตาลกลูโคส ตอกันดวย

พันธะ 1 ,4 glycosidic linkage ในแปงท่ัวไปพบพันธะชนิดน้ีไดถึงเกือบ 100%
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- อะไมโลเพกทิน เปนพอลิเมอรท่ีมีการแตกแขนง สวนท่ีเปนแขนงตอกันดวยพันธะ 1, 6

glycosidic linkage แตสวนกลูโคสหนวยอ่ืนๆ ตอดวยพันธะ 1, 4 glycosidic linkage

 ปริมาณอะไมโลสในขาวเหนียวขึ้นอยูกับพันธุขาวเชน ขาวเหนียวดํามีปริมาณอะไมโลส

รอยละ 5.7 ขาวเหนียวสันปาตองม ีรอยละ 2.8 เปนตน ซึ่งปริมาณอะไมโลสท่ีมากนอยตางกันจะ มี

ผลตอคุณสมบัติของขาวเมื่อน่ึงสุกแลวกลาวคือ ขาวท่ีมีปริมาณอะไมโลสสูงจะมีความเหนียวและ

มีความชื้นนอยกวาขาวท่ีมีปริมาณอะไมโลสตํ่า นอกจากน้ียังมีผลตอการแทงเสนใยของเชื้อราเขา
สูภายในเมล็ดขาวอีกดวย (สุภมาศ ไขคํา, 2544)

การทําสาโทนิยมใชขาวเหนียวขาวหรือขาวเหนียวดําเปนวัตถุดิบมากกวาขาวเจา
เน่ืองจากขาวเหนียวมีองคประกอบเปนไขมันอยูนอยกวาขาวเจาซึ่งเปนเหตุผลท่ีทําใหเมื่อนําขาว

เหนียวมาผลิตสาโททําใหไดสาโทท่ีมีกลิ่นและรสชาติท่ีดีกวาการใชขาวเจาเปนวัตถุดิบ เน่ืองจาก

องคประกอบท่ีเปนไขมันจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (Oxidation) ในระหวางการหมักทําใหสาโทท่ี

ไดม ีกลิ่นเหม็นหืน นอกจากน้ีจุลินทรียในลูกแปงสุราสามารถยอยแปงขาวเหนียวไดดีกวาแปงขาว

เจา (มนตรี เชาวนสังเกต, 2521) สวนการขัดสีขาวก็อาจมีผลตอคุณภาพและการหมักสาโท หาก

ใชขาวท่ียังมีรําขาวเหลืออยูบางอาจชวยใหม ีการหมักดีขึ้น เน่ืองจากมีสารอาหารใหจุลินทรีย
มากกวาขาวขัดขาว

กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล และ นุชรี ออนพรอม (2547) ศึกษากลิ่นและรสท่ีดีของสาโทท่ีผลิต

จากขาวเหนียวดําและขาวหอมนิลเปรียบเทียบกับท่ีผลิตจากขาวเหนียวขาว ซึ่งเปนขาวเหนียวท่ีใช
กันท่ัวไปสําหรับการผลิตสาโท จากการวิเคราะหนํ้าหมักสาโทดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ 
แมสสเปกโทรเมตรี พบวารูปแบบของสารใหกลิ่นรสในสาโทท้ังสามชุดการทดลองใหผลแตกตาง

กัน โดยพบสารระเหยบางชนิดซึ่งสวนใหญใหกลิ่นท่ีดี  พบในสาโทท่ีผลิตจากขาวเหนียวดําและ

ขาวหอมนิลแตไม พบในสาโทท่ีผลิตจากขาวเหนียวขาว  สารระเหยเหลาน้ีไดแก เอทิลโพรพิโอเนต,

เอทิลบิวทิเรต และ โทลูอีน ซึ่งใหกลิ่นคลายผลไม  และการทดสอบทางประสาทสัมผัสพบวากลิ่นรส

ของสาโทท่ีหมักจากการใชขาวเหนียวดําเปนวัตถุดิบ เปนท่ียอมรับจากผูทดสอบมากกวาสาโทท่ี

ผลิตจากขาวเหนียวขาว คณะผูวิจัยจึงรายงานวากลิ่นรสท่ีดีน้ีนอกจากจะเกิดจากสายพันธุขาวท่ีใช
แลวนาจะเกิดจากกระบวนการท่ีจุลินทรียในลูกแปงสุราเปลี่ยนแปงท่ีเปนองคประกอบในขาวแตละ

สายพันธุใหไดสารใหกลิ่นท่ีแตกตางกัน

พรพิมล คงสุวรรณ (2548) ศึกษาผลของพันธุและระดับการขัดสีขาวตอการเปลี่ยนแปลง

องคประกอบทางเคมีระหวางการหมักไวนขาว โดยใชพันธุขาว 3 สายพันธุในการผลิตไวนขาว

ไดแก ขาวพันธุลอย กข6 และ ขาวดอกมะลิ 105 ท่ีมีระดับการขัดสี 3 ระดับ ไดแก ระดับการขัดสีท่ี

0 หรือไม ผานการขัดสี (อัตราการขัดสี 100%) ระดับการขัดสีท่ี 1 (อัตราการขัดสีระหวาง 86 -
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84%) และ ระดับการขัดสีท่ี 2 (อัตราการขัดสีระหวาง 82 - 80%) และจุลินทรียท่ีใชไดแก
Amylomyces rouxii TISTR 3128 และ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5049 จากน้ัน

วิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของไวนขาวในระหวางการหมัก ไดแก ปริมาณของแข็งท่ี

ละลายได (total soluble solid) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (Reducing sugar) ความเปนกรด - เบส

(pH) ปริมาณกรด (Total acidity) ปริมาณแอลกอฮอล สารประกอบเอสเทอร และฟูเซลออยล
และประเมินคุณภาพของไวนขาวโดยทดสอบความชอบทางดานกลิ่นและการยอมรับ ผลการ

ทดลองพบวา ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ และคาของของแข็งท่ีการละลายไดจะลดลงตามระยะเวลาใน

การหมัก และปริมาณแอลกอฮอลสูงขึ้นตามระยะเวลาในการหมัก สวนปริมาณเอสเทอรและฟู

เซลออยล พบวา ไม ม ีความสัมพันธกับระดับการขัดสีขาว สวนการทดสอบทางประสาทสัมผัสดาน

กลิ่นและการยอมรับของผูบริโภคพบวา ไวนขาวท่ีหมักจากขาวพันธุ กข6 ท่ีระดับการขัดสีท่ี 1 และ

2 ไดรับคะแนนความชอบสูงท่ีสุดท้ังในดานกลิ่นและการยอมรับ

2.1.2 นํ้า

นํ้าเปนวัตถุดิบท่ีสําคัญอยางมากในการผลิตสาโท เน่ืองจากเปนองคประกอบท่ีมีอยูใน

สาโทไม ตํ่ากวา 80% คุณภาพของนํ้ามีผลตอคุณภาพของสาโทเปนอยางมาก การผลิตจะตอง

คํานึงถึงคุณภาพของนํ้าเปนพิเศษ นํ้าท่ีเหมาะสมควรเปนนํ้าท่ีมีคุณภาพใกลเคียงกับมาตรฐานนํ้า

ด่ืม คือ ใส ไม มีสี ไม มีกลิ่น และไม มีรสชาติ สะอาด ไม มีเชื้อจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรค โดยเฉพาะ

อยางย่ิง ควรเปนนํ้าออน ไม มีสนิมเหล็ก ไม มีคลอรีน เพราะคลอรีนจะไประงับการเจริญของยีสต
ทําใหปฏิกิริยาการหมักเกิดขึ้นชา และจะทําใหสาโทมีกลิ่นท่ีผิดปกติไป (กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล,

2547)

2.1.3 ลูกแปงสุรา

ลูกแป ง (มผช.๓/๒๕๔๖) ตามพระราชบัญญัติ พ.ศ.2493 มาตรา 4 จัดเป นกลาเชื้อสุรา

อยางหน่ึงตามนิยาม ดังน้ี “ลูกแป ง” หมายถึง เชื้อสุรา แปงเชื้อสุรา แปงข าวหมัก หรือเชื้อใดๆ เมื่อ

หมักกับวัตถุหรือของเหลวอ่ืนๆ แล วสามารถทําให เกิดแอลกอฮอล ท่ีใช ทําสุราได  ลูกแป งอาจผสม

สมุนไพรหรือเครื่องเทศด วยหรือไม ก็ได  ลูกแปงมีหลายชนิดผลิตขึ้นตามวัตถุประสงคท่ีจะนําไปใช
เชน ลูกแปงนํ้าสมสายชู ลูกแปงขาวหมาก  ลูกแปงสุรา เปนตน (มนตรี เชาวสังเกต, 2521)

ลักษณะท่ัวๆไปของลูกแปงสุราท่ีดีคือ จะมีลักษณะโปรงเบา สีขาวนวล (Grey - white) ไม 
มีรอยแตกราว กอนแปงเปนรูพรุน ซึ่งเกิดจากการฟูของแปงขณะบม เมื่อขย้ีจะยุยเปนผงละเอียด

ไม มีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว ลูกแปงสุราท่ีผลิตจากแตละแหลงจะมีประสิทธิภาพการหมักตางกัน (นภา

โลหทอง, 2535)
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องคประกอบสําคัญของลูกแปงสุรา ก็

คือปลายขาว ซึ่งใชไดท้ังขาวเหนียวและขาวเจา
นํามาผสมกับเครื่องเทศหรือสมุนไพรตางๆ

คุณภาพของลูกแปงสุราขึ้นอยูกับคุณภาพของ

ขาวและเครื่องเทศ 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 นอีกดวย เช น essential oil และสารระเหย อาทิ กานพลู

มีสารยับย้ังแบคทีเรียแลคติคและราหลายชนิดท่ีไม ต องการ (บัญญัติ สุขศรีงาม, 2527) ได 
รายงานปริมาณการใชและผลการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย ในเครื่องเทศสมุนไพรไทยไว หลาย

ชนิด เช น กานพลู ปริมาณท่ีสามารถยับย้ังแบคทีเรียแลคติคและราหลายชนิดให ได ผลน้ันจะตอง

ใช ถึงร อยละ 30 เปนตนซึ่งในความเป นจริงผู ผลิตลูกแป งจะไม ใช เครื่องเทศสมุนไพรอยางใดอย าง

หน่ึงเพียงชนิดเดียวในปริมาณมากๆ แต จะใช หลายๆ ชนิดผสมกันเพื่อเสริมฤทธิ์ซึ่งกันและกัน

(Synergistic  effect) ดังน้ันการเก็บลูกแป งไว นานๆ อาจทําให สารเหล าน้ีสูญเสียคุณสมบัติไป ใน

การผลิตลูกแปงเมื่อผสมข าวกับเครื่องเทศแล วปนเปนกอน ผูผลิตมักนิยมตอหัวเชื้อโดยโรยด วยผง

ลูกแปงเก าแลวนําไปบ มในบรรยากาศท่ีควบคุมระดับความชื้นสัมพัทธ และอุณหภูมิ เป นเวลา 2

วัน จะสังเกตุเห็นการเจริญของเส นใยราสีขาวปกคลุมท่ัวลูกแปง (ดังภาพท่ี 2.1) จากน้ันลดระดับ

ความชื้นสัมพัทธ โดยผูผลิตจะเป ดผ าท่ีคลุมออกและตากลมต ออีก 1 - 2 วัน จากน้ันนําออกตาก

แดด 1 - 2 วัน จนลูกแปงแห งและมีน้ําหนักเบา วัดคาความชื้นสุดทายไดนอยกว าร อยละ 20 หรือ

มีคา aw ไม เกิน 0.85 (ยุพกนิษฐ  พ วงวีระกุล, 2545)

การผลิตลูกแปงสุรามักทํากันเปนอุตสาหกรรมในครัวเรือน โดยมีกรรมวิธีท่ีคลายคลึงกัน

และคลายคลึงกับการผลิตลูกแปงสุราของชนชาติอ่ืน ตางกันแตเพียงองคประกอบของวัตถุดิบ

ขนาด รูปราง ตลอดจนชนิดและสายพันธุจุลินทรียเทาน้ัน (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) ซึ่งในแตละ

ทองถ่ินจะมีชื่อเรียกท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตารางท่ี 2.1

ภาพท่ี 2.1 ลูกแปงท่ีมีเสนใยของราปกคลุมอยูดานบน
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ตารางท่ี 2.1 หัวเชื้อชนิดตางๆ และชื่อไวนขาวของแตละประเทศ

ประเทศ ชื่อหัวเชื้อ สวนผสมหลัก รูปราง เชื้อ ชื่อไวนขาว

จีน Chu Wheat, barley,

millet,

rice (whole grain,

grits or flour)

กอน หรือ

กอนเคก
Rhizopus

Amylomyces

Shao-Shin

- Chu

Nuruk Wheat, rice, barley

(whole grain, grits

or flour)

กอนเคกขนาด

ใหญ
Aspergillus

Rhizopus

Yeasts

เกาหลี

Meju Soybean (whole

seed)

กอนขนาด

ใหญ
Aspergillus

Bacillus

Makkari

ญ่ีปุน Koji Wheat, rice (whole

grain, grits or flour)

กอนเล็ก - ผง Aspergillus Sake,

Amazake

มาเลเซีย Ragi Rice (flour) กอนเคกขนาด

เล็ก

Amylonyces

Endomycopsis

Tapay

ฟล ิปปนส  Bubod Rice, glutinous rice

(flour)

กอนเคกขนาด

เล็ก

Mucor

Rhizopus

Saccharomyces

Tapuy

ไทย Loogpang Rice bran กอนเล็ก - ผง Amylonyces

Aspergillus

กระแช, นํ้า

ขาว, สาโท,

อุ

อินเดีย Marchaa Rice กอนเคกชนิด

แบน

Hansenula

anomala

Mucor fragilis

Rhizopus

arrhizus

Shonti,

Murcha

ท่ีมา : Aidoo, K. E. และคณะ, 2006
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ขั้นตอนการผลิตลูกแปงแบบภูมิปญญาทองถ่ิน แสดงดังภาพท่ี 2.2 แสดงใหเห็นวาทุกขั้นตอนใน

การผลิตมีโอกาสเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียท่ีไม จําเปนตอการหมัก ต้ังแตตัวแปง สมุนไพร ลูก

แปงเกา การนวด การปน การตาก การบม ไม มีการควบคุม ตลอดจนการเก็บซึ่งสวนใหญจะหอ

ภาพท่ี 2.2 แผนภูมิการผลิตลูกแปงแบบภูมิปญญาทองถ่ิน

ท่ีมา: สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547
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ดวยกระดาษหนังสือพิมพ  (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547) และ

ปจจุบันยังไม มีสูตรและกระบวนการผลิตลูกแปงท่ีแนนอนซึ่งเปนปจจัยหน่ึงท่ีมีผลตอคุณภาพของ

สาโทท่ีไดไม คงท่ี เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการผลิตสาเกซึ่งเปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลประจํา

ชาติของญี่ปุน ในกระบวนการผลิตสาเกน้ันใชเชื้อบริสุทธิ์ท่ีผานการคัดเลือกแลวในการหมัก โดย

ขั้นแรกสาเกมีการยอยแปงใหเปนนํ้าตาลโดยใช Aspergillus oryzae และจากน้ันนํ้าตาล จะถูก

เปลี่ยนเปนแอลกอฮอลโดย Saccharomyces sake ซึ่งการใชเชื้อบริสุทธท่ีผานการคัดเลือกแลวน้ี

มีขอดีคือ ชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียท่ีไม เปนประโยชนตอการหมัก ทําใหไดคุณภาพของ

สาเกท่ีคอนขางคงท่ี จากแนวคิดน้ีทําใหไดมีนักวิจัยหลายคนไดศึกษาเก่ียวกับการปรับปรุงการ

ผลิตไวนขาวโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสม ดังน้ี

วรรัตน โชติวรรณพร (2539) ศึกษาการผลิตไวนขาวเหนียวดําโดยการหมักโดยเชื้อบริสุทธิ์

โดยรวบรวมลูกแปงจากท่ัวประเทศและคัดแยกราและยีสต พบวารา LM 18 ซึ่งเปนลูกแปงสุราจาก

จังหวัดแพร ยอยแปงไดดีท่ีสุด และยีสต LY 17 หมักนํ้าตาลไดดีและทนตอแอลกอฮอลสูง ขอมูล

เบ้ืองตนน้ีสามารถนําไปสูการพัฒนาการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ตอไป

อําภา หลวงคลายโพธิ์ (2552) ศึกษารูปแบบของปริมาณกรดอินทรีย สารประกอบใหกลิ่น

และการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทท่ีผลิตจากลูกแปงสุรา NP101 เปรียบเทียบกับการใช
เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีคัดแยกมาจากลูกแปง NP101 พบวารูปแบบสาโทท่ีผลิตจากท้ัง 2 แหลงไม มี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกการวิเคราะห จากการวิจัยน้ีสรุปไดวาสามารถนํา

เชื้อบริสุทธิ์ผสมมาเปนหัวเชื้อในการผลิตสาโทแทนการใชลูกแปงสุราเพื่อใหสาโทมีคุณภาพท่ีดีใน

ทุกๆ การผลิต

ซึ่งแนวทางการใชจุลินทรียบริสุทธิ์น้ันจะทําใหสามารถควบคุมชนิดและปริมาณของจุลินท

รียไดตลอดจนสามารถปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียท่ีไม จําเปนตอการหมัก ทําใหสามารถ

ควบคุมคุณภาพของสาโทในระหวางกระบวนหมักได นอกจากน้ียังทําใหสาโทท่ีไดมีความคงท่ีทุก

รุนการผลิตดีกวาวิธีการใชลูกแปงสุรา (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย,

2547 และ อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

2.2 จุลินทรียท่ีสามารถพบไดในลูกแปงสุรา

รา ซึ่งสามารถยอยสลายแปงเปนนํ้าตาล โดยใชเอนไซม กลุมอะไมเลส   ประกอบ

ดวยอัลฟา อะไมเลส, เบตาอะไมเลส และ กลูโคอะไมเลส ยอยโมเลกุลของแปงใหเปนนํ้าตาล

หลายโมเลกุล โมเลกุลคูและโมเลกุลเด่ียว ชนิดและปริมาณของราท่ีพบมากนอยน้ันขึ้นอยูกับชนิด

ของลูกแปง สายพันธุท่ีพบมีหลายสายพันธุไดแก ราม ีเสนใยสีขาวฟู รามีเสนใยสีเทาดํา รามีเสนใย
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สีเทาเหลือง รามีเสนใยสีเหลืองเขียว และบางชนิดมีสี เชน Mucor hiemalis Mucor racemosus

Rhizopus oligosporus และ Rhizopus oryzae (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550)

ยีสต เปนจุลินทรียท่ีสําคัญท่ีสุดเพราะนอกจากจะมีความสามารถในการเปลี่ยนนํ้าตาล

เปนแอลกอฮอลแลว  ยังมีบทบาทสําคัญในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นท่ีเปนเอกลักษณของสาโท

อีกดวย ยีสตท่ีพบในลูกแปงสุรามีมากมายหลายชนิดเชน กลุม  Saccharomyces  ไดแก
S. cerevisiae และ S. bayanus  กลุม non - Saccharomyces ไดแก Saccharomycopsis

fibuligera Torulaspora delbrueckii Issatchenkia orientalis Candida glabrata และ Pichia

anomala (นริสา ตรีเนตร, 2550 และ Limtong และคณะ, 2002) เปนตน
แบคทีเรีย มักพบในกลุมท่ีผลิตกรดแลคติก เชน 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

ผลิตกรดอแอซีติกเชน Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti, A. pasteurianus (นภา

โลหทอง, 2535) นอกจากน้ีอาจพบ Bacillus spp. ในลูกแปงจากการปนเปอนมากับวัตถุดิบ เชน
แปง และสมุนไพร แตถาสวนผสมของสมุนไพรเหมาะสม สามารถลดปริมาณจุลินทรียน้ีไดมาก

(นภา โลทอง, 2535)

2.3 การเจริญของจุลินทรียระหว างการหมัก

2.3.1 รา

ในระหวางการหมักสาโท ราเจริญไดดีในชวง 2 - 3 วันแรกของการหมัก ซึ่งเปนภาวะการ

หมักท่ีใชอากาศ เน่ืองจากการบรรจุขาวในถังหมัก จะบรรจุเพียง 1 ใน 4 ของปริมาตร เพื่อใหรา

ไดรับออกซิเจนจากอากาศอยางท่ัวถึง จากน้ันเมื่อเกิดนํ้าเชื่อมขาว (นํ้าตอย) ขึ้น และยีสตเริ่มการ

หมัก ทําใหมีปริมาณแอลกอฮอล และภาวะไรออกซิเจน ซึ่งเกิดจากการท่ียีสต ปลอยแกส
คารบอนไดออกไซดออกมาทําใหราตายไป ดังภาพ 2.3 (อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

2.3.2 ยีสต
แม วาในชวงแรกของการหมัก พบยีสตในลูกแปงเปนชนิด non - Saccharomyces เชน

Sm. fibuligera P. anomala  C. glabrata (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) แตในระหวางการหมัก

สาโท ยีสตน้ีจะเจริญเพียงชวงระยะเวลาหน่ึงเทาน้ันแลวจะตายไป และพบยีสต S. cerevisiae  ทํา

หนาท่ีในการหมักแทน โดยยีสต S. cerevisiae มีความสามารถในการหมักแอลกอฮอลไดดีกวา
และทนปริมาณแอลกอฮอลไดสูงกวายีสตชนิด non - Saccharomyces
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2.3.3 แบคทีเรียท่ีเก่ียวของกับสาโท

2.3.3.1 แบคทีเรียกรดแลคติก

แบคทีเรียกรดแลคติก มีความสําคัญตอการหมักสาโท เน่ืองจากสาเหตุ 2 ประการ คือ

แบคทีเรียเหลาน้ีม ีสวนในการทําใหสาโทเสื่อมเสีย และทําใหเกิดกลิ่นรสเฉพาะของผลิตภัณฑ
2.3.3.2 แบคทีเรียกรดแอซีติก

แบคทีเรียกรดแอซีติก หรือท่ีเรียกวา แบคทีเรียกรดนํ้าสมสายชู เปนแบคทีเรียแกรม

ลบ รูปรางเปนแทง สามารถออกซิไดสเอทานอลใหเปนกรดแอซีติก (กรดนํ้าสมสายชู) แบงเปน 2

สายพันธุ คือ Acetobacter sp. และ Gluconobacter sp. ซึ่งทําใหเกิดการเสื่อมเสียของสาโท ทํา

ใหผลิตภัณฑท่ีไดมีรสนํ้าสมสายชู นอกจากน้ันการเจริญของแบคทีเรียแอซีติกในระหวางการหมัก

สาโทยังอาจมีผลตอการเจริญของยีสตดวย

ภาพท่ี 2.3 การเจริญของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโท (อําภา หลวงคลายโพธิ์, 2552)

S. cerevisiae P. anomala Sm. fibuligera

R. oligosporus M. racemosus P. pentosaceus

อยางไรก็ตาม ยังพบรา ยีสตและแบคทีเรียปนเปอนอีกหลากหลายชนิดท่ีเปนสาเหตุ

ใหสาโทมีคุณภาพลดลง ปญหาดังกลาวทําใหเปนขอจํากัดในการผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรม

นอกจากน้ีระยะเวลาในการเก็บลูกแปงสุราก็สงผลถึงคุณภาพสาโทดวย เน่ืองจากลูกแปงสุราท่ีเก็บ

เปนระยะเวลานานมักพบจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตของจุลินทรียหลักคือราและยีสตลดลง แตอาจเพิ่ม

ปริมาณจุลินทรียปนเปอนเน่ืองจากประสิทธิภาพในการยับย้ังจากนํ้ามันหอมระเหย (volatile oil)

และสารยับย้ังประเภทอ่ืน ไดแก แอลกอฮอล (alcohol) กรดอินทรีย (organic acid) ฟ นอล
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(phenol) อัลคาลอยด (alkaloid) เอสเทอร (ester) เทอรปน (terpene) จากสวนประกอบท่ีเปน
สมุนไพรอาจสูญเสียขณะเก็บ (ยุพกนิษฐ  พวงวีระกุล, 2545)

2.4 กระบวนการท่ีเกิดขึ้นในสาโท

2.4.1. กระบวนการยอยแปงเปนนํ้าตาล มีกระบวนการดังน้ี

1) Gelatinization เปนขั้นตอนการทําใหแปงสุก เม็ดแปงในขาวเมื่อสัมผัสความ

รอนชื้นทําใหโครงสรางของแปงขยายตัวและเกิด Gelatinization ทําใหแปงมีลักษณะนุมเหนียว

เหมาะสมตอการทํากิจกรรมของจุลินทรีย (Tester และคณะ, 1990)

2) Liquefaction เปนขั้นตอนเพื่อลดความหนืดของแปงท่ี gelatinize แลว โดย

เอนไซม จะยอยโมเลกุลของแปงแบบสุม (random hydrolysis) เมื่อการไฮโดรไลซเกิดขึ้นจะทําให
พอลิเมอรของกลูโคส ถูกตัดเปนสายสั้นๆ มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทําใหม ีความหนืดลดลง

3) Saccharification เปนการไฮโดรไลซแปงใหเปนโมเลกุลของนํ้าตาล ดังน้ันหลัง

การยอยแลวจะได Monosaccharide หรือ Disaccharide หรือ นํ้าตาลท่ีมีโมเลกุลสูงกวาบาง

เล็กนอย จะไดเปนนํ้าตาลกลูโคส มอลโทส หรือ มอลโทไทรโอส

2.4.2.กระบวนการหมักแอลกอฮอลโดยจุลินทรีย
การหมักแอลกอฮอลจากนํ้าตาล แสดงไดเปนสมการดังน้ี

                              C6H12O6 + H2O                            2C2H5OH + 2CO2

การหมักแอลกอฮอลจากแปงมีความจําเปนท่ีตองใชเชื้อราในการยอยแปงใหเปนนํ้าตาล

ปจจุบันการผลิตแอลกอฮอลนิยมใชเอนไซม   - amylase และ glucoamylase จากรา การใชรา

ยอยแปงเพื่อผลิตแอลกอฮอลหรือท่ีเรียกวา Amylo process น้ัน ใชเชื้อราในการยอยแปงเปน
นํ้าตาล และเชื้อราเปลี่ยนนํ้าตาลเปนแอลกอฮอลไดเล็กนอย ดังน้ันการหมักแอลกอฮอลจึง

