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Traditional Thai rice wine, Sato, is usually produced in north, north eastern and central part of 

Thailand. Production of Sa to used an amylolytic starter, loog pang, as a source of microorganisms to ferment 

glutinous rice to rice wine. Molds and yeasts in the starter play major roles in production process. Commercial 

Sa to production was not successful because of the quality inconsistency. This study aimed on studying 

diversity and fermentation dynamics of molds and yeasts for further improvement in the consistency and/or 

quality of the product. Seven out of 114 Loog pang samples collected from 42 provinces were selected for the 

activities of the yeasts and molds and the flavor of the produced Sato. Samples were taken from each Sato at 

day 0, 3, 5, 7 and 9 for mold and yeast isolations followed by identifications using morphological, biochemical 

and molecular methods, respectively. Using PCR-RFLP method, the yeast isolates could be divided into 7 

groups. Analysis of ITS1-5.8srDNA-ITS2 sequences as well as the biochemical tests could identify the yeast 

isolates as Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis fibu/igera, Pichia anoma/a 2 groups, /ssatchenkia 

orienta/is, To/u/aspora de/brueckii and Candida g/abrata . Morphological methods and the ITS sequence of 

the rONA could identify the mold isolates as Mucor hiema/is, Mucor racemosus, Mucor in dic us, Rhizopus 

microsporus and Rhizopus oryzae. We could not detect much diversity in the molds and yeasts. During Sato 

fermentation, molds and non-Saccharomyces yeasts were dominated only in the early stage (day 0-3), then 

were replaced by the yeast S. cerevisiae at the later fermentation process. The mold isolate NN6/0/9 showed 

the highest liquefying activity and the yeast isolate NK1/9/33, Saccharomyces cerevisiae, produced the 

highest level of ethanol in the Sa to as 14.502%.(v/v) 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

การผลิตไวนขาว (rice wine) โดยใชหัวเชื้อจุลินทรียเปนที่รูจักกันมานานแลวในประเทศ

แถบเอเชีย โดยหัวเชื้อจุลินทรียที่ใชในประเทศตางๆ มีสวนผสม ลักษณะการเตรียม และชนิดของ 

จุลินทรียรวมทั้งมีชื่อเรียกที่แตกตางกันไป  ไวนขาวที่ผลิตในประเทศจีนเรียกวาเชาชินชูใชหัวเชื้อ

เรียกวาชู(Chu) ในประเทศเกาหลีเรียกวามักการิมีหัวเชื้อเรียกวานุรุก(Nuruk)  สาเกที่ผลิตใน

ประเทศญี่ปุนจะใชหัวเชื้อที่เรียกวาโคจิ(Koji) ในประเทศอินโดนีเซียใชราจิเปนหัวเชื้อในการผลิตเบ

รม และชอนติมาชาในประเทศอินเดียใชหัวเชื้อเรียกวามาชา สําหรับในประเทศไทยนั้น ไวนขาว

เปนที่นิยมผลิตและบริโภคกันเองภายในทองถิ่น จึงมีชื่อเรียกตางกันไปตามแตละทองที่ เชน สาโท 

(เหลาโท) อุ และเหลาขาว เปนตน โดยใชหัวเชื้อที่เรียกวาลูกแปง ซึ่งในกระบวนการหมักสาโทโดย

อาศัยเชื้อจุลินทรียจากธรรมชาติที่ปฏิบัติกันมาแตเดิมนั้น มักจะไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพที่ไม

แนนอน เชน มีเปอรเซ็นตแอลกอฮอลต่ําหรือสูงเกินไป หรืออาจมีกลิ่นรสที่ไมชวนดื่ม ตลอดจน

ปญหาอื่นๆอีกมาก ซึ่งสวนหนึ่งของปญหาเกิดขึ้นเนื่องจากจุลินทรียที่มีอยูในลูกแปงสุรา ทําใหไม

สามารถควบคุมคุณภาพตลอดจนปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักหรือขยายกําลังการผลิตใหสูงขึ้น

จากเดิมได หากสามารถศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของชนิดของยีสตและราในลูกแปง

สุรา และไดมีการคัดเลือกสายพันธุพิเศษ เพื่อการปรับปรุงคุณภาพของสาโทในดานตางๆเชน ใหมี

กลิ่นและรสชาติดีข้ึน การทนตอ pH ที่เปนกรด การทนตออุณหภูมิสูง เปนตน ซึ่งจะเปนแนวทางใน

การพัฒนาเพื่อการผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรมตอไป  

ฉะนั้น งานวิจัยนี้จึงมุงทําการคัดแยก จําแนกยีสต และราในลูกแปงสุราจากจังหวัดตางๆ 

ในประเทศไทย โดยใชสัณฐานวิทยา ชีวเคมี รวมกับเทคนิคอณูชีววิทยา ตลอดจนติดตาม

ประชากรของยีสตและราในระหวางการหมัก และศึกษาสมบัติของยีสตและราในดานการยอยแปง

และความสามารถในการผลิตเอทานอล เพื่อใหเปนองคความรูทางดานความหลากหลายทาง

ชีวภาพของยีสตและราในลูกแปงสุราของไทย รวมทั้งเปนแนวทางในการคัดเลือกสายพันธุที่

เหมาะสมสําหรับการผลิตสาโท อันจะนําไปสูการพัฒนาคุณภาพของสาโทใหดีข้ึน หรือใหมี

มาตรฐานการผลิตที่คงที่และยังใชในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของอื่นตอไป 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 

การคัดแยก จําแนกยีสต และราในลูกแปงสุราจากจังหวัดตางๆ ในประเทศไทย โดยใช

สัณฐานวิทยา ชีวเคมี รวมกับเทคนิคอณูชีววิทยา ตลอดจนติดตามประชากรของยีสตและราใน

ระหวางการหมัก และศึกษาสมบัติของยีสตและราในดานการยอยแปงและความสามารถในการ

ผลิตเอทานอล  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ทราบถงึชนิดของยีสต และราในลูกแปงสุราจากภูมิภาคตางๆในประเทศไทยรวมทั้ง

ติดตามประชากรของยีสตและราในระหวางการหมกั ประสิทธิภาพในการยอยแปงและ

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยสีต และรา เพือ่การผลิตสาโท 

 
ขั้นตอนงานวิจัย 
1. เก็บตัวอยางลูกแปงสุราจากแหลงผลิตลูกแปงสุรา 

2. แยกและหาจํานวนยีสตและราที่อยูในลกูแปงสุรา 

3. พิสูจนเอกลกัษณยีสตและราในลูกแปงสุราโดยใชสัณฐานวิทยา ชีวเคม ีและเทคนคิอณูชีววิทยา 

4. ศึกษาแอกทิวิตีของแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสตและราที่แยกไดและศึกษา

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตและราที่แยกได 

 



บทที่2 
 

วารสารปริทัศน 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มีผลผลิตทางการเกษตรตลอดป ผลผลิตที่มี

ความสําคัญอันดับหนึ่งก็คือ ขาว ขาวเปนพืชเศรษฐกิจของไทยและเปนอาหารหลักประจําชาติ 

สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเปนเครื่องดื่มหมักพื้นบาน ซึ่งเกิดจากภูมิปญญาชาวบาน

ของไทย โดยมีชื่อเรียกตางๆกันไปตามแตละทองถิ่น เชน กระแช อุ น้ําขาว น้ําแดง สาโท เปนตน 

อีกทั้งประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรา จึงเปนที่มาของขบวนการ

หมักโดยใชยีสตและรา เนื่องจากยีสต ราและจุลินทรียอ่ืน สามารถยอยแปงหรือคารโบไฮเดรตให

เปนน้ําตาลและแอลกอฮอลไดอยางมีประสิทธิภาพสูง 

 เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหมในปจจุบันมีตนกําเนิดจากขบวนการหมักดั้งเดิมเพื่อสราง

แอลกอฮอล เชนในการผลิตสุราพื้นบาน เปนตน โดยเครื่องดื่มแอลกอฮอลจะมีบทบาทสําคัญตอ

วัฒนธรรมและวิถีชีวิตของคน ทั้งในแถบซีกโลกตะวันออกและตะวันตก ขณะที่ประเทศในแถบทวีป

ยุโรป และตะวันออกกลาง นิยมผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลจากผลไม แตประเทศในแถบเอเซีย

แปซิฟก จะนิยมผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลจากธัญพืช(Cereals) ซึ่งเบียรที่ผลิตจากยุโรปใชขาว

บารเลยและมอลตเปนวัตถุดิบในการผลิต ในขณะที่เบียร(Rice  wine) จากทวีปเอเชียใชขาวที่มีรา

และยีสตเปนหัวเชื้อในการหมัก  

กระบวนการผลิตไวนขาวของแตละประเทศจะมีความแตกตางกันทั้งวัตถุดิบ สัดสวน 

อุณหภูมิ และระยะเวลา แตโดยรวมแลวเปนการหมักแบบธรรมชาติโดยใชธัญพืชเปนหลักโดยแต

ละแหงมีการทํากอนแปงหัวเชื้อ(Starter) ดวยสวนผสม รูปราง และเชื้อจุลินทรียแตกตางกัน และมี

ชื่อเรียกแตกตางกันไปในแตละประเทศ ดังแสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 หัวเชื้อชนิดตางๆ และะชื่อไวนขาวที่เรียกกันในแตละประเทศ 
ประเทศ ชื่อหัวเชือ้ สวนผสมหลัก รูปราง เชื้อ ชื่อไวนขาว 

จีน 
Chu 

Wheat, Barley, Millet, 

Rice (Whole grain, 

Grits or Flour) 

ก อน  ห รือก อน

เคก 

Rhizopus sp. 

Amylomyces sp. 

Shao-Shin-Chu 

 

เกาหลี  Nuruk 

 

Wheat, Rice, Barley 

(Whole grain, Grits 

orFflour)  

กอน เค กขนาด

ใหญ 

Aspergillus sp. 

Rhizopus sp. 

Yeast 

Makkari 



                                                                                                                                    4
 

ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
ประเทศ ชื่อหัวเชือ้ สวนผสมหลัก รูปราง เชื้อ ชื่อไวนขาว 

ญี่ปุน  Koji Wheat, Rice (Whole 

grain, Grits or Flour) 

กอนเล็ก-ผง Aspergillus sp. 

 

Sake, Amazake 

อินโดนีเซีย Ragi  Rice (Flour) กอน เค กขนาด

เล็ก 

Amylomyces sp. 

Endomycopsis sp. 

Brem 

ฟลิปปนส Bubod Rice, Glutinous rice 

(Flour)  

กอน เค กขนาด

เล็ก 

Mucor sp. 

Rhizopus sp. 

Saccharomyces sp. 

Tapuy 

 

ไทย Lookpang Rice bran กอนเล็ก-ผง Amylomyces sp. 

Aspergillus sp. 

กระแช, น้ําขาว, 

สาโท, อุ 

อินเดีย Marcha, 

Murcha 

Rice ก อ น เ ค ก ช นิ ด

แบน 

Hansenula anomala 

 Mucor fragilis 

Rhizopus arrhizus 

Shonti, Murcha 

 

 

ไวนขาวแบงออกเปน 2 กลุม ตามลักษณะความใสของผลิตภัณฑ (Yoshizawa, 1985)  

คือ 

1. Alcoholic beverage เปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลที่มีลักษณะใส ไดแก สาเก และ Shao-Shin-

Chu เปนตน 

2. Miscellaneous alcoholic drinks เปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลที่มีลักษณะขุน เนื่องมาจากจุลิน 

ทรีย และของแข็งที่เหลือตกคางอยู ไดแก Tapuy, Baside, Tapay,  Amazake และสาโท เปนตน 

ไวนขาวที่รูจักกันดี และเปนที่นิยมไปทั่วโลก คือ สาเก เนื่องจากมีการพัฒนาการผลิต

มากกวาไวนขาวชนิดอ่ืนๆ (ลูกจันทร ภัครัชพันธุ, 2535) ไวนขาวของไทยหรือที่เรียกกันวา สาโท 

จัดเปนสุราแชตามความหมายในพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ.2492 มาตรา 4 ซึ่งใหคํานิยามวา “สุรา

แช” หมายถึงสุราที่ไมไดกลั่น และใหความหมายรวมถึงสุราแชที่ไดผสมกับสุรากลั่นแลว แตยังมี

ความแรงแอลกอฮอลไมเกิน 15 ดีกรีดวย คําวา แรงแอลกอฮอล (Alcohol strength) หมายถึง ดีกรี

หรือหนวยวัดความเขมขนของแอลกอฮอลในสุรา คิดเปนรอยละโดยปริมาตร (มาตรฐาน

อุตสาหกรรม, 2516) วัตถุดิบหลักที่ใชในการผลิตสาเก คือ ขาวและน้ํา เชนเดียวกับสาโทของ

ประเทศไทย แตแตกตางกันที่สาเก ดําเนินการหมักโดยโคจิ (Koji) ซึ่งเปนเชื้อบริสุทธิ์ของ 

Aspergillus oryzae ที่เจริญบนขาวสุก และเชื้อบริสุทธิ์ของยีสต Saccharomyces sake แตสาโท

ดําเนินการหมักโดยเชื้อในลูกแปงสุรา ซึ่งเปนกลาเชื้อผสมของจุลินทรียหลายชนิด ทั้งยีสต รา และ

แบคทีเรีย (นภา โลหทอง, 2535) ดังนั้นคุณภาพของสาโท จึงขึ้นกับคุณภาพของลูกแปงสุราเปน

สําคัญ 
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 การผลิตสุราแชพื้นบานไทยมีมาชานานแลว ไดจากการหมักขาวเหนียวในโองหรือไหดิน

เผา ข้ันตอนการผลิตและสวนผสมแตกตางกันไป นับต้ังแตการทําลูกแปงสุราหรือกอนแปงหัวเชื้อที่

ใชแปงขาวเหนียวผสมกับสมุนไพรหลายๆชนิด โดยมีเชื้อรา ยีสต และแบคทีเรียชนิดตางๆกันไปใน

แตละทองถิ่นของประเทศ จนกระทั่งถึงกระบวนการหมัก โดยใชขาวเหนียวนึ่งผสมกับลูกแปงสุรา

และน้ํา เพื่อใหไดสุราที่เรียกวา สาโท หรือเหลาโท หรือน้ําขาว ซึ่งนิยมผลิตกันมากในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ สาโทที่ผลิตไดมีลักษณะเปนของเหลวสีขุนหรือสีตามขาว รส

หวานหอม เฝอนเล็กนอย ถาหมักจากขาวเหนียวดําจะมีสีดํามีรสชาติอรอย ในพื้นที่ภาคกลาง 

ภาคเหนือ อาจมีการใชขาวเจาในการผลิตสาโทแตไมคอยเปนที่นิยม บางชุมชนจะใชการหมักขาว

เหนียวนึ่งผสมแกลบกับลูกแปงสุราและน้ําในไห เรียกสุราแชประเภทนี้วา อุ หรือเหลาแกลบ หรือ

เหลาไห หรือชาง  รสชาติของสาโทขึ้นอยูกับความเหนียวของขาว ยิ่งขาวมีความเหนียวมากเทาใด 

ก็ยิ่งทําใหสาโทมีรสชาติอรอยนุมนวล โดยเฉพาะหากมีความหอมของขาวดวยแลวจะทําใหสาโท

เกิดกลิ่นหอมยิ่งขึ้น (สุพัฒน กุมพิทักษ และ กําพล กาหลง, 2545 ) นอกจากนั้นก็ยังมีปจจัยอื่นๆที่

มีผลตอกลิ่นและรสชาติของสาโทดวย 

การทําสาโทของชาวบานเปนการทําตามภูมิปญญาทองถิ่นที่ไดรับการถายทอดกันมา

หลายชั่วอายุคน ลูกแปงสุราในแตละหมูบานมีสูตรเฉพาะเปนของตนเอง และสวนใหญถูกปกปด

เปนความลับ ไมเผยแพรแกผูอ่ืน โดยภูมิปญญาทองถิ่นยังเชื่อมโยงกับสภาพแวดลอม หรือความ

หลากหลายทางชีวภาพ เชน สมุนไพร ที่นําไปทําเปนหัวเชื้อ เปนตน สูตรการทําลูกแปงสุราของแต

ละแหลงจะมีความแตกตางกันไปตามวัตถุประสงคและสรรพคุณของสมุนไพร แตโดยรวมจะ

คลายคลึงกันซึ่งจะประกอบดวยสมุนไพรหลากหลายชนิด ไดแก กระเทียม ขา ดีปลี พริกแดง ปด

ปลิวแดง เปนตน นํามาบดรวมกัน ผสมกับแปงขาวเหนียว และลูกแปงสุราเกาที่มียีสตและรา  

วัตถุดิบที่ใชในการผลิตสาโท 

1. ขาว 

 เปนวัตถุดิบหลักในการผลิตสาโท มีชื่อทางพฤกษศาสตร คือ Oryza sativa โดยขาวที่ปลูก

ในประเทศไทยจัดอยูใน indica type มี 2 ชนิด คือ ขาวเจา ( Rice , Ordinary rice) และขาว

เหนียว ( Glutinous rice , Sticky rice) มีลักษณะเมล็ดยาวรี 

 องคประกอบหลักในเมล็ดขาว คือ แปง(Starch)  ซึ่งอยูในรูปของเม็ดแปง (Starch 

granule) ซึ่งมีความสําคัญในการเปลี่ยนไปเปนน้ําตาลและแอลกอฮอล เมื่อมีการหมักเกิดขึ้น แปง

มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n มีคา n ไมนอยกวา 1,000 โดยโมเลกุลของแปงจะประกอบดวย β -D-

glucopyranose ซึ่งตอกันเปนลูกโซดวย 1,4- glycosidic linkage โดยการสราง Oxygen bridge

ข้ึนมาระหวางอะตอมของคารบอนตัวที่หนึ่งกับคารบอนตัวที่ส่ีของกลูโคสโมเลกุลถัดไป แปงสวน
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ใหญเปนสาร Heterogeneous ซึ่งเปนโพลีเมอรของกลูโคส ประกอบดวย 2 สวน คือ Amylose 

และ Amylopectin ซึ่งมีโครงสรางทางเคมีแตกตางกัน 

- Amylose เปนสายตรง ประกอบดวย 70-2,100 หนวยของน้ําตาลกลูโคส ตอกันดวยพันธะ β-

1,4 glycosidic linkage ซึ่งในแปงทั่วๆไปจะมีพันธะแบบนี้ไดถึง 90 ถึงเกือบ 100% 

- Amylopectin เปนโพลีเมอรที่มีการแตกแขนง สวนที่เปนแขนงจะตอกันดวยพันธะβ -1,6 

glycosidic linkage แตสวนกลูโคสหนวยอื่นๆตอดวยพันธะ β-1,4 glycosidic linkage  

     ปริมาณ Amylose ในขาวเหนียวยังขึ้นอยูกับพันธุขาวอีกดวย เชน ขาวเหนียวดํามี 5.7% 

ขาวเหนียวสันปาตอง 2.8% และขาวเหนียวดําไผ41มี 5.2% เปนตน การที่ขาวมี Amylose มาก

นอยแตกตางกัน ทําใหลักษณะของขาวเมื่อสุกแลวแตกตางกันดวย คือ ขาวที่มีปริมาณ Amylose 

สูง จะมีความเหนียว (sticky) และมีความชื้นนอยกวาขาวที่มีปริมาณ Amylose ต่ํา และขาว

เหนียวมีเมล็ดแข็งกวาขาวเจา และแปงขาวเหนียวจะมีความหนืดมากวาแปงขาวเจา 

การแบงประเภทของขาว  

จําแนกตามลักษณะการบริโภค หรือชนิดของแปง (สุภมาส ไขคํา, 2544) 

1.1 ขาวเจา (Non glutinous rice) มี Amylose อยูประมาณ 7-33% ที่เหลือเปนAmylopectin 

เมล็ดขาวจะมีสีขาวใส และเมื่อหุงสุกแลวเมล็ดจะรวนกวาขาวเหนียว ขาวเจาแตละพันธุมีความ

นุมเหนียวแตกตางกัน 

1.2 ขาวเหนียว (Glutinous rice หรือ Waxy rice) ประกอบดวย Amylopectin 98% และมี 

Amylose อยูนอยมากเพียง 0-2% เมล็ดขาวสารจะมีสีขาวขุน เมื่อนึ่งแลวจะไดขาวสุกที่จับตัว

เหนียวติดกัน และมีลักษณะใส 

 การทาํสาโทนยิมใชขาวเหนยีวขาว หรือขาวเหนียวดาํ เปนวัตถดุิบมากกวาขาวเจา 

เนื่องจากขาวเหนยีวใหกลิน่และรสที่ดีกวา และจุลินทรียในลูกแปงสุราสามารถยอยแปงขาวเหนียว

ไดดีกวาแปงขาวเจา (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) องคประกอบภายในเมล็ดขาว สวนใหญคือ 

Starch ซึ่งประกอบดวย Amylose และ Amylopectin เปนองคประกอบหลกั และจะมีผลตอ

คุณสมบัติของขาวเมื่อนึ่งสกุแลว โดยขาวที่มี Amylose ต่ําจะสามารถดูดน้ําและขยายตวัไดนอย

กวาขาวที่มี Amylose สูง เมื่อนึ่งสกุขาวจะเหนียวนุมกวา จึงทําใหการแทงเสนใยของเชื้อราเขาสู

ภายในเมล็ดขาวไดงาย (เชื้อราโตดี) และองคประกอบของขาวเหนียว พบวา ม ีAmylose นอยมาก

จนแทบไมมีเลย ดังนั้นขาวเหนยีวจงึเหมาะทีจ่ะนาํมาทําสาโทมากกวาขาวเจา (สุภมาส ไขคํา, 

2544) สวนการขัดสีขาวก็อาจมีผลตอคุณภาพและการหมักสาโท หากใชขาวที่ยงัมรํีาขาวเหลืออยู

บางอาจชวยใหมีการหมกัดีข้ึน เนื่องจากมีสารอาหารใหจุลินทรียมากกวาขาวขัดขาว 
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2. น้ํา  

 เปนองคประกอบที่มีอยูในสาโทไมต่ํากวา 80% คุณภาพของน้ํามีผลตอคุณภาพของสาโท

เปนอยางมาก การผลิตจะตองคํานึงถึงคุณภาพของน้ําเปนพิเศษ น้ําที่เหมาะสมควรเปนน้ําที่มี

คุณภาพใกลเคียงกับมาตรฐานน้ําดื่ม คือ ใส ไมมีสี ไมมีกลิ่น และไมมีรสชาติ สะอาด ไมมี

เชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค โดยเฉพาะอยางยิ่ง ควรเปนน้ําออน ไมมีสนิมเหล็ก ไมมีคลอรีน เพราะ

คลอรีนจะไประงับการเจริญของยีสต ทําใหปฏิกิริยาการหมักเกิดขึ้นชา และจะทําใหสาโทมีกลิ่นที่

ผิดปกติไป  

3. ลูกแปงสุรา 

เปนกลาเชื้อผสม (Mixed cullture) ที่ประกอบดวยจุลินทรียที่เปนตัวการสําคัญในการ

เปลี่ยนสภาพแปงในขาวใหกลายเปนน้ําตาลหรือแอลกอฮอล (กฤษฎา ขุนแหลม, 2542) ลูกแปง

สุรามีหลายชนิดผลิตขึ้นตามวัตถุประสงคที่จะนําไปใช เชนลูกแปงสุรา  ลูกแปงสุราขาวหมาก  ลูก

แปงสุราทําน้ําสมสายชู เปนตน (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) การผลิตลูกแปงสุรามักทํากันเปน

อุตสาหกรรมในครัวเรือน โดยมีกรรมวิธีทีคลายคลึงกัน และคลายคลึงกับการผลิตลูกแปงสุราของ

ชนชาติอ่ืน ตางกันแตเพียงองคประกอบของวัตถุดิบ ขนาด รูปราง ตลอดจนชนิดและสายพันธุ

จุลินทรียเทานั้น (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) องคประกอบสําคัญของลูกแปงสุรา ก็คือปลายขาว ซึ่ง

ใชไดทั้งขาวเหนียวและขาวเจา นํามาผสมกับเครื่องเทศหรือสมุนไพรตางๆ คุณภาพของลูกแปง

สุราขึ้นอยูกับคุณภาพของขาวและเครื่องเทศ  

ลักษณะทั่วๆไปของลูกแปงสุราที่ดีคือ จะมีลักษณะโปรงเบา สีขาวนวล (Grey-white) ไมมี

รอยแตกราว กอนแปงเปนรูพรุน ซึ่งเกิดจากการฟูของแปงขณะบม เมื่อขยี้จะยุยเปนผงละเอียด ไม

มีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว ลูกแปงสุราที่ผลิตจากแตละแหลงจะมีประสิทธิภาพการหมักตางกัน (นภา โลห

ทอง, 2535) โดยลูกแปงสุราที่นํามาใชในการผลิตสาโทนั้น จะใชลูกแปงสุราสุรา 

บทบาทสําคัญของจุลินทรียในลูกแปงสุราตอกระบวนการหมัก มี 2 ประเภท คือ 

1) การเปลี่ยนแปงในเมล็ดขาวใหเปนน้ําตาล โดยรา เชน Amylomyces  rouxii และ Rhizopus 

spp. จะสรางเอนไซม amylase ชนิด α-Amylase และ Glucoamylase  

2) การหมักน้ําตาลที่เกิดขึ้น ใหเปนเอธานอลกับคารบอนไดออกไซด โดยยีสต เชน    S. 

cerevisiae ซึง่มีประสิทธิภาพสูงในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอธานอล (นภา โลหทอง, 2535)   

 กระบวนการที่เกิดขึ้นในสาโท มีดังนี้ 

 1. กระบวนการยอยแปงเปนน้ําตาล มีกระบวนการดังนี้ 

  1.1 Gelatinization เปนขั้นตอนการทําใหแปงสุก เม็ดแปงในขาวเมื่อสัมผัสความรอนชื้น

ทําใหโครงสรางของแปงขยายตัวและเกิด Gelatinization ทําใหแปงมีลักษณะนุมเหนียวเหมาะสม

ตอการทํากิจกรรมของจุลินทรีย (Tester และ Morrison, 1990) 
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1.2 Liquefaction เปนขั้นตอนเพื่อลดความหนืดของแปงที่ gelatinize แลว โดยเอนไซม

จะทําการยอยโมเลกุลของแปงแบบสุม(Random hydrolysis) เมื่อการไฮโดรไลซเกิดขึ้นจะทําให 

Polymer ของกลูโคส ถูกตัดเปนสายสั้นๆ มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทําใหมีความหนืดลดลง 

1.3 Saccharification เปนการไฮโดรไลซแปงใหเปนโมเลกุลของน้ําตาลดังนั้นหลังการ

ยอยแลวจะได Monosaccharide หรือ Disaccharide หรือ น้ําตาลที่มีโมเลกุลสูงกวาบางเล็กนอย 