จําเปนตองเติมยีสตรวมดวย เพื่อจะเปลี่ยนนํ้าตาลใหเปนแอลกอฮอล

เอนไซมท่ีเกี่ยวข องในการหมักสาโท

เอนไซม ท่ีมีความสําคัญมากในการหมักสาโท คือ เอนไซม อะไมเลส ซึ่งเปน Extracellular

enzyme มีความสามารถในการยอยแปงเปนนํ้าตาล พบไดท้ังในพืช สัตว และจากการสรางของ

จุลินทรียหลายชนิด

เอนไซม ท่ีมีบทบาทในการยอยแปง สามารถแบงไดเปน 2 ชนิดตามตําแหนงการยอยแปง
ดังน้ี

1. Endoamylase เปนเอนไซม ท่ียอย (hydrolyze) แปงแบบสุมท่ีตําแหนง  - D - (1, 4)

glycosidic linkage ถาการยอยไม สมบูรณจะมีกลูโคส มอลโตส และเด็กสตรินเกิดขึ้น ถาการยอย
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สมบูรณจะไดนํ้าตาล มอลโตส และกลูโคสเทาน้ัน เอนไซม ประเภทน้ี ไดแก  - amylase หรือ

amylo (1, 4) dextrinase พบไดในพืช สัตว และจุลินทรีย
2. Exoamylase เปนเอนไซม ท่ียอยแปงจากปลายทางดาน non - reducing เขามา ทําให

ไดนํ้าตาลกลูโคส (glucose unit) โดยยอยท่ี  - D - (1, 4) glycosidic linkage และ  - D - (1,

6) glycosidic linkage เอนไซม ประเภทน้ี ไดแก  - amylase และ glucoamylase

  - amylase ยอยแปงท่ีตําแหนง  - D - (1, 4) glycosidic linkage เขาไปท่ีละ

2 หนวยของกลูโคส แตไม สามารถยอยพันธะท่ีตอแบบ  - D - (1, 6) glycosidic

linkageได ผลท่ีไดจากการยอย คือ นํ้าตาลมอลโทส และเด็กสตรินท่ีมีนํ้าหนัก

โมเลกุลสูง เอนไซม ชนิดน้ี พบไดในพืชชั้นสูง เชน ธัญพืช มันเทศ และแบคทีเรีย

บางชนิด

 Glucoamylase เปนเอนไซม ท่ีพบครั้งแรกในจุลินทรีย และพบวามีในเน้ือเย่ือของ

สัตวดวย โดยสามารถยอยแปงไดอยางสมบูรณจากปลายทางดาน non -

reducing ท่ีตําแหนง  - D - (1, 4) glycosidic linkage เขาไปทีละ 1 หนวย

กลูโคส แลวยังสามารถยอยท่ีตําแหนง  - D - (1, 6) glycosidic linkage และ

 - D - (1, 3) glycosidic linkage ไดดีพอๆกับ  - D - (1, 4) glycosidic

linkage อีกดวย ดังน้ันผลการยอยท่ีสมบูรณจะไดนํ้าตาลกลูโคส (D - glucose)

เพียงอยางเดียว

2.5 กระบวนการเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีท่ีสําคัญในการผลิตสาโท

ในกระบวนการผลิตเครื่องด่ืมแอลกอฮอลน้ัน การเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีถือไดวา
เปนขั้นตอนท่ีมีความสําคัญตอคุณภาพและลักษณะเฉพาะของเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแตละชนิด

วัตถุดิบท่ีหลากหลายผสมผสานกับการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมี ท่ีเกิดขึ้นระหวาง

กระบวนการผลิตทําใหไดผลิตภัณฑท่ีมีรสชาติ กลิ่น สี และเน้ือสัมผัส ท่ีเปนเอกลักษณท่ีลงตัวของ

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลน้ันๆ ปฏิกิริยาในกระบวนการหมักสาโทจัดเป น Multiparallel fermentation

หมายถึงกระบวนการหมักท่ีมีหลายปฏิกิริยาและจะเกิดขึ้นพร อมๆกัน ซึ่งแบ งเป นสองขั้นตอนหลัก

ตามภาวะของการหมักและ ประเภทของจุลินทรีย  ดังน้ี

2.5.1 การเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีโดยรา

การเปลี่ยนแปลงในขั้นตอนน้ีเปนขั้นตอนแรกในกระบวนการหมักสาโทท่ีใชแปงเปน
วัตถุดิบในกระบวนการผลิต เชื้อราจะสรางเสนใยจํานวนมากแผกระจายปกคลุมบนผิวเมล็ดขาว

และแทรกตัวเขาไปในชองวางระหวางเมล็ดขาว บางสวนแทงทะลุเขาไปในเมล็ดขาวทําใหแปงใน

เมล็ดขาวเปลี่ยนเปนนํ้าตาล (Saccharification) ในภาวะท่ีมีอากาศ โดยราจะสร างเอนไซม 
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กลุมอะไมเลส ประกอบด วยแอลฟาอะไมเลส (α - amylase) และกลูโคอะไมเลส

(glucoamylase) หรืออะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase) ซึ่งเอนไซม เหลาน้ีถูกสงออกมา

นอกเซลลเพื่อยอยสลายแปง ซึ่งสามารถยอยพันธะ แอลฟา 1,4 และพันธะแอลฟา 1,6 - ไกลโคซิ

ดิก ( α - 1,4 – และ α 1, 6 -glycosidic) ของสายพอลิเมอรของแปง ท้ังท่ีมีโครงสรางเปนอะ

ไมโลส หรืออะไมโลเพกทินไดเปนนํ้าตาลกลูโคส ดังภาพท่ี 2.4 นอกจากราจะเปลี่ยนแปงใหเปน
นํ้าตาลแลวยังพบสารอาหารและวิตามินท่ีเปนประโยชนตอการเจริญของยีสตอีกดวย นอกจากน้ี

รายังผลิตสารประกอบท่ีใหกลิ่นและรสชาติในสาโท และยังมีรายงานวายีสตบางจีนัสท่ีมีเอนไซม 
กลูโคอะไมเลสท่ีสามารถเปลี่ยนแปงใหเปนนํ้าตาลเฟอรเมนต โดยยีสตจีนัสสําคัญ คือ

Saccharomycopsis sp. เชน Sm. fibuligera (Tsuyoshi และคณะ, 2005)

(C6H10O5)n nC6H12O6

แปง เอนไซม  นํ้าตาล

ภาพท่ี 2.4 การเปลี่ยนแปงเปนนํ้าตาล

ตัวอยางราท่ีมีบทบาทในการสรางเอนไซม ปริมาณมากได แก  ราใน Class Zygomycetes

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

Amylomyces sp. และราใน Class Eurotiomycetes Order Eurotiales Family

Trichocomaceae ไดแก Aspergillus sp. (ยุพกนิษฐ พ วงวีระกุล, 2545)

2.5.2 การเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีโดยยีสต
ในขั้นตอนหลังจากการเติมนํ้าในกระบวนการหมักสาโท ยีสต ซึ่งเป นจุลินทรีย ท่ีเจริญได ท้ัง

สองภาวะ (Facultative Anaerobe) ก็จะเปลี่ยนรูปแบบการสรางพลังงานจากการหายใจท่ีใช 
ออกซิเจน (Aerobic Respiration) มาเป นกระบวนการหมัก (Alcoholic Fermentation) ซึ่งขั้นตอน

ท่ีสองน้ีเปนกระบวนการ เปลี่ยนนํ้าตาลรีดิวส ใหเปลี่ยนเปนแอลกอฮอล ยีสตท่ีใชสวนใหญเปนยีสต
ท่ีมีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล ทนตอแอลกอฮอลไดดีและตกตะกอนแยกออกจากไวน
ไดง าย ซึ่งยีสตหลักท่ีมีบทบาทเปลี่ยนนํ้าตาลใหเปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซด ไดแก
Saccharomyces sp. เชน S. cerevisiae, S. bayanus ซึ่งกิจกรรมหลักของยีสตในกลุมน้ีจะ

เปลี่ยนนํ้าตาล 1 โมเลกุลใหเปน  เอทานอล 2 โมเลกุล คารบอนไดออกไซด 2 โมเลกุล และ

พลังงาน ดังภาพท่ี 2.5 ซึ่งปฏิกิริยาท่ีแสดงน้ีเปนปฏิกิริยาพื้นฐานของการเปลี่ยนแปลงในการผลิต

อะไมโลไลติกเอนไซม
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เครื่องด่ืมแอลกอฮอลทุกชนิด นอกจากน้ียังมีรายงานวายีสตยังมีบทบาทสําคัญในการผลิตสารให
กลิ่นท่ีสําคัญอีกดวย

C6H12O6 2C2H5OH + 2CO2 + Energy

นํ้าตาล เอทานอล คารบอนไดออกไซด พลังงาน

ภาพท่ี 2.5 การเปลี่ยนนํ้าตาลเปนเอทานอลโดยยีสต

Rajas และคณะ (2003) ศึกษาผลของการใชยีสตในกลุม Non - Saccharomyces 2 ชนิด

คือ Hanseniaspora guilliermondii 11104 และ P. anomala 10590 ผลิตไวนรวมกับ

S. cerevisiae สายพันธุทางการคา ท่ีมีตอปริมาณของแอซีเทตเอสเทอร ในไวน พบวา ไวนท่ีผลิต

จากหัวเชื้อผสม (mixed culture) มีปริมาณแอซีเทตเอสเทอรซึ่งเปนสารใหกลิ่นจําเพาะสูงกวาไวน
ท่ีผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ของ S. cerevisiae

Romano และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของยีสตแตละชนิดท่ีมีตอกลิ่นของไวน โดยใช
ยีสต 2 ชนิดคือ S. cerevisiae (52 สายพันธุ) และ Hanseniaspora uvarum (59 สายพันธุ)
พบวายีสตแตละชนิดผลิตสารใหกลิ่นตางชนิดและปริมาณแตกตางกันตามสายพันธุ

ชีวเคมีของการเกิดเอทานอล

กระบวนการผลิตเอทานอลในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงโดย

กระบวนการเมแทบอลิซึมของยีสตท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนท้ังในภาวะท่ีมีอากาศและไม มี

อากาศ ขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงสรุปดังภาพท่ี 2.6

ยีสต
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ภาพท่ี 2.6 เมแทบอลิซึมของยีสตภายใตภาวะท่ีมีอากาศและไม ม ีอากาศ

ท่ีมา : Roehr, 2001

ขั้นตอนแรกคือ เมื่อยีสตเจริญในอาหารท่ีมีนํ้าตาล ยีสตจะยอยสลายนํ้าตาลผานวิถีไกลโค

ลิซิส (Glycolytic pathway) โดยการเปลี่ยนจากกลูโคส 1 โมเลกุลเปนไพรูเวต 2 โมเลกุล ได
พลังงานในรูปของ ATP 2 โมเลกุล และ NADH2 2 โมเลกุล การเปลี่ยนในขั้นตอนน้ีเกิดขึ้นไม วา
ยีสตจะเจริญในภาวะท่ีมีออกซิเจนหรือไม ม ีออกซิเจน

ขั้นตอนตอมาไพรูเวตจะถูกเปลี่ยนตอไปใหผลผลิตสุดทายตางกันตามชนิดของยีสตและ

ภาวะแวดลอมในระหวางกระบวนการหมัก โดยแบงการเปลี่ยนแปลงเปน 2 ประเภท คือ

1. ออกซิเดทิฟเมแทบอลิซึม (aerobic respiration) ในภาวะท่ีมีออกซิเจน ยีสตทําหนาท่ี

เปลี่ยนนํ้าตาลเปนไพรูเวต จากน้ันไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและนํ้าโดยผาน

วัฎจักรเครบ (Kreb’s cycle) และวิถีการหายใจ (oxidative respiration) ไดพลังงาน 30 ATP รวม

กับขั้นตอนแรก 6 - 8 ATP (2 ATP รวมกับ 4 - 6 ATP ท่ีไดจากการเปลี่ยน NADH2 2 โมเลกุล) เปน
36 - 38 ATP ในภาวะน้ียีสตนํา ATP ท่ีไดไปใชเปนพลังงานในการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนของ

ยีสตใหมากขึ้น
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2. เฟอเมนเททิฟเมแทบอลิซึม (anaerobic fermentation) ในกรณีท่ีนํ้าตาลกลูโคสมีความ

เขมขนสูงและหรือภาวะท่ีไม มีออกซิเจน  ไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซด
ซึ่งเรียกวาเกิดภาวะ  “การหมัก” (fermentation) ขึ้น โดยภาวะน้ีมีจํานวนเซลลยีสตเพิ่มเล็กนอย

และมีการเปลี่ยนไพรูเวตใหเปนอะซีทัลดีไฮดแลวถูกรีดิวซตอไปเปนเอทานอล สวน 2 โมเลกุล

NADH2 ท่ีไดจากขั้นตอนแรกถูกเปลี่ยนเปน 2NAD+ ในขั้นตอนการเปลี่ยนเปนเอทานอลเพื่อนํา

กลับไปใชในการสังเคราะห 2ATP อีกรอบหน่ึง ทําใหวิถีการเจริญของยีสตในภาวะท่ีไม มีออกซิเจน

ดําเนินตอไปได โดยมี 2NAD+ เพียงพอในการใชงาน

องคประกอบทางเคมีในสาโท

มนตรี  เชาวนสังเกต (2521) วิเคราะหสาโทในขณะท่ียังมีปฏิกิริยาของการหมัก จากบาง

แหลงในประเทศ 11 ตัวอยาง พบวามีลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีดังน้ี

คาความเปนกรด - 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

และในการวิเคราะหองคประกอบของสาโทท่ีหมักโดยลูกแปงจากแหลงตางๆ 5 ตัวอยาง

และปลอยใหเกิดการหมักอยางสมบูรณ ปรากฏวาไดสาโทท่ีมีลั กษณะทางกายภาพและ

องคประกอบทางเคมีดังน้ี

คาความเปนกรด - 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 สารประกอบท่ีใหกล่ินรสในเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล
สารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในสาโทน้ันมีความคลายคลึงกับท่ีพบในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล

ชนิดอ่ืนๆ ซึ่งสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสน้ันเปนผลิตภัณฑพลอยได (by product) ท่ีเกิดขึ้นโดยยีสต
ในระหวางกระบวนการหมักแอลกอฮอล ในการสรางสารประกอบใหกลิ่นของยีสตมีปจจัยหลาย

อยางท่ีเก่ียวของ เชน การเปลี่ยนแปลงภาวะในการหมัก ไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด - เบส

และ การกวน เปนตน ดังน้ันสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแตละประเภทมีชนิด

และปริมาณท่ีแตกตางกันไปแปรผันตามวัตถุดิบ สายพันธุจุลินทรีย และกระบวนการท่ีใชในการ

ผลิต ตารางท่ี 2.2 แสดงสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลประเภทตางๆ ซึ่งจะ

พบวามีสารประกอบท่ีใหกลิ่นรสในปริมาณท่ีแตกตางกัน จากปจจัยท่ีกลาวมาแลว
สารประกอบใหกลิ่นหลักในไวนอง ุนท่ัวไปคือ ฟูเซลแอลกอฮอล กรดระเหยง าย และ เอส

เทอรของกรดไขมัน โดยฟูเซลแอลกอฮอลน้ันมีอยูประมาณ 50% ของ สารประกอบใหกลิ่นรส

(Jackson, 2000)

ฟูเซลแอลกอฮอล (fusel alcohol)

ฟูเซลแอลกอฮอลหรือเรียกอีกอยางวาไฮเออรแอลกอฮอล (higher alcohol) เปนกลุม
แอลกอฮอลท่ีมีคารบอนอะตอมมากกวา 2 อะตอม ซึ่งเปนสารท่ีมีความสําคัญมากเน่ืองจากชวย

ใหกลิ่นรสของเครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีความซับซอนขึ้น สวนใหญ ท่ีพบในไวนอง ุนเกิดจาก

ผลิตภัณฑพลอยไดของกระบวนการหมักของยีสต ซึ่งการเกิดฟูเซลแอลกอฮอลถูกสรางไปควบคู
กับการสรางเอทานอล    ฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีจํานวนมากกวา 40 ชนิด

แตม ีเพียงบางชนิดเทาน้ันท่ีมีความสําคัญตอกลิ่นรสของผลิตภัณฑ ฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบมากใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลคือ พวกแอลกอฮอลสายตรง ไดแก โพรพานอล ไอโซบิวทานอล แอคทิฟเอ

มิลแอลกอฮอล ไอโซเอมิลแอลกอฮอล แอโรมาติกแอลกอฮอล เฮกซานอล และ 2 - ฟ นิล

เอทิลแอลกอฮอล เปนตน (Querol และคณะ, 2006) ความเขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีความสําคัญกับกลิ่นรสของเครื่องด่ืมแอลกอฮอล โดยพบวาท่ีความเขมขน
นอยกวา 300 มก./ล. ชวยทําใหเครื่องด่ืมแอลกอฮอลชนิดน้ันมีกลิ่นรสท่ีซับซอน แตถามากกวา
300 มก./ล. ทําใหเกิดกลิ่นรสท่ีไม ดี ฉุน และกลบกลิ่นรสท่ีดีของสารตัวอ่ืน (พรพิมล ควรรณสุ,

2548) นอกจากน้ีฟูเซลแอลกอฮอลยังมีบทบาททางออมในการพัฒนากลิ่นหอมของไวน โดยเมื่อ

ทําปฏิกิริยากับกรดอินทรีย ทําใหเกิดเอสเทอร โดยในระหวางกระบวนการหมักมีการสรางเอสเทอร
อยางรวดเร็วโดยเอนไซม จากยีสตและมีการสรางเอสเทอรตอเน่ืองไปในระหวางการบมดวย

(Jackson, 2000)
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ตารางท่ี 2.2 องคประกอบและปริมาณของสารประกอบเอสเทอรและฟูเซลออยลท่ีพบใน

เครื่องด่ืมแอลกออลชนิดตางๆ

ชนิดของเคร่ืองดื่มแอลกออล
สารประกอบท่ีใหกล่ินรส

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

ฟนิลเอทิลแอซีเทต 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 – ฟนิลเอทิลแอลกอฮอล 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)
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การสังเคราะหฟูเซลแอลกอฮอลระหวางกระบวนการหมักเกิดโดยยีสตจะเปลี่ยนกรด

อะมิโนเปนฟูเซลแอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาเอริค (Erlich reaction) เริ่มจากโมเลกุลของกรดอะมิโน

ถูกดึงเอาแอมโมเนียออกเรียกปฏิกิริยาน้ีวา ดีอะมิเนชัน (deamination) ไดเปนกรดแอลฟาคีโตนิก

( - ketonic acid) จากน้ันเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิ เลชัน (decaboxylation) เอา

คารบอนไดออกไซดออกไดเปนแอลดีไฮด แลวจึงเกิดปฏิกิริยารีดักชันของแอลดีไฮดไดเปน
แอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาสุดทายมีการใช NADH2 แลวเปลี่ยนไปเปน NAD+ ดังแสดงในภาพท่ี 2.7

จากกระบวนการดังกลาวขางตนทําใหไดชนิดและปริมาณของฟูเซลแอลกอฮอลแตกตาง

กัน ขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของกรดอะมิโน ดังสรุปไดในตารางท่ี 2.3

ภาพท่ี 2.7 ปฏิกิริยาการเปลี่ยนกรดอะมิโนไปเปนฟูเซลแอลกอฮอล
ท่ีมา : Hazelwood และคณะ, 2008
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ตารางท่ี 2.3 กรดอะมิโนท่ีเปนสารต้ังตนและฟูเซลแอลกอฮอลท่ีพบในไวนอง ุน

กรดอะมิโน ฟูเซลแอลกอฮอล
ลิวซีน ไอโซเอมิลแอลกอฮอล
วาลีน ไอโซบิวทานอล

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

ท่ีมา : Kodama และคณะ, 2001

กรด (Acids)

กรดในไวนสามารถแยกไดเปน 2 ชนิด ไดแก กรดระเหยง าย และ กรดระเหยยาก กรด

ระเหยง าย หมายถึงกรดท่ีสามารถถูกดึงออกไดอยางรวดเร็วโดยการกลั่น สวน กรดระเหยยาก น้ัน

เปนกรดท่ีไม สามารถระเหยได ปริมาณกรดรวมหมายถึงผลรวมของกรดท้ัง 2 ชนิด กรดระเหยหลัก

ในไวนอง ุนคือกรดอะซิติก นอกจากน้ียังรวมไปถึงพวกกรดคารบอกซิลิกอ่ืน เชน กรดฟอรมิก กรด

บิวทิริก และ กรดโพรพิโอนิก ซึ่งกรดทุกตัวใหกลิ่นท่ีแตกตางกัน เชน กรดแอซีติก ใหกลิ่น

นํ้าสมสายชู กรดโพรพิโอนิก ใหกลิ่น fatty กรดบิวทิริก ใหกลิ่นคลายเนยท่ีเหม็นหืน (rancid

butter) สวนถากรดคารบอกซิลิกท่ีมีคารบอนต้ังแต 6 – 10 ขึ้นไปใหกลิ่น goaty odor แตแม วากรด

เหลาน้ีเกิดขึ้นในไวน แตสามารถตรวจพบไดเฉพาะในไวนท่ีเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืน

เทาน้ัน เน่ืองจากปกติ กรดแอซีติกเปนกรดระเหยง ายชนิดหลักในไวน โดยเปนผลิตภัณฑพลอยได
ของเมแทโบไลตของยีสตและแบคทีเรีย  สวนกรดระเหยยากหมายถึงกรดอินทรียท่ีไม รวมกรดท่ี

ระเหยไดซึ่งทําหนาท่ีควบคุม pH ในไวน กรดทารทาริกและกรดมาลิกซึ่งเปนกรดระเหยยากชนิด

หลักในไวน ถาในไวนท่ีเกิดกระบวนการหมักแบบมาโลแลคติก (malolactic fermentation) กรดมา

ลิกถูกเปลี่ยนเปนกรดแลคติก กระบวนการหมักมีผลเล็กนอยกับปริมาณกรดรวม แตสามารถเพิ่ม

ชนิดของกรด ซึ่งการเพิ่มชนิดของกรดอาจมีบทบาทรองในการเกิดสารใหกลิ่นระหวางการบมไวน
(Jackson, 2000) กรดอินทรียอ่ืนๆ เชน กรดซิตริก กรดไอโซซิตริก กรดฟูมาริก และ กรดแอลฟาคี

โตกลูตาริก ซึ่งเปนสารมัธยันตร (intermediate) ใน TCA cycle ของกระบวนการเมแทโบลิซึมของ

ยีสต กรดเหลาน้ีเกิดจากการยอยสลายนํ้าตาล กรดอะมิโน และกรดไขมัน กรดเหลาน้ีสวนใหญพบ

ไดนอยและไม พบวามีผลทางการทดสอบประสาทสัมผัส (sensory) ในไวน
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กรดอินทรียในไวนม ีความสําคัญเทาๆ กับแอลกอฮอล กรดไม เพ ียงแตทําหนาท่ีใหรสชาติท่ี

สดชื่น (refreshing taste) แตกรดยังชวยเพิ่มรสชาติในปากอีกดวย บทบาทหลักของกรดคือชวยคง

pH ใหอยูในระดับตํ่า ซึ่งมีความสําคัญตอความคงตัวของสีในไวนแดง ในไวนท่ีมีคา pH สูงๆ น้ัน

ทําใหง ายตอการเกิดออกซิเดชัน และทําใหสูญเสียกลิ่นหอมและสีเปลี่ยนได นอกจากน้ีท่ีคา pH

ตํ่ายังมีประโยชนในการปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนดวย เน่ืองจากแบคทีเรียสวนใหญไม 
สามารถเจริญไดใน pH ตํ่า (Jackson, 2000)

กรดแอซีติก (Acetic acid)

ในระหวางกระบวนการหมักไวน ยีสตชวยสรางกรดแอซีติกไดในปริมาณนอย ระดับปกติท่ี

พบในไวนคือ นอยกวา 300 มก./ล. กรดแอซีติกสามารถชวยเพิ่มความซับซอนใหกับกลิ่นรสท่ีดีใน

ไวนได มีความสําคัญในการสรางสารในกลุมแอซีเทตเอสเทอรซึ่งใหกลิ่นผลไม ในไวน แตถามีมาก

เกิน 300 มก./ล. จะใหรสเปรี้ยวและกลิ่นท่ีไม ดีกับไวน ซึ่งถามีปริมาณกรดแอซีติกมากแสดงวา
อาจเกิดการปนเปอนจากแบคทีเรียกรดแอซีติกหรือกรดแลคติกได (Jackson, 2000) กรดแอซีติกมี

ประโยชนเมื่อมีอยูในผลิตภัณฑในปริมาณนอยๆ ถาปริมาณกรดคารบอกซิลิก เกินกวาระดับ

Threshold จะใหผลในทางลบตอกลิ่นรสของไวน ในระหวางกระบวนการหมักและบม กรดมีผลตอ
ปฏิกิริยาการเกิดเอสเทอร ซึ่งมีความสําคัญตอกลิ่นรสผลไม ของไวน นอกจากน้ีอิทธิพลของความ

เปนกรดยังมีผลในระหวางการบม ท่ี pH ตํ่าทําใหเกิดการยอยสลายพวกไดแซ็กคาไรด เชน
ทรีฮาโลส และพอลิแซ็กคาไรดอ่ืนๆ ซึ่งเปนการเพิ่มนํ้าตาลในไวนในระหวางการบมดวย (Jackson,

2000)

เอสเทอร (Esters)

เอสเทอรเปนสารประกอบท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการหมัก เกิดจากการรวมกันระหวางกลุม
คารบอกซิลิก ของกรดอินทรียและกลุมไฮดรอกซิลของแอลกอฮอลหรือฟ นอล ตัวอยางไดแก  การ

เกิดเอทิลแอซีเทตซึ่งเกิดจากกรดแอซีติกและเอทานอล เปนตน เอสเทอรเปนกลุมของสารประกอบ

ใหกลิ่นท่ีมีความสําคัญในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลโดยเฉพาะไวนเพราะเปนสารใหกลิ่นท่ีดีเชนกลิ่น