จะไดเปนน้ําตาลกลูโคส มอลโทส หรือ มอลโทไทรโอส 

2.กระบวนการหมักแอลกอฮอลโดยจุลินทรีย 

 การหมักแอลกอฮอลจากน้ําตาล แสดงไดเปนสมการดังนี้ 

                              C6H12O6 + H2O                            2C2H5OH + 2CO2 

 การหมักแอลกอฮอลจากแปงมีความจําเปนที่ตองใชเชื้อราในการยอยแปงใหเปนน้ําตาล 

ปจจุบันการผลิตแอลกอฮอลนิยมใชเอนไซม α -Amylase และGlucoamylase จากรา การใชรา

ยอยแปงเพื่อผลิตแอลกอฮอลหรือที่เรียกวา Amylo process (Inui และคณะ, 1965) นั้น ใชเชื้อรา

ในการยอยแปงเปนน้ําตาล และเชื้อราเปล่ียนน้ําตาลเปนแอลกอฮอลไดเล็กนอย ดังนั้นการหมัก

แอลกอฮอลจึงจําเปนตองเติม    ยีสตรวมดวย เพื่อจะเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนแอลกอฮอล 

การยอยแปงมีกระบวนการทําได ดังนี้ (Grace, 1977) 

การยอยแปงดวยกรด มีกรดอยูหลายชนิดที่สามารถยอยแปงได โดยใชปฏิกิริยาทางเคมีชนิด

หนึ่ง ซึ่งสงผลใหแปงมีโมเลกุลเล็กลง กรดดังกลาว ไดแก กรดเกลือ(HCl), กรดคารบอนิก(H2CO3), 

กรดกํามะถัน(H2SO4), กรดไนตริก(HNO3) และพบวากรดไนตริก สามารถยอยสลายแปงไดดีกวา

กรดเกลือ หรือกรดชนิดอ่ืน แตอาจมีผลอยางอื่นเกิดขึ้นดวย ปจจุบันในตางประเทศเลิกใชกรดใน

การยอยแปงในอุตสาหกรรมแลว เพราะการใชกรดทําให pH ต่ํา ซึ่งตองทําใหเปนกลางโดยการใช

ดาง ผลที่ไดคือ เกลือซ่ึงมีผลตอรสชาติผลิตภัณฑ นอกจากนี้ยังสิ้นเปลืองในการใชอุปกรณที่ทนตอ

ความเปนกรดสูงอีกดวย 

 การยอยแปงดวยเอนไซม เร่ิมใชในป 1930 การผลิตน้ําตาลจากแปงโดย ใชเอนไซม เปนวิธีที่

สามารถควบคุมคุณภาพของน้ําตาลไดดีกวา คือ มีสารเคมีชนิดอื่นปนเปอนนอย สามารถเพิ่มการ

ผลิตน้ําตาลไดมากกวาการยอยดวยกรด(กรดสามารถยอยไดประมาณ 87%, เอนไซมสามารถ

ยอยไดปริมาณ 96% ) และไมตองใชเครื่องมือที่ทนตอความเปนกรด และทนตอความดันในการ

ผลิต ปจจุบันเอนไซมที่นิยมใชยอยแปง ไดแก α-Amylase และ β-Amylase 

เอนไซมที่เกี่ยวของในการหมักสาโท 

 เอนไซมที่มีความสําคัญมากในการหมักสาโท คือ เอนไซม Amylase ซึ่งเปน Extra 

cellular enzyme มีความสามารถในการยอยแปงเปนน้ําตาล พบไดทั้งในพืช สัตว และจากการ

สรางของจุลินทรียหลายชนิด  
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เอนไซมที่มีบทบาทในการยอยแปง สามารถแบงไดเปน 2 ชนิดตามตําแหนงการยอยแปงดังนี้  

1. Endoamylase เปนเอนไซมที่ยอย (Hydrolyze) แปงแบบสุมที่ตําแหนง α-D-(1,4) glycosidic 

linkage ถาการยอยไมสมบูรณจะมีกลูโคส มอลโตส และเด็กสตรินเกิดขึ้น ถาการยอยสมบูรณจะ

ไดน้ําตาลมอลโตส และกลูโคสเทานั้น เอนไซมประเภทนี้ ไดแก α-Amylase หรือ 

Amylo(1,4)dextrinase พบไดใน พืช สัตว และจุลินทรีย 

2. Exoamylase  เปนเอนไซมที่ยอยแปงจากปลายทางดาน non-reducing end เขามา ทําใหได

น้ําตาลกลูโคส (Glucose unit) โดยยอยที่ α-D-(1,4) glycosidic linkage และ α-D-(1,6) 

glycosidic linkage เอนไซมประเภทนี้ ไดแก β-Amylase และ Glucoamylase 

- β-Amylase จะยอยแปงที่ตําแหนง α-D-(1,4) glycosidic linkage เขาไปทีละ 2 หนวยของ

กลูโคส แตไมสามารถยอยพันธะที่ตอแบบ α-D-(1,6) glycosidic linkageได ผลที่ไดจากการยอย 

คือ น้ําตาลมอลโทส และเด็กสตรินที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เอนไซมชนิดนี้ พบไดในพืชและจุลินทรีย

บางชนิด 

- Glucoamylase (γ-Amylase) เปนเอนไซมที่พบครั้งแรกในจุลินทรีย และพบวามีในเนื้อเยื่อของ

สัตวดวย โดยสามารถยอยแปงไดอยางสมบูรณจากทางดาน Non-reducing end ที่ตําแหนง α-

D-(1,4) glycosidic linkage เขาไปทีละ 1 หนวยกลูโคส แลวยังสามารถยอยที่ตําแหนง α-D-

(1,6) glycosidic linkage และ α-D-(1,3) glycosidic linkage ไดดีพอๆกับ α-D-(1,4) 

glycosidic linkage อีกดวย ดังนั้นผลการยอยที่สมบูรณจะไดน้ําตาลกลูโคส(D-glucose) เพียง

อยางเดียว 

  

จุลินทรียที่สามารถพบไดในลูกแปงสุรา ประกอบดวย 

 - เชื้อรา ไดแกAmylomyces rouxii Mucor spp. Rhizopus spp. และ Aspergillus sp. ปริมาณ

ที่พบมากนอยนั้นขึ้นอยูกับชนิดของลูกแปงสุรา 

- ยีสต ที่พบในลูกแปงสุราสุรา สวนใหญจะพบ Saccharomyces cerevisiae ในปริมาณมากกวา 

Endomycopsis spp. (นภา โลหทอง, 2535) นอกจากนี้ยังมียีสตอื่นที่พบในลูกแปงสุราเฉพาะ

แหลง ไดแก Candida  spp. Pichia spp. และ Torulopsis spp. 

- แบคทีเรีย ตรวจพบแบคทีเรียแลคติก ซึ่งสวนใหญ ไดแก Pediococcus pentosaceus  และอาจ

พบ Lactobacillus spp. (นภา โลหทอง, 2535)  

 

จุลินทรียที่สรางเอนไซม Amylase 

จุลินทรียที่สรางเอนไซม Amylase ไดแก แบคทีเรีย ยีสต และรา 
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- แบคทีเรียที่สรางเอนไซม amylase ไดแก Bacillus subtilis, Bacillus mesentericus (Porter  

และคณะ, 1937) Aerobacillus macerans, Aerobacillus polymyxa, Bacillus 

stearothermophilus,  Bacillus macerans, Bacillus polymyxa (Porter และคณะ, 1937) 

Bacillus diastaticus (Peltier และคณะ, 1945; Walter และคณะ, 1965 ) Actinomyces 

sp.(Peltier และคณะ, 1945) 

- ยีสตที่มีสามารถยอยแปงที่สําคัญ คือ Endomycopsis fibuligera ซึ่งสามารถสรางเอนไซม 

glucoamylase ไดในปริมาณมาก สวนยีสตอ่ืนๆที่ผลิต amylase ไดดี คือ Endomycopsis 

hordei, Endomycopsis lindneri และ Endomycopsis javanensis (จิราภรณ สุขุมาวาสี, 2518) 

- ราที่สรางเอนไซม amylase ไดแก Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Penicillium sp., 

Monilia sp. (Le Minse และคณะ, 1947; Sukumavasi, 1973) และราในกลุม Mucoraceous 

Fungi เชน Mucor sp., Amylomysis sp. และ Rhizopus sp. (Ellis, 1974)   

         

การเจริญของจุลินทรียระหวางการหมักสาโท 

รา 

ในระหวางการหมักสาโท เชื้อราจะเจริญในชวง 2-3 วันแรกของการหมัก ซึ่งเปนสภาพการหมักที่ใช

อากาศ เนื่องจากการบรรจุขาวในถังหมัก จะบรรจุเพียง 1 ใน 4 ของปริมาตร ทําใหราไดรับ

ออกซิเจนจากอากาศอยางทั่วถึง จากนั้นเมื่อเกิดน้ําตอย(น้ําเชื่อมขาว)ข้ึน และยีสตเร่ิมการหมัก 

ทําใหมีป ริมาณแอลกอฮอล  และสภาพไรออกซิ เจน  ซึ่ ง เกิดจากการที่ยีสตปลอยกาซ

คารบอนไดออกไซดออกมา ทําใหราตายไป ดังกราฟในรูปที่ 2.1 

 
รูปที่ 2.1 การเจริญของจุลินทรียระหวางการหมักสาโท 

ที่มา: เจริญ เจริญชัย (2545) 
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ยีสต 

แมวายีสตในลูกแปงสุราจะเปนยีสต Saccharomycopsis sp. แตในระหวางการหมักสาโท 

ยีสตนี้จะเจริญเพียงชวงระยะเวลาหนึ่ ง เทานั้นแลวยีสตนี้จะตายไป  แตจะเกิดยีสต 

Saccharomyces sp.  ทําหนาที่ในการหมักแทน ดังกราฟในรูปที่ 2.2 โดยยีสต  

Saccharomyces sp. จะมีความสามารถในการหมักแอลกอฮอลไดดีกวา และทนปริมาณ

แอลกอฮอลไดสูงกวายีสตจากลูกแปงสุรา แหลงที่มาของยีสตที่ทําใหเกิดการหมักนี้ยังไมทราบ

เปนที่แนนอน แตอาจมาจากลูกแปงสุราเชนกัน แตมีอยูในลูกแปงสุราในปริมาณนอยจนไม

สามารถตรวจพบได แตสามารถเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว ในสภาพที่เหมาะสมของการหมัก

สาโท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 การเจริญของยีสต 2 ชนิด จากลกูแปงสุราจากผูผลิต 3 แหง ระหวางการหมักสาโท 

ที่มา: เจริญ เจริญชัย (2545) 

                การที่ในลูกแปงสุรามียีสต Saccharomycopsis sp.ซึ่งสามารถยอยแปงไดนั้น อาจเปน

เพราะเอนไซมของเชื้อราไมสามารถยอยแปงไดหมด เพราะราจะตายไปหลังจากการหมักเพียง 3 

วัน ดังนั้นจึงตองอาศัยเอนไซมของยีสตนี้ ชวยยอยแปงที่เหลือเพื่อใหเกิดเปนน้ําตาล เพื่อยีสตจะได

ใชในการผลิตแอลกอฮอลตอไป 

3.    แบคทีเรีย 

 ปจจุบันไมพบรายงานการศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในระหวางการหมักสาโท ทั้งนี้

เนื่องจากในการหมักสาโท รา และยีสต มีบทบาทมากกวา 

 อยางไรก็ตามมีรายงานเกี่ยวกับแบคทีเรียที่สําคัญตอการหมักสาโทดังนี้ 

3.1 แบคทีเรียกรดแลคติค 
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แบคทีเรียกรดแลคติค มีความสําคัญตอการหมักสาโท เนื่องจากสาเหตุ 2 ประการ คือ 

แบคทีเรียเหลานี้มีสวนในการทําใหสาโทเสื่อมเสีย และทําใหเกิดกลิ่นรสเฉพาะของผลิตภัณฑ  

3.2 แบคทีเรียกรดอะซิติค 

แบคทีเรียกรดอะซิติค หรือที่เรียกวา แบคทีเรียกรดน้ําสม เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปราง

เปนแทง(rod shaped) ที่สามารถออกซิไดซ เอธานอล ใหเปนกรดอะซิติก (กรดน้ําสมสายชู) 

แบงเปน 2 genera คือ Acetobacter sp.และGluconobacter sp. ซึ่งทําใหเกิดการเสื่อมเสียของ

สาโท แบบเกิดน้ํารสน้ําสมสายชู  

เดิมการจําแนกราและยีสตนิยมใชวิธีทดสอบทางชีวเคมีและสรีระวิทยา ดังเชน Lee และ 

Fujio(1999) ทําการจําแนกราและยีสตจากบาหเมนซึ่งเปนหัวเชื้อสําหรับการหมักรูเนปซึ่ง

เครื่องดื่มแอลกอฮอลของประเทศเวียดนาม โดยการจําแนกยีสตและราตามวิธีทดสอบทางชีวเคมี

และสรีระวิทยา เปนตน ตอมาเมื่อมีการพัฒนาทางดานอณูชีววิทยาจึงมีการนํามาใชรวมกับการ

จําแนกเชื้อยีสตและราโดยวิธีทดสอบดวยชีวเคมีและสรีระวิทยา ดังเชน Tsuyoshi และคณะ

(2005) ไดทําการคัดแยกเชื้อยีสตจากมารชาซึ่งเปนหัวเชื้อสําหรับการหมักจารนซึ่งเครื่องดื่ม

แอลกอฮอลของบริเวณเทือกเขาหิมาลัย ประเทศอินเดีย เนปาล และภูฎาน โดยการจําแนกยีสตใช

วิธีทดสอบทางชีวเคมีและสรีระวิทยารวมกับการหาลําดับเบสในบริเวณ18sDNA ของตัวแทนกลุม

ที่ไดจากการทดสอบทางชีวเคมี แลวจึงจัดทําเปนตนไมวิวัฒนาการขึ้น ทางดาน Sipiczki และ

คณะ(2001)ทําการคัดแยกยีสตที่มีอยูในบริเวณที่ทําการหมักไวนซึ่งใชวิธีทดสอบทางชีวเคมีและ

สรีระวิทยารวมกับการใชการแยกลําดับพันธุกรรม 2 มิติ ตอมาไดมีการนําวิธี การตัดชิ้นสวนของ

ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (Polymerase Chain Reaction- 

Restriction Fragment Length Polymorhism,PCR-RFLP)  ดังเชน Torija และคณะ(2001)ไดทํา

การจําแนกยีสตในระหวางการหมักไวนโดยไมใชหัวเชื้อบริสุทธิ์ แตใชวิธีการตัดชิ้นสวนของ

ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (Polymerase Chain Reaction- 

Restriction Fragment Length Polymorhism,PCR-RFLP) ในบรเิวณ ITS (Internal Transcribed 

spacer) รวมกับการตัดชิ้นสวนสารพันธุกรรมในไมโตคอนเดรียโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะเพื่อจัด

จําแนกยีสตที่แยกได 

 

กระบวนการหมักของยีสต 

กลูโคสในอาหารที่เลี้ยง Saccharomyces cerevisiae จะเขาสูเซลลโดยกระบวนการ

นําเขาซึ่งอยูในเยื่อหุมเซลล  เมื่อเขาสูเซลลแลวจะเปลี่ยนแปลงไป ดังรูปที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3 กระบวนการเปลี่ยนแปลงกลโูคสเมื่อเขาสูเซลล  

ที่มา: http://fungifood.tripod.com 

กระบวนการนี้จะทําใหเกิดการสังเคราะห ATP ข้ึนมา 2 โมเลกุล ซึ่ง ATP นี้นําไปใชใน

กระบวนการสังเคราะห (biosynthesis) เพื่อใหเซลลเจริญตอไป ถาขาดแหลงไนโตรเจน กลูโคสจะ

ถูกสะสมอยูภายในเซลล กลาวคือ ประมาณ 70% ของกลูโคสจะถูกใชไป อีก 30% จะถูกสะสมไว 

และยีสตจะใชอาหารที่สะสมไวอยางชาๆ ระหวางการบมหรือการเพาะเลี้ยง เรียกวาเกิดการหมัก

ภายใน (endogenous fermentation) 

กระบวนการในการผลิตแอลกอฮอลนั้นเปนกระบวนการยอยสลายน้ําตาลไปเปน 

เอธานอล และคารบอนไดออกไซด ซึ่งเปนกระบวนการที่อาศัย The Embden-Meyerhof-Parnas 

glycolytic pathway ซึ่งประกอบไปดวยขั้นตอนตางๆ ดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 The Embden-Meyerhof-Parnas glycolytic pathway for glucose metabolism 

ที่มา : http://fig.cox.miami.edu 

 

ปจจัยที่มีผลตอการหมักแอลกอฮอลของยีสต 

1) ธาตุอาหาร, เกลือแร และวิตามิน 

- ไนโตรเจน: ยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 10% ของน้ําหนักแหง ดังนั้น

ไนโตรเจนจึงเปนธาตุอาหารที่จําเปน 

 - ซัลเฟอร: ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบประมาณ 0.4% ของน้ําหนักแหง โดยอยูในรูป

ของ methionine แตเนื่องจาก methionine มีราคาแพงมาก ดังนั้นจึงใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

แทน 

- ฟอสฟอรัส: โดยมากใชในรูปของเกลือฟอสเฟต มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของ

เซลล ฟอสเฟตจึงเปน Ionic factor ที่สําคัญที่สุดในการหาอัตราการหมัก 
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- แรธาตุตางๆ: มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตแบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก 

  1. Macroelements ไดแก K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn, Cl ยีสตตองการ 0.1-1 มิลลิโมลาร 

   2. Microelements ไดแก Co, B, Cd, Cr, Cu, I, Mo, Ni, Na ยีสตตองการในระดับ 0.1-

100 ไมโครโมลาร 

3. Inhibitors ไดแก Ag, As, Bd, Hg, Li, Ni, Os, Pd, Se, Te ถามีในระดับความเขมขน

สูงกวา 10-100 ไมโครโมลาร จะมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตและการหมักของยีสต 

 - วิตามิน: เปนตัวควบคุม Metabolism ของยีสต โดยจะควบคุม Enzyme ที่เกี่ยวของ ทั้งนี้เพราะ

วิตามินเปน Coenzyme หรือสารเร่ิมตน (Precursor) ที่ทําให Enzyme สามารถทํางานไดเต็มที่ 

วิตามินที่ยีสตตองการนั้นสวนใหญเปน Biotin และ Pantothenic acid นอกจากนี้ความตองการ

วิตามิน ชนิดอื่นๆขึ้นอยูกับสายพันธุของยีสต  

- Growth promoting factor ไดแก Amino acid, Nucleic acid, Fatty acid และ Steroid ซึ่งสาร

เหลานี้ถูกนําไปใชในกระบวนการสังเคราะหและเพิ่มปริมาณเอธานอล ในบางกรณีความตองการ 

Growth factor ของยีสตข้ึนอยูกับสภาพแวดลอม 

 2) อุณหภูมิ 

อุณหภูมิมีความสําคัญมากในการหมัก ระดับที่ใชกันในโรงงานอุตสาหกรรมอยูที่ประมาณ 

30-350C และทนไดถึงประมาณ 370C แตถาสูงกวา 400C สวนใหญการเจริญเติบโตจะหยุดชะงัก 

ตองมีการควบคุมอุณหภูมิในระหวางการหมักใหดี เนื่องจากในระหวางการหมักอุณหภูมิอาจสูงขึ้น

อันเนื่องมาจากกิจกรรมของยีสต ทําใหเกิดความรอนแบบ Exothermic energy ทําใหน้ําหมักมี

อุณหภูมิสูงขึ้นได เมื่ออุณหภูมิที่ใชหมักสูงขึ้น สาร Secondary metabolites (กลีเซอรอล) ที่จะ

เปล่ียนเปนแอลกอฮอลจะมีปริมาณสูงขึ้นดวย และพบวาผลที่ไดของแอลกอฮอลที่อุณหภูมิต่ํามีคา

สูงกวาที่อุณหภูมิสูง 

3) พีเอช (pH)  

  ยีสตเเละราชอบเจริญในสภาพที่เปนกรดพอสมควร คือ ในระดับ 3.5-3.8 ถา pH ต่ํากวา 

3.5 การเจริญจะลดลง ถา pH ต่ําถึง 3.0 หรือ มากกวานั้นจะไมมีการเจริญ ดังนั้นจึงมักนิยมปรับ 

pH ใหอยูในชวงประมาณ 4.0-4.5 ซึ่งสามารถชวยในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสวน

ใหญดวย การติดตามวัดคา pH ในชวงหมักเปนสิ่งจําเปน บอยครั้งสามารถบอกถึงความผิดปกติ

ในระหวางการหมักได 

 4) ความเขมขนของน้ําตาล 

  เราพอจะทราบปริมาณแอลกอฮอลที่ควรจะหมักไดเมื่อทราบความเขมขนของน้ําตาล โดย

ปกติเราจะใชคาเปอรเซ็นตน้ําตาลคูณดวย 0.55 หรือถาประสิทธิภาพของการหมักไมดีนัก จะหมัก

แอลกอฮอล 15% ในสภาพปกติ ถาตองการหมักใหไดแอลกอฮอลสูงกวานั้นตองหมักในที่อุณหภูมิ
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ต่ํากวา 150C และเติมน้ําตาลใหทีละนอยๆในชวงการหมักซึ่งจะเปนไปอยางชาๆและใชเวลานอย

กวา 1 สัปดาห การหมักเพื่อใหไดแอลกอฮอลสูง นิยมหมักในเครื่องดื่มประเภทไวนและสาเก แต

เครื่องดื่มประเภทกลั่น จะหมักแอลกอฮอลในชวง 8-10% ภายใน 1 หรือ 2 ชั่วโมง ดังนั้นการหมัก

ใหไดปริมาณแอลกอฮอลต่ํา แตใชระยะเวลาสั้นจะใหผลคุมคาทางเศรษฐกิจมากกวา การหมัก

แอลกอฮอลต่ํากวา 8% จะทําใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น โดยเฉพาะตนทุนที่เกี่ยวกับการใชไอน้ําและ

การกําจัดของเสีย 

น้ําตาลสําหรับเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisae มักอยูในรูปของน้ําตาลกลูโคส ฟลุก

โทส แมนโนส ซูโครส มอลโทส กาแลคโทส และราฟฟโนส ซึ่งหมักได 1/3 ของโมเลกุล 

การหมักแอลกอฮอลที่มีปญหาสวนใหญ มาจากน้ําตาลที่มีคุณภาพต่ํา เพราะเก็บไวนาน

และมีแบคทีเรียที่สรางกรดอยูมาก 

5) ความเขมขนของเอธานอล 

เอธานอลที่ไดจากการหมักเองกลับมีผลมายับยั้งการเจริญและการหมักของยีสต จะเห็น

ไดวาถาเอธานอลที่ไดมีความเขมขนสูง อัตราการเจริญของยีสตจะลดลง ซึ่งจะทําใหอัตราการหมัก

ลดลงไปดวย ทั้งนี้เนื่องจากเอธานอลไปมีผลตอการทํางานของเอ็นไซม alcohol dehydrogenase 

และ Hexokinase และยังมีผลตอสรีรวิทยาของ membrane ของเซลลยีสต กลาวคือ อาจมีการ

ทําลายหรือทําให membrane เปล่ียนแปลงไป 

ปจจัยตางๆที่มีผลตอกลิ่นและรสชาติของสาโทที่ผลิตได ไดแก 

1. ลูกแปงสุรา กลาวคือ ในลูกแปงสุรามีจุลินทรียทั้งชนิดที่จําเปนและไมจําเปนตอการหมัก ลูก

แปงสุราที่ผลิตในแหลงที่ตางกันจะมีชนิดของจุลินทรียที่ตางกัน ดังนั้นการคัดเลือกลูกแปงสุราจาก

แหลงตางๆที่ใหกลิ่นและรสชาติที่ดีในสาโทก็เปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญ 

2. สายพันธุของขาวที่ใชในการหมัก ขาวแตละสายพันธุก็จะมีคุณสมบัติตางๆ เชน ความเหนียว

ของขาว กลิ่นหอมของขาว และรสชาติที่แตกตางกันไป อันจะสงผลใหเกิดกลิ่นและรสชาติในสาโท

แตกตางกัน 

3. ระยะเวลาในการหมัก ก็สงผลตอกลิ่นและรสชาติของสาโท 

4. การเก็บรักษาหลังการหมัก หากเก็บในภาชนะที่ไมดี ก็มีผลทําใหกลิ่นและรสชาติที่ดีของสาโท

เสียไปได 

เนื่องจากจุลินทรียในลูกแปงสุรามีความสําคัญตอคุณภาพของไวนขาว จึงมีรายงาน

การศึกษาจุลินทรียในหัวเชื้อสําหรับผลิตไวนขาวจากประเทศตางๆ ดังนี้ 

Lee และ Fujio (1999) ไดรายงานวา สามารถแยกยีสตและราจาก Banh men ซึ่งเปนหัว

เชื้อสําหรับการผลิต ruou nep ซึ่งเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลพื้นบานของประเทศเวียดนาม และทํา

การจําแนกโดยใชสัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี พบวาราที่แยกไดเปน Rhizopus oryzae, 
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Mucor indicus, Mucor circinilloides และ Amylomyces rouxii สวนยีสตที่แยกไดเปน 

Saccharomyces cerevisiae, Hyphopichia burtonii, Saccharomycopsis fibuligera, Pichia 

anomala  และ Candida sp. 