ผลไม  กลิ่นดอกไม  อาทิ เอทิลแอซีเทต ใหกลิ่นผลไม  เอทิลแคโพรเอตใหกลิ่นแอปเปล ไอโซเอมิลแอ

ซีเทตใหกลิ่นกลวยหอมและแอปเปล ไอโซบิวทิลแอซีเทตใหกลิ่นผลไม  และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

ใหกลิ่นกุหลาบ นํ้าผึ้ง และ แอปเปล เปนตน ในไวนสามารถพบเอสเทอรไดหลากหลายมีท้ังท่ี

สามารถระบุได และมีท้ังท่ีมีปริมาณนอยมากจนไม สามารถระบุได ซึ่งเอสเทอรท่ีมีปริมาณเทากับ

หรือมากกวาระดับ threshold น้ันจะใหกลิ่นผลไม  ความแตกตางเพียงเล็กนอยของระดับความ

เขมขนของสารน้ีมีอิทธิพลอยางมากตอคุณภาพของไวนท่ีไดซึ่งแสดงใหเห็นวาปริมาณของเอส

เทอรม ีความสําคัญอยางย่ิงตอกลิ่นรสของไวน (Saerens และคณะ, 2010)
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เอสเทอรสามารถแบงออกเปน 2 กลุมคือ อะลิฟาติกเอสเทอร  และฟ โนลิกเอสเทอร แตใน

กลุมของฟ โนลิกเอสเทอรสวนใหญสามารถตรวจพบไดตํ่ากวาระดับ threshold เน่ืองจากระเหยได
ยาก และมีปริมาณนอย เอสเทอรกลุมน้ีจึงมีอิทธิพลตอกลิ่นรสของไวนนอย ดังน้ันเอสเทอรในกลุม
ของอะลิฟาติก เอสเทอรจึงเปนเอสเทอรหลักท่ีพบในไวน ซึ่งในกลุมน้ีสามารถแยกยอยไดอีกเปน 3

กลุมยอย ไดแก
1. โมโนคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหม ูคารบอกซิลเพียงหม ูเดียว

2. ไดหรือไตรคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหม ูคารบอกซิล 2 หรือ 3 หม ู

3. ไฮดรอกซิลและออกโซแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหม ูไฮดรอกซีหรือหม ูคีโตน

ภาพท่ี 2.8 วิถีการยอยสลายกลูโคสเปนกลีเซอรอล ซัคซิเนตและสารประกอบอ่ืนๆ โดย

ยีสต ในภาวะท่ีไม ใชอากาศ

ท่ีมา : Zoecklein และคณะ, 1989
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โดยใน 3 กลุมยอยน้ี มีเฉพาะโมโนคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร เทาน้ันท่ีถูกเชื่อวามี

ความสําคัญทางดานกลิ่นรส ซึ่งขึ้นอยูกับ เอทานอลและกรดไขมันอ่ิมตัว เชน กรดเฮกซาโนอิก

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

และ ฟูเซลลแอลกอฮอล เชน ไอโซเอมิล และ ไอโซบิวทิล แอลกอฮอล ซึ่งในกลุมน้ีพบวาใหกลิ่น

รสในไวนมาก เอสเทอรท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่าเหลาน้ีจะถูกเรียกวา เอสเทอรผลไม  (fruit ester)

เน่ืองจากสวนใหญใหกลิ่นผลไม  เชน ไอโซเอมิลแอซีเทต ใหกลิ่นกลวย (banana like odor) และ

เบนซิลแอซีเทต ใหกลิ่น แอปเปล (apple like odor) เปนตน  เมื่อความยาวของสายไฮโดรคารบอน

เพิ่มขึ้นกลิ่นจะเปลี่ยนจากกลิ่นผลไม ไปสูกลิ่นสบู (soap like odor) และสุดทายเมื่อกรดไขมันมี

คารบอน 16 ถึง 18 จะใหกลิ่นนํ้ามันหมู (lard like odor)  สวนในกลุมของไดหรือไตรคารบอกซิ

ลิกแอซิดเอสเทอร น้ันปกติปริมาณท่ีจะมีเกิดขึ้นในไวนจะประมาณมากกวาหรือเทากับ 1

มิลลิกรัมตอลิตร โดยเฉพาะเอทิลแลคเทต ซึ่งเกิดจากกระบวนการหมักแบบมาโลแลคติก แตสาร

ในกลุมน้ีมีกลิ่นออนจึงไม มีผลตอกลิ่นรสของไวนอยางโดดเดน แตในทางตรงขามการเกิดของ เม

ทาโนลิก และ เอทาโนลิก เอสเทอร ของกรดซัคซินิกใหกลิ่นในไวน Muscadine ตัวอยางอ่ืนๆ คือ

เอสเทอรท่ีขึ้นกับ กรดมาลิก กรดทารทาริก และกรดซิตริก ในกลุมของ  ไฮดรอกซิลและออกโซ

แอซิดเอสเทอรน้ัน เกิดการระเหยไดยากและพบวามีบทบาททางประสาทสัมผัสดานการชิม

เล็กนอย เอสเทอรในกลุมน้ีสวนใหญเก่ียวของกับกรดแลคติก  สวนเอทิลและเมทิลเอสเทอรของ

กรดอะมิโนจะเกิดในระดับ มก./ล. และสมบัติทางประสาทสัมผัสดานการชิมยังไม เปนท่ีทราบ

แนชัด (Jackson, 2000)

สารประกอบเอสเทอรท่ีมีความสําคัญในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล มี 2 กลุม คือ เอทิลเอส

เทอรของกรดไขมัน (Fatty acid ethyl ester) กับ แอซีเทตเอสเทอร (acetate ester) ซึ่ง

สารประกอบพวกน้ีใหกลิ่นดอกไม หรือผลไม ซึ่งเปนกลิ่นท่ีดีและเปนท่ียอมรับ ตัวอยาง เอทิลเอส

เทอรของกรดไขมัน ไดแก เอทิลบิวทาโนเอต เอทิลเฮกซาโนเอต เอทิลออกทาโนเอต ซึ่งเกิดจาก

ปฏิกิริยาระหวางแอลกอฮอลและสารประกอบท่ีไดจากกระบวนการยอยสลายหรือการสรางกรด

ไขมันของเซลลยีสต
ปริมาณสารเอสเทอรท่ีเกิดขึ้นระหวางขบวนการหมักขึ้นอยูกับหลายปจจัยเชน อุณหภูมิใน

ระหวางการหมัก ถาหมักท่ีอุณหภูมิตํ่า (ประมาณ 10 องศาเซลเซียส) จะสนับสนุนการสังเคราะห
ของเอทิลเอสเทอรของกรดไขมัน เชน เอทิลออกทาโนเอต เอทิลเดกแคโนเอตเปนตน แตถาหมักท่ี

อุณหภูมิสูงจะสนับสนุนการเกิดของเอสเทอรท่ีมีมวลโมเลกุลสูงๆ เชน พวกเอทิลออกทาโนเอต

และ ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนตน ระดับของซัลเฟอรไดออกไซดท่ีระดับตํ่า และปริมาณออกซิเจน

ระหวางกระบวนการหมักของยีสต ชวยเพิ่มการเกิดเอสเทอรได และปจจัยท่ีมีอิทธิผลตอปริมาณ
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อะเซทิลโคเอแอลกอฮอล
อะเซทิลทรานสเฟอเรส

เอซิลโคเอแอลกอฮอลเอ
ซิลทรานสเฟอเรส

เอสเทอรอยางมากคือ สายพันธุยีสตเพราะกิจกรรมของเอนไซม เอสเทอเรส (Esterase) ในยีสตท่ี
ตางสายพันธุจะมีความแตกตางกัน (Querol และคณะ, 2006 และ Killian และคณะ, 1979)

การเกิดสารประกอบเอสเทอรในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล เกิดไดจาก 2 กระบวนการ คือ

1. ปฏิกิริยาเอสเทอริฟ เคชัน (esterification) ในระหวางการเก็บบมปฏิกิริยาน้ีเปนการเกิด

เอสเทอริฟ เคชันระหวาง แอลกอฮอลกับกรดอินทรีย ท่ีมีในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลทําใหเกิด

สารประกอบพวกเอสเทอรขึ้น กระบวนการน้ีเกิดขึ้นอยางชาๆ ในระหวางการหมักบมโดยมีเอนไซม 
เอสเทอรเรส เปนตัวเรงปฏิกิริยา ดังสมการแสดงในภาพท่ี 2.9

กรดแอซีติก   + ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซเอมิลแอซีเทต  + นํ้า

กรดแคโพรอิก   + เอทานอล เอทิลแคโพรเอต  + นํ้า

ภาพท่ี 2.9 การเกิดเอสเทอริฟ เคชันระหวางกรดและแอลกอฮอล โดยมีเอนไซม เอสเทอเรส

เปนตัวเรงปฏิกิริยา

ท่ีมา : สุมัลลิกา โมรากุล, 2545

2. เอสเทอริฟ เคชันโดยเอนไซม ระหวางการหมัก เกิดชวงหลังของการหมักโดยอาศัยการ

เรงปฏิกิริยาของเอนไซม  แอลกอฮอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส และ แอลกอฮอลเอซิลทรานสเฟอเรส

ทําใหเกิดเอสเทอรดังสมการท่ีแสดงในภาพท่ี 2.10

อะเซทัลโคเอ   + ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  ไอโซเอมิลแอซีเทต  + CoASH

แคพริลโคเอ   + เอทานอล เอทิลแคโพรเอต  +  CoASH

ภาพท่ี 2.10   การเกิดเอสเทอริฟ เคชันระหวางการหมักโดยอาศัยการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซม แอลกอฮอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส และ แอลกอฮอลเอซิลทรานสเฟอเรส

ท่ีมา : สุมัลลิกา โมรากุล, 2545

เอสเทอเรส

เอสเทอเรส
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ยีสตคือจุลินทรียท่ีมีบทบาทหลักในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในระหวางกระบวนการ

หมักของเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแทบทุกชนิด ดังน้ันนักวิจัยท่ัวโลกจึงใหความสนใจศึกษาบทบาท

ของยีสตในการผลิตสารทุติยภูมิชนิดตางๆ ท่ีสงผลตอคุณภาพดานกลิ่นรสของเครื่องด่ืม

แอลกอฮอล อาทิ เบียร เหลากลั่น โดยเฉพาะอยางย่ิงในไวน
Jolly และคณะ (2003) ศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพของไวนท่ีไดจากการผลิตโดยการใช

ยีสตบริสุทธิ์ 5 สายพันธุไดแกยีสต S. cerevisiae สายพันธุทางการคาและยีสตในกลุม non –

Saccharomyces 4 สายพันธุ อีกท้ังยังมีการผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมระหวาง S. cerevisiae

กับ non – Saccharomyces จํานวน 4 สายพันธุแยกกันในแตละชุดการทดลอง พบวาผลทาง

ประสาทสัมผัสของไวนท่ีไดจากการผสมระหวางยีสต 2 สายพันธุมีคุณภาพท่ีดีกวาไวนท่ีผลิตจาก

เชื้อ S. cerevisiae เพียงอยางเดียว

Patel และคณะ (2003) ศึกษาอิทธิพลของยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 20 สาย

พันธุในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในไวนซิมโฟนี (Symphony wine) พบสารประกอบใหกลิ่นใน

กลุมฟูเซลแอลกอฮอล 7 ชนิด เอสเทอร 7 ชนิด และกรด 7 ชนิด และพบวายีสต 18 สายพันธุมี

ความสามารถในการสรางสารประกอบใหกลิ่นชนิดเดียวแตตางกันท่ีปริมาณท่ีพบ สวนยีสตอีกสอง

สายพันธุม ีรูปแบบในการสรางสารประกอบใหกลิ่นแตกตางกันท้ังชนิดและปริมาณอีกดวย จะเห็น

ไดวายีสต S. cerevisiae ตางสายพันธุม ีความสามารถในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นแตกตางกัน

ซึ่งจะสงผลทําใหกลิ่นรสของไวนท่ีไดแตกตางกัน

Viana และคณะ (2008) คัดเลือกสายพันธุยีสต non – Saccharomyces จํานวน 38 สาย

พันธุ โดยใชเกณฑการคัดเลือกจากขอมูลการสรางสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรในไวนเปน
หลัก โดยขั้นตอนการคัดเลือกเบ้ืองตนในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวายีสตแตละสายพันธุมีความสามารถ

สามารถในการผลิตเอสเทอรตางกัน ท้ังน้ียีสตในสกุล Hanseniaspora และ Pichia มี

ความสามารถในการผลิตสารกลุมแอซีเทตเอสเทอรดีท่ีสุด และเมื่อนํายีสตตัวแทนท่ีผานการ

คัดเลือก 5 สายพันธุมาผลิตไวนอง ุนพบวายีสต H. osmophila 1471 สามารถผลิตสาร 2 – ฟ นิล

เอทิลแอซีเทต ไดดีท่ีสุด ดังน้ันยีสตสายพันธุน้ีจึงเหมาะสมท่ีสุดในการนําไปใชผลิตไวนตอไป

Callejon และคณะ (2010) เปรียบเทียบรูปแบบของสารประกอบใหกลิ่นและผลของการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสของไวนแดงท่ีผลิตจากยีสต S. cerevisiae ท่ีแยกไดจากผลอง ุนหรือ

ไวนจํานวน 4 สายพันธุเทียบกับ S. cerevisiae สายพันธุทางการคา 1 สายพันธุ พบวาท้ังชนิดและ

ปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นพบแตกตางกันตามสายพันธุของยีสตท่ีใช สวนผลการทดสอบ

ทางประสาทสัมผัสพบวาไวนท่ีผลิตจากยีสตสายพันธุท่ีแยกจากอง ุนหรือไวนมีคุณภาพดีกวาไวนท่ี
ผลิตจากยีสตสายพันธุทางการคา
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Comitini และคณะ (2010) ศึกษาคุณภาพของไวนท่ีผลิตจากยีสตบริสุทธิ์ผสมระหวาง

non - Saccharomyces กับ S. cerevisiae เปรียบเทียบกับไวนท่ีผลิตจากยีสต S. cerevisiae

โดยศึกษารูปแบบของสารประกอบใหกลิ่น พบวาไวนท่ีผลิตจากยีสตบริสุทธิ์ผสมระหวาง non -

Saccharomyces กับ S. cerevisiae มีสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรในปริมาณมากกวา
อีกท้ังยังพบ volatile acidities ในปริมาณตํ่า ดังน้ัน ไวนท่ีไดจึงมีคุณภาพดีกวาไวนท่ีผลิตจากยีสต
S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว

ในปจจุบันประเทศไทยยังไม มีรายงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับบทบาทของยีสตในการผลิตสาร

ใหกลิ่นรสในสาโทอยางเปนท่ีแนชัด งานวิจัยน้ีจึงสนใจศึกษาบทบาทในการสรางสารใหกลิ่นของ

ยีสตแตละสปชีสท่ีอยูในลูกแปงสุรา เพื่อเปนองคความรูพื้นฐานท่ีจะนําไปสูแนวทางในการใชเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมในการผลิตสาโทซึ่งจะเปนแนวทางในการพัฒนาและปรับปรุงคุณภาพดานกลิ่นรสของ

สาโทใหดีย่ิงขึ้น เชนมีความหลากหลายมากขึ้นสามารถตอบสนองความตองการของผูบริโภคในวง

กวาง ตลอดจนเปนแนวทางในการพัฒนาการผลิตสูระดับอุตสาหกรรมตอไป
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บทท่ี 3

วิธีดําเนินการวิจัย
3.1 เคร่ืองมือท่ีใช ในการวิจัย

1. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany

2. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany

3. ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean model V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand

4. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท

Thermo Spectronic, USA

5. เครื่องวัดความเปนกรด - เบส (pH meter) ของบริษัท Mettler -Toledo, Switzerland

6. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo - block) รุน MylabTH Thermo

- Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea

7. เครื่องชั่ง รุน AG285 PG2002 - S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland

8. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G - 560E ของบริษัท Scientific Industries, USA

9. เครื่องน่ึงอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan

10. เครื่องหมุนเหว่ียงชนิดต้ังโตะ (bench - top centrifuge) รุน 2600 ของบริษัท Denvelle,

Germany

11. อางนํ้าควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน NST 2000 ของบริษัท

EYELA, Japan

12. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson,

France

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

14. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร Restek,Thailand

15. อุปกรณสําหรับถายภาพ Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 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) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad, USA

18. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ ขนาด 90 x 14 มิลลิเมตร ของบริษัท Millionant, France
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19. เครื่องแกสโครมาโทกราฟพรอมเครื่องตรวจวัดชนิดเฟลมไอโอไนเซชั่น (Gac Chromatogra

       phy – Flame ionization detector, GC-FID)  รุน CP 3800 ของบริษัท Varian, USA

3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ

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. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรส 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 เขมขน 10 มก./มล. ของบริษัท Bio - Rad Laboratories Inc.,

USA
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25. แอลกอฮอลสัมบูรณ ของบรษัิท Merck, Germany

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

27. กรดแอซีติกเขมขน (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. สารมาตรฐานสารประกอบใหกลิ่นรวม (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 สารเคมีท่ีใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade)
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3.3 วิธีการดําเนินการทดลอง

แหลงลูกแปงสุรา

นําลูกแปงสุราจาก 8 แหลงท่ีผานการคัดเลือกแลววา เมื่อนําไปผลิตสาโทแลวไดรสชาติดี

เปนท่ียอมรับ จากสวนวิทยานิพนธระดับมหาบัณฑิตของนางสาว อภิชญา เตชะวสัญู ท่ี

ดําเนินการวิจัยใน พ.ศ. 2548 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

และจากผูประกอบการผลิตสาโทบางม า ดังน้ี ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน (NN5 NN27 NN25)

ลูกแปงสุราจากจังหวัดลําปาง (LA101) ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP101) ลูกแปงสุราจาก

จังหวัดหนองคาย (NK102) ลูกแปงสุราจากจังหวัดสระบุรี (SB102) และลูกแปงสุราผลิตสาโท

บางม า (BM)

การเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ของราและยีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงสุราท่ีคัดเลือกแลวและท่ีไดรับ

จากแหลงอื่น

การแยกเชื้อราบริสุทธิ์จากลูกแปงสุราท่ีคัดเลือกแลว NN5

นําเชื้อบริสุทธิ์ของรา M. hiemalis NN609 ซึ่งแยกไดจากลูกแปงสุรา NN6 ท่ีคัดมาจากท่ัว

ประเทศแลววาสามารถผลิตไดสาโทท่ีมีกลิ่นรสดี (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) ลงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ PDA และไดคัดแยกเชื้อราเพิ่มเติมจากลูกแปงสุรา NN 5 (ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน) ซึ่งเปนลูก

แปงสุราท่ีมีแหลงท่ีมาใกลเคียงกับลูกแปงสุรา NN6 (ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน) ซึ่งวิธีการแยกเชื้อ

ราจากลูกแปง NN5 มีดังน้ี

บดตัวอยางลูกแปงสุรา 2 กรัม ใสในขาวเหนียวน่ึง 100 กรัม ท่ีบรรจุขวดขนาด 500

มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางนํ้าหมักในวันท่ี 0 และ 3 เจือ

จางในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 9 มิลลิลิตร เจือจางในระดับตางๆ หยดสารละลายท่ีไดปริมาณ 0.1

มิลลิลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Rose Bengal agar เกลี่ยใหท่ัวผิวหนาอาหารและบมท่ีอุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 7 วัน แยกจนไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์แลวเก็บในหลอดอาหาร PDA ท่ีผิวหนา
เอียงในหลอดทดสอบ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

การเตรียมยีสตบริสุทธิ์

ก. นํายีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลววาสามารถผลิตสาโทท่ี

มีกลิ่นรสดี จํานวน 7 สายพันธุ (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM

ข. คัดแยกยีสตเพ ิ่มจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลววาสามารถผลิตสาโทท่ี

มีกลิ่นรสดี 8 แหลง ดังน้ี NN5 NN27 NN25 LA101 NP101 NK102 SB102 และ BM เพื่อให
สามารถแยกยีสตไดทุกชนิดท้ังท่ีมีจํานวนมากและนอยในลูกแปงสุราใหไดมากชนิดท่ีสุด จึงตอง

คัดแยกโดยใชวิธี enrichment technique โดยบดตัวอยางลูกแปงสุรา 2 กรัม ใสในขาวเหนียวน่ึง
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100 กรัม ท่ีบรรจุขวดขนาด 500 มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน โดยเติมนํ้าในชวงการหมักวันท่ี 3

ปริมาตร  200 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางนํ้าหมักในวันท่ี 0 3 และ 9 เจือจางในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ

ในระดับตางๆ หยดสารละลายท่ีไดปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และเกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM

และ L - lysine (สําหรับคัดแยกยีสตชนิด Saccharomyces และชนิด non - Saccharomyces

โดยยีสตชนิด Saccharomyces ไม สามารถเจริญบน L - lysine) เกลี่ยใหท่ัวผิวหนาอาหารและบม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 5 วัน แยกจนไดยีสตท่ีบริสุทธิ์แลวเก็บไวในอาหารแข็ง

YM ท่ีมีผิวหนาเอียงในหลอดทดสอบ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

ค. คัดแยกยีสตจากยีสตผงสําเร็จรูป 493 EDV (Danstil®, Canada) ท่ีไดรับมา

จากผูประกอบการ โดยเติมยีสตผง 5 กรัมในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที แลวนํามาเจือจางในนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อในระดับ

ตางๆ หยดสาร ละลายท่ีไดปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM บมท่ีอุณหภูมิ

30องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 - 5 วัน แยกจนไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์แลวเก็บไวในอาหารแข็ง YM ท่ีมี

ผิวหนาเอียงในหลอดทดสอบ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

ง. นํายีสตท่ีไดรับจากศูนยจุลินทรียสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย (วว.) ซึ่งคัดแยกมาจากลูกแปงสุราและสาโท จํานวน 2 สายพันธุ คือ S. cerevisiae

TISTR5161 และ Candida krusei TISTR5259 มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YM เพื่อนําไปยืนยัน

ผลการจําแนกตอไป

3.3.1 การจําแนกชนิดราและยีสตท่ีอยูในลูกแปงสุราโดยใช สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

3.3.1.1 การจําแนกรา

3.3.1.1.1 จําแนกราโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

3.3.1.1.1.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี glass beads (อภิชญา เตชะวสัญู,
2550)

เลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA บมท่ี 30 องศาเซลเซียส 2 - 3 วัน ใช
คอรกบอร-เรอร เบอร 8 เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณท่ีเชื้อเจริญ นําสายใยท่ีไดใสในหลอดไมโคร

ฟ วจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี glass beads ซึ่งมีรายละเอียด ดังน้ี เติม

200ไมโครลิตร ของสารละลาย A (สารละลายA ประกอบดวย 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 กรัมของเม็ดแกวขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 0.45-0.52 ไมครอน หลังจากน้ัน เขยาผสมโดยใชเครื่องเขยาผสมเปนเวลา 3 นาที 30
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วินาที แลวจึงเติม 200 ไมโครลิตร TE บัฟเฟอร ปน 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บ

ชั้นนํ้า นําชั้นนํ้ามาสกัดดัวย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1) ปน14 ,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที ดูดเก็บชั้นนํ้า นําชั้นนํ้ามาเติม 1 มิลลิลิตร ของเอทานอลบริสุทธ ปนแยก

ตะกอนดีเอ็นเอท่ี14 ,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีได มาเติม 400

ไมโครลิตร TE บัฟเฟอร pH 8.0 และRNase A 30 ไมโครกรัม บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา

15 นาที หลังจากน้ันจึงเติม แอมโมเนียมอะซิเตต ความเขมขน 4 โมลาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร

บมท่ี - 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวจึงปนแยกตะกอนดีเอ็นเอท่ี 14,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดมาลางดวย 70% เอทานอล ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหง
แลวจึงละลายตะกอนดวย 50 ไมโครลิตร ของ TE บัฟเฟอร

3.3.1.1.1.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA ของรา ดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)

นําดีเอ็นเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ของไร

โบโซมอลดีเอ็นเอใช  ไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ซึ่งเปน universal primers ของบริเวณ ITS โดย

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

5’ – TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’ ตามลําดับ โดยใชภาวะของปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรส

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

องศาเซลเซียส 1 นาที, 35 รอบ, 72 องศาเซลเซียส 5 นาที เก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสท่ี -20

องศาเซลเซียส (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550)   นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับ

เบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS

3.3.1.1.1.3 การวิเคราะหผลทางชีววิทยาโมเลกุล

นําผลการวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS (Internal transcribed

spacer) ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอเปดในโปรแกรม Bioedit มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของดีเอ็น

เอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของราสปชีสตางๆ จากฐานขอมูลใน Genbank แลวจึงนํา

ลําดับเบสดังกลาวมาทําตนไม วิวัฒนาการโดยใชโปรแกรม ClustalX 1.81 และดูตนไม วิวัฒนาการ

โดยใชโปรแกรม nj plot

3.3.1.1.2 จําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา

การจําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา อางอิงตาม Introduction to food and airborne

fungi (de Hoog และคณะ, 2000) ศึกษาสัณฐานวิทยาของราท้ังภายใตกลองจุลทรรศนและดูดวย

ตาเปลา โดยศึกษาขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานชูสปอร การมีไรซอยด การมีคลามัยโด
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สปอร ขนาดของคอลาเมลลา ขนาดของสปอรแรงเจียม และลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

Potato dextrose agar (PDA)

3.3.1.1.3 ศึกษาความสามารถในการยอยแปงของราท่ีแยกได
เพื่อคัดเลือกราท่ีมีความสามารถในการยอยแปงไดดีเทียบเทากับราสายพันธุ  M.

hiemalis NN609 ดังน้ันจึงนําราบริสุทธิ์ท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5 จํานวน 3 ไอโซเลต มาศึกษา

ความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลว (Liquefaction) โดยนําราบริสุทธิ์ท่ีแยกได 3
คอรกบอรเรอร ใสในขาวเหนียวน่ึง 100 กรัม ท่ีบรรจุขวดขนาด 500  มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน

บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เพื่อเปรียบเทียบหาความสามารถในการเปลี่ยน

ของแข็ง (ขาวเหนียวน่ึง) ใหกลายเปนของเหลว (นํ้าตอย) แตละไอโซเลตทําการทดลองซ้ําจํานวน