Sujiya (2004)ไดรายงาน เบรม ซึ่งเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลพื้นบานของประเทศ

อินโดนีเซีย  สามารถแยกยีสตโดยใชวิธีทางอณูชีววิทยาถึง  4 ชนิด  คือ  Saccharomyces 

cerevisiae , Candida glabrata , Pichia anomala และ Issatchenkia orientalis ซึ่ง 

Saccharomyces cerevisiae karyotype 3 มีความสามารถในการใชน้ําตาลในการสรางเอทา

นอล และสรางกรดซักซินิก มากกวา Saccharomyces cerevisiae karyotype อ่ืนๆ 

Tsuyoshi และคณะ(2004)ไดรายงานวา มารชาซึ่งเปนไวนขาวจากประเทศอินเดีย

โดยทั่วไปพบวามีmicroflora ทั้งราและยีสต ไดแก Mucor circinelloides, Rhizopus chinensis, 

Saccharomycopsis fibuligella และ Pichia anomala  แต มารชาในแควนสิกขิม สามารถแยก

ชนิดของยีสตเพิ่มข้ึนโดยใชวิธีทางอณูชีวิทยา สัณฐานวิทยา ชีววิทยา พบยีสตถึง 6 ชนิดคือ 

Saccharomyces bayanus, Candida glabata,  Pichia anomala, Saccharomycopsis 

fibuligella, Saccharomycopsis capsularis, Pichia burtonii ซึ่งบางสายพันธุมีความสามารถใน

การยอยแปงใหเปนน้ําตาลและบางสายพันธุมีความสามารถในการใชน้ําตาลในการสรางเอทา

นอล 

สําหรับในประเทศไทย ไดมีการศึกษาจุลินทรียในลูกแปงและสาโทดังนี้ 

มนตรี เชาวสังเกต (2521) รายงานวา สามารถแยกราและยีสตจากตัวอยางขาวหมาก ลูก

แปงสุราขาวหมาก น้ําขาว อุ ลูกแปงสุรา และลูกแปงอุ 76 ตัวอยาง ได Rhizopus sp. 59 ไอโซเลต

, Amylomyces sp. 28 ไอโซเลต, Mucor sp. 61 ไอโซเลต Saccharomyces sp. 79 ไอโซเลต 

และยีสตที่มีสายใย(Filamentous yeast) 55 ไอโซเลต โดยถาใช Amylomyces sp. MM-136 กับ 

Saccharomyces cerevisiae MS50 ในการหมักสาโทจะทําใหสาโทที่ไดมีปริมาณเอทานอลสูง มี

ปริมาณกรดต่ํา และใชเวลาในการหมักนอยกวาการใชลูกแปงสุราหมักสาโท 

สมพร สินธารา(2544) รายงานวา จากตัวอยางลูกแปงขาวหมาก 38 ตัวอยาง และ ลูก

แปงสุรา 19 ตัวอยาง สามารถแยกยีสต 43 ไอโซเลต รา 91 ไอโซเลตจากตัวอยางลูกแปงขาวหมาก 

และสามารถแยกยีสต 49 ไอโซเลต รา 35 ไอโซเลตจากตัวอยางลูกแปงสุรา พบวายีสตที่แยกได

สวนใหญเปน Saccharomycopsis fibuligera ราที่แยกไดสวนใหญเปน Rhizopus sp. และ 

Amylomyces sp. และยังพบอีกวายีสตและราดังกลาวสามารถสรางเอนไซมยอยแปงได 

นอกจากนี้ยังพบวายีสตเกือบทุกไอโซเลตหมักเอทิลแอลกอฮอลจากกลูโคสไดในปริมาณตางๆกัน 

จะเห็นไดวา  ความหลากหลายของสายพันธุของยีสตและรามีความสําคัญตอ

ความสามารถในการยอยแปงใหเปนน้ําตาล ความสามารถในการใชน้ําตาลในการสรางเอทานอล 
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และกลิ่นรสของไวนขาวอีกดวย ทําใหการศึกษาและจัดจําแนกยีสตและรามีความสําคัญ ในอดีต

การจําแนกยีสตนิยมใชวิธีวิเคราะหทางชีวเคมี ในขณะที่การจําแนกรานิยมจําแนกโดยใชสัณฐาน

วิทยา ปจจุบันการศึกษาในดานอณูชีววิทยามีการพัฒนามากขึ้นทําใหสามารถใชการวิเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทดของทั้งยีสตและราได โดยในประเทศไทยยังไมมีการศึกษาในแงของความ

หลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียในลูกแปงสุราเลย 

ในกระบวนการหมักโดยอาศัยเชื้อจุลินทรียจากธรรมชาติที่ปฏิบัติกันมาแตเดิมนั้น มักจะ

ไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพที่ไมแนนอน เชน มีเปอรเซ็นตแอลกอฮอลต่ําหรือสูงเกินไป หรืออาจมีกลิ่น

รสที่ไมชวนดื่ม ตลอดจนปญหาอื่นๆอีกมาก ซึ่งสวนหนึ่งของปญหาเกิดขึ้นเนื่องจากจุลินทรียที่มีอยู

ในลูกแปงสุรา ทําใหไมสามารถควบคุมคุณภาพตลอดจนปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักหรือขยาย

กําลังการผลิตใหสูงขึ้นจากเดิมได หากเราสามารถศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของชนิด

ของยีสตและราในลูกแปงสุรา และไดมีการทํา culture collection ก็จะเปนประโยชนในการ

คัดเลือกสายพันธุพิเศษ เพื่อการปรับปรุงคุณภาพของสาโทในดานตางๆเชน ใหมีกลิ่นและรสชาติดี

ข้ึน การทนตอ pH ที่เปนกรด การทนตออุณหภูมิสูง เปนตน ซึ่งจะเปนแนวทางในการพัฒนาเพื่อ

การผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรมตอไป  

 

 
 



บทที่3 
 

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

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

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

4. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท 

Thermo Spectronic, USA. 

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

6. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH Thermo-

Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 

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

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

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

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

Germany. 

11. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน NST 2000 ของบริษัท 

EYELA, Japan. 

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

Gilson, France. 

13. กระบอกฉีดยาพลาสติก  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 

14. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร  Restek,Thailand 

15. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น  4.4.1 ของบริษัท  

       Bio-Rad, USA.     

16. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)  

       Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan. 
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3.2  เคมีภณัฑและชุดทดสอบสําเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 

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

3. น้ําตาลกลูโคสของบริษัท Difco Laboratories, USA. 

4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Prondisa, . 

5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 

6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 

7. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 

8. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 

9. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 

10. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 

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

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

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

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

Canada. 

15. เอนไซมตัดจําเพาะทุกชนิดของบริษัท New England Biolab, UK. 

16. 1 kb DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK. 

17. 100 bp DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK. 

18. Deep Vent polymerase ของบริษัท New England Biolabs, UK. 

19. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั New England Biolabs, UK. 

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

21. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA. 

22. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑปฏิกริยาลกูโซพอลิเมอเรส QIAquick PCR purification Kit ของ

บริษัท Qiagen, Germany. 

 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 วิธีการดําเนินการทดลอง  
3.2.1 การเกบ็ตัวอยางลูกแปง 
ทําการรวบรวมตัวอยางลูกแปงจากจังหวัดตางๆในประเทศไทยโดยไปเก็บตัวอยางดวย

ตนเองหรือประสานงานกับบุคคลตางๆในจังหวัดนั้นๆ  

เก็บตัวอยางตั้งแตเดือนตุลาคม   2547  - มิถุนายน 2548  โดยเก็บลูกแปงสุราแหลงละ   10 

ลูก  และเก็บรักษาในถุงพลาสติกซิบล็อค  โดยแยกไมใหปะปนกัน  หลังจากนั้นนําลูกแปงสุรามา

กําหนดรหัส และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปทําการแยกเชื้อตอไป 
3.2.2 การผลิตสาโทในหองปฏิบัติการ 

 เพื่อการคัดเลือกลูกแปงสุราที่สามารถนําไปผลิตสาโทที่มีคุณภาพดี   จึงไดทําการผลิต

สาโทจากแหลงตัวอยางลูกแปงสุรา   41  แหลง ทําไดโดยบดตัวอยางลูกแปงสุรา  2   กรัม  ใสในขาว

เหนียวนึ่ง  100 กรัม  ที่บรรจุขวดขนาด  500  มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน  โดยเติมน้ําในชวงการ

หมักวันที่  3 ปริมาตร  200  มิลลิลิตร เก็บตัวอยางน้ําหมักในทุกวันที่  3   และ 10    เพื่อเปรียบเทียบ

หาความสามารถในการเปลี่ยนของแข็ง(ขาวเหนียวนึ่ง)ใหกลายเปนของเหลว(น้ําตอย)ปริมาณ

กลูโคส(มิลลิกรัมตอลิตร) และรอยละของแอลกอฮอลในสาโท  
3.2.3 การแยกยีสตและราจากตัวอยางลูกแปงสุรา 

 เพื่อใหสามารถแยกยีสตและราไดทุกชนิดทั้งที่มีจํานวนมากและนอยในลูกแปงใหได

ทั้งหมด  จึงตองทําการแยกโดยใชวิธี enrichment technique  ทําไดโดยบดตัวอยางลูกแปงสุรา  2 

กรัม ใสในขาวเหนียวนึ่ง 10 0 กรัม ที่บรรจุขวดขนาด 50 0 มิลลิลิตร  คลุกเคลาใหเขากัน  โดยเติมน้ํา

ในชวงการหมักวันที่   3  ปริมาตร  3 00  มิลลิลิตร  เก็บตัวอยางน้ําหมักในทุกวันที่   0 , 3, 5, 7  และ   9   

ทําการคัดแยกราและยีสตโดยเจือจางในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ  ใสในน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ   9 

มิลลิลิตร เจือจางในระดับตางๆ หยดสารละลายที่ไดปริมาณ0.1 มิลลิลิตร  และเกลี่ยเชื้อบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ  YM (สําหรับเลี้ยงยีสต)L-lysine medium (สําหรับคัดแยกเชื้อ Saccharomyces และ 

non-Saccharomyces โดย Saccharomyces ไมสามารถเจริญบน L-lysine medium)และ  Rose 

bengal agar (สําหรับเลี้ยงรา)เกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารและบมที่อุณหภูมิ   30  องศาเซลเซียส  เปน

เวลา   1-3  วัน  แยกจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์แลวเก็บไวศึกษาตอไป  โดยยีสตจะเก็บใน YM agarผิวหนา

เอียงในหลอดทดสอบ ที่  4 องศาเซลเซียส และเชื้อราจะเก็บในหลอดอาหาร PDA ที่ผิวหนาเอียง  ที่

4 องศาเซลเซียส  
3.2.4  การจําแนกชนิดยีสตและราที่อยูในลูกแปงสุราโดยใชสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี 

และเทคนิคอณูชีววิทยา 
       3.2.4 .1 การจําแนกยีสต 
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เนื่องจากยีสตที่แยกไดมีจํานวนมาก การจําแนกโดยวิธีทางชีวเคมี ตองใชแรงงาน และ

ส้ินเปลืองเวลาสูง อีกทั้งชุดตรวจทางชีวเคมี(Biochemical test kit)มีราคาสูงมาก  คณะผูวิจัยจึงได

เปล่ียนแผนการดําเนินการจําแนกยีสต จากเดิมที่จะใชวิธีการตรวจทางชีวเคมีกับทุกๆไอโซเลตของ

ยีสต  มาเปนวิธีทางอณูชีววิทยา  โดยใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction - Restriction 

Fragment Length Polymorphism (PCR- RFLP)  เพื่อชวยจัดกลุมของยีสตที่แยกไดจากตัวอยาง

ลูกแปงสุรากอน  จากนั้นจะทําการเลือกตัวแทนของยีสตจากแตละกลุมเพื่อไปทดสอบทางชีวเคมี 

และนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ไรโบโซมอลดีเอนเอ ตอไป 

เทคนิค PCR- RFLP  เปนเทคนิคหนึ่งทางอณูชีววิทยา  เพื่อศึกษารูปแบบของชิ้นสวนดีเอน

เอที่เปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส(PCR product) เมื่อถูกตัดดวยเอนไซมที่จําเพาะ

(Restriction enzyme) โดยในงานวิจัยนี้จะใชเทคนิค PCR- RFLP  เพื่อการจัดกลุมของยีสตสาย

พันธุบริสุทธิ์ที่แยกไดโดยมีข้ันตอนการทําดังนี้  

สกัดดีเอนเอของยีสตโดยวิธีเลี้ยงยีสตในอาหารเหลว YEPD ที่  30 °C 2-3 วัน  ปนแยกเซลล

ที่10,000 รอบตอนาที นาน 5นาที แลวลางเซลลโดยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ   500  ไมโครลิตร  ปนแยก

เซลลที่10,000  รอบตอนาที  นาน 5  นาที  อีกครั้ง  นําเซลลที่ไดใสในหลอดไมโครฟวจขนาด   1.5 

มิลลิลิตร  เติม   200  ไมโครลิตร  ของสารละลาย A (สารละลายA ประกอบดวย   2 %  Triton X-100, 

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

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

ศูนยกลาง   0.45-0.52  ไมครอน  หลังจากนั้น  เขยาผสมโดยใชเคร่ืองเขยาผสมเปนเวลา   3  นาที 30 

วินาที แลวจึงเติม  200 ไมโครลิตร  TE บัฟเฟอร  ปน   14 ,000 รอบตอนาที  เปนเวลา   10  นาที  ดูดเก็บ

ชั้นน้ํา  นําชั้นน้ํามาสกัดดัวย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1)  ปน   14 ,000 รอบตอ

นาที  เปนเวลา   10  นาที  ดูดเก็บช้ันน้ํา  นําชั้นน้ํามาเติม   1  มิลลิลิตร  ของเอทานอลบริสุทธิ์  ปนแยก

ตะกอนดีเอนเอที่   14 ,000  รอบตอนาที  เปนเวลา   15  นาที นําตะกอนดีเอนเอที่ได  มาเติม  4 00 

ไมโครลิตร  TE บัฟเฟอร pH8.0 และRNase A  30 ไมโครกรัม บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที หลังจากนั้นจึงเติม แอมโมเนียมอะซิเตต ความเขมขน 4 โมลาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

จากนั้นเติม   1  มิลลิลิตร  ของเอทานอลบริสุทธิ์  และไกลโคเจน ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร บมที่  -2 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา  30 นาที แลวจึงปนแยกตะกอน

ดีเอนเอที่   14 ,000  รอบตอนาที  เปนเวลา   15  นาที  นําตะกอนดีเอนเอที่ไดมาลางดวย   70 %เอ

ทานอล ทําใหตะกอนดีเอนเอแหง แลวจึงละลายตะกอนดวย  50 ไมโครลิตร ของ TE บัฟเฟอร  

เนื่องจากยีสตที่แยกไดมีจํานวนมากถึง 681 ไอโซเลต จึงตองทําการแยกชนิดของยีสตที่

แยกไดโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ L-lysine เพื่อแยกความแตกตางระหวางยีสตกลุม Saccharomyces 

และกลุม non-Saccharomyces ซึ่งยีสตกลุม Saccharomyces จะไมสามารถเจริญบนอาหาร
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เลี้ยงเชื้อ L-lysine เนื่องจากยีสตกลุม Saccharomyces ไมสามารถใช L-lysine เปนแหลง

คารบอน แลวจึงทําการสกัดดีเอนเอของยีสตในกลุม non-Saccharomyces ทุกตัวซึ่งมีทั้งหมด 

150 ไอโซเลต และนํายีสตกลุม Saccharomyces มารวมกัน 5 ไอโซเลตตอการสกัดดีเอนเอ 1 คร้ัง 

นําดีเอนเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ของไรโบโซมอล

ดีเอนเอ ซึ่งบริเวณ ITS เปนบริเวณที่อยูระหวาง  18 S rDNA และ26S rDNA บริเวณ ITS จะรวมถึง 

5.8S rDNA ดวยดังรูปที่3.1   บริเวณ ITS เปนบริเวณที่นิยมใชในการจําแนกยีสตและรา( Heras-

Vazquez และคณะ, 2003 ; Granchi และคณะ,1999 ; Sabate  และคณะ,2002 ; Cappello 

และคณะ,2004)  ในเทคนิคลูกโซพอลิเมอเรส   ไดใชไพรเมอร  ITS1 และ ITS4 ซึ่งเปน  universal 

primers ของบริเวณ ITS โดยไพรเมอร  ITS1 และ ITS4  มีลําดับเบสดังนี้   5 ’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’  และ 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’  ตามลําดับ โดยใช

สภาวะของปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 15นาที ; 94 องศาเซลเซียส 30 

วินาที, 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที, 35 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 

เก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ -20 องศาเซลเซียส  

 
รูปที่ 3.1 แสดงบริเวณ ITS (Internal transcribed spacer) ของ Saccharomyces cerevisiae 

ที่มา: homepages.uni-tuebingen.de 

นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาตัดดวย HinFI, HhaI และ HaeIII แลวจึงจัด

กลุมยีสตที่แยกไดตามรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ  ITS  ของไรโบโซมอล  ดีเอ็นเอ โดยใช

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

ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล  ดีเอ็นเอ ทําการสุมตัวอยางของยีสตจากแตละกลุมมา

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ  ITS  ของไรโบโซมอล  ดีเอ็นเอ และทดสอบดวยวิธี

ทางชีวเคมี โดย  

ก. การใชแหลงอาหารคารบอน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 500 

ไมโครลิตร ลงในอาหาร ยีสตไนโตรเจนเบสและเติมแหลงคารบอนตางๆ กัน 10 ชนิด ไดแก  

กลูโคส กาแลกโตส ซอรโบส กลูโคซามีน ไรโบส ซูโครส กลีเซอรอล มอลโทส เมทานอล และแรม

โนส  

ข. การใชแหลงอาหารไนโตรเจน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 500 

ไมโครลิตร ลงในอาหาร ยีสตคารบอนเบสและเติมแหลงไนโตรเจน ไดแก กลูโคซามีน 

26 S 
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ค. การหมักแหลงอาหารคารบอน ทําไดโดยการลงเชื้อ 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 500 

ไมโครลิตร ลงในอาหาร ยีสตไนโตรเจนเบสที่มีหลอดดักกาซ(Durham’s tube)และเติมแหลง

คารบอนตางๆ กัน 4 ชนิด ไดแก กลูโคส กาแลกโตส มอลโทส และซูโครส 

ง. การสรางสปอร ทําไดโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 3 ชนิด คืออาหารเลี้ยง

เชื้อแข็งอะซิเตต อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งมอลตเอกซแทรกซอะการ และอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งวีแปด บมที่ 

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห 

ทําการยืนยันผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ  ITS  ของไรโบโซมอล  ดีเอ็นเอ 

ของยีสตกลุมที่ 4 ที่ไดจากการวิเคราะหผล รูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล 

ดีเอ็นเอ โดยนําดีเอนเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ D1-D2 ของ 26S rDNA ในเทคนิคลูกโซพอลิเมอ

เรส   ไดใชไพรเมอร  NL1 และ NL4 ซึ่งเปน  universal primers ของบริเวณ D1-D2 โดยไพรเมอร 

NL1 และ NL4 มีลําดับเบสดังนี้   5 ’- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG -3’  และ 5’- 

GGTCCGTGTTTCAAGACGG -3’  ตามลําดับ โดยใชสภาวะของปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังนี้ 

94 องศาเซลเซียส 15นาที ; 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศา

เซลเซียส 1 นาที, 35 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 5 นาที เก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ -20 องศา

เซลเซียส นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ

บริเวณ D1-D2 ของ 26S rDNA 

     3.2.4.2 การจําแนกราโดยใชสัณฐานวิทยา  อางอิงตาม Introduction to food and 

airborne fungi (Samson และคณะ, 2002; de Hoog และคณะ, 2000)  ทําการศึกษาสัณฐาน

วิทยาทั้งภายใตกลองและดูดวยตาเปลา โดยศึกษา ขนาดและลักษณะของสปอร  ขนาดกานสปอร 

การมีไรซอยด   การมีคลามัยโดสปอร   ขนาดของคอลาเมลลา   ขนาดของสปอรแรงเจียม 

ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ   และลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato 

dextrose agar (PDA) และ อาหารเลี้ยงเชื้อ Malt extract agar (MEA)และทําการยืนยันโดยใช

เทคนิคทางอณูชีววิทยาเขามารวมดวย โดยมีข้ันตอนการสกัดดีเอนเอของราดังนี้  

ทําการเลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA บมที่   30 องศาเซลเซียส 2-3 วัน  ใช คอรกบอร

เรอร เบอร 8 เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณที่เชื้อเจริญ นําสายใยที่ไดใสในหลอดไมโครฟวจขนาด 

1.5  มิลลิลิตร  เติม  600   ไมโครลิตร  ของสารละลาย Lysis buffer (สารละลาย Lysis buffer  

ประกอบดวย   2 %  CTAB,1.4 M NaCl, 100 mM Tris pH 8.0 และ 25 mM EDTA) และ10 

ไมโครลิตรของ Proteinase K (10mg/ml)  บมที่  65 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1 ชั่วโมง ปน  8,000 

รอบตอนาที  เปนเวลา   1 5  นาที  ดูดเก็บช้ันน้ํา เติม Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol 

(25/24/1) 1 เทาของชั้นน้ํา  ปน   14 ,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  5  นาที  ดูดเก็บช้ันน้ํา  นําชั้นน้ํามา

สกัดดัวย Phenol/Chloroform/ Isoamyl alcohol (25/24/1) อีกครั้ง  ปน   14 ,000 รอบตอนาที  เปน
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เวลา 5 นาที ดูดเก็บช้ันน้ํา นําชั้นน้ํามาเติม  1 มิลลิลิตร ของ Isopropanol บมที่ -20 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา  30 นาที ปนแยกตะกอนดีเอนเอที่   14 ,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10 นาที นําตะกอนดี

เอนเอที่ได  มาเติม  400  ไมโครลิตร  TE บัฟเฟอร pH8.0 และ RNase A  30 ไมโครกรัม บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นจึงเติม แอมโมเนียมอะซิเตต ความเขมขน 4 โมลาร 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  เติม   1  มิลลิลิตร  ของเอทานอลบริสุทธิ์  และไกลโคเจน ความเขมขน 20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร บมที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา   30  นาที  แลวจึง

ปนแยกตะกอนดีเอนเอที่   14 ,000  รอบตอนาที  เปนเวลา   15  นาที  นําตะกอนดีเอนเอที่ไดมาลาง

ดวย   70%เอทานอล  ทําใหตะกอนดีเอนเอแหง  แลวจึงละลายตะกอนดวย   50  ไมโครลิตร  ของ  TE 

บัฟเฟอร  

หลังจากนั้นจึงนําดีเอนเอมาเพิ่มจํานวนของบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอนเอดังขอ 

4.1.2 นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ  ITS   ของไรโบโซ

มอล ดีเอ็นเอ 
 3.2.5  การวิเคราะหผลทางอณูชีววิทยา 

นํารูปอะการโรสเจลที่ไดมาวิเคราะหความยาวเบสโดยใชโปรแกรม Quantity One 

(Biorad,USA) 

นําผลการวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS (Internal transcribed spacer) ของ

ไรโบโซมอลดีเอ็นเอเปดในโปรแกรม Bioedit มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ  ITS 

(Internal transcribed spacer)  ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของยีสตและราสปชีสตางๆ  จาก

ฐานขอมูลใน Genbank แลวจึงนําลําดับเบสดังกลาวมาทําตนไมวิวัฒนาการโดยใชโปรแกรม

Phylip และดูตนไมวิวัฒนาการโดยใชโปรแกรม Treeview 
3.2.6  การศึกษาแอกทิวิตีของแอลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะมัยเลสในราที่แยกได  
เพื่อคัดเลือกราที่มีความสามารถในการยอยแปงไดดี   โดยทําการเปรียบเทียบ

ความสามารถในการยอยแปงโดยวิธีตางๆกัน  3 วิธี ดังนี้ 

3 . 2 .6 .1   การทดสอบความสามารถในการ เปลี่ ยนของแข็ ง เปนของ เหลว 

(Liquefaction)ของราบริสุทธิ์ที่แยกได ทําไดโดยนําราบริสุทธิ์ที่แยกได 3 คอรกบอรเรอร  ใสในขาว

เหนียวนึ่ง  100  กรัม  ที่บรรจุขวดขนาด  500   มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน  บมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เพื่อเปรียบเทียบหาความสามารถในการเปลี่ยนของแข็ง(ขาวเหนียวนึ่ง) 

ใหกลายเปนของเหลว(น้ําตอย) 

3.2.6.2  การศึกษาความสามารถในการยอยแปงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  (Starch 

agar)  โดยทําการถายรา 1 คอรกบอรเรอร ลงบนอาหารเลื้ยงเชื้อ Starch agar บมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เปรียบเทียบเสนผานศูนยกลางบริเวณใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น 
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3.2.6.3  การศึกษาแอกทิวิตีของแอลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะมัยเลสในราที่แยกได 

โดยเลี้ยงเชื้อราที่แยกไดในอาหารเหลว Starch medium ซึ่งประกอบดวย 3% Soluble starch, 

ยีสตเอ็กแทรกซ 3 กรัม เปปโทน 3 กรัม และน้ําตาลกลูโคส 5 กรัม  ตอน้ํากลั่น 1 ลิตร บมที่   30 °C 

เปนเวลา 3 วัน 

ก. การศึกษาแอกทวิิตีของแอลฟาอะมัยเลสทาํไดโดย นาํน้ําเลี้ยงเชื้อ 0.5 

มิลลิลิตรมาเติมลงใน reaction mixture ซึง่ประกอบดวย 0.5 มิลลิลิตรของ 1 % soluble starch 

ใน 0.25 M sodium acetate buffer pH 5.0 บมที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หา

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี Dinitrosalicylic acid(DNSA) (Miller, 1959) โดย 1 unit ของ α-

amylase activity เทียบเทากับการปลดปลอย 1 ไมโครโมล ของน้ําตาลรีดิวซ ในเวลา 1 นาที  

ข.     การศึกษาแอกทิวิตีของกลูโคอะมัยเลส  ทําไดโดย นําน้ําเลี้ยงเชื้อมาเติมลง

ใน reaction mixture ซึ่งประกอบดวย 1% (w/v) soluble starch ซึ่งละลายใน 0.1 M 

citrate/phosphate buffer, pH 5.0 บมที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  หาปริมาณกลูโคส

โดยวิธี peroxidase/glucose oxidase assay  (Cereia และคณะ,   2000) โดย 1 unit ของ 

glucoamylase activity เทียบเทากับการปลดปลอย 1 ไมโครโมล ของ กลูโคส ในเวลา 1 นาที  
3.2.7  การหาปริมาณเอทานอล Gas Chromatography(GC) 
การศึกษาความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลจากยีสตกลุม Saccharomyces 

sensu stricto ที่แยกไดจากวันที่ 9 ของการหมัก เพื่อคัดเลือกยีสตที่มีความสามารถในการหมักให

ไดเอทานอล และสามารถทนเอทานอลไดดี ทําไดโดย ลงเชื้อ M. hiemalis N6/0/9 ลงในขาว

เหนียวนึ่ง 200 กรัม บมที่ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 วัน เติมน้ําปลอดเชื้อ 400 มิลลิลิตร แบง

น้ําหมักที่ได ลงในขวดปลอดเชื้อขวดละ 5 มิลลิลิตร แลวจึงลงเชื้อยีสตที่แยกไดใหไดความเขมขน

สุดทายเปน 5x106 เซลลตอมิลลิลิตร  บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลวจึงนําน้ําหมัก

ดังกลาวมาวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลโดยใช กาซโครมาโตกราฟ(GC) รุน 3800 Varian ภายใต

สภาวะดังนี้  

ชนิดของคอลัมน  : แคปพิลลารี คอลัมน(capillary column) 

รุน CP-WAX 52CB  

เสนผานศูนยกลาง 0.25 มม. ความยาว 30 ม. 