3 ชุดการทดลอง ในการทดลองน้ีใชราสายพันธุ M. hiemalis NN609 เปนตัวเปรียบเทียบ

3.3.1.2 การจําแนกยีสต
ในการจําแนกยีสตท่ีแยกไดมาจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลวท้ัง 8 แหลง นํา

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

RFLP) มาใชเพ ื่อชวยจัดกลุมของยีสตท่ีคัดแยกกอน แลวจึงคัดเลือกตัวแทนของยีสตในแตละกลุม
ไปทดสอบทางชีวเคมี และนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ

3.3.1.2.1 จําแนกยีสตโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

3.3.1.2.1.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี glass beads

เลี้ยงยีสตในอาหารเหลว YEPD ท่ี 30 องศาเซลเซียส 2 - 3 วัน ปนแยกเซลลท่ี
10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที แลวลางเซลลโดยนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 ไมโครลิตร ปนแยก

เซลลท่ี10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที อีกครั้ง นําเซลลท่ีไดใสในหลอดไมโครฟ วจขนาด 1.5

มิลลิลิตร ทําเชนเดียวกับราในขอ 3.3.1.1.1.1

3.3.1.2.1.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA ของยีสต ดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)

นําดีเอ็นเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร
และวิธีการทําเชนเดียวกับของราในขอ 3.3.1.1.1.2

3.3.1.2.1.3 การจัดกลุมยีสตโดยวิธี PCR - RFLP

นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาตัดดวย HinFI, HhaI และ HaeIII

แลวจึงจัดกลุมยีสตท่ีแยกไดตามรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ

โดยใชโปรแกรม Quantity one จากเครื่อง Gel doc (Bio - rad, USA) ในการวิเคราะหผล รูปแบบ

ของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ สุมตัวอยางของยีสตจากแตละกลุมมา
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วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ ทําเชนเดียวกับของ

ราในขอ 3.3.1.1.1.3

3.3.1.2.2 การจําแนกยีสตโดยวิธีทางชีวเคมี

ก. การใชแหลงอาหารคารบอน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร

500 ไมโครลิตร ลงในอาหารยีสตไนโตรเจนเบสและเติมแหลงคารบอนตางๆ กัน 8 ชนิด ไดแก
กลูโคส กาแลกโตส ไซโรส แรมโนส ซูโครส ซูโคส มอลโทส แมนนิทอล และอินโนสิทอล ใหไดความ

เขมขนสุดทายเทากับ 1 โมลาร
ข. การหมักแหลงอาหารคารบอน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร

500 ไมโครลิตร ลงในอาหาร ยีสตไนโตรเจนเบสท่ีมีหลอดดักแกส (Durham’s tube) และเติมแหลง
คารบอนตางกัน 2 ชนิด ไดแก กลูโคส และไซโครส ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1 โมลาร
3.3.2 การคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธ ุ ท่ีมี

ความสามารถในการผลิตสาโทท่ีมีกล่ินรสท่ีดี

3.3.2.1 ผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุและแปรผันยีสต S.

cerevisiae 5 สายพันธุ
เติมราสองสายพันธุคือ M. hiemalis  NN609 และ R. microsporus NN505 ท่ีเจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ลงในขาวเหนียวน่ึง 300 กรัม จํานวนชนิดละ 9  คอรกบอรเรอร และแปรผัน

ยีสตจํานวน 5 สายพันธุ ดังน้ี S. cerevisiae NP101D8 (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550); N5D8

(คัดแยกจากลูกแปงสุรา NN5 ท่ีไดรับมาจากจังหวัดนาน); 493 EDV (ยีสตสายพันธุทางการคา);

BMD8 (คัดแยกจากลูกแปงสุราท่ีผลิตสาโทบางม า) และ TISTR 5161 (ไดรับจาก วว.) แยกกันแต
ละชนิดลงไปจํานวน 5x103 cfu/ml หลังจากน้ันคลุกเคลาใหเขากัน และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส เติมนํ้าปริมาตร 300 มิลลิลิตรในชวงการหมักวันท่ี 3  แลวบมตออีก 10 วัน

หลังจากน้ันนําของเหลวสวนใสใสขวดสีชาท่ีผานการฆาเชื้อแลวเพื่อตกตะกอนใหสาโทใส แลว
นําไปแชท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางสาโทเพื่อนําไปวิเคราะห
องคประกอบทางเคมีตางๆ ไดแก ความเปนกรด - เบส ปริมาณกรดท้ังหมด ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ
ปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกลิ่น และนําไปวิเคราะหทางประสาทสัมผัสโดยผูเชี่ยว

ทางดานการชิมไวนและสาโทจํานวน 10 คน

3.3.2.2 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทท่ีหมักได
เก็บสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ดังน้ี

3.3.2.2.1 คาความเปนกรด – เบส

อานคาความเปนกรด - เบส ดวยเครื่อง pH meter
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3.3.2.2.2 การวิเคราะหปริมาณกรดโดยรวม (Total Titration Acidity)

นําตัวอยางสาโท 5 มิลลิลิตร เติมนํ้ารอน 50 มิลลิลิตรแลวหยด Phenopthalene

2 - 3 หยด นําไปไทเทรตกับ NaOH 0.1 นอรแมล จนสารละลายเปลี่ยนจากไม ม ีสีเปนสีชมพู อาน

คาปริมาตร NaOH ท่ีได แลวนําไปคํานวณ %TA

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

 1000 x V (Sample)

V = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชไทเทรต (มิลลิลิตร)

N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเปนนอรแมล

v = ปริมาตรของสารตัวอยางท่ีใช (มิลลิลิตร)

MW (lactic acid) = 90

3.3.2.2.3 การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid

(DNSA) (Miller, 1959)

เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ตม
ในอางนํ้าเดือด 10 นาที ท้ิงใหเย็น เติมนํ้า 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540

นาโนเมตร เปรียบเทียบและคํานวณปริมาณนํ้าตาลรีดิวซกับกราฟของสารมาตรฐาน

3.3.2.3 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทไดในวันสุดทาย จากขอ 3.3.2.1 มาทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยผูทดสอบท่ีมี

ความเชี่ยวชาญและคุนเคยกับการด่ืมสาโท จํานวน 10 คน  ทําการชิมและใหคะแนนในใบให
คะแนน (ภาคผนวก ค) และนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance)

ทางสถิติโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS เวอรชั่น 17.0 (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA)

3.3.2.4 การวิเคราะหปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds)

 นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ใสใน vial ท่ีสะอาดปราศจากเชื้อ

ขนาด 20 มิลลิลิตร ปดฝาใหสนิทดวย Crimper 20 mm Seals จากน้ันนําไปวิเคราะหโดยวิธีแกส
โครมาโทกราฟ  – เฟลมไอโอไนเซชั่น (GC - FID) โดยเก็บตัวอยางสารใหกลิ่นบริเวณท่ีวางเหนือ

สาร (Headspace) เพื่อฉีดวิเคราะหและหาปริมาณโดยเปรียบเทียบและคํานวณกับสารมาตรฐาน

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

แกสตัวพา(carrier gas) ไนโตรเจน (อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาที)

อุณหภูมิของ Oven : 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 เปนเวลา 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 การวิเคราะหผลทางสถิติ

นําขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหผลทางสถิติโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS เวอรชั่น 17.0

(SPSS, Inc. Chicago, IL, USA) นอกจากน้ียังวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางสายพันธุยีสตกับ

การผลิตสารประกอบใหกลิ่นดวยวิธี Principal Component Analysis (PCA) โดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป Unscrambler เวอรชั่น 9.7 (CAMO, Norway)

3.3.2.6  ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

เพื่อตรวจสอบการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนของตัวอยางสาโทจะนําเทคนิค Polymerase

Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR - RFLP) มาใชเพื่อ

ตรวจสอบดูรูปแบบการตัดจากเอนไซม ตัดจําเพาะของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากสาโท ดังน้ี

นํานํ้าหมักท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 มาใสในหลอดไมโครฟ วจขนาด 1.5  มิลลิลิตร  ปนแยก

เซลลท่ี 8,000 รอบตอนาที นาน 5  นาที แลวลางเซลลโดยนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 ไมโครลิตร

จากน้ันนําไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB (Arlorio และคณะ, 1999) ซึ่งมีรายละเอียด ดังน้ี

ปนแยกเซลลท่ี 8,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที อีกครั้ง ท้ิงสวนนํ้าใส เติม 600  ไมโครลิตร ของ
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สารละลาย Lysis buffer (สารละลาย Lysis buffer ประกอบดวย 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 เขยาเบาๆและบมท่ี 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันปน 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดเก็บชั้นนํ้า แลวจึงเติม 600 ไมโครลิตร TE บัฟเฟอร และ 1,200

ไมโครลิตร Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1) เขยาขึ้นลงเบาๆ 60 ครั้ง และ ปน
14 , 00 0 ร อ บ ตอ น าที เ ปน 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 เขยาขึ้นลง 60 ครั้ง ปน 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดเก็บชั้นนํ้า  จากน้ันจึงเติม 1 มิลลิลิตร ของ Isopropanol เขยาเบาๆ บมท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที ปนแยกตะกอนดีเอ็นเอท่ี 14,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดมาลางดวย 70% เอทานอล 500 ไมโครลิตร ปน 14,000

รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนนํ้าใส ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหง แลวจึงละลายตะกอนดวย

20 ไมโครลิตร ของ TE บัฟเฟอร
เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 16S rDNA ของแบคทีเรียและ 26S rDNA ของยีสต

และรา ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)

ก. เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร
27F (5' – AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) และ ไพรเมอร 1492R (5' - GGTTACCTTGTT

ACGACTT - 3') โดยใชภาวะของปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังน้ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที; 94

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

เซลเซียส 6 นาที เก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสท่ี -20 องศาเซลเซียส

ข. เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 26S rDNA ยีสตและรา เชนเดียวกับขอ
3.3.1.1.1.2

นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาตัดดวย HinFI, HhaI และ HaeIII แลวจึง

วิเคราะหผลรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ โดยใชโปรแกรม

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

3.3.3 แปรผันอัตราสวนยีสตในกลุม S. cerevisiae กับยีสตในกลุม non – Saccharomyces

จํานวน 3 สายพันธ ุ เพ่ือใหไดสาโทท่ีมีคุณภาพดานกล่ินรสท่ีดี

3.3.3.1 ผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุ ยีสต S. cerevisiae

NP101D8 และแปรผันอัตราสวนยีสตในกลุม non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ
เติมราสองสายพันธุคือ M. hiemalis  NN609 และ R. microsporus NN505 ท่ีเจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ลงในขาวเหนียวน่ึง 300 กรัม จํานวนชนิดละ 9 คอรกบอรเรอร เติมยีสต
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S. cerevisiae NP101D8 จํานวน 5x103 cfu/ml และแปรผันยีสตในกลุม non – Saccharomyces

3 สายพันธุคือ I. orientalis TISTR5259 (ไดรับมาจาก วว.) P. anomala NP101 และ Sm.

fibuligera NP101 (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) แยกกันแตละชนิดลงไปจํานวน 2.5x103 5x103

1x104 2x104cfu/ml ตามลําดับ หลังจากน้ันคลุกเคลาใหเขากัน และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เติมนํ้าปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในวันท่ี 3 ของการหมัก บมตอไปอีก 10 วัน หลังจากน้ัน

จะตกตะกอนใหใสโดยนําของเหลวสวนใสใสขวดสีชาท่ีผานการฆาเชื้อแลว แลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางสาโทเพื่อนําไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ

ไดแก ความเปนกรด - เบส ปริมาณกรดท้ังหมด ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ  วิเคราะหทางประสาท

สัมผัสโดยผูเชี่ยวทางดานการชิมไวนและสาโทจํานวน 10 คน และวิเคราะหปริมาณเอทานอล และ

สารประกอบใหกลิ่น

3.3.3.2 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทท่ีหมักได
นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ เชนเดียวกับขอ

3.3.2.2

3.3.3.3 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหทางประสาทสัมผัส เชนเดียวกับขอ 3.3.2.3

3.3.3.4 การวิเคราะหปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds)

นําสาโทท่ีไดจากขอ 3.3.3.1 มาวิเคราะหองคประกอบปริมาณเอทานอลและสารประกอบ

ให เชนเดียวกับขอ 3.3.2.4

3.3.3.5 การวิเคราะหผลทางสถิติ

นําขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหผลทางสถิติเชนเดียวกับขอ 3.3.2.5

3.3.3.6 ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

นําสาโทท่ีไดมาตรวจสอบการปนเปอนเชนเดียวกับขอ 3.3.2.6
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บทท่ี 4

ผลการทดลอง
การเตรียมเชื้อบริสุทธิ์ของราและยีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงสุราท่ีคัดเลือกแลวและท่ีไดรับ

จากแหลงอื่น

งานวิจัยน้ีม ุงสนใจศึกษาความสามารถของยีสตสปชีสตางๆ ยีสตท่ีใชในการทดลองมี

ท้ังหมด 8 สายพันธุ ประกอบดวยสายพันธุ S. cerevisiae 5 สายพันธุ ยีสตในกลุม non –

Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุดังน้ี I. orientalis TISTR5259 Sm. fibuligera NP101 และ

P. anomala NP101 ยีสตท้ัง 8 สายพันธุ มีแหลงท่ีมาแสดงดังตารางท่ี 4.1

ตารางท่ี 4.1 แหลงท่ีมาของยีสตท่ีใชในงานวิจัยจํานวน 8 สายพันธุ

งานวิจัยน้ีคัดแยกยีสตสวนหน่ึงจากลูกแปงสุราท่ีผานการคัดเลือกแลววาเมื่อนําไปผลิต

สาโทแลวไดกลิ่นรสดีจํานวน 7 ชนิด (อภิชญา เตชะวสัญญ, 2550) และรวมถึงลูกแปงสุราท่ีเปน
หัวเชื้อในการผลิตสาโทบางม าอีก 1 ชนิด โดยนําลูกแปงสุราจากท้ัง 8 แหลงมาผลิตสาโทเพื่อแยก

ยีสต เก็บตัวอยางในวันท่ี 0 และ 8 พบวายีสตท่ีไดสามารถแยกเปนกลุม S. cerevisiae และกลุม
non - Saccharomyces โดยอาศัยผลการเจริญบนอาหารแข็ง L - lysine (ยีสต S. cerevisiae ไม 
สามารถเจริญไดแตยีสตกลุม non - Saccharomyces สามารถเจริญได) หลังจากน้ันสุมหา

ตัวแทนยีสต S. cerevisiae จํานวน 3 ไอโซเลต จากลูกแปงสุราแตละแหลงและทุกไอโซเลตของ

ยีสตกลุม non - Saccharomyces ไปจําแนกชนิดโดยใชเทคนิคทางชีวเคมีควบคูกับเทคนิคทาง

ชีววิทยาโมเลกุลตอไป

ยีสต สายพันธุยีสต แหลงท่ีมา

S. cerevisiae N5D8 คัดแยกจากลูกแปงสุรา NN5 (ไดรับมาจากจังหวัดนาน)

S. cerevisiae NP101D8 อภิชญา เตชะวสัญู, 2550

S. cerevisiae TISTR5161 ไดรับจาก วว.

S. cerevisiae 493 EDV สายพันธุทางการคา
S. cerevisiae BMD8 คัดแยกจากลูกแปงสุราท่ีเปนหัวเชื้อผลิตสาโทบางม า
I. orientalis TISTR5259 ไดรับจาก วว.

Sm. fibuligera NP101 ไดรับจาก อภิชญา เตชะวสัญู, 2550

P. anomala NP101 ไดรับจาก อภิชญา เตชะวสัญู, 2550
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คัดแยกเชื้อราเพิ่มเติมจากลูกแปง NN5 (ลูกแปงสุราจากจังหวัดนาน) โดยนําลูกแปง NN5

มาผลิตสาโท เก็บตัวอยางในวันท่ี 0 และ 3 ของการหมัก พบราท่ีแยกไดจํานวน 24 ไอโซเลตซึ่งมี

ลักษณะโคโลนีคลายกันดังน้ันจึงสุมหาตัวแทนรา 3 โคโลนี ไดแกรหัส NN501 NN504 และ

NN505 เพื่อนําไปจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และเทคนิคทางชีววิทยา

โมเลกุลพรอมท้ังทดสอบความสามารถในการยอยแปงของราท่ีแยกไดตอไป

4.1 การจําแนกชนิดราและยีสตท่ีอยูในลูกแปงสุราโดยใช สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

4.1.1 การจําแนกรา

     4.1.1.1 จําแนกราโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

จากการคัดแยกราจากลูกแปงสุรา NN5 แลวสุมเลือกตัวแทนมา 3 ไอโซเลต หลังจาก

น้ันนํามาสกัดดีเอ็นเอ นําดีเอ็นเอท่ีไดมาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA ดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) โดยใชไพรเมอร ITS1 (F) และ ITS4 (R) ขนาดผลิตภัณฑของ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของราท้ัง 3 ไอโซเลตมีคา 700 เบส แสดงดังภาพท่ี 4.1

ภาพท่ี 4.1 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดี

เอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของรา 3 ไอโซเลตท่ีแยกจากลูกแปง NN5

เมื่อนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS มา

เปรียบ เทียบกับลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตและราสปชีสตางๆ  จาก

ฐานขอมูลใน Genbank และสรางตนไม วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ดังแสดงในรูปท่ี 4.2

พบวา ราท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5 ท้ัง 3 ไอโซเลต มีคาความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ ITS กับ ราสายพันธุ Rhizopus oryzae, M. miehei, R. microsporus, และ M. rouxii
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เทากับรอยละ 100 จากการวิเคราะหผลทางชีววิทยาโมเลกุลพบวายังไม สามารถจําแนกชนิดของ

ราท่ีแยกมาจากลูกแปง NN5 ไดอยางชัดเจน ดังน้ันจึงจําเปนท่ีจะตองใชขอมูลสัณฐานวิทยาเขามา

ประกอบดวย

4.1.1.2 จําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา

การจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาท้ังภายใตกลองจุลทรรศนและดูดวยตาเปลา
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA รวมไปถึงการศึกษา ขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานสปอร การมี

ไรซอยด การมีคลามัยโดสปอร ขนาดของสปอรแรงเจียม และการเจริญท่ีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส ซึ่งผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.2 และภาพท่ี 4.3

จากตารางท่ี 4.2 พบวา ราท้ัง 3 ไอโซเลตมีไรซอยดอยางเห็นไดชัด แสดงวาราท่ีคัดแยก

จากลูกแปงสุรา NN5 ท้ัง 3 ไอโซเลตเปนราในกลุม Rhizopus spp. ซึ่งคุณลักษณะการปรากฏของ

ไรซอยดน้ันจะสามารถใชเแยกระหวางราในกลุม Mucor spp. ออกจาก Rhizopus spp. โดยรา

กลุม Mucor spp. จะไม ม ีไรซอยด ในทางตรงกันขาม รากลุม Rhizopus spp. มีไรซอยต สวน

คุณสมบัติท่ีใชในการแยกระหวางราสายพันธุ R. microsporus กับราสายพันธุ R. oryzae คือ

ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส กลาวคือราสายพันธุ R. microsporus

สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิดังกลาว สวนราสายพันธุ R. oryzae ไม สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ

ดังกลาวได ดังน้ันจากผลการจําแนกโดยใชสัณฐานวิทยาพบวาราท่ีคัดแยกมาจากลูกแปง NN5

คือราสายพันธุ R. microsporus

ผลการจําแนกรา NN501, NN504 และ NN505 จากลูกแปง NN5 โดยใชวิธีสัณฐานวิทยา

ควบคูกับวิธีทางชีววิทยาโมเลกุลสามารถสรุปไดวาเปนรา R. microsporus
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ภาพที่ 4.2 ตนไม วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของตัวแทนของราที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NN5

45
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ภาพท่ี 4.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา NN505 ท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5

ก. ลักษณะของรา NN505 ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 200 เทา
ข. ลักษณะโคโลนีของรา NN505 ท่ีเจริญบนอาหาร PDA บมท่ี 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน

ค. ลักษณะไรซอยดของรา NN505 ภายใตกลองจุลทรรศน

ตารางท่ี 4.2 ผลของการจําแนกราในลูกแปงสุราโดยใชสัณฐานวิทยา (อางอิงตาม (De

Hoog, 2000)

ลักษณะสปอแรงจิโอสปอร 
รหัสของ

รา

การ

มีไร

ซอย

ด

การมี

คลามัย

โดสปอร 

ลักษณะ

กาน

สปอร 

การเจริญ

ท่ี 45

องศา

เซลเซียส

ขนาด

ของกาน

สปอร 
(ไมโคร

เมตร)

ลักษณะ สี
ขนาด

(ไมโครเมตร)

ช่ือสปชีส 

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 ศึกษาความสามารถในการยอยแปงของราท่ีแยกได
จากการศึกษาความสามารถในการยอยแปงของรา 3 ไอโซเลตจากลูกแปง NN5 เทียบกับ

รา M. hiemalis NN609 ซึ่งพบวาเปนราท่ีมีความสามารถในการยอยแปงไดดี (อภิชญา เต

ชะวสัญู, 2550) พบวาคาเฉลี่ยของปริมาณนํ้าตอย (ของเหลวท่ีไดจากการเปลี่ยนจากแปงเปน
นํ้าเชื่อม) ท่ีวัดไดจาก 3 ชุดการทดลองของราท้ัง 3 ไอโซเลตมีคาใกลเคียงกับรา M. hiemalis

NN609 แสดงผลไดดังตารางท่ี 4.3

ตารางท่ี 4.3 ความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปนของเหลวของรา 3 ไอโซเลตท่ีแยก

จากลูกแปง NN5 เทียบกับราสายพันธุ M. hiemalis NN609

ในการศึกษาความสามารถในการยอยแปงของรา พบวาราท่ีแยกไดจากลูกแปง NN5 ท้ัง

3 ไอโซเลตมีความสามารถในการยอยแปงไดดีเทียบเทากับ M. hiemalis NN609 โดยรา NN505

มีความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปนของเหลวไดดีท่ีสุด ดวยเหตุน้ีรา R. microsporus

NN505 จึงถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทนของราเพื่อนําไปใชในการทดลองถัดไป

4.1.2 การจําแนกยีสต
4.1.2.1 จําแนกยีสตโดยใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล

ก. การจําแนกยีสตท่ีมาจากการคัดแยกจากลูกแปงสุรา 8 แหลง พบวายีสตท่ี
สามารถแยกไดม ีจํานวนมากถึง 447 ไอโซเลต จึงจําเปนตองจัดกลุมยีสตกอนท่ีนําไปจําแนกตอ ได
เลือกใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism

(PCR - RFLP) มาชวยจัดกลุมดวยรูปแบบของชิ้นสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอท่ีไดจากการตัด

ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชเอนไซม ตัดจําเพาะ 3 ชนิด คือ HinFI, HhaI และ HaeIII  โดย

เริ่มตนจากทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสตท่ีแยกไดจากตัวอยางลูกแปงสุรา หลังจากน้ันนํา

ชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA มาเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร

รา ปริมาณของเหลวท่ีวัดได (มิลลิลิตร)

NN501 51 2.0

NN504 53 2.1

NN505 57 1.5

M. hiemalis NN609 55 2.0



48

ITS1 และ ITS4 แสดงขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอรเรสในตารางท่ี 4.4 และ

ตัวอยางผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของตัวแทนยีสตท้ัง 5 กลุมแสดงดังภาพท่ี 4.4

ตารางท่ี 4.4 ผลของการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล

ดีเอ็นเอของตัวแทนยีสต 5 กลุม

* ขนาดของผลิตภัณฑท่ีไดคํานวณจากโปรแกรม Quantity one จากเคร่ือง Gel doc (Bio - rad, USA)

ภาพท่ี 4.4 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอ

บริเวณITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของตัวแทนยีสต 5 กลุม

กลุมท่ี ขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรส (เบส) *

1 670

2 610

3 630

4 610

5 830

500 -----

ขนาด

(เบส)

1000 -----

100 ---

-

2% agarose

gel

กลุ
ม1

กลุ
ม2

กลุ
ม3

กลุ
ม4

กลุ
ม5

D
N

A 
m

ar
ke

r

PCR product
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จากผลการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอบริเวณไรโบโซมอลของยีสตไอโซเลตตางๆ พบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีขนาดอยูระหวาง 610 - 830 เบส

เพื่อศึกษารูปแบบของชิ้นสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากยีสตแตละไอโซเลต เมื่อถูกตัด

ดวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ (restriction enzyme) เพื่อใชรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาว เพื่อการ

แบงกลุมยีสต จึงไดนําเอาผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตัดดัวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ 3 ชนิด

คือ HinFI, HhaI และ HaeIII ไดผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 4.5

จากภาพท่ี 4.5 พบวา ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไร

โบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตท่ีคัดแยกจากลูกแปงท่ีผานการคัดเลือกท้ัง 8 แหลง ท่ีถูกตัดดวย

เอนไซม จําเพาะ 3 ชนิด คือ HaeIII, HinfI และ HhaI ไดรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีสามารถจัด

กลุมของยีสตไดท้ังหมด 5 กลุม ขนาดดีเอ็นเอของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดชิ้นสวนดวยเอนไซม ตัด

จําเพาะท้ัง 3 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 4.5

ตารางท่ี 4.5 การจัดกลุมของยีสตท่ีแยกไดตามรูปแบบชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS โดยวิธี

PCR – RFLP

ขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ (เบส)*กลุม
ท่ี

ขนาดของผลิตภัณฑ
ปฏิกิริยา

ลูกโชพอลิเมอรเรส (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

* ขนาดของผลิตภัณฑที่ไดคํานวณจากโปรแกรม Quantity one จากเครื่อง Gel doc (Bio - rad, USA)

เพื่อการจําแนกชนิดของยีสตตอไปจึงไดเลือกตัวแทนกลุมแบบสุมไปยืนยันการจําแนก

ชนิดโดยวิธีทางชีวเคมีควบคูกับนําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต
ตัวแทนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได ไปเปรียบเทียบรอยละความ

คลาย (% Similarity) กับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันของยีสตท่ีมีในฐานขอมูล GenBank

ซึ่งผลการจําแนกชนิดของยีสตแสดงดังตารางท่ี 4.6 และสรางตนไม วิวัฒนาการ (Phylogenetic

tree) ดังแสดงในภาพท่ี 4.6
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ภาพท่ี 4.5 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอ

บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของตัวแทนยีสต 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ HaeIII,

HinfI, HhaI

Lane ท่ี 1 คือ DNA marker

Lane ท่ี 2 – 6 คือผลิตภัณฑ PCR ของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จําเพาะ HaeIII

Lane ท่ี 7 –11 คือผลิตภัณฑ PCR ของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม จําเพาะ HinfI

Lane ท่ี 12 – 16 คือผลิตภัณฑ PCR ของยีสตท้ัง 5 กลุมท่ีถูกตัดดวยเอนไซม 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 การจําแนกชนิดของยีสตโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันในฐานขอมูลใน GenBank

* %similarity= ร อยละความคล ายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็น

เอ เม่ือเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบร ิเวณเดียวกันในฐานขอมูล

จากผลการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ ITS (Internal transcribed spacer) ของไรโบโซ

มอล   ดีเอ็นเอของยีสต กลุมท่ี 1 ถึงกลุมท่ี 5 กับฐานขอมูล Genbank พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับ Sm. fibuligera, P. caribbica, P. fabianii, P. anomala, S. cerevisiae ตามลําดับ

จากน้ันไดนําตัวแทนของยีสตจากแตละกลุมไปทดสอบทางชีวเคมีเพื่อยืนยันผลการจําแนกตอไป

ข. การยืนยันสายพันธุยีสตท่ีไดรับจากศูนยจุลินทรียสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทค

โนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ซึ่งคัดแยกมาจากลูกแปงสุราและสาโท จํานวน 2 สายพันธุ
การยืนยันสายพันธุยีสต 2 สายพันธุท่ีไดรับจาก วว. โดยใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

เริ่มจากขั้นตอนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสต หลังจากน้ันนําชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง ITS rDNA

มาเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ตัวอยางผลิตภัณฑ
ของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอของยีสตแสดงดังภาพท่ี 4.7 และแสดงขนาดของ

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอรเรสในตารางท่ี 4.7

กลุมยีสต 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 ตนไม วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของตัวแทนยีสต 5 กล ุม

52
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500 ----

ขนาด

(เบส)

1000 ----

-

ภาพท่ี 4.7 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

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

ตารางท่ี 4.7 ผลของการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS

ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต 2 สายพันธุ

สายพันธุยีสต ขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิร ิยาลูกโช พอลิเมอเรส (เบส) *

C. krusei TISTR5259 540

S. cerevisiae TISTR5161 880

* ขนาดของผลิตภัณฑท่ีไดคํานวณจากโปรแกรม Quantity one จากเคร่ือง Gel doc (Bio-rad, USA)

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ

ยีสตท้ัง 2 สายพันธุ พบวามีขนาด 540 และ 880 เบส เพื่อการจําแนกชนิดของยีสตตอไปโดยวิธี

ทางชีวเคมีควบคูกับนําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตท้ัง 2 สายพันธุ
ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อนําไปเปรียบเทียบรอยละความคลาย (% Similarity) กับลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันของยีสตท่ีมีในฐานขอมูล GenBank ซึ่งผลการจําแนกชนิดของยีสต
แสดงดังตารางท่ี 4.8 พบวา ยีสตรหัส TISTR5259 มีรอยละความคลายของลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับสายพันธุ I. orientalis เทากับ 100 และยีสตรหัส TISTR5161 มีรอยละความคลายของ

ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสายพันธุ S. cerevisiae เทากับ 100

100 ----
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จากผลการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสต ไดนํายีสต
ท้ัง 2 สายพันธุ ไปทดสอบทางชีวเคมีเพื่อยืนยันผลการจําแนกตอไป

ตารางท่ี 4.8 การจําแนกชนิดของยีสตโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ

ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันในฐานขอมูลใน GenBank

ชนิดของยีสต %similarity*

I.  orientalis

S. cerevisiae

100

100

* %similarity = ร อยละความคล ายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ เม่ือ

เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบร ิเวณเดียวกันในฐานขอมูล

4.1.2.2 การจําแนกยีสตโดยวิธีทางชีวเคมี

การจําแนกชนิดของยีสตตัวแทนกลุมยีสต 5 กลุม (ตารางท่ี 4.5) และ ยีสตท่ีไดรับจาก วว.

ท้ัง 2 สายพันธุ โดยใชลักษณะทางชีวเคมีเปนการศึกษารูปแบบการใชแหลงอาหารคารบอน

(Carbon assimilation) และรูปแบบการหมัก แหลงคารบอนท่ีใชศึกษาจํานวน 8 ชนิด ดังน้ี กลูโคส

กาแลกโตส ไซโรส แรมโนส ซูโครส ซูโคส มอลโทส แมนนิทอล และอินโนสิทอล การศึกษารูปแบบ

การหมัก (Fermentation) โดยใชแหลงคารบอน 2 ชนิดคือ กลูโคส และ ไซโรส ท้ังน้ีการทดสอบ

ตางๆ จะแตกตางกันไปตามแตละชนิด ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.9 และภาพท่ี 4.8 และ

4.9

จากตารางท่ี 4.8 พบวา ตัวแทนยีสตในกลุมท่ี 1 2 3 4 5 ยีสตท่ีไดรับจาก วว. รหัสท่ี 1

และ 2 มีความสามารถในการใชแหลงคารบอน และการหมัก เหมือนกับยีสตสายพันธุ
Sm. fibuligera P. caribbica P. fabianii P. anomala S. cerevisiae I. orientalis และ

S. cerevisiae ตามลําดับ

จากตารางท่ี 4.5 4.7 และ 4.8 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็น

เอของตัวแทนยีสตท้ัง 5 กลุม ไปเสนอใน G enbank เพื่อใหได ascession mumber ทําให
สามารถiระบุชื่อของตัวแทนยีสตท้ัง 5 กลุมและยีสตท่ีไดรับจาก วว. รหัสท่ี 1 และ 2 ไดวาเปน
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 ตัวอยางการศึกษาความสามารถในการใชแหลงคารบอน ของ P. fabianii

1 = กลูโคส 2 = กาแลคโตส 3 = ไซโรส

4 = ซูโครส 5 = มอลโตส 6 = อินโนซิทอล

ภาพท่ี 4.9 ตัวอยางการศึกษาความสามารถในการหมักของตัวแทนยีสต 5 กุลม
โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน

1 = ไม ม ีการเติมยีสต 2 = ยีสตกลุม 1 3 = ยีสตกลุม 2

4 = ยีสตกลุม 3 5 = ยีสตกลุม 4 6 = ยีสตกลุม 5

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6
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ตารางที่ 4.9 ผลการจําแนกชนิดของยีสตโดยใช ล ักษณะทางชีวเคมี (อางอิงตาม Barnett และคณะ, 1999)

* แสดงเฉพาะลักษณะทางชีวเคมีท่ีสามารถแยกความแตกตางของสปช ีส
N ไม มีขอม ูล, D ติดตามผลนานเกิน 7 วัน, - ไม สามารถเจริญได, + สามารถเจริญได และ v สามารถเจริญหรือไม สามารถเจริญได
ยีสตวว.1 คือ ยีสตรหัส TISTR5259 ยีสตวว. 2 คือ ยีสตรหัส TISTR5161

การใชแหล 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

-

ยีสตวว. 1

C. krusei*

I. orientalis*

+

+

+

-

+

-

N

v

-

-

-

-

-

+

-

+

+

-

-

+

-

-

-

-

+

+

+

-

N

-

ยีสตวว. 2

S. cerevisiae*

+

+

N

v

-

-

-

-

N

v

N

v

N

v

-

-

+

+

N

-
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4.2 การคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธ ุ ท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตสาโทท่ีมีกล่ินรสท่ีดี

เนื่องจากในการทดลองนี้ตองการคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5

สายพันธุที่ม ีความสามารถในการผลิตสาโทที่มีกลิ่นรสดี ดวยเหตุนี้จึงผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมระหวางรา 2 สายพันธุคือ M. hiemalis NN609 (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) และ

R. microsporus NN505 ในทุกชุดการทดลอง และแปรผันชนิดของยีสตแตละชนิดในแตละชุดการ

ทดลองในปริมาณที่เทากัน หมักตามวิธีที่ 3.3.2.1 หลังจากนั้นเก็บตัวอยางมาวิเคราะห
องคประกอบดานตางๆ ดังนี้

4.2.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทที่หมักได
การวิเคราะห ความเปนกรด – เบส ปริมาณกรดโดยรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ รอย

ละเอทานอล ซึ่งไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.10

คาความเปนกรด – เบส ในสาโทมีบทบาทสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย (มนตรี เชาว
สังเกต, 2521) คาความเปนกรด - เบสและคาปริมาณกรดรวมของสาโทที่เกิดการหมักอยาง

สมบูรณม ีคาอยูระหวาง 3.40 - 4.70 และ 0.29 – 0.93 ตามลําดับ (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) จาก

ผลการวิเคราะหความเปนกรด - เบส และปริมาณกรดรวม พบวา ผลของความเปนกรดเบส และ

ปริมาณกรดโดยรวมของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสตทั้ง 5 สายพันธุ มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับชุด

ควบคุม (น้ําหมักที่ไม ม ีการเติมยีสตลงไป) โดยคาความเปนกรด - เบส มีคาอยูในชวง 3.3 – 3.7

และคาปริมาณกรดโดยรวมมีคาระหวาง 0.34 - 0.59 โดยพบวาสาโทที่มีคา pH ตํ่า จะมีปริมาณ

กรดโดยรวมสูง

หลังจากการเติมน้ําในวันที่สามของการหมักไดเกิดกระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซไป
เปนแอลกอฮอล ซึ่งเกิดจากการทํางานของยีสต เมื่อระยะเวลาในการหมักเพิ่มขึ้น ปริมาณน้ําตาล

รีดิวซจะลดลง ในทางกลับกันปริมาณแอลกอฮอลจะเพิ่มขึ้นตามลําดับ เมื่อพิจารณาผลของ

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซพบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสตทั้ง 5 สายพันธุ มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับชุด

ควบคุม สวนผลของรอยละเอทานอล พบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสตทุกสายพันธุ
ยกเวนสายพันธุ BMD8 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95

(p<0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม พบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสตสายพันธุ
BMD8 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด คือ 182.60 มก./มล. แตปริมาณเอทานอลที่พบมีคาตํ่าสุด คือ

รอยละ 3.73 สวนสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสต S. cerevisiae TISTR5161 มีปริมาณ
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น้ําตาลรีดิวซตํ่าที่สุด เทากับ 1.22 มก./มล. กลับพบวามีปริมาณเอทานอลสูงสุดคือ รอยละ 8.46

เห็นไดวา ยีสตสายพันธุ BMD8 มีความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลไดนอยที่สุด

ในขณะที่ ยีสตสายพันธุ TISTR5161 มีความสามารถในการใชน้ําตาลและเปลี่ยนเปนเอทานอลได
ดีที่สุด

ตารางที่ 4.10 ผลของการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของตัวอยางสาโท

ที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

เช้ือบริสุทธ์ิผสม

รา ยีสต

ความเปน
กรด - เบส

ปริมาณ

กรดโดยรวม

ปริมาณนํ้าตาล

รีดิวซ  (มก./มล.)

รอยละ

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 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม
C คือ ไมมีการเติมยีสต

4.2.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมชุดตางๆ ไปทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมโดย

ผูทดสอบที่มีความคุนเคยและเชี่ยวชาญทางดานการชิมไวนและสาโทระดับชาติ จํานวน 10 คน ให
คะแนนในใบคะแนนและวิธีการใหคะแนน (ภาคผนวก ค) ซึ่งแบงเกณฑการใหคะแนนออกเปนสี่
ดานคือ สี กลิ่น รส และการยอมรับ คะแนนที่ไดนํามาวิเคราะหความแปรปรวนดวยโปรแกรม

สําเร็จรูป SPSS เวอรชั่น 17.0 ในการทดสอบนี้ ผูวิจัยใชสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสต
S. cerevisiae 493 EDV ซึ่งเปนยีสตสายพันธุการคาเปนชุดควบคุมแทนการใชชุดควบคุมที่ไม ม ี

การเติมยีสต เนื่องจากในชุดควบคุมที่เติมเฉพาะราบริสุทธ์ิเพียงแค 2 สายพันธุโดยไม ม ีการเติม

ยีสตจะขาดคุณลักษณะของความเปนสาโท ดังนั้นจึงไม เหมาะที่จะนํามาทดสอบทางดานประสาท

สัมผัส ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4.11
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ตารางที่ 4.11 คะแนนของผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทที่ผลิตจาก

เชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. Microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

จากตารางที่ 4.11 พบวา คะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานกลิ่น รส การ

ยอมรับ และคะแนนโดยรวมของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae ทั้ง 4

สายพันธุ ไม มีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อ

เทียบกับสาโทชุดควบคุม สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสตสายพันธุ N5D8 มี

คะแนนเฉลี่ยโดยรวมมากที่สุดคือ 75.3 คะแนน ซึ่งมีคามากกวาชุดควบคุม รองลงมาคือ สาโทที่

ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสตสายพันธุ BMD8 และ NP101D8 ดวยคะแนน 74.1 และ 72.3

ตามลําดับ ซึ่งคะแนนที่ไดมีคานอยกวาเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (74.7 คะแนน) คุณภาพสาโทที่ได
จัดอยูในเกณฑที่ดี เมื่อพิจารณาคะแนนในดานกลิ่น พบวาสาโทที่ผลิตโดยการแปรผันยีสต S.

cerevisiae ทั้ง 4 สายพันธุมีคะแนนดานกลิ่นนอยกวาในชุดควบคุม (28.7 คะแนน) สาโทที่เติม

ยีสตสายพันธุ NP101D8 และ N5D8 มีคะแนนสูงสุด มีคา 22.2 และ 22.1 ตามลําดับ จัดเปน
สาโทที่มีกลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรง เปนที่ยอมรับของผูเชี่ยวชาญ ดานรสชาติพบวาสาโทที่

ผลิตจากการเติมยีสตสายพันธุ BMD8 ไดรับคะแนนมากที่สุด รองลงมาคือสาโทที่ผลิตโดยเติม

ยีสตสายพันธุ N5D8 มีคา 31.1 และ 30.0 คะแนน ตามลําดับ จัดเปนสาโทที่มีรสชาติดี เปนที่ชื่น

ชอบของผูเชี่ยวชาญ

4.2.3 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นที่มีบทบาทสําคัญในไวนอง ุนไดแก สารในกลุมฟุเซลแอลกอฮอลและ

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 ซึ่งถูกสรางโดยยีสตในระหวางกระบวนการหมัก ปริมาณและชนิดของสารที่พบจะขึ้นอยู
กับปจจัยหลายอยาง เชน ภาวะในการหมัก สายพันธุยีสต วัตถุดิบ เปนตน (Valero และคณะ,

2002)

จากการทดลองเมื่อวิเคราะหปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นโดยใชวิธี เก็บตัวอยาง

บริเวณชองวางเหนือสาร (headspace) แลววิเคราะหดวยเครื่อง GC - FID พบวา ปริมาณ

สารประกอบใหกลิ่นที่ตรวจพบจากตัวอยางสาโทมีความแตกตางกันทั้งชนิดและปริมาณสารที่พบ

ซึ่งจะแตกตางกันไปตามชนิดของยีสตที่ใชผลิต สารประกอบใหกลิ่นหลักที่พบในการทดลองนี้มี

อยางนอย 10 ชนิด เชน อะซิทัลดีไฮด สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล ไดแก ไอโซบิวทานอล ไอโซเอ

มิลแอลกอออล 1 - โพรพานอล ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล และสารในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิล

แอซีเทต เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนตน   ในชุดควบคุม (น้ํา

หมักที่ไม มีการเติมยีสตลงไปมีเพียงรา 2 สายพันธุเทานั้น) พบสารประกอบใหกลิ่น 5 ชนิดคือ

อะเซทัลทัลดีไฮด เอทิลแอซีเทต กรดอะซิติก เอทิลเดคาโนเอต และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต สวน

สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae แตละสายพันธุลงไป พบวา
สารประกอบใหกลิ่นในสาโทสวนใหญม ีจํานวนชนิดมากกวาที่พบในชุดควบคุม ยกเวนสาโทที่ผลิต

จากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae BMD8 พบสารประกอบใหกลิ่นเพียง 4 ชนิด

เทานั้น ปริมาณของอะเซทัลดีไฮดสารในกลุมฟูเซลแอลกอออลและเอสเทอรแสดงดังภาพที่ 4.10

และ 4.11

อะเซทัลดีไฮด (Acetaldehyde) คือผลิตภ ัณฑพลอยไดจากการยอยน้ําตาลในระหวาง

กระบวนการไกลโคไลซีส (Mateos และคณะ, 2006) สารนี้เปนสารประกอบใหกลิ่นที่สําคัญใน

เครื่องด่ืมแอลกอฮอลหลายชนิดเชน เบียร ไวนแดง ไวนขาว บรั่นดี และ สาเก เปนตน ซึ่งปริมาณที่

พบจะแตกตางกัน เชนในไวนแดง พบปริมาณ 4 - 212 มก./ล. สาเก พบในปริมาณ 15 - 60 มก./ล.

(Liu และคณะ, 2000)  มีรายงานถึงอิทธิพลของปริมาณอะเซทัลดีไฮดตอเครื่องด่ืมแอลกอฮอลวา
ถาความเขมขนของอะเซทัลดีไฮดตํ่าจะใหกลิ่นดีในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลเชน กลิ่นผลไม  แตในทาง

ตรงกันขามถาความเขมขนสูงเกิน 100 – 120 มก./ล. จะสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดี เชน กลิ่นเหม็น

เขียว หรือกลิ่นเหม็นหืน ในเบียร และไวน เปนตน (Liu และคณะ, 2000) จากการทดลองนี้พบวา
(ภาพที่ 4.10 ก) สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมทีแ่ปรผันยีสต S. cerevisiae ทั้ง 5 สายพันธุมี

ปริมาณอะเซทัลดีไฮดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) สาโทที่

ผลิตจากเชื้อ S. cerevisiae BMD8 มีปริมาณอะเซทัลดีไฮดสูงกวาในชุดควบคุม โดยมีคาเทากับ

139.58 มก./ล. อะเซทัลดีไฮดที่เกิดขึ้นในระดับดังกลาวทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดีแกสาโท
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* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทท่ีผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสม

โดยไม มีการเติมยีสต (p<0.05)

ภาพที่ 4.10 ปริมาณอะเซทัลดีไอดและสารกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่วิเคราะหไดจากตัวอยางสาโทที่

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

แอลกอฮอล  ค) ปริมาณไอโซบิวทานอล  ง) ปริมาณฟนิลเอทิลแอลกอฮอล

*

* * *

*
***

*
*

*

*

*

ก)

ข)

ค)

ง)
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ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอล
ฟูเซลแอลกอฮอลเปนสารประกอบใหกลิ่นที่สําคัญในเครื่องด่ืมแอลกอฮอล ซึ่งระดับความ

เขมขนของสารกลุมนี้จะสงผลตอกลิ่นรสในเครื่องด่ืมแอลกอออล โดยพบวาผลรวมของสารฟูเซล

แอลกอออลที่ระดับความเขมขนนอยกวา 300 มก./ล. จะสงผลทําใหเครื่องด่ืมแอลกอฮอลชนิดนั้น

มีกลิ่นที่ดี ซับซอน แตถาปริมาณมากกวา 400 มก./ล. จะทําใหเกิดกลิ่นไม ดีและกลบกลิ่นที่ดีของ

สารใหกลิ่นชนิดอ่ืน (Swiegers และคณะ, 2009) นอกจากนี้ยังพบวาฟูเซลแอลกอฮอลยังมี

บทบาททางออมในการพัฒนากลิ่นหอมของไวน โดยจะเกิดปฏิกิริยากับกรดอินทรียทําใหเกิดสาร

กลุมเอสเทอรขึ้นในระหวางขบวนการหมักโดยยีสต (Jackson, 2000) ในการทดลองนี้พบ

สารประกอบในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่สําคัญดังนี้ ไอโซเอมิลแอลกอออล  ไอโซบิวทานอล และ

ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล
ไอโซเอมิลแอลกอออล (Isoamyl alcohol) เปนฟูเซลแอลกอออลที่ใหกลิ่นผลไม 

(Sirisantimethakom และคณะ, 2008) จากการทดลองพบวาปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae N5D8 NP101D8 493 EDV และ TISTR5161

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (ไม ม ีการเติมยีสต) (p<0.05) ความ

เขมขนที่พบคือ 55.55 – 71.42 มก./ล. (ภาพที่ 4.10 ข) แตไม พบสารนี้ในตัวอยางสาโทที่ผลิตจาก

เชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae BMD8

ไอโซบิวทานอล (Isobutanol) เปนฟูเซลแอลกอออลที่ใหกลิ่นตัวทําละลายหรือน้ํายาทา

เล็บ (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวาปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae N5D8 493 EDV และ TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ความเขมขนที่พบคือ 53.84 51.10 และ 55.27 มก./ล.

ตามลําดับ (ภาพทิ่ 4.10 ค)

ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล (Phenylethyl alcohol) เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกลิ่นดอกไม และ
น้ําผึ้ง (Torrens และคณะ, 2008) จากผลการทดลองพบสารประกอบนี้ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 เทานั้น ที่ระดับความเขมขน 137.04

มก./ล. (ภาพที่ 4.10 ง)

ปจจัยที่มีผลตอปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลในสาโทมีหลายปจจัย เชน กระบวนการหมัก

สายพันธุจุลินทรียที่อยูในลูกแปงสุรา และวัตถุดิบที่ใช เปนตน (นริสา ตรีเนตร, 2550 อําภา หลวง

คลายโพธิ์, 2552 และกุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล, 2547) จากผลการทดลองนี้พบวาสายพันธุของยีสต
มีผลตอการผลิตสารในกลุมฟูเซลแอลกอออลในปริมาณที่ตางกัน ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอล
โดยรวมในทุกชุดการทดลองมีปริมาณอยูในชวง 113.38 – 192.59 มก./ล.  (ตารางที ่ 4.12)
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ปริมาณดังกลาวอยูในระดับตํ่ากวาที่กําหนด ดังนั้นระดับฟูเซลแอลกอออลที่เกิดขึ้นจึงสงผลใหเกิด

กลิ่นที่ดีในสาโท

ตารางที่ 4.12 ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอรโดยรวมของตัวอยางสาโท

ที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

ND คือ ไมพบ

ปริมาณเอสเทอร
เอสเทอร เปนสารที่มีความสําคัญในการใหกลิ่นรสที่ดีในไวน เชน กลิ่นผลไม  กลิ่นดอกไม 

สารกลุมนี้ถูกสรางโดยยีสตในระหวากระบวนการหมักแอลกฮอล (Romano และคณะ, 2003)

ปจจัยที่มีผลตอปริมาณเอสเทอร ไดแก วัตถุดิบที่ใชและสายพันธุยีสตที่ใชในการหมัก (Rojas และ

คณะ, 2003) เอสเทอรทีถู่กตรวจพบในไวนม ีทั้งที่สามารถระบุชนิดไดและมีทั้งที่มีปริมาณนอยมาก

จนไม สามารถระบุได ซึ่งเอสเทอรที่ม ีปริมาณเทากับหรือมากกวาระดับ threshold นั้นจะใหกลิ่น

ผลไม ซึ่งมีความสําคัญย่ิงตอกลิ่นรสของไวน ในการทดลองนี้พบสารประกอบในกลุมเอสเทอรที่

สําคัญไดแก 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



64

* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตท่ีิระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทท่ีผลิต

โดยไม เติมเชื้อบริสุทธิ์ผสม (p<0.05)

ภาพที่ 4.11 ประมาณสารกลุมเอสเทอรที่พบในตัวอยางสาโทที่ผลิตโดยการแปรผัน

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) เปนเอสเทอรที่พบมากและใหกลิ่นที่สําคัญในไวน โดยให
กลิ่นผลไม  กลิ่นสับปะรด (Peinado และคณะ 2004) สารกลุมนี้เกิดจากเอนไซม จากยีสตหรือ

แบคทีเรีย ไดแก เอนไซม เอสเทอเรส ในไวนที่เพ ิ่งหมักเสร็จจะเกิดปฏิกิริยา เอสเทอริฟ เคชั่น และ

ทรานเอสเทอริฟ เคชั่น โดยมีกรดแอซีติกและเอทานอลเปนสารต้ังตน ถามีในปริมาณที่ตํ่ากวา 80

มก./ล. จะใหกลิ่นที่นาพอใจ แตถาปริมาณสูงเกิน 150 มก./ล.จะใหกลิ่นน้ําสมสายชูซึ่งเปนกลิ่นที่

ไม ดี (Mateos และคณะ, 2006)  จากการทดลองพบวาปริมาณ เอทิลแอซีเทต ที่พบในสาโทที่ผลิต

จากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 N5D8 493 EDV และ

TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ที่ปริมาณ 53.53

– 72.55 มก./ล. (ภาพที่ 4.11 ก)

เอทิลเดคาโนเอท หรือ เอทิลแคเพรท (Ethyl decanoate หรือ Ethyl caprate) เปนเอส

เทอรที่ใหกลิ่นผลไม  อง ุน และบรั่นดีในไวน (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบสารนี้

ในทุกชุดการทดลอง ซึ่งปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S .

cerevisiae NP101D8 N5D8 493 EDV และ TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับ

สาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae

493 EDV พบวามีปริมาณเอทิลเดคาโนเอทสูงที่สุด ในปริมาณ 53.08 มก./ล.(ภาพที่ 4.11 ข)

             เอทิลออกทาโนเอท หรือ เอทิลแคไพเรท (Ethyl octanoate หรือ Ethyl capyrate) เปนเอส

เทอรของกรดไขมันขนาดกลาง (C6 - C10) ใหกลิ่นคลายแอปเปล (Lilly และคณะ, 2000) จากการ

ทดลองพบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 และ

N5D8 เทานั้นที่พบสารนี้ในระดับความเขมขน 65.17 และ 84.95 มก./ล. ตามลําดับ

(ภาพที่ 4.11 ค)

2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต (2 - Phenylethyl acetate) เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม หรือกลิ่น

หอมของดอกไม  (Lilly และคณะ, 2000) จากการทดลองพบวาปริมาณ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ที่

พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 N5D8 493 EDV

และ TISTR5161 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) โดยพบใน

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

จากผลการทดลองพบวายีสต S. cerevisiae แตละสายพันธุม ีความสามารถในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมของฟูเซลแอลกอออลและเอสเทอรแตกตางกัน (ตารางที่ 4.12) จากผล

ที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมาที่ศึกษาอิทธิพลของ S. cerevisiae ในการผลิตสารประกอบให
กลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอรในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลชนิดตางๆ เชน ไวน (Iranzo
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และคณะ, 2000 และ Mateos และคณะ, 2006) และสุรากลั่นของประเทศบลาซิล (Cachaca)

(Gomes และคณะ, 2007 และ Oliveira และคณะ, 2005) เปนตน
4.2.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ

เพื่อศึกษาบทบาทของยีสต S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธุในการผลิตสารประกอบให
กลิ่นในสาโทและหาความสัมพันธระหวางสายพันธุของยีสตกับความสามารถในการผลิตสาร

ประกอบใหกลิ่น จึงไดนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค GC -

FID มาวิเคราะหโดยใชเทคนิค Principal Component Analysis (PCA) ซึ่งสามารถแสดง ดังภาพ

ที่ 4.12

ภาพที่ 4.12 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ กับความสามารถในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

หมายเหตุ : Molds: ตัวอยางนําหมักที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมระหวางรา 2 ชนิดเทานั้น ไม ม ีการ

เติมยีสตลงไป (ชุดควบคุม)

จากภาพที่ 4.12 พบวามี 2 องคประกอบ และสามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 86%

ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1) และ องคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 44%

และ 42 % ตามลําดับ จากองคประกอบทั้งสองสามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม
อยางชัดเจนดังนี้

กลุมท่ี 1: NP101D8 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตสารฟ นิลแอลกอฮอล
กลุมท่ี 2: BMD8 และ molds มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตสารอะเซทัลดีไฮด
กลุมท่ี 3: TISTR5161 493 EDV และ N5D8 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทา

โนอิค ไอโซบิวทานอล ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และเอทิลแอซีเทต ตามลําดับ

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 3

กลุมท่ี 2
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จากผลการวิเคราะหทางดานองคประกอบทางเคมี  สารประกอบใหกลิ่น รวมถึงการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัส พบวายีสต S. cerevisiae BMD8 เปนยีสตที่ม ีความสามารถในการ

เปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลในระดับตํ่า ทําใหสาโทที่ไดม ีรสหวานกวาตัวอยางสาโทอ่ืนๆ สงผล

ใหสาโทที่ผลิตจากการเติมสายพันธุนี้ไดรับคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานรสชาติสูงที่สุด

แตพบวาคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกลิ่นตํ่าเนื่องจากสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต
BMD8 มีปริมาณของอะเซทัลดีไฮดในระดับสูงทําใหเกิดกลิ่นฉุนที่ไม ดี อีกทั้งระดับสารประกอบให
กลิ่นในกลุมเอสเทอรและกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่พบมีระดับตํ่า ดังนั้นยีสตสายพันธุ BMD8 จึงไม 
เหมาะสมที่จะนําไปใชในการผลิตสาโท สวนยีสต 2 สายพันธุคือ N5D8 และ NP101D8 เปนยีสตที่
มีลักษณะที่ดีเหมาะสําหรับการนําไปใชผลิตสาโท เนื่องจากยีสตทั้ง 2 สายพันธุไดคะแนนการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสทั้งดานกลิ่น รสและการยอมรับสูง (จากตารางที่ 4.11) อีกทั้งยังม ีรอย

ละของเอทานอลสูง  (จากตารางที่ 4.10) รวมทั้งมีความสามารถในการผลิตสารประกอบใหกลิ่น

โดยเฉพาะอยางย่ิงในกลุมเอสเทอร และกลุมฟูเซลแอลกอฮอล ซึ่งเปนสารประกอบใหกลิ่นที่มี

อิทธิพลตอกลิ่นรสของสาโทไดเปนจํานวนมากกวาสายพันธุทางการคา 493 EDV (จากตารางที่

4.12) โดยเฉพาะอยางย่ิงยีสตสายพันธุ NP101D8 มีบทบาทเดนในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นที่

เปนเอกลักษณแตกตางจากยีสตสายพันธุทางการคา กลาวคือสามารถผลิตฟ นิลแอลกอฮอล และ

2 – ฟ นิลเอทิลแอซีเทตในระดับสูง ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้มีความสําคัญมากในไวนเนื่องจากเปนสาร

ทีใ่หกลิ่นดี ซึ่งระดับที่พบสงผลใหสาโทที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ NP101D8 ไดรับคะแนนการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสทั้งดานกลิ่นสูงที่สุด ดังนั้นยีสตสายพันธุ S. cerevisiae NP101D8 จึง

ถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae สําหรับใชในการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิ

ผสมตอไป

4.2.5 ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

ไม พบการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนที่ไม ตองการ (แสดงในภาคผนวก ง)

4.3 แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces

จํานวน 3 สายพันธ ุเพ่ือใหไดสาโทท่ีมีคุณภาพดานกล่ินรสท่ีดี

กระบวนการหมักสาโทจัดเปน Multiparallel fermentation คือมีหลายปฏิกิริยาเกิดขึ้น

พร อมๆ กัน ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีซึ่งถือไดวาเปนขั้นตอนที่มีความสําคัญ

ตอคุณภาพของสาโท ทําใหสาโทที่ไดมีรสชาติ กลิ่น สี และเนื้อสัมผัส ที่เปนเอกลักษณ ยีสตชนิด

non – Saccharomyces จัดวาเปนปจจัยสําคัญที่สงผลตอการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีใน

ระหวางกระบวนการหมักสาโทโดยตรง ซึ่งยีสตชนิดนี้มีบทบาทสําคัญในการผลิตสารใหกลิ่น ทํา

สาโทมีกลิ่นรสที่ซับซอนย่ิงขึ้น ซึ่งถือเปนขอแตกตางระหวางสาโทกับสาเก เนื่องจากสาเกเปนไวน
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ขาวที่ใชยีสตในกระบวนการหมักเพียงชนิดเดียวคือสายพันธุ S. cerevisiae ระหวางกระการผลิต

สาเกนั้นมีการควบคุมคุณภาพดานกลิ่นรส โดยทําการหมักที่อุณหภูมิตํ่าเปนเวลานาน แตใน

กระบวนการผลิตสาโทไม นิยมหมักที่อุณหภูมิตํ่าเนื่องจากสิ้นเปลืองตนทุนในการผลิต ดังนั้นการ

พัฒนาคุณภาพสาโทจึงเนนไปทางดานการนําเอายีสตชนิด non – Saccharomyces มาชวย

พัฒนาดานกลิ่นรสของสาโทใหดีย่ิงขึ้น การทดลองนี้จึงทําการศึกษาบทบาทของยีสต non -

Saccharomyces รวมทั้งการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางยีสตทั้งสองกลุม การทดลองนี้ทํา

การผลิตสาโทโดยเชื้อบริสุทธิ์ผสมของรา 2 สายพันธุคือ M. hiemalis  NN609 (อภิชญา

เตชะวสัญู, 2550) และ R. microsporus NN505 (ที่แยกและคัดเลือกไดจากการศึกษานี้) ใน

ทุกชุดการทดลองและแปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non –

Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุคือ Sm. fibuligera NP101 P. anomala NP101 และ

I. orientalis TISTR5259 สาเหตุที่เลือกยีสต 3 สายพันธุนี้เปนตัวแทนยีสตในกลุม non –

Saccharomyces เพื่อใชในการศึกษาบทบาทของการผลิตสารใหกลิ่นในสาโท เนื่องจากยีสตสาย

พันธุ Sm. fibuligera NP101 และ P. anomala NP101 เปนสายพันธุที่พบมากในลูกแปงสุรา

เกือบทุกชนิด (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) อีกทั้งยังเคยมีรายงานบทบาทของการสรางกลิ่นใน

ไวนชนิดอ่ืนอีกดวย (Rojas และคณะ, 2003) สวนยีสตสายพันธุ I. orientalis เปนสายพันธุที่มี

ความสามารถในการทนแอลกอฮอลในระดับสูงไดจึงสามารถเจริญอยูในระหวางกระบวนการหมัก

สาโทไดนานกวา non – Saccharomyces สายพันธุอ่ืนๆ (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550 และ อําภา

หลวงคลายโพธิ์, 2552) ดังนั้นยีสตสายพันธุนี้จึงนาจะมีบทบาทในการผลิตสารใหกลิ่นในสาโทได
เปนจํานวนมาก ในการทดลองนี้เติมยีสต 3 สายพันธุแยกกันแตละชนิดลงไปจํานวน 2.5x103

5x103 1x104 และ2x104cfu/ml ตามลําดับแลวหมักตามวิธีที่ 3.3.4.1 หลังจากนั้นเก็บตัวอยางมา

วิเคราะหองคประกอบดานตางๆ ดังนี้

4.3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ของสาโทที่หมักได
นําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ

ยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุมาวิเคราะหองคประกอบทางเคมีไดแก ความ

เปนกรด – เบส ปริมาณกรดโดยรวม ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และรอยละเอทานอล ไดผลแสดงใน

ตารางที่ 4.13

คากรด - เบสมีบทบาทสําคัญมากตอการเจริญของเชื้อจุลินทรีย จากการทดลองนี้พบวา
ความความเปนกรด-เบสของทุกตัวอยางสาโทไม มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

(p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่ไม เติมยีสต non -

Saccharomyces) โดยคาความเปนกรด -เบส อยูในชวง 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 ในอัตราสวน 1 ตอ 1

และ1 ตอ 2 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05)

เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เมื่อพิจารณาพบวาสาโทที่มีคากรด - เบสตํ่าจะมีปริมาณกรดโดยรวมสูง

ตารางที่ 4.13 องคประกอบทางเคมีของตัวอยางสาโทที่ผลิตจากการแปรผันอัตราสวนยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

เมื่อพิจารณาผลของปริมาณน้ําตาลรีดิวซพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุในทุกอัตราสวน

มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับ

สาโทในชุดควบคุม นอกจากนี้ในการแปรผันยีสต S. cerevisiae กับยีสต non – Saccharomyces

ทั้ง 3 สายพันธุ จะพบปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดในอัตราสวน 1 ตอ 4 และตํ่าสุดที่อัตราสวน 1

ตอ 0.5 สวนผลของรอยละเอทานอล พบวาในอัตราสวน 1 ตอ 1 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 ในทุกชุด

เช้ือบริสุทธิ์ผสม

รา ยีสต 

อัตราสวนปริมาณ

NP101D8

 ต อ Non -

Saccharomyces

ความเป น
กรด - เบส

ปริมาณ

กรดโดยรวม

ปริมาณ

นํ้าตาลรีดิวซ 
(มก./มล.)

รอยละ

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 มีคารอยละเอทานอลแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ

95 (p<0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เปนที่นาสังเกตวาสาโทที่มีการเติมยีสตในกลุม non -

Saccharomyces จะพบปริมาณเอทานอลตํ่ากวาสาโทที่มีการเติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae

เทานั้น และเมื่อจํานวน non - Saccharomyces เพิ่มมากขึ้นปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะเพิ่มขึ้น

ในทางกลับกันปริมาณเอทานอลจะลดลงตามลําดับ อัตราสวน 1 ตอ 0.5 เปนคาที่ยีสตมี

ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลไดดีที่สุด

4.3.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

นําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการแปรผันยีสตระหวาง S. cerevisiae กับยีสต
non – Saccharomyces 3 สายพันธุในทุกอัตราสวน ไปทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมโดย

ผูทดสอบที่มีความคุนเคยและเชี่ยวชาญทางดานการชิมไวนและสาโทระดับชาติ จํานวน 10 คน ใน

การทดสอบนี้ ผูวิจัยใชสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8

เทานั้นเปนชุดควบคุม ซึ่งไดผลดังภาพที่ 4.13 4.14 และ 4.15

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259

จากภาพที่ 4.13 ก พบวาคะแนนรวมของสาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259 ในทุกอัตราสวนไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม แตสาโทที่ผลิตโดยแปรผัน

ยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนรวมสูงที่สุด รองลงมาคือ อัตราสวน 1 ตอ 1 มีคะแนน 73.8

และ 72.6 คะแนน ตามลําดับ ซึ่งมีคามากกวาคะแนนของชุดควบคุม สาโททีผ่ลิตโดยแปรผันยีสต
ระหวาง S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 และ 1 ตอ
1 จัดเปนสาโทที่มีคุณภาพที่ดีกวาสาโทที่เติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิดเดียว

จากภาพที่ 4.13 ข พบวาคะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานสี กลิ่น รส

และการยอมรับของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ

I. orientalis TISTR5259 ในทุกอัตราสวน ไม มีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนดานกลิ่นและ

รสมากที่สุดคือ 22.0 และ 28.8 คะแนน ตามลําดับ จากผลที่ไดแสดงวาอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด

ในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis

TISTR5259 คืออัตราสวน 1 ตอ 0.5
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ภาพที่ 4.13 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test)

ของสาโทที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259

ก) คะแนนรวมจากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม

ข) ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมในแตละดานของสาโทที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวนตางๆ

( 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1 1 ตอ 2 1 ตอ 4             ชุดควบคุม)
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ภาพที่ 4.14 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test)

ของสาโทที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101

ก) คะแนนรวมจากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม

ข) ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมในแตละดานของสาโทที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวนตางๆ

( 1 ตอ 0.5 1 ตอ 1             1 ตอ 2             1 ตอ 4 ชุดควบคุม)



73

ภาพที่ 4.15 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test)

ของสาโทที่แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101

ก) คะแนนรวมจากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม

ข) ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิมในแตละดานของสาโทที่แปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวนตางๆ

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

จากภาพที่ 4.14 ก พบวาคะแนนรวมของสาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวนไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม สาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสตใน
อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนรวมสูงที่สุด รองลงมาคือ อัตราสวน 1 ตอ 1 มีคะแนน 71.8 และ

70.8 คะแนน ตามลําดับ จัดเปนสาโทที่มีคุณภาพดี ถึงอยางไรก็ตามคะแนนรวมของสาโทที่ผลิต

โดยแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวนมีคาตํ่ากวา
ชุดควบคุม

จากภาพที่ 4.14 ข พบวา พบวาคะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานสี

กลิ่น รส และการยอมรับของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวน ไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติที่

ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนใน

ดานกลิ่นและรสมากที่สุดคือ 22.0 และ 27.3 คะแนน ตามลําดับ จากผลที่ไดแสดงวาอัตราสวนที่

เหมาะสมที่สุดในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ P.

anomala NP101 คืออัตราสวน 1 ตอ 0.5 เชนเดียวกับการแปรผันระหวาง S. cerevisiae

NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101

จากภาพที่ 4.15 ก พบวาคะแนนเรวมของสาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวนไม มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม สาโทที่ผลิตโดยแปรผันยีสต
ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคะแนนรวมสูงที่สุด รองลงมาคือ อัตราสวน 1 ตอ 1 มีคะแนน 73.3 และ

73.2 คะแนน ตามลําดับ ซึ่งมีคามากกวาในชุดควบคุม ดังนั้นสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวนดังกลาว มีคุณภาพดีกวาและ

เปนที่ยอมรับจากผูเชี่ยวชาญมากกวาสาโทชุดควบคุม

จากภาพที่ 4.15 ข พบวา คะแนนของการทดสอบทางประสาทสัมผัสทางดานสี กลิ่น รส

และการยอมรับของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ

Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวน ไม ม ีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อัตราสวน 1 ตอ 0.5 และ 1 ตอ 1 มี

คะแนนในดานกลิ่นมากที่สุดคือ 22.7 คะแนน สวนคะแนนสูงสุดทางดานรสชาติพบในอัตราสวน 1
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ตอ 1 รองลงมาคือ 1 ตอ 0.5 มีคา 28.4 และ 28.3 คะแนน ตามลําดับจากผลที่ไดแสดงวา
อัตราสวนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับ Sm. fibuligera NP101 คืออัตราสวน 1 ตอ 0.5 เชนเดียวกับการแปรผันยีสตสองคู
แรก

จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (Sensory test) ของสาโทที่แปรผัน

อัตราสวนยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non - Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ พบวา
สาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคาคะแนนรวมสูงที่สุด ซึ่งคุณภาพสาโท

จัดอยูในเกณฑดี เปนที่ยอมรับของผูเชี่ยวชาญ ดังนั้น อัตราสวน 1 ตอ 0.5 จึงเหมาะสมที่จะ

นําไปใชในการผลิตสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae กับ ยีสตในกลุม non -

Saccharomyces ตอไป

4.3.3. การวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโทที่ได
จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหสาโทโดยวิธี GC - FID โดยเก็บตัวอยางสารใหกลิ่น

บริเวณที่วางเหนือสารพบวา สาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต
non - Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุในทุกอัตราสวน รวมถึงสาโทที่ใชเปนชุดควบคุม (ผลิตโดย

ใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) พบสารประกอบใหกลิ่นชนิด อะเซทัลดีไฮด
สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และ ฟ นิล
เอทิลแอลกอฮอล และสารในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอ

ซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท ซึ่งแสดงในตารางที่ 4.14 และ 4.15
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ตารางที่ 4.14 ปริมาณสารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลในสาโทที่

ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต non - Saccharomyces

แตละสายพันธุในอัตราสวนตาง ๆ จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม ND คือ ไมพบในตัวอยางสาโท

เช้ือบริสุทธิ์ผสม สารประกอบใหกล่ิน (มก./ล.)

รา ยีสต 

อัตราสวน

ระหวาง

NP101D8 ต อ
non-

Saccharomyces

อะเซทัลดีไฮด 
ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล
ไอโซบิวทา

นอล

ฟนิลเอทิล

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 ปริมาณสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรในสาโทที่

ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต non - Saccharomyces

แตละสายพันธุในอัตราสวนตาง ๆ จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร อยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

 ND คือ ไมพบในตัวอยางสาโท

เช้ือบริสุทธิ์ผสม สารประกอบใหกล่ิน (มก./ล.)

รา ยีสต 

อัตราสวน

ระหวาง

NP101D8 ต อ
non -

Saccharomyces

เอทิลแอซีเทต
เอทิลเดคาโน

เอท

2 - ฟนิลเอทิล

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 ปริมาณโดยรวมของสารประกอบใหกลิ่นในสาโทที่

ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับ ยีสต non - Saccharomyces

แตละสายพันธุในอัตราสวนตาง ๆ จํานวน 3 สายพันธุ

a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คอื M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

 ND คือ ไมพบในตัวอยางสาโท

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ I. orientalis TISTR5259

จากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
I. orientalis TISTR5259 ที่แปรผันอัตราสวนตางๆ พบสารประกอบใหกลิ่นหลัก 7 ชนิด

ประกอบดวยอะเซทัลดีไฮด สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล และไอโซบิวทานอล สวนสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิลแอซีเทต

เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

เชื้อบริสุทธิ์ผสม ปริมาณสารประกอบใหกลิ่น (มก./ล.)

รา ยีสต 

อัตราส วนระหว าง
NP101D8

ตอ non -

Saccharomyces

ฟูเซลแอลกอฮอล 
โดยรวม

เอสเทอรโดยรวม

1 ตอ 0.5 111.48 263.50

1 ตอ 1 109.99 128.05

1 ตอ 2 109.38 104.65
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

I. orientalis
1 ตอ 4 110.01 72.93

1 ตอ 0.5 114.66 207.31

1 ตอ 1 57.21 176.28

1 ตอ 2 54.95 67.65
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

P. anomala
1 ตอ 4 ND 42.87

1 ตอ 0.5 178.60 251.70

1 ตอ 1 208.96 144.23

1 ตอ 2 166.52 158.78
รา1+รา2a

NP101D8

แปรผันกับ

Sm. fibuligera
1 ตอ 4 165.17 147.75

รา1+รา2a,b NP101D8 1 ตอ 0 192.59 243.12
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ปริมาณอะเซทัลดีไฮดที่พบจากตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีคาตํ่ากวาอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทชุดควบคุม (p<0.05) คือ 66.84 - 77.86 มก./ล.

อะเซทัลดีไฮดที่เกิดขึ้นในระดับดังกลาวสงผลทําใหเกิดกลิ่นดีในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
จากตารางที่ 4.16 พบวาตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีปริมาณผลรวมของฟูเซล

แอลกอฮอลไม แตกตางกัน ซึ่งปริมาณที่พบอยูในระดับตํ่ากวา 300 มก./ล. ปริมาณดังกลาวจะ

สงผลทําใหสาโทมีกลิ่นที่ดีและซับซอน ฟูเซลแอลกอฮอลทีพ่บคือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และไอโซ

บิวทานอล

ไอโซเอมิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอออลที่ม ีความสําคัญโดยใหกลิ่นผลไม  จากตาราง

4.14 พบวาในสาโทที่แปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีปริมาณของสารนี้สูงที่สุด คือ 60.03

มก./ล. ซึ่งเปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับ

สาโทในชุดควบคุม (p<0.05)

ไอโซบิวทานอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลตัวทําละลายหรือน้ํายาทาเล็บ ซึ่งพบในตัวอยาง

สาโทที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในทุก

อัตราสวน ในปริมาณ 51.45 - 55.39   มก./ล. แตไม พบในชุดควบคุม (ที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสม

ที่เติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 ) ผลที่ไดแสดงวา ยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259 มี

ความสามารถในการผลิตสารไอโซบิวทานอลในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
จากตารางที่ 4.16 พบวาปริมาณเอสเทอรโดยรวมมากที่สุด ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคา

263.50 มก./ล. ซึ่งปริมาณที่พบมีคามากกวาสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต S. cerevisiae

NP101D8 เพียงชนิดเดียว และพบปริมาณนอยสุดในอัตราสวน 1 ตอ 4 มีคา 72.93 มก./ล. เอส

เทอรที่พบไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 – ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

เอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม  กลิ่นสับปะรด (Peinado และคณะ 2004) ซึ่ง

ถามีในปริมาณที่ตํ่ากวา 80 มก./ล. จะใหกลิ่นที่นาพอใจ แตถาปริมาณสูงเกิน 150 - 200 มก./ล.

จะใหกลิ่นน้ําสมสายชูซึ่งเปนกลิ่นที่ไม ดี (Mateos และคณะ, 2006)  จากผลในตารางที่ 4.15

พบวาปริมาณเอทิลแอซีเทต ที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในทุกอัตราสวนแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

อัตราสวนระหวางยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวน
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1 ตอ 0.5 1 ตอ 1 และ 1 ตอ 2 มีคา 120.01 101.67 และ 85.90 มก./ล. ตามลําดับ ซึ่งปริมาณ

ดังกลาวอาจสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดีตอสาโท

เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่น

ผลไม  และดอกไม  (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลอง (ตารางที่ 4.15) พบวาสาโททีผ่ลิต

จากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในอัตราสวน 1

ตอ 0.5  พบชนิดและปริมาณเอสเทอรทั้ง 3 ชนิดมากที่สุด ซึ่งสงผลใหสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

ยีสตในอัตราสวนดังกลาวมีกลิ่นที่ดีและซับซอนที่สุด

แปรผันระหว าง S. cerevisiae NP101D8 กับ P. anomala NP101

จากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวนตางๆ พบสารประกอบใหกลิ่นหลัก 7 ชนิดประกอบดวย

อะเซทัลดีไฮด สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และไอโซ

บิวทานอล สวนสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 -

ฟ นิลเอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

ปริมาณอะเซทัลดีไฮดที่พบจากตัวอยางสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1

ตอ 0.5 1 ตอ 2 และ  1 ตอ 4 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95

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

อะเซทัลดีไฮดที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 อาจทําให
เกิดกลิ่นไม ดีในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
จากการทดลอง (ตารางที่ 4.16) พบวาตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีปริมาณผลรวมของ

ฟูเซลแอลกอออลอยูในระดับตํ่ากวา 300 มก./ล. สาโทผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ
0.5 มีปริมาณผลรวมของฟูเซลแอลกอออลมากที่สุดคือ 114.66 มก./ล. ซึ่งปริมาณดังกลาวจะ

สงผลทําใหสาโทนั้นมีกลิ่นที่ดี ซับซอน ฟูเซลแอลกอฮอลที่พบคือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และไอโซ

บิวทานอล

ไอโซเอมิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอออลที่ม ีความสําคัญใหกลิ่นผลไม  จากการทดลอง

นี้พบวาในสาโทที่แปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีปริมาณของสารนี้สูงที่สุด คือ 58.80 มก./ล.

ซึ่งเปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทใน

ชุดควบคุม (p<0.05)
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ไอโซบิวทานอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลตัวทําละลายหรือน้ํายาทาเล็บ ซึ่งพบในตัวอยาง

สาโทที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1

ตอ 0.5 เทานั้น ในปริมาณ 58.86 มก./ล. แตไม พบในชุดควบคุม (ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 ) ผลที่ไดแสดงวา ยีสต P. anomala NP101 มีความสามารถใน

การผลิตไอโซบิวทานอล

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
จากตารางที่ 4.16 พบวาปริมาณเอสเทอรโดยรวมมากที่สุด ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีคา

207.31 มก./ล. และพบปริมาณนอยสุดในอัตราสวน 1 ตอ 4 มีคา 42.87 มก./ล. เอสเทอรที่พบ

ไดแก เอทิลแอซีเทตเอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

จากการทดลอง (ตารางที่ 4.15) พบวาปริมาณเอทิลแอซีเทตที่พบในสาโทที่ผลิตจากการ

แปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในทุกอัตราสวนมีปริมาณ

เอทิลแอซีเทตแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุด

ควบคุม (p<0.05) ยกเวนในทุกอัตราสวน 1 ตอ 2 ปริมาณเอทิลแอซีเทตที่พบในทุกอัตราสวนตํ่า

กวาระดับ 80 มก./ล. ซึ่งสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ดีตอสาโท

เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่น

ผลไม  และดอกไม  (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 พบทั้งชนิด

และปริมาณของเอสเทอรทั้ง 3 ชนิดมากที่สุด ซึ่งสงผลใหสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตใน
อัตราสวนดังกลาวมีกลิ่นดีและซับซอนที่สุด เชนเดียวกับผลที่ไดจากสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิ

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 ในอัตราสวนตางๆ พบสารประกอบใหกลิ่นหลัก 8 ชนิด

ประกอบดวย อะเซทัลดีไฮด สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลไดแก ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล สวนสารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
ไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

จากการทดลองนี้พบวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวนมีปริมาณอะเซทัลดี
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ไฮดไม แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 เมื่อเทียบกับสาโทในชุด

ควบคุม (p>0.05) ปริมาณที่พบจากตัวอยางสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 2

มีคามากที่สุดคือ 105.51 มก./ล. ปริมาณดังกลาวอาจจะสงผลทําใหเกิดกลิ่นไม ดีในสาโท

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
จากตารางที่ 4.16 พบวาตัวอยางสาโทในทุกอัตราสวนมีปริมาณผลรวมของฟูเซล

แอลกอฮอลอยูในระดับตํ่ากวา 300 มก./ล. พบมากสุดในอัตราสวน 1 ตอ 1 มีคา 208.96 มก./ล.