 อุณหภูมิของ injector : 250 องศาเซลเซียส 

 อุณหภูมิของ column : 40 องศาเซลเซียส (4นาที) เพิ่มอุณหภูมิให 

เทากับ 130 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเพิ่ม 

อุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียสตอนาที 

 อุณหภูมิของ detector : 250 องศาเซลเซียส (ใช detector ชนิด FID) 



 27

 กาซตัวพา(carrier gas) : กาซไนโตรเจน (อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาที) 

 ปริมาณตัวอยาง  : 1 ไมโครลิตร 

 คํานวณหาปริมาณเอทานอล (หนวยเปนรอยละของเอทานอล) โดยเปรียบเทียบจากกราฟ

มาตรฐานระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟของเอทานอล   
 

ทําการเก็บสายพันธุของยีสตและราตัวแทนของแตละกลุม  และยีสตและราที่มี

ความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลและมีความสามารถในการยอยแปงตามลําดับ ไวที่ 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 



บทที่4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การเกบ็ตัวอยางลูกแปง  
สามารถเก็บตวัอยางลูกแปงจากจังหวัดตางๆในประเทศไทยไดทั้งหมด   114 ตัวอยาง จาก 42 

จังหวัด โดยตําแหนงจังหวัดของตัวอยางลกูแปงสุราไดแสดงไวในรูปที ่4.1 และตารางที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1  แสดงจังหวัดตางๆที่สามารถเก็บตัวอยางลูกแปงสุราได 
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ตารางที่ 4.1 จาํนวนแหลงทีม่าของตัวอยางลูกแปงสุราจากจังหวัดตางๆ 

จังหวัด จํานวนแหลงที่มาของตัวอยางลูกแปงสุรา 

นาน 

แพร 

ลําปาง 

พะเยา 

เชียงใหม 

แมฮองสอน 

ลําพูน 

เชียงราย 

ชัยภูมิ 

ศรีษะเกศ 

สุรินทร 

กาฬสินธุ 

บุรีรัมภ 

นครราชสีมา 

สกลนคร 

รอยเอ็ด 

อํานาจเจริญ 

นครพนม 

หนองบัวลาํภู 

อุบลราชธาน ี

อุดรธาน ี

หนองคาย 

มหาสารคาม 

ขอนแกน 

เพชรบูรณ 

สระบุรี 

กรุงเทพฯ 

41 

6 

3 

5 

3 

2 

2 

5 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

1 

1 

3 

2 

1 

1 

1 

3 
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ตารางที่  4.1(ตอ) 

จังหวัด จํานวนแหลงที่มาของตัวอยางลูกแปงสุรา 

ชัยนาท 

อุทัยธาน ี

กําแพงเพชร 

นครปฐม 

สุพรรณบุรี 

นครนายก 

สุโขทัย 

พิจิตร 

ตาก 

สมุทรสาคร 

สมุทรสงคราม 

ราชบุรี 

กาญจนบุรี 

พิษณุโลก 

เลย 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

3 

1 

1 

1 

3 

1 

1 

1 

1 

รวม 114 

 

 สามารถเก็บตวัอยางลูกแปงได 114 ตัวอยาง จาก 42 จังหวัดทั่วประเทศ โดยแบงเปน  

1. ภาคเหนือเก็บตัวอยางลูกแปงได 75 ตัวอยางจาก 14 จังหวัด ไดแก นาน แพร ลําปาง พะเยา 

เชียงใหม แมฮองสอน ลําพูน เชียงราย พิษณุโลก สุโขทยั พิจิตร ตาก กาํแพงเพชร และเพชรบูรณ 

2. ภาคกลางเก็บตัวอยางลูกแปงได 16 ตัวอยางจาก 11 จังหวัด ไดแก สมุทรสาคร สมุทรสงคราม 

ราชบุรี กาญจนบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี นครนายก ชัยนาท อุทัยธานี สระบุรี และกรุงเทพฯ 

3. ภาคตะวันออกเฉียงเหนอืเก็บตัวอยางลูกแปงได 23 ตัวอยางจาก 17 จังหวัด ไดแก ชัยภูมิ ศรีษะเกศ 

สุรินทร กาฬสินธุ บุรีรัมภ นครราชสีมา สกลนคร รอยเอ็ด อํานาจเจริญ นครพนม หนองบัวลําภ ู

อุบลราชธานี อุดรธานี หนองคาย มหาสารคาม ขอนแกน และเลย 

 ตัวอยางลูกแปงที่เก็บไดจากจังหวัดตางๆอาจมาจากหลายอําเภอของจังหวัดหนึ่งๆ ดังเชน

แสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 แสดงรหัสของตัวอยางลูกแปงที่เก็บจากจังหวัดตางๆ 

รหัส แหลงของตัวอยางลูกแปงจากจังหวัดนาน 

NN1 

NN2 

NN3 

NN4 

NN5 

NN6 

NN7 

NN8 

NN9 

NN10 

NN11 

NN12 

NN13 

NN14 

NN15 

NN16 

NN17 

NN18 

NN19 

NN20 

NN21 

NN22 

NN23 

NN24 

NN25 

ต.ทานาว กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.นานอย อ.นานอย จ.นาน 

ต.สวก อ.เมือง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

อ.บานหลวง จ.นาน 

ต.สวด อ.บานหลวง จ.นาน 

ต.นาเหลือง กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ํามวบ อ.เวียงสา จ.นาน 

ต.น้ําเกี๋ยน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.สาน อ.เวียงสา จ.นาน 

ต.น้ําเกี๋ยน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.น้ําแกน กิ่ง อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.ทรายแกว กิง่ อ.ภูเพียง จ.นาน 

ต.สวด อ.บานหลวง จ.นาน 

ต.น้ํามวบ อ.เวียงสา จ.นาน 

ต.ปงสนุก อ.เวียงสา จ.นาน 

ต.งอบ อ.ทุงชาง จ.นาน 

ต.พระพุทธบาท อ.เชียงกลาง จ.นาน 

ต.เปอ อ.เชียงกลาง จ.นาน 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) 

รหัส แหลงของตัวอยางลูกแปงจากจังหวัดตางๆ 

NN26 

NN27 

NN28 

NN29 

NN30 

NN31 

NN32 

NN33 

NN34 

NN35 

NN36 

NN37 

NN38 

NN39 

NN40 

NN41 

PH1 

PH2 

PH3 

PH4 

PH5 

PH6 

LA1 

LA2 

LA3 

ต.นาชาว อ.เมือง จ.นาน 

ต.ศิลาแลง อ.ปว จ.นาน 

ต.ศิลาแลง อ.ปว จ.นาน 

ต.เชียงกลาง อ.เชียงกลาง จ.นาน 

ต.วงนคร อ.ปว จ.นาน 

ต.แสนทอง อ.ทาวังผา จ.นาน 

ต.ผาตอ อ.ทาวังผา จ.นาน 

ต.สถาป อ.ปว จ.นาน 

ต.นาทะนุง อ.นานอย จ.นาน 

ต.นาทะนุง อ.นานอย จ.นาน 

ต.ตังจุม อ.ทาวังผา จ.นาน 

ต.จอมพระ อ.ทาวังผา จ.นาน 

ต.หมอมเมือง อ.แมจริม จ.นาน 

ต.แมจริม อ.แมจริม จ.นาน 

ต.ปาแลวหลวง อ.สันติสุข จ.นาน 

ต.ปาแลวหลวง อ.สันติสุข จ.นาน 

อ.เมือง จ.แพร 

อ.เมือง จ.แพร 

อ.เมือง จ.แพร 

ต.สวนเขื่อน อ.เมือง จ.แพร 

ต.สวนเขื่อน อ.เมือง จ.แพร 

อ.เมือง จ.แพร 

บ.เสริมงาม อ.เสริมงาม จ.ลําปาง 

บ.ใหม อ.วังเหนือง จ.ลําปาง 

บ.พระบาท ต.พระบาท อ.เมือง จ.ลําปาง 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) 

รหัส แหลงของตัวอยางลูกแปงจากจังหวัดตางๆ 

PY1 

PY2 

PY3 

PY4 

PY5 

CM1 

CM2 

MH1 

MH2 

LP1 

LP2 

CR1 

CR2 

CR3 

CR4 

CR5 

CP1 

CP2 

SK1 

SR1 

KS1 

BR1 

NR1 

SN1 

RA1 

ต.น้ําแวน อ.เชียงคํา จ.พะเยา 

ต.ดอนน้ําชุม อ.ดอกคําใต จ.พะเยา 

ต.ฝายกวาง อ.เชียงคํา จ.พะเยา 

บ.หนองรมเย็น ต.รมเย็น อ.เชียงคํา จ.พะเยา 

บ.รองคือ ต.แมปม อ.เมือง จ.พะเยา 

อ.เมือง จ.เชียงใหม 

บ.สันทรายหลวง อ.สันทราย จ.เชียงใหม 

ต.เวียงใต อ.ปาย จ.แมฮองสอน 

อ.สบเมย จ.แมฮองสอน 

ต.เหมืองจี้ อ.เมือง จ.ลําพูน 

 ต.วังผาง กิ่ง อ.เวียงหนองรอง จ.ลําพูน 

ต.เจริญเมือง อ.พาน จ.เชียงราย 

ต.ปาออดอนชัย อ.เมือง จ.เชียงราย 

ต.แมออ อ.พาน จ.เชียงราย 

ต.เวียงหาว อ.พาน จ.เชียงราย 

ต.เหมืองจี้ อ.พาน จ.เชียงราย 

อ.เมือง จ.ชัยภูมิ  

อ.เมือง จ.ชัยภูมิ 

อ.ขุนหาญ จ.ศรีษะเกศ 

อ.เมือง จ.สุรินทร 

อ.หนองกุงศรี จ.กาฬสินธุ 

อ.เมือง จ.บุรีรัมภ 

อ.โนนสูง จ.นครราชสีมา 

ต.เชียงเครือ อ.เมือง จ.สกลนคร 

อ.เมือง จ.รอยเอ็ด 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) 

รหัส แหลงของตัวอยางลูกแปงจากจังหวัดตางๆ 

AJ1 

AJ2 

NP1 

NP2 

NB1 

NB2 

UB1 

UD1 

NK1 

NK2 

NK3 

MK1 

MK2 

KO1 

PB1 

SB1 

BK1 

BK2 

BK3 

CN1 

UT1 

KP1 

NT1 

SP1 

NY1 

ต.บุง อ.เมือง จ.อํานาจเจริญ 

ต.บุง อ.เมือง จ.อํานาจเจริญ 

ต.โพงพาง อ.เรณูนคร จ.นครพนม 

ต.โพงแพง อ.ธาตุพนม จ.นครพนม 

ต.นาคําไฮ อ.เมือง จ.หนองบัวลําภ ู

ต.นาคําไฮ อ.เมือง จ.หนองบัวลําภ ู

อ.เมือง จ.อุบลราชธาน ี

ต.หนองนาคง อ.เมือง จ.อุดรธาน ี

ต.สรางนาง อ.โพนพิสัย จ.หนองคาย 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 

ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย 

ต.กําพี้ อ.บรบือ จ.มหาสารคาม 

ต.กําพี้ อ.บรบือ จ.มหาสารคาม 

อ.กระนวน จ.ขอนแกน 

อ.เมือง จ.เพชรบูรณ 

อ.เมือง จ.สระบุรี 

เขต พระโขนง กรุงเทพฯ  

เขต หลักสี่ กรุงเทพฯ 

เขต มีนบุรี กรุงเทพฯ 

ต.หนองมะโมง อ.วัดสิงห จ.ชัยนาท 

ต.ดงขวาง อ.หนองขาหยาง จ.อุทัยธาน ี

อ.นครชุม จ.กําแพงเพชร 

ต.บางภาษี อ.บางเลน จ.นครปฐม 

ต.ดอนคา อ.อูทอง จ.สุพรรณบุรี 

ต.ศรีสะแวง อ.บานนา จ.นครนายก 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) 

รหัส แหลงของตัวอยางลูกแปงจากจังหวัดตางๆ 

ST1 

ST2 

ST3 

PJ1 

TK1 

SS1 

SM1 

SM2 

SM3 

RB1 

KJ1 

PL1 

LO1 

ต.บานกลวย อ.เมือง จ.สุโขทัย 

ต.บานตึก อ.ศรีสัชนาลัย จ.สุโขทัย 

ต.ไกรกลาง อ.กงไกรกาศ จ.สุโขทัย 

ต.โรงชาง อ.เมือง จ.พิจิตร 

ต.ตาดออก อ.บานตาก จ.ตาก 

อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร 

อ.แมกลอง จ.สมุทรสงคราม 

อ.แมกลอง จ.สมุทรสงคราม 

อ.อัมพวา จ.สมุทรสงคราม 

อ.ดําเนินสะดวก จ.ราชบุรี 

ต.ทามวง อ.ทามวง จ.กาญจนบุรี 

ต.หอกลอง อ.พรหมพิราม จ.พิษณุโลก 

อ.ทาลี่ จ.เลย 

 

สามารถเก็บตัวอยางลูกแปงได 114 ตัวอยาง จาก 42 จังหวัด โดยสามารถเก็บตัวอยางไดจาก

จังหวัดนาน ถึง 41 ตัวอยาง เนื่องจาก  จังหวัดนานไดมีการสนับสนุนใหมีการผลิตสาโทเปนหนึ่งตําบล

หนึ่งผลิตภัณฑ(OTOP) โดยถาแบงตัวอยางจากแหลงที่มา พบวา มีตัวอยางลูกแปงจากภาคเหนือ 75 

ตัวอยาง ตัวอยางลูกแปงจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 24 ตัวอยาง และตัวอยางลูกแปงจากภาคกลาง 

16 ตัวอยาง จะเห็นไดวา ตัวอยางลูกแปงสวนใหญเปนตัวอยางลูกแปงจากภาคเหนือและภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากชาวบานภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือนิยมทําสาโทกันมาก

จึงทําใหสามารถเก็บตัวอยางลูกแปงจากภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และไมสามารถเก็บ

ตัวอยางจากภาคใตได เนื่องจากสาโทไมเปนที่นิยมทํากันในภาคใต นอกจากนี้ภาคใตยังมีสภาพ

ภูมิอากาศไมเหมาะสมกับการหมักสาโทคือ มีความชื้นและอุณหภูมิสูงเกินไป 

 

 

 



 

 

 

36

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 แสดงตัวอยางของลักษณะลูกแปงที่สามารถเก็บไดจากจังหวัดตางๆ 