ปริมาณดังกลาวจะสงผลทําใหสาโทนั้นมีกลิ่นที่ดี ซับซอน ฟูเซลแอลกอฮอลที่พบคือ ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล
ไอโซเอมิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอออลที่มีความสําคัญคือใหกลิ่นผลไม  จากการ

ทดลองนี้พบวาปริมาณที่พบในสาโทที่แปรผันยีสตในทุกอัตราสวนมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) มีคาระหวาง

61.24 - 81.40 มก./ล.

ไอโซบิวทานอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลตัวทําละลายหรือน้ํายาทาเล็บ จากการทดลองนี้

พบวาปริมาณที่พบในสาโทที่แปรผันยีสตในทุกอัตราสวน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) ซึ่งพบในปริมาณระหวาง

52.17 - 76.92 มก./ล. ซึ่งสารนี้ไม พบในชุดควบคุม (ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมยีสต
S. cerevisiae NP101D8) ผลที่ไดแสดงวา ยีสต Sm. fibuligera NP101 มีความสามารถในการ

ผลิตไอโซบิวทานอล

ฟ นิลเอทิลแอลกอฮอลเปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกลิ่นดอกไม และน้ําผึ้ง (Torrens และ

คณะ, 2008) จากผลการทดลองพบสารประกอบนี้ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผัน

ยีสตในทุกอัตราสวนซึ่งปริมาณที่พบมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น

รอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม (p<0.05) มีคาระหวาง 49.32 - 58.40 มก./ล.

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร
จากการทดลองพบวาปริมาณเอทิลแอซีเทตที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต

S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวน ยกเวนอัตราสวน 1 ตอ
0.5 แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95 กับสาโทในชุดควบคุม

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

fibuligera NP101 ในทุกอัตราสวนพบปริมาณเอทิลแอซีเทตตํ่ากวาระดับ 80 มก./ล. ซึ่งสงผลทํา

ใหเกิดกลิ่นที่ดีตอสาโท
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เอทิลเดคาโนเอท เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต เปนเอสเทอรที่ใหกลิ่น

ผลไม  และดอกไม  (Peinado และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 พบชนิด

และปริมาณเอสเทอรทั้ง 3 ชนิดมากที่สุด ซึ่งสงผลใหสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตในอัตราสวน

ดังกลาวมีกลิ่นที่ดีและซับซอนที่สุด เชนเดียวกับผลที่ไดจากสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 และ P. anomala NP101

จากผลของการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล เอสเทอร พบวา
ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวมในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae กับ non -

Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวน (ยกเวนอัตราสวน 1 ตอ 1 ของการแปรผัน

S. cerevisiae กับ Sm. fibuligera) มีปริมาณตํ่ากวาในชุดควบคุม แตปริมาณเอสเทอรโดยรวมใน

อัตราสวน 1 ตอ 0.5 ของการแปรผันยีสตทั้ง 3 คู มีปริมาณสูงกวาชุดควบคุม

4.3.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ

เพื่อศึกษาอิทธิพลของการแปรผันยีสต S.cerevisiae NP101D8 กับยีสต non -

Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในสาโท เพื่อหาอัตราสวนที่

เหมาะสมที่สุดในการนําไปใชผลิตสาโท จึงไดนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดจากการ

วิเคราะหดวยเทคนิค GC - FID มาวิเคราะหโดยใชเทคนิค Principal Component Analysis

(PCA) ซึ่งสามารถแสดงดังภาพที่ 4.16 4.17 และ 4.18

ภาพที่ 4.16 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของการแปรผันอัตราสวนยีสต S.cerevisiae

NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259 ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3
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จากภาพที่ 4.16 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 96% ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 72% และ 24% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม อยางชัดเจนดังนี้

กลุมท่ี 1 : อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทาโนอิค 2 - ฟ นิล
เอทิลแอซีเทต เอทิลดีคาโนเอท เอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท

กลุมท่ี 2 : อัตราสวน 1 ตอ 1 มีความสัมพันธตอการผลิตไอโซบิวทานอล

กลุมท่ี 3 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล
การแปรผันยีสตในอัตราสวน 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 พบวาไม ม ีความสัมพันธอยางชัดเจนในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่น

ภาพที่ 4.17 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของการแปรผันอัตราสวนยีสต S.cerevisiae

NP101D8 กับยีสต P.anomala NP101  ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

จากภาพที่ 4.17 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 85 % ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 55% และ 30% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม ดังนี้

กลุมท่ี 1 : อัตราสวน 1 ตอ 0.5 และ 1 ตอ 1 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทา

โนอิค ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซบิวทานอล และเอทิลแดคาโนเอท

กลุมท่ี 2 : อัตราสวน 1 ตอ 2 และ 1 ตอ 4 มีความสัมพันธตอการผลิตอะเซทัลดีไฮด
กลุมท่ี 3 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3
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ภาพที่ 4.18 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของการแปรผันอัตราสวนยีสต S.cerevisiae

NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101  ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโท

จากภาพที่ 4.18 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 92% ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 52% และ 40% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 4 กลุม ดังนี้

กลุมท่ี 1 : อัตราสวน 1 ตอ 0.5 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตกรดออกทาโนอิค

กลุมท่ี 2 : อัตราสวน 1 ตอ 2 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตอะเซทัลดีไฮด
กลุมท่ี 3 : อัตราสวน 1 ตอ 1 และ 1 ตอ 4 มีความสัมพันธตอการผลิตไอโซบิวทานอล

กลุมท่ี 4 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล

เพื่อศึกษาอิทธิพลของยีสต non - Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุในการผลิต

สารประกอบใหกลิ่นในสาโทและหาความสัมพันธระหวางสายพันธุของยีสตกับความสามารถใน

การผลิตสาร ประกอบใหกลิ่น จึงไดนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นในอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด

คือ 1 ตอ 0.5 ของการแปรผันยีสตทั้ง 3 คูที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค GC - FID มาวิเคราะห
โดยใชเทคนิค Principal Component Analysis (PCA) ซึ่งสามารถแสดง ดังภาพที่ 4.19

กลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3

กลุมท่ี 4
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ภาพที่ 4.19 กราฟ biplot แสดงความสัมพันธของยีสต S.cerevisiae NP101D8 กับยีสต
non – Saccharomyces 3 สายพันธุ  ในการผลิตสารประกอบใหกลิ่นในตัวอยางสาโทที่แปรผัน

อัตราสวนระหวาง S.cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces 3 สายพันธุ เทากับ

1 ตอ 0.5

จากภาพที่ 4.19 สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมได 89% ซึ่งองคประกอบที่ 1 (PC1)

และองคประกอบที่ 2 (PC2) สามารถอธิบายความแปรปรวนได 57% และ 32% ตามลําดับ พบวา
สามารถแบงกลุมตามความสัมพันธไดเปน 3 กลุม ดังนี้

กลุมท่ี 1 : ยีสต I. orientalis TISTR5259 และ P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงตอ
การผลิตไอโซบิวทานอล และเอทิลแอซีเทต

กลุมท่ี 2 : ยีสต Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตไอโซเอมิล

แอลกอฮอล  เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท และ 2- ฟ นิลเอทิลแอซีเทต

กลุมท่ี 3 : ชุดควบคุม (สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติม S. cerevisiae NP101D8) มี

ความสัมพันธตอการผลิตฟ นิลเอทิลแอลกอออล

จากผลทั้งดานการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นโดยใชเทคนิค GC - FID รวมถึงการ

ทดสอบ ทางประสาทสัมผัสโดยผูเชี่ยวชาญ 10 คน เมื่อนํามาประกอบในการตัดสินใจเพื่อคัดเลือก

อัตราสวนที่ เหมาะสมที่สุดในการผลิตสาโทใหไดคุณภาพที่ ดี  โดยแปรผัน ระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non - Saccharomyces 3 สายพันธุซึ่งประกอบดวย

I. orientalis TISTR5259 P. anomala NP101 และ Sm. fibuligera NP101 พบวา อัตราสวนที่

เหมาะสมที่สุดคือ 1 ตอ 0.5 เนื่องจาก สาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตทั้ง 3 คู จากอัตราสวน

I. orientalis

P. anomala
Sm. fibuligera

S. cerevisiaeกลุมท่ี 1

กลุมท่ี 2

กลุมท่ี 3
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ดังกลาว พบมากทั้งชนิดและปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นโดยเฉพาะสารประกอบใหกลิ่นใน

กลุมเอสเทอรและฟูเซลแอลกอฮอลซึ่งเปนสารประกอบใหกลิ่นที่มีอิทธิพลตอกลิ่นรสของสาโท

(จากตารางที่ 4.14 4.15 และ 4.16 และจากภาพที่ 4.16 4.17 และ 4.18) และไดคะแนนของการ

ทดสอบดานประสาทสัมผัสสูงที่สุด เปนที่ยอมรับของผูเชี่ยวชาญวาเปนสาโทที่มีคุณภาพดี (จาก

ภาพที่ 4.13 4.14 และ 4.15) ดังนั้นอัตราสวน 1 ตอ 0.5 ของการแปรผันยีสตระหวางกลุม
S. cerevisiae กับยีสต non - Saccharomyces จึงถูกคัดเลือกวาเปนอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุด

สําหรับนําไปใชในการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมตอไป

นอกจากนี้ยังพบวา ยีสตในกลุม non – Saccahromyces มีบทบาทสําคัญในการผลิตสาร

ใหกลิ่นในกลุมเอสเทอร  เนื่องจากสาโทที่มีการเติมยีสต non – Saccahromyces ทั้ง 3 สายพันธุ
ในปริมาณที่ เหมาะสมพบวามีปริมาณเอสเทอรโดยรวมสูงกวาสาโทที่ เ ติมเฉพาะยีสต
S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิดเดียว โดยยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259 และ

P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิต เอทิลแอซีเทต และไอโซบิวทานอล สวน

ยีสตสายพันธุ Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตไอโซเอมิลแอลกอฮอล
เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่งเปนสารในกลุมเอสเทอรที่ให
กลิ่นผลไม หรือกลิ่นดอกไม  (จากภาพที่ 4.19)

4.3.5 ตรวจสอบการปนเปอนของสาโทจากจุลินทรียอ่ืน

ไม พบการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนที่ไม ตองการ
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บทท่ี 5

สรุปและวิจารณ ผลการทดลอง
5.1 การจําแนกชนิดราและยีสตท่ีอยูในลูกแป งสุราโดยใช สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ

เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล

5.1.1 การคัดแยกและจําแนกชนิดรา

งานวิจัยนี้ไดทําการคัดแยกราในวันที่ 0 และ 3 (กอนผาน้ํา) ของการหมัก เนื่องจาก

ภายหลังการผาน้ําในวันที่ 3 จะเปนการเปลี่ยนจากภาวะมีออกซิเจนเปนขาดออกซิเจน ภาวะ

ดังกลาวไม เหมาะสมตอการเจริญของรา ลักษณะโคโลนีราที่พบทั้ง 24 ไอโซเลต มีลักษณะ

คลายกันคือเปนเสนสีขาว ฟูเหมือนปุยฝาย มีการสรางสปอรสีดํา เมื่อสองดูลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศนพบ ลักษณะสายใย กานชูสปอร อับสปอร และสปอรที่เหมือนกัน จึงสุมตัวแทนรา

จํานวน 3 ไอโซเลตมาจําแนกโดยใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล และพบวาไม สามารถจําแนกสาย

พันธุไดอยางชัดเจน เนื่องจากบริเวณ ITS เปนบริเวณที่มีความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดสูง

ซึ่งอาจเปนผลจากอิทธิพลจากสิ่งแวดลอม (Sujaya และคณะ, 2004) พบวาลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ ITS ของราบางสายพันธุคลายคลึงกัน ฉะนั้นจําเปนตองอาศัยวิธีทางสัณฐานวิทยามา

ยืนยันผลการจําแนกอีกครั้ง โดยนําตัวแทนราทั้ง 3 ไอโซเลตมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

โดยศึกษาขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานชูสปอร การมีไรซอยด การมีคลามัยโดสปอร
ขนาดของคอลาเมลลา ขนาดของสปอรแรงเจียม และลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato

dextrose agar (PDA) พบวาราที่จําแนกไดเปน R. microsporus

5.1.2 ความสามารถในการยอยแปงของราที่แยกได
ความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปนของเหลว (liquefaction) เปนเกณฑชี้วัด

ประสิทธิภาพของราในการผลิตเอนไซม มายอยแปงใหเปนน้ําตาล (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550,

Kolarova และคณะ, 2001และHofrichter และคณะ, 2010) ซึ่งถูกนํามาใชประกอบการ

คัดเลือกตัวแทนราในการทดลองนี้ จากผลการทดลองพบวา รา R. microsporus NN505 มี

ความสามารถในการยอยขาวเหนียวนึ่งใหมีลักษณะเหลว (Saccharification) ไดดีที่สุด แสดงวา
ราสายพันธุนี้ม ีความสามารถในการผลิตเอนไซม ที่นํามาใชในการยอยโครงสรางแปงใหเปนน้ําตาล

ไดดีที่สุด ดังนั้นราสายพันธุนี้จึงถูกคัดเลือกเพื่อนําไปใชในการผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมตอไป

5.1.3 การคัดแยกและจําแนกชนิดยีสต
การคัดแยกยีสตจากลูกแปงสุรา 8 แหลงที่ผานการคัดเลือกวาสามารถนําไปผลิตสาโทที่มี

กลิ่นรสดี โดยใชวิธี PCR - RFLP ในการจัดกลุมยีสตที่แยกได ซึ่งสามารถจัดไดทั้งหมด 5 กลุม
จากนั้นคัดเลือกตัวแทนยีสตทั้ง 5 กลุมมาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
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ควบคูกับการจําแนกโดยวิธีทางชีวเคมี พบวาเปน Sm. fibuligera, P. caribbica, P. fabianii ,

P. anomala และ S. cerevisiae ตามลําดับ สายพันธุที่พบในการทดลองนี้ไดเคยมีรายงานวาพบ

เชนกันในการทดลองของอภิชญา เตชะวสัญู (2550) และ Limtong และคณะ (2002)

5.2 การคัดเลือกตัวแทนยีสตในกลุม S. cerevisiae จํานวน 5 สายพันธ ุ ท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตสาโทท่ีดี

จากการทดลองเมื่อนําสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae

5 สายพันธุ (N5D8, NP101D8, BMD8, TISTR5161 และสายพันธุทางการคา 493 EDV) มา

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี, ทดสอบประสาทสัมผัสและสารประกอบใหกลิ่น ไดผลดังนี้

5.2.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี

ก) คาความเปนกรด - เบส (pH) และปริมาณกรดโดยรวม (Total acidity)

จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae ทั้ง

5 สายพันธุ มีความสัมพันธแบบผกผันระหวางคาความเปนกรด - เบสกับปริมาณกรดโดยรวม

กลาวคือ ในระหวางกระบวนการหมักยีสตจะเปลี่ยนน้ําตาลใหกลายเปนเอทานอลและผลิตภ ัณฑ
อ่ืนๆ รวมถึงกรดอินทรียเชนกรดแอซีติก เนื่องจากระดับความเขมขนของกรดเพิ่มขึ้นจะสงผลทําให
คากรด - เบสลดลง ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล

(2547) นริสา ตรีเนตร (2550) อําภา หลวงคลายโพธิ์ (2552) และ Sreeramulu และคณะ (2000)

ข) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณรอยละเอทานอล

จากการทดลองนี้พบวาความสัมพันธระหวางน้ําตาลรีดิวซและปริมาณรอยละเอทานอล

ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ แปรผันผกผันกัน

กลาวคือ เมื่อปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาก ปริมาณรอยละเอทานอลที่พบมีคาตํ่า ซึ่งผลที่ไดสอดคลอง

กับการทดลองของ กุณฑลี ไกรธรรมจิตกุล (2547) นริสา ตรีเนตร (2550) และ อําภา หลวงคลาย

โพธิ์ (2552) ผลของการทดลองนี้พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่

มีการเติมยีสต S. cerevisiae ทั้ง 5 สายพันธุมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับ

ชุดควบคุมที่ไม มีการเติมยีสตลงไป (p<0.05) จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวายีสตตางสายพันธุมี

ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลตางกัน ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลอง

ของ Torrens และคณะ (2008)

5.2.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test) ในสาโท

จากผลการทดลองทางประสาทสัมผัสดวยการชิมโดยผูเชี่ยวชาญทางดานไวนและสาโท

จํานวน 10 คน เมื่อนําคะแนนที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป

SPSS พบวา คะแนนรวมเฉลี่ยของสาโทที่ผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมจากการเติมยีสตสายพันธุ
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N5D8 มีคะแนนมากที่สุด เทากับ 75.27 รองลงมาคือสาโทที่ผลิตโดยใชยีสตสายพันธุ 493 EDV

(สายพันธุทางการคา) และ สายพันธุ BMD8 ดวยคะแนน 74.72 และ 74.07 คะแนน ตามลําดับ

จากผลการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตโดยใชยีสตที่คัดแยกจากลูกแปงหรือสาโทในที่นี้คือสายพันธุ
N5D8 และ NP101D8 มีคุณภาพดานกลิ่นรสดีกวาหรือเทียบเทาสาโทที่ผลิตจากยีสตสาย

พันธุทางการคาซึ่งในที่นี้คือสายพันธุ 493 EDV ผลที่ไดสอดคลองกับผลงานวิจัยของ Callejon

และคณะ (2010) พบวาในการทดสอบทางประสาทสัมผัสของไวนที่ผลิตจากยีสตที่คัดแยกไดจาก

ผิวอง ุน (ยีสตทองถ่ิน) มีคุณภาพดานกลิ่นรสดีกวาไวนที่ผลิตจากยีสตสายพันธุทางการคา
5.2.3 การวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโทที่ได
จากการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต

S. cerevisiae 5 สายพันธุเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่ไม มีการเติมยีสต (ชุด

ควบคุม) พบวา สารกลุมฟูเซลแอลกอฮอลถูกตรวจพบไดในสาโทที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae

เทานั้น ยกเวนสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสตสายพันธุ BMD8 ซึ่งไม พบสารกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
เชนเดียวกับชุดควบคุม ชนิดและปริมาณของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบแตกตางกันตามสายพันธุยีสต
ที่ใช ซึ่งยีสตแตละสายพันธุจะมีบทบาทในการผลิตสารตางๆ ในกระบวนการหมักตางกัน

(Romano, 2003) ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของหลายๆ งานวิจัยเชน
Iranzo และคณะ (2000) Meteo และคณะ (2006) Estevez และคณะ (2004) และ Torrens และ

คณะ (2008) ความเขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวมของสาโททั้งหมดในการทดลองนี้มีคาตํ่า

กวา 300 มก./ล. (Swieger และคณะ, 2009) ปริมาณที่พบสงผลทําใหสาโทมีกลิ่นรสดี ซึ่งผลที่ได
สอดคลองกับผลทดสอบทางประสาทสัมผัส กลาวคือ สาโทที่มีการเติมยีสตสายพันธุ N5D8 และ

493 EDV ซึ่งเปนสาโทที่ไดคะแนนเฉลี่ยรวมสูง ตางก็มีความเขมขนของสารกลุมฟูเซลแอลกอฮอล
โดยรวมในระดับสูง ยกเวนสาโทที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ BMD8 ที่ไม พบสารกลุมฟูเซล

แอลกอฮอล ซึ่งสงผลทําใหสาโทที่ไดมีคะแนนทดสอบทางประสาทสัมผัสดานกลิ่นตํ่า แตกลับ

ไดรับคะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผัสดานรสชาติและการยอมรับสูง เนื่องจากสาโทที่ไดมี

รสชาติที่หวาน กลมกลอมกวาสาโทอ่ืนๆ ทั้งนี้ในงานวิจัยนี้ไม ไดมีการปรุงแตงรสชาติตัวอยางสาโท

เหมือนกับสาโททางการคา ดังนั้นรสชาติของสาโทที่ไดจึงไม มีรสหวาน ไม กลมกลอม  สงผลให
สาโทที่เติมยีสตสายพันธุอ่ืนๆ (ยกเวนยีสตสายพันธุ BMD8) ไดคะแนนการทดสอบทางประสาท

สัมผัสดานรสชาติตํ่า

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรที่พบในสาโท ไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท

เอทิลออกทาโนเอท และ 2 - ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่งเปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม  เอทิลแอซีเทตเปน
เอสเทอรที่พบมากและมีความสําคัญในไวน จากการทดลองนี้พบปริมาณเอทิลแอซีเทตตํ่ากวา 80
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มก./ล. ในทุกชุดการทดลอง ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับผลของ Meteo และคณะ (2006) ที่รายงานวา
ยีสตในกลุม S. cerevisiae มีความสามารถในการผลิตเอทิลแอซีเทตในปริมาณนอยเมื่อเทียบกับ

ยีสตในกลุม non - Saccharomyces นอกจากนี้ยังพบวาความเขมขนของเอทิลแอซีเทตทีพ่บ

แปรผกผันกับปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวม ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Meteo

และคณะ (2006)

อะเซทัลดีไฮดเปนสารประกอบใหกลิ่นที่สําคัญอีกชนิดหนึ่ง มีรายงานวาถึงอิทธิพลของ

ปริมาณอะเซทัลดีไฮดตอเครื่องด่ืมแอลกอฮอลวา ถาความเขมขนของอะเซทัลดีไฮดตํ่าจะใหกลิ่นดี

ในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลเชน กลิ่นผลไม  แตในทางตรงกันขามถาความเขมขนสูงเกิน 100 – 120

มก./ล. จะสงผลทําใหเกิดกลิ่นที่ไม ดี เชน กลิ่นเหม็นเขียว หรือกลิ่นเหม็นหืน ใน เบียร และไวน เปน
ตน (Liu และคณะ, 2000) จากการทดลองนี้พบวาระดับความเขมขนของอะเซทัลดีไฮดที่ตางกันใน

สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่เติมยีสตตางสายพันธุ ผลที่ไดสอดคลองกับ Meteo และ คณะ

(2006) และ Callejon และคณะ (2010) ระดับความเขมขนที่พบในสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต
สายพันธุ BMD8 มีคาสูงเกิน 120 มก./ล. สงผลทําใหเกิดกลิ่นรสที่ไม ดีในสาโท ซึ่งผลที่ได
สอดคลองกับผลของการทดสอบดานประสาทสัมผัส กลาวคือ ทําใหสาโทที่ผลิตจากการเติมยีสต
สายพันธุ BMD8 มีคะแนนเฉลี่ยโดยรวมตํ่า Perez-coello (1999) รายงานวาความสามารถในการ

ผลิตอะเซทัลดีไฮดของยีสตแตละสายพันธุแตกตางกันขึ้นอยูกับประสิทธิภาพการทํางานของ

เอนไซม แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) ซึ่งเอนไซม ดังกลาวมีบทบาทสําคัญ

ในกระบวนการเปลี่ยนอะเซทัลดีไฮดใหเปนเอทานอล ดังนั้นยีสตสายพันธุ BMD8 นาจะมี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม ดังกลาวไม ดี จึงทําใหเกิดการสะสมของอะเซทัลดีไฮดในปริมาณ

สูง อีกทั้งยังทําใหระดับเอทานอลทีเ่กิดขึ้นมีคาตํ่ามากอีกดวย

เมื่อนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดไปวิเคราะหโดยใชเทคนิค PCA เพื่อหาความ

สัมพันธของยีสตแตะสายพันธุในการผลิตสารใหกลิ่นที่เกิดขึ้น ผลที่ไดพบวาสามารถแบงยีสต
S. cerevisiae ทั้ง 5 สายพันธุ ออกเปน 3 กลุมไดอยางชัดเจน กลุมแรกประกอบดวยสายพันธุ
N5D8 TISTR5161 และสายพันธุทางการคา 493 EDV กลุมที่สองมีเพียง 1 สายพันธุคือ

NP101D8 และกลุมที่สาม ประกอบดวยสายพันธุ BMD8 ซึ่งมีรูปแบบความสัมพันธในการผลิต

สารใกลเคียงกับชุดควบคุม (น้ําหมักที่ไม ไดเติมยีสต)
เมื่อพิจารณาองคประกอบทางเคมี ปริมาณสารใหกลิ่น และผลของการทดสอบดาน

ประสาทสัมผัส พบวายีสต S. cerevisiae NP101D8 เปนสายพันธุที่เหมาะสมที่สุดในการนําไปใช
เปนหนึ่งในเชื้อบริสุทธ์ิผสมเพื่อการผลิตสาโท เนื่องจากยีสตสายพันธุ NP101D8 มีบทบาทเดนที่

แตกตางจากยีสตสายพันธุทางการคา 493 EDV ในการผลิตฟ นิลแอลกอฮอล และ 2 – ฟ นิลเอทิล
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แอซีเทต ในระดับสูง ซึ่งระดับที่พบสงผลใหสาโทที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ NP101D8 ไดรับคะแนน

การทดสอบดานประสาทสัมผัสทั้งดานกลิ่นสูงที่สุด อีกทั้งยังมีความสามารถในการผลิตเอทานอล

ในปริมาณสูงอีกดวย ดังนั้นยีสตสายพันธุ S. cerevisiae NP101D8 จึงถูกคัดเลือกใหเปนตัวแทน

ยีสตในกลุม S. cerevisiae สําหรับใชในการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมตอไป

5.3 แปรผันอัตราสวนยีสต S. cerevisiae กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สาย

พันธ ุเพ่ือใหไดสาโทท่ีมีคุณภาพดานกล่ินรสท่ีดี

เพื่อทําการศึกษาบทบาทของยีสต non – Saccharomyces ในการผลิตสารใหกลิ่นใน

สาโทรวมถึงการศึกษาหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางยีสต non – Saccharomyces กับยีสต
Saccharomyces sp. ม ุงหมายเพื่อนําไปใชผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมใหไดสาโทที่มีกลิ่นและ

รสดีและมีความซับซอนย่ิงขึ้น โดยผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันอัตราสวนระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 (ตัวแทนยีสตในกลุม Saccharomyces sp.) กับยีสต non –

Saccharomyces ที่แยกไดจากลูกแปงสุราหรือสาโทจํานวน 3 สายพันธุ คือ คือ Sm. fibuligera

NP101 P. anomala NP101 และ I. orientalis TISTR5259 นําตัวอยางสาโทที่ไดมาทําการ

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี ปริมาณกรดอินทรีย ปริมาณสารประกอบใหกลิ่น รวมถึงการ

ทดสอบทางประสาทสัมผัส

5.3.1 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี

ก) คาความเปนกรด – เบส และปริมาณกรดโดยรวม

จากผลการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แปรผันอัตราสวนระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวนมี

ความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด – เบส กับปริมาณกรดโดยรวมไปในทิศทางผกผันกัน

กลาวคือ เมื่อความเปนกรด – เบส มีคาตํ่า จะพบปริมาณกรดโดยรวมมีคาสูง นอกจากนี้ยังพบวา
ปริมาณของยีสต non – Saccharomyces ไม มีผลตอความเปนกรด – เบส และปริมาณกรด

โดยรวมในสาโท ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Comitini และคณะ (2010) พบวา
ปริมาณของยีสต non – Saccharomyces ในไวนอง ุนที่ผลิตโดยมีการแปรผันเชื้อบริสุทธิ์ผสม

ระหวาง S. cerevisiae และ non – Saccharomyces ไม สงผลตอความเปนกรด – เบส และ

ปริมาณกรดโดยรวมที่พบ

ข) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณรอยละเอทานอล

จากผลการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันอัตราสวนระหวางยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวนมี

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05)
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เมื่อเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae NP101D8 (ชุด

ควบคุม) รูปแบบของปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสตทั้งสามคู
เหมือนกัน กลาวคือพบปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดที่อัตราสวนระหวาง S. cerevisiae ตอ non -

Saccharomyces เปน 1 ตอ 4 ซึ่งสงผลใหรอยละเอทานอลที่พบมีคาตํ่าสุด ในทางตรงกันขาม ที่

อัตราสวน S. cerevisiae ตอ non – Saccharomyces เปน 1 ตอ 0.5 พบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ตํ่าสุด และม ีรอยละเอทานอลสูงสุด แสดงถึงการแยงอาหารเพื่อการเจริญจากยีสต non –

Saccharomyces ที่มีตอยีสต S. cerevisiae อยางไรก็ตาม ระดับเอทานอลที่เกิดขึ้นในสาโทที่ผลิต

จากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non –

Saccharomyces ทั้งสามคูมีคาตํ่ากวาสาโทชุดควบคุม ผลที่ไดสอดคลองกับผลของ Comitini

และคณะ (2010) และ Moreira และคณะ (2005) ที่พบวาปริมาณเอทานอลที่พบไนไวนอง ุนทีผ่ลิต

จากเชื้อบริสุทธ์ิผสมระหวางยีสต S. cerevisiae และ non – Saccharomyces มีคาตํ่ากวาไวน
อง ุนที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว

5.3.2 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory test)

จากผลการทดลองดานประสาทสัมผัสดวยการชิมโดยผูเชี่ยวชาญทางดานไวนและสาโท

จํานวน 10 คน พบวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae

NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในทุกอัตราสวนมีคะแนนเฉลี่ย

โดยรวมและคะแนนในแตละดานไม แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอย

ละ 95 (p>0.05) เมื่อเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae

NP101D8 (ชุดควบคุม) ทั้งนี้อาจเปนเพราะปริมาณของยีสต non – Saccharomyces ที่ใชในการ

ทดลองนี้อาจม ีนอยเกินไป ทําใหสารประกอบใหกลิ่นที่ยีสตสรางในระหวางการหมักมีปริมาณนอย

จนไม สามารถแยกความแตกตางไดโดยทางประสาทสัมผัส ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลอง

ของ Comitini และคณะ (2010) ซึ่งไดศึกษาอิทธิพลของการแปรผันยีสต non – Saccharomyces

กับ S. cerevisiae ในการผลิตสารใหกลิ่นในไวน พบวารูปแบบของการสรางสารประกอบใหกลิ่น

แตกตางอยางชัดเจนในเชื้อบริสุทธ์ิผสมในอัตราสวนที่มียีสต non – Saccharomyces เปนจํานวน

มาก เชน ในอัตราสวนระหวาง non – Saccharomyces ตอ S. cerevisiae เทากับ 100 ตอ 1 หรือ

10,000 ตอ 1 เปนตน
5.3.3 การวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่น (Volatile compounds) ในสาโทที่ได
จากการวิเคราะหสารประกอบใหกลิ่นในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ ในอัตราสวนตาง
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ๆ เปรียบเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่มีการเติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 (ชุด

ควบคุม) เพียงชนิดเดียว พบวา
ปริมาณอะเซทัลดีไฮดที่พบในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8

กับยีสต I. orientalis TISTR5259 และสาโทที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
P. anomala NP101 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม ั่นรอยละ 95

(p<0.05) เมื่อเทียบกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่เติมเฉพาะยีสต S. cerevisiae NP101D8

เพียงชนิดเดียว (ชุดควบคุม) แตไม พบความแตกตางในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต
S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm. fibuligera NP101

สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในการทดลองนี้ ไดแก ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไอโซบิว

ทานอล และฟ นิลเอทิลแอลกอฮอล จากรายงานของ Swieger และคณะ (2009) พบวาความ

เขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในเครื่องด่ืมแอลกอฮอลมีความสําคัญ โดยพบวาฟูเซล

แอลกอฮอลโดยรวมไม ควรเกิน 300 มก./ล. ถาเกินระดับดังกลาวจะสงผลทําใหเกิดกลิ่นไม ดี มี

ลักษณะฉุน และอาจสงผลไปกลบกลิ่นที่ดีของสารชนิดอ่ืนได จากผลการทดลองนี้พบวา สาโทใน

ทุกชุดการทดลองมีปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลโดยรวมตํ่ากวา 300 มก./ล. ในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธ์ิผสมที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3

สายพันธุม ีปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลนอยกวาในชุดควบคุม อัตราสวนที่พบฟูเซลแอลกอฮอล
โดยรวมมากที่สุดในสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต
I. orientalis TISTR5259 และ S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ที่

อัตราสวน 1 ตอ 0.5 สวนสาโทที่ผลิตจากการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต Sm.

fibuligera NP101 พบในอัตราสวน 1 ตอ 1

สารประกอบใหกลิ่นในกลุมเอสเทอรที่พบไดแก เอทิลแอซีเทต เอทิลเดคาโนเอท 2 – ฟ นิล
เอทิลแอซีเทต และเอทิลออกทาโนเอท ซึ่งเปนเอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม  จากการทดลองนี้พบวา
ปริมาณเอสเทอรโดยรวมที่พบในสาโทที่มีการแปรผันยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non

– Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ มีปริมาณมากสุดทีอั่ตราสวน 1 ตอ 0.5 ซึ่งปริมาณที่พบใน

อัตราสวนนี้มีคามากกวาในชุดควบคุม

เมื่อนําขอมูลของสารประกอบใหกลิ่นที่ไดมาวิเคราะหโดยใชเทคนิค PCA เพื่อหา

ความสัมพันธของอัตราสวนของยีสตในแตละคูที่มีตอการสรางสารใหกลิ่นในสาโท พบวาอัตรา

สวนของยีสตในแตละคูมีความสัมพันธตอการผลิตสารใหกลิ่นแยกกันอยางชัดเจน ซึ่งจากผลที่ได
สรุปไดวา การแปรผันระหวางยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต I. orientalis TISTR5259

และ S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต P. anomala NP101 ในอัตราสวน 1 ตอ 0.5 มี
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ความสัมพันธอยางสูงตอการผลิตสารประกอบใหกลิ่นที่ดีไดจํานวนมากชนิดที่สุด สวนคูของ

S. cerevisiae NP101D8 กับ Sm. fibuligara NP101 ผลที่ไดจากการวิเคราะหโดยใชเทคนิค

PCA ไม สามารถระบุอัตราสวนที่เหมาะสมไดอยางชัดเจน จึงจําเปนตองใชผลการทดสอบทาง

ประสาทสัมผัสมาชวยประกอบในการตัดสินใจ เมื่อพิจารณาผลขององคประกอบทางเคมี

ปริมาณสารประกอบใหกลิ่น รวมถึงผลของการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทที่มีการแปรผัน

ยีสต S. cerevisiae NP101D8 กับยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุ พบวา อัตราสวน

ที่เหมาะสมที่สุดตอการนําไปใชผลิตสาโทจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมระหวางยีสต Saccharomyces sp.

กับ non – Saccharomyces คือ อัตราสวน 1 ตอ 0.5

อยางไรก็ตามเมื่อนําผลการทดลองของน้ําหมักที่เติมเฉพาะราสองสายพันธุโดยไม มีการ

เติมยีสต พบวา ปริมาณของสารประกอบใหกลิ่นทั้งในกลุมฟูเซลแอลกอฮอล เอสเทอร ตางมีระดับ

ความเขมขนทีตํ่่ากวาในสาโทที่มีการเติมยีสตในทุกชุดการทดลอง

กลาวโดยสรุปพบวายีสตแตละสปชีสมีความสามารถผลิตสารประกอบใหกลิ่นในสาโท

แตกตางกัน ทั้งนี้รูปแบบการสรางสารใหกลิ่นจะมีความแตกตางกันมากหรือนอย ขึ้นกับสปชีสของ

ยีสตที่ใช (Fleet, 2003) จากการทดลองนี้พบวาสาโทที่มีการเติมยีสต non – Saccharomyces ลง

ไปในอัตราสวนที่เหมาะสมทําใหสาโทมีคุณภาพดีขึ้น มีความซับซอนของกลิ่นรสมากขึ้น เนื่องจาก

ยีสต non – Saccharomyces ทั้ง 3 สายพันธุมีความสัมพันธกับการผลิตสารประกอบใหกลิ่นใน

สาโทโดยเฉพาะสารในกลุมเอสเทอร โดยยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259 และ

Sm. fibuligera NP101 เปนสายพันธุที่ดี เมื่อนําไปใชในการผลิตสาโทดวยเชื้อบริสุทธิ์ผสมใน

อัตราสวนที่เหมาะสมแลวจะไดสาโทที่มีคุณภาพดานกลิ่นรสดีและซับซอนกวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมที่เติมยีสต S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว ยีสตสายพันธุ I. orientalis TISTR5259

และ P. anomala NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตเอทิลแอซีเทต และไอโซบิวทานอล

สวนยีสตสายพันธุ Sm. fibuligera NP101 มีความสัมพันธอยางสูงกับการผลิตไอโซเอมิล

แอลกอฮอล  เอทิลออกทาโนเอท เอทิลเดคาโนเอท และ 2- ฟ นิลเอทิลแอซีเทต ซึ่งเปนสารในกลุม
เอสเทอรที่ใหกลิ่นผลไม หรือกลิ่นดอกไม  สาเหตุที่ยีสตสายพันธุ I. orientalis สามารถสราง

สารประกอบใหกลิ่นในปริมาณสูงอาจเปนเพราะยีสตสายพันธุนี้ม ีความสามารถในการทนตอภาวะ

ที่มีปริมาณเอทานอลสูงไดดีกวายีสต non – Saccharomyces ตัวอ่ืน ดังนั้นยีสตสายพันธุนี้จึง

สามารถอยูรอดในกระบวนการหมักไดนานกวายีสต  non – Saccharomyces ตัวอ่ืน

(Mingorance-Cazorla และคณะ, 2003) ในทางตรงกันขามยีสตสายพันธุ P. anomala NP101

เปนสายพันธุที่เมื่อนําไปใชในการผลิตสาโทดวยเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนระหวางยีสต S.

cerevisiae NP101D8 ตอยีสตชนิด non – Saccharomyces ที่ 1 ตอ 0.5 ถึง 1 ตอ 4 ไดสาโทที่มี
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คุณภาพตํ่ากวาสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่เติมยีสต S. cerevisiae NP101D8 เพียงชนิด

เดียว

จากผลการศึกษานี้ทําใหทราบถึงบทบาทของยีสตแตละสปชีสที่แยกไดจากลูกแปงสุราที่

เมื่อนํามาผลิตสาโทแลวพบวาสาโทที่ไดม ีคุณภาพดานกลิ่นและรสดี โดยพบวายีสตแตละสปชีสทั้ง

ในกลุม Saccharomyces sp. และ ในกลุม non – Saccharomyces ตางมีความสามารถในผลิต

สารประกอบใหกลิ่นตางกันออกไป ซึ่งผลจากงานวิจัยนี้นอกจากจะไดองคความรูพื้นฐานของกลิ่น

รสในสาโทที่ผลิตโดยยีสตแตละสปชีสแลว ยังสามารถนําไปตอยอดงานวิจัยตอไปเพื่อนําไปสูการ

ผลิตในระดับอุตสาหกรรม การพัฒนากระบวนการผลิตสาโท เชน การปรับปรุงสาโทที่ผลิตจากเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมโดยการเพิ่มลดอุณหภูมิที่ใชในการหมักใหเหมาะสมเนื่องจากมีรายงานจาก Lucia

และคณะ (2009) วา การหมักไวนที่อุณหภูมิตํ่าจะสงผลใหไวนที่ไดมีกลิ่นรสดีขึ้น เนื่องจากใน

ภาวะที่อุณหภูมิตํ่า ยีสตกลุม non – Saccharomyces สามารถเจริญไดดี สงผลใหสามารถผลิต

สารประกอบใหกลิ่นเพิ่มมากขึ้นอีกดวย นอกจากนี้ยังรวมถึงการพัฒนาคุณภาพดานกลิ่นรสของ

สาโทใหม ีความหลากหลายเพื่อตอบสนองความตองการของผูบริโภคมากขึ้นอีกดวย
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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 ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล เปน 4 นําไปนึ่งฆ าเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

Yeast malt extract agar (YM)

Yeast extract   3 กรัม

Malt extract 3 กรัม

Peptone  5 กรัม

Agar 15 กรัม

ละลายสารสี่ชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล เปน 4 นําไปนึ่งฆ าเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 แลวไปนึ่งฆ าเชื้อดวยความดันไอ

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายกรดแลคติกเขมขนรอยละ 10 ใหมีความเปนกรดเบสเปน 4.8 แลวไปนึ่งฆ าเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
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วิธีวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสาโท

1. การวิเคราะหปริมาณกรดท้ังหมด (Total Titration Acidity) (Amerine และคณะ., 1979)

การเตรียมสารละลาย Phenopthalene

ละลาย Phenopthalene 0.1 กรัม ใน Absolute Ethanol 50 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นอีก

50 มิลลิลิตร

การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด (Total Titration Acidity) (Amerinec และคณะ, 1979)

นําตัวอยางมา 5 ml เติมน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส 50 ml แลวหยด Phenopthalene 2-

3 หยด นําไปไทเทรตกับ NaOH 0.1 นอรแมล จนสารละลายเปลี่ยนจากไม มีสีเปนสีชมพู อานคา
ปริมาตร NaOH ที่ได แลวนําไปคํานวณ %TA

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

1000 x v (Sample)

V = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร)

N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรากไซดเปนนอรแมล (N)

v = ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร)

MW (กรดแลคติก) = 90

2. การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid(DNSA) (Miller,

1959)

การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก (Dinitrosalicylic acid, DNSA)

ละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 โมลาร
จํานวน 20 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลงไป 50 มิลลิลิตร เติมโซเดียมโปตัสเซียมทาเทรต (C4H4KNaO6·

4H2O) 30 กรัม ทําปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น

การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ตมในอางน้ํา

เดือด 10 นาที ทิ้งใหเย็น เติมน้ํา 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโน

เมตร
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กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส

y = 0.6338x
R2 = 0.9998
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ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

และ 1.2 มก./มล. และใชน้ํากลั่นเปนตัวเทียบ (blank) แลวเขียนกราฟระหวางปริมาณน้ําตาล

กลูโคสกับคาดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

ภาพที่ ข1 กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรกับ

ความเขมขนของกลูโคส

วิธีวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและสารประกอบใหกล่ินโดยวิธี GC-FID

การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและสารประกอบให
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 ความเขมขน 10000 มก./มล. ตัวอยาง

ละ 3 มิลลิลิตร สวนเอทานอลเตรียมใหไดความเขมขนเทากับรอยละ 20 จากนั้นเตรียมสารละลาย

มาตรฐานรวมของสารประกอบใหกลิ่นและเอทานอลโดยปเปตสารมาตรฐานที่ เตรียมไวผสม

รวมกันที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 20 50 70 90 110 150 และ 200 มก./มล.

นําขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี GC – FID มาทํากราฟมาตรฐานของเอทานอลและ

สารประกอบใหกลิ่นแตละชนิด โดยเขียนกราฟระหวางคาพื้นที่ใตกราฟกับความเขมขนของสารแต
ละชนิด
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กราฟมาตรฐานของไอโซบิวทานอล

y = 193.01x - 8342.1

R2 = 0.9925
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y = 192.69x - 5080.9
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กราฟมาตรฐานของเอทานอล

y = 140000x

R2 = 0.9946
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ภาพที่ ข2 ตัวอยางกราฟมาตรฐานของเอทานอลและสารประกอบให กล ิ่น

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

ใบใหคะแนนการชิมสาโท

หมายเหตุ

คะแนนที่บงชั้นคุณภาพไวน: ยอดเย่ียมมาก 91 – 100 คะแนน

ยอดเย่ียม 81 – 90 คะแนน

ดี 71 – 80 คะแนน

พอใช 61 – 70    คะแนน

ระดับจําหนายได              51 – 60 คะแนน

มีปญหาในคุณภาพ ตํ่ากวา 50 คะแนน

ที่มา:  ประดิษฐ ครุวัณณา. ไวน : ศาสตรและศิลป. สํานักพิมพ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.
กรุงเทพฯ. 2546. 153.

รหัส

ตัวอยาง

สี

10 คะแนน

กล่ิน

30 คะแนน

รส

40 คะแนน

ความยอมรับ

หรือประทับใจ

20 คะแนน

รวม

100 คะแนน
ขอดีและหรือขอบกพรอง
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วิธีการใหคะแนน

สี คะแนนเต็ม 10 คะแนน

สีดีมาก ชอบมาก 8 – 10    คะแนน

สีดี  ชอบ 7 – 8      คะแนน

ไม ดี สีออนหรือเขมเกินไป 5 – 6 คะแนน

ไม ชอบมาก ม ีขอบกพรอง (defect) กลิ่นไม ดีดวย 3 – 4     คะแนน

กล่ิน คะแนนเต็ม 30 คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรงมาก

ชอบ บอกไดทันที 26 – 30    คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรง

ชอบ บอกไดโดยดมหลายครั้ง 22 – 25 คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทแรง

พอบอกได ชอบกลิ่น 18 – 21    คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทออน

บอกไม ได แตชอบ 15 – 17 คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทออนหรือแรงเกินไป

ไม ชอบกลิ่น 10 – 14    คะแนน

กลิ่นผลไม หรือวัตถุดิบในสาโทออน

บอกไม ไดและบกพรอง ตํ่ากวา 10 คะแนน

รส คะแนนเต็ม 40 คะแนน

รสดีมาก ชอบมาก 36 – 40    คะแนน

รสดี ชอบ 31 – 35  คะแนน

รสพอใช ชอบ 26 – 30    คะแนน

รสพอใช ชอบเล็กนอย 21 – 25    คะแนน

รสไม ดี ไม ชอบ 15 – 20    คะแนน

รสไม ดี ไม ชอบมาก ตํ่ากวา 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 ตํ่ากวา 6 คะแนน

ที่มา:  ประดิษฐ ครุวัณณา. ไวน : ศาสตรและศิลป. สํานักพิมพ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.
กรุงเทพฯ. 2546. 154 -155.



ภาคผนวก ง

ตารางที่ ง1 ปริมาณสารประกอบใหกลิ่นที่พบในตัวอยางสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมที่แปรผันยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ

หนวยของปริมาณสารที่พบเปน มิลลิกรัมตอลิตร

ND คือ not detected

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุที่ใช 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-ฟนิลเอทิล

แอซิเตท

กรดออกทา

โนอิค

ฟนิล

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 คาคะแนนรวมเฉลี่ยของผลการทดลองทางประสาทสัมผัสของสาโทท่ีผลิตจากเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมแปรผันอัตราสวนยีสตในกลุม S. cerevisiae NP101D8 กับยีสตในกลุม
non – Saccharomyces จํานวน 3 สายพันธุ

* คือ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
a หมายถึง รา 2 สายพันธุท่ีใชในการทดลอง รา1 คือ M. hiemalis  NN609 และ รา 2 คือ

        R. microsporus NN505
b คือ ชุดควบคุม

เชื้อบริสุทธ์ิผสม คะแนน

รา ยีสต

อัตราสวนยีสต
NP101D8

ตอ Non -

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

ยอมรับ

(20)

คะแนน

รวม (100)

1 ตอ 0.5 7.9±0.7 22.1±2.2 28.8±1.6 15.2±0.7 73.8±2.6

1 ตอ 1 7.8±0.8 21.9±3.5 27.3±3.6 14.8±1.2 72.6±5.1

1 ตอ 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 ตอ 4 7.7±0.7 20.0±4.5 26.7±3.1 13.8±2.4 68.2±8.6

1 ตอ 0.5 7.6±0.9 22.0±2.4 27.3±4.0 14.9±1.0 71.8±5.8

1 ตอ1 7.7±0.9 21.8±3.0 27.0±3.3 14.4±1.7 70.8±7.0

1 ตอ2 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 ตอ 4 7.7±0.9 20.8±4.0 26.9±3.7 13.9±2.7 69.2±9.5

1 ตอ 0.5 7.6±0.9 22.7±2.1 28.3±1.6 14.7±1.5 73.3±3.5

1 ตอ 1 7.7±0.9 22.5±1.9 28.4±3.6 14.7±1.7 73.2±4.7

1 ตอ 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 ตอ 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 ตอ 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 ตัวอยางอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็น

เอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตและราจากสาโทท่ีผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีมี

การแปรผันยีสต S. cerevisiae 5 สายพันธุ ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม ท่ีจําเพาะ HaeIII, HinfI, HhaI

ตัวอยางท่ี 1 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  N5D8

ตัวอยางท่ี 2 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  NP101D8

ตัวอยางท่ี 3 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  TISTR5161

ตัวอยางท่ี 4 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae  BMD8

ตัวอยางท่ี 5 คือ สาโทท่ีผลิตโดยใช เชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีเติมยีสต S. cerevisiae 493 EDV

M คือ แถบดีเอ็นเอของรา

Y คือ แถบดีเอ็นเอของยีสต
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ภาพท่ี ง2 ตัวอยางอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของ

ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียจากสาโทจากสาโทท่ีผลิตโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีมีการ

แปรผันยีสต S. cerevisiae  5 สายพันธุ
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ภาคผนวก จ

ตารางท่ี จ1 ตัวอยางการวิเคราะหผลองคประกอบทางเคมีของตัวอยางสาโทท่ีผลิตจากยีสต
S. cerevisiae 5 สายพันธุ ดวย SPSS เวอรชั่น 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 คากรด – 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 ตัวอยางโครมาโทรแกรมของสารประกอบใหกลิ่นมาตรฐานท่ีวิเคราะหดวยเครื่องวัด

แกสโครมาโทกราฟพรอมเครื่องตรวจวัดชนิดเฟลมไอโอไนเซชั่น (GC - FID)

โดยเก็บตัวอยางใหกลิ่นบริเวณท่ีวางเหนือสาร (headspace)
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ภาพท่ี จ2 ตัวอยางโครมาโทรแกรมของสารประกอบใหกลิ่นของตัวอยางสาโทท่ีวิเคราะหดวย

เครื่องวัดแกสโครมาโทกราฟพรอมเครื่องตรวจวัดชนิดเฟลมไอโอไนเซชั่น (GC - FID)

โดยเก็บตัวอยางใหกลิ่นบริเวณท่ีวางเหนือสาร (headspace)
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ
นางสาวศศิกานต  บอผล เกิดเมื่อวันท่ี 5 เมษายน พ.ศ. 2528 ท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานคร

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย

มหิดล ในปการศึกษา 2549 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิตสาขาจุล

ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 ท่ีอยู
ปจจุบัน 5/1020 หม ูบานประชาชื่น ตําบลบางตลาด อําเภอปากเกร็ด จังหวัดนนทบุรี 11120

ผลงานตีพิมพ เผยแพร
สวนหน่ึงของงานวิจัยน้ีไดเขารวมเสนอผลงานการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ ดังน้ี

1. งานการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 28th International Specialised Symposium

on Yeast (ISSY28) ระหวางวันท่ี 15 - 18 กันยายน 2553 ณ โรงแรมมณเฑียร ริเวอรไซด
กรุงเทพมหานคร ในหัวขอ “ 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

ระหวางวันท่ี 20 – 22 ตุลาคม 2553 ณ จังหวัดตรัง ในหัวขอ “Influence of the selected

indigenous Saccharomyces cerevisiae strains on the production of volatile

compounds in Sato” (เสนอผลงานดวยวาจา)

3. งานประชุมวิชาการ โครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต สกว. สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

ครั้งท่ี 5 ระหวางวันท่ี 30 มีนาคม – 1 เมษายน 2554 ณ โรงแรมจอมเทียน ปาลม บีช

เมืองพัทยา จังหวัดชลบุรี ในหัวขอ “สปชีสของยีสตและบทบาทในการผลิตสารใหกลิ่นใน

สาโท” (เสนอผลงานดวยวาจา)
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