 

ตัวอยางลูกแปงสวนใหญมีลักษณะคลายกันคือมีลักษณะกลมแบนสีขาวนวล ขนาดประมาณ 

1.9- 4 x 3-5 ลูกบาศกเซนติเมตร  แตมีตัวอยางลูกแปงบางตัวอยางที่มีลักษณะตางออกไป ไดแก  

ตัวอยางลูกแปงรหัส  NN128 และ UR102 ที่มีลักษณะรีคลายเรือ   ขนาดกวาง   6  ซม .ยาว   10  ซม.   มีสี

ขาวคล้ําเล็กนอย ตัวอยางลูกแปงรหัส UR101 มีลักษณะกลมแบนสีเขียว  ขนาดประมาณ  3 x 5 

ลูกบาศกเซนติเมตร  ตัวอยางลูกแปงรหัส MH101 NP101 NK102 และ NK103 ที่มีลักษณะเปนผง 

โดยที่ตัวอยางลูกแปงรหัส MH101 และ NK103 มีสีขาว สวนตัวอยางลูกแปงรหัส NP101 และ NK102 

มีสีเหลืองซึ่งอาจเปนเพราะสมุนไพรที่เติมลงไปเปนสวนประกอบของลูกแปง 
 

NN128
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4.2 การคัดเลือกลูกแปงสุราที่ดี  
  เนื่องจากมีจุดประสงคเพื่อปรับปรุงและรักษาคุณภาพของสาโทใหดีขึ้นหรือรักษาคุณภาพที่ดี

อยูใหคงที่จึงจําเปนตองคัดเลือกและแยกเชื้อจากลูกแปงสุราที่มีคุณภาพดีกอน เพ่ือนําไปศึกษาความ

หลากหลายของราและยีสตเฉพาะในลูกแปงที่คัดเลือกได และทําการอนรัุกษ และเพื่อการปรับปรุงสาย

พันธุตอไป  จึงทําการคัดเลือกลูกแปงสุราจากลูกแปงสุราทั้งหมด 114 ตัวอยาง โดยนําไปผลิตเปน

สาโท และทําการวัดความสามารถในการเปลี่ยนของแข็ง (ขาวเหนียว)เปนของเหลว(น้ําตอย) 

(Liquifaction)  ความเขมขนของกลูโคส (มิลลิกรัมตอลิตร) ท้ังในน้ําตอย(ในวันที่ 3 ของการหมักกอน

การผาน้ํา)และ สาโท(ในวันที่ 9 ของการหมัก) ปริมาณเอทานอลในสาโท(ในวันที่ 9 ของการหมัก)  

และการชิมสาโทโดยผูเช่ียวชาญ ไดผลดังแสดงในตารางที่4.3  และรูปที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3   การเปรียบเทียบความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหกลายเปนของเหลว

(liquefaction)  ปริมาณกลูโคส(มิลลิกรัมตอลิตร)และรอยละของแอลกอฮอลในสาโท  ที่ผลิตไดจาก

แหลงตัวอยางลูกแปงทั้งหมดที่เก็บไดจากจังหวัดตางๆ 
 

รหัสลูกแปงสุรา 

ความสามารถในการ

เปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว 

(วันที่3) 

ปริมาณกลูโคส 

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

 

รอยละของแอลกอฮอลในสาโท 

(วันที่9) ในน้ําตอย 

(วันท่ี3) 

ในสาโท 

(วันท่ี9) 

NN1 

NN2 

NN3 

NN4 

NN5 
NN6 
NN7 

NN8 

NN9  

NN10 

NN11 

NN12 

NN13 

NN14 

NN15 

 NN16 

NN17 

NN18 

NN19 

NN20 

NN21 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++++ 
+++++ 
+++ 

++++ 

+++ 

++++ 

+ 

++++ 

+++ 

+ 

+++ 

++++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

428.77 

169.78 

748.20 

273.38 

3292.08 
2757.55 
1602.88 

2164.03 

1464.03 

1484.89 

1223.02 

1553.96 

595.68 

892.50 

414.39 

1766.91 

1412.95 

725.18 

313.67 

2089.21 

1574.10 

4.08 

2.24 

5.01 

3.37 

6.35 
1.55 
1.67 

4.09 

6.13 

3.65 

59.43 

2.07 

6.13 

14.07 

4.57 

2.19 

2.50 

2.91 

5.67 

3.45 

5.87 

9.74 

9.20 

9.05 

10.83 

9.11 
14.19 
13.50 

9.49 

7.80 

9.59 

2.69 

8.48 

7.65 

5.95 

12.78 

9.68 

8.34 

9.07 

8.41 

9.25 

10.32 
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 ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 

รหัสลูกแปงสุรา 

ความสามารถในการ

เปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว 

(วันที่3) 

ปริมาณกลูโคส 

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

 

รอยละของแอลกอฮอลในสาโท 

(วันที่9) ในน้ําตอย 

(วันท่ี3) 

ในสาโท 

(วันท่ี9) 

NN22 

NN23 

NN24 
NN25 
NN26  
NN27 
NN28 

NN29 

NN30 

NN31 

NN32 

NN33  

NN34 

NN35 

NN36 

NN37 

NN38 

NN39 

NN40 

NN41 

PB1 

PH1 

PH2 

++ 

++ 

+++ 
++++ 
+++ 

+++ 

++++ 

+++ 

++ 

++++ 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++++ 

+++ 

++ 

++++ 

+++ 

+++ 

++ 

+++ 

1317.99 

1732.37 

161.15 
1309.35 
3271.94 
1335.25 
546.76 

610.07 

926.62 

1201.88 

1985.61 

246.75 

241.72 

362.59 

2693.52 

1297.84 

500.72 

1269.06 

351.08 

3162.58 

2215.98 

210.38 

2224.40 

3.86 

48.66 

3.54 
3.42 
54.33 
5.27 
31.40 

1.67 

3.31 

1.18 

2.33 

3.11 

3.28 

2.79 

1.64 

3.08 

1.67 

1.27 

3.05 

4.06 

6.05 

4.99 

6.88 

8.15 

6.74 

9.15 
8.14 
6.94 
7.90 
10.03 

10.21 

7.62 

8.24 

11.59 

8.7 

8.05 

6.81 

10.51 

7.22 

9.22 

9.51 

6.74 

7.71 

7.01 

8.75 

8.48 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 

รหัสลูกแปงสุรา 

ความสามารถในการ

เปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว 

(วันที่3) 

ปริมาณกลูโคส 

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

 

รอยละของแอลกอฮอลในสาโท 

(วันที่9) ในน้ําตอย 

(วันท่ี3) 

ในสาโท 

(วันท่ี9) 

PH3 

PH4 

PH5 

PH6 

KP1 

KP2 

PL1 

CM1 

CM2 

PY1 

PY2 

PY3 

PY4 

CR1 

CR2 

CR3 

CR4 

CR5 

LP1 

ST1 

ST2 

ST3 

PJ1 

++ 

++ 

++ 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

++++ 

++++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++++ 

- 

++++ 

+++ 

+++ 

+++ 

687.24 

19.72 

488.08 

255.26 

1495.09 

2176.72 

1817.67 

939.69 

950.91 

1262.27 

813.46 

1065.92 

1604.49 

992.99 

2016.83 

1223.00 

1523.14 

690.04 

- 

229.17 

1537.17 

1893.41 

2591.86 

6.28 

7.05 

4.76 

8.25 

17.91 

1742.93 

670.95 

794.34 

8.28 

3.90 

3.84 

454.42 

6.44 

3.29 

0.72 

3.29 

3.04 

4.47 

25.67 

1383.03 

27.45 

20.89 

1493.57 

9.77 

8.09 

7.41 

8.04 

5.13 

1.60 

2.00 

2.66 

6.74 

6.87 

8.04 

6.11 

8.90 

8.36 

6.60 

8.60 

8.17 

9.56 

5.77 

2.51 

2.26 

6.44 

1.74 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 

รหัสลูกแปงสุรา 

ความสามารถในการ

เปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว 

(วันที่3) 

ปริมาณกลูโคส 

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

 

รอยละของแอลกอฮอลในสาโท 

(วันที่9) ในน้ําตอย 

(วันท่ี3) 

ในสาโท 

(วันท่ี9) 

TK1 
LA1 
LA2 

LA3 

MH1 

MH2 

UR1 

UR2 

CP1 

CP2 

SK1 

SR1 

KS1 

BR1 

NR1 

SN1 

RA1 

NK1 

AJ1 

AJ2 
NP1 
NP2 

NB1 

+++ 
+++ 
++ 

+++ 

++ 

++++ 

++++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

++++ 

+++ 

+++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

++ 

1077.14 
1632.54 
426.37 

2129.03 

381.49 

974.47 

1012.62 

1927.06 

524.54 

86.95 

1265.08 

1556.80 

1453.01 

1725.11 

2255.26 

1144.46 

2373.07 

305.75 

2378.68 

260.87 
378.68 
911.64 

1211.78 

7.16 
9.08 
9.08 

19.74 

10.14 

12.26 

17.91 

27.68 

1.37 

2.69 

13.15 

24.38 

69.41 

21.32 

6.88 

8.39 

1110.54 

4.24 

22.41 

28.54 
4.10 
2.84 

5.67 

8.07 
8.49 
5.50 

9.34 

7.97 

7.55 

5.11 

1.3 

8.82 

9.39 

8.31 

1.58 

8.30 

7.91 

8.70 

7.84 

1.83 

8.41 

5.47 

2.27 
9.60 
9.55 

7.90 



 

 

 

42

ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 

รหัสลูกแปงสุรา 

ความสามารถในการ

เปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว 

(วันที่3) 

ปริมาณกลูโคส 

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

 

รอยละของแอลกอฮอลในสาโท 

(วันที่9) ในน้ําตอย 

(วันท่ี3) 

ในสาโท 

(วันท่ี9) 

NB2 

UB1 

UD1 

NK3 
NK2 
MK1 

MK2 

KO1 

LO1 

SB1 

BK1 

BK2 

BK3 

NT1 

SP1 

CN1 

UT1 

NY1 
SS1 
SM1 

SM2 

SM3 

RB1 

++++ 

++ 

+++ 

+++ 
+++ 
+++ 

++++ 

+++ 

+++ 

++ 

+++ 

+++ 

++ 

+++ 

+++ 

++++ 

++ 

+++ 
++ 

+++ 

++++ 

+++ 

+++ 

2109.40 

1138.85 

720.90 

591.86 
1354.84 
1323.98 

1091.16 

2100.98 

1088.36 

2168.30 

701.26 

1699.86 

2322.58 

1646.56 

2230.01 

2437.59 

1009.82 

1848.53 
2280.50 
2084.15 

2168.30 

1537.17 

1424.96 

17.42 

228.79 

4.90 

5.62 
6.30 
1.58 

0.95 

4.04 

8.65 

1233.93 

27.82 

89.97 

1002.57 

1591.25 

24.01 

4.67 

4.73 

681.23 
892.03 
23.87 

27.34 

19.97 

1077.14 

1.85 

4.99 

6.59 

8.41 
9.02 
7.26 

9.62 

8.36 

7.81 

1.89 

3.14 

5.87 

1.92 

1.47 

4.30 

7.61 

2.40 

4.56 
3.36 
5.31 

2.30 

2.74 

1.66 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 

รหัสลูกแปงสุรา 

ความสามารถในการ

เปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว 

(วันที่3) 

ปริมาณกลูโคส 

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

 

รอยละของแอลกอฮอลในสาโท 

(วันที่9) ในน้ําตอย 

(วันท่ี3) 

ในสาโท 

(วันท่ี9) 

KJ1 

AT1 

++ 

++ 

1315.57 

1009.82 

776.35 

1.95 

2.07 

7.65 
+ → +++++ หมายถึง ปริมาณของของเหลว(น้ําตอย)ท่ีได จากนอยไปมาก 

- หมายถึง ไมมีนํ้าตอยจึงไมสามารถหาปริมาณนํ้าตาลกลูโคสได 

 

ก)                                                                          

 

 

 

 

 

 

ข) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 ตัวอยางการหมักสาโทในการคัดเลือกลูกแปงทีด่ี ก)น้าํตอย ข)สาโท 

 

จากรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นถงึปริมาณของน้ําตอยในชวงการหมกัวันที่ 3 กอนการผาน้ํา(เติมน้ํา

ปริมาณ 2 เทาของปริมาณขาวเหนียวนึ่งสุก) ของตัวอยางลูกแปง  NN6 ท่ีมีคาการเปลี่ยนของแข็งเปน

ของเหลวไดสูงที่สุด คือ +++++ (รูปที่ 4.3 ก) จะพบวาขาวเหนียวนึ่งสุกจะเปลี่ยนสภาพกลายเปนกอน
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แปงไมมีสภาพเปนเมล็ดขาว นํ้าที่เกิดขึ้น(น้าํตอย)มีลักษณะสีขาวขุน เหนียว และมีกลิ่นขาว ทาํการ

เก็บตัวอยางน้าํตอยไปวิเคราะหปริมาณกลูโคส เมื่อทําการหมกัจนถึงวันที่ 9 พบวาสาโททีไ่ดมีลักษณะ

ใส มีสีเหลืองออน มีกลิ่นแอลกอฮอล มีฟองแก็สลอยขึ้นมาเปนระยะและมีกอนขาวลอยอยูบนผิวน้าํ

หมัก ทาํการเก็บตัวอยางน้าํตอยไปวิเคราะหปริมาณกลูโคสและเอทานอล 

 เนื่องจากตองการคัดเลือกลูกแปงสุราที่มีจลิุนทรียที่มกีิจกรรมเอนไซมในการยอยแปงใหเปน

นํ้าตาลไดสูงในน้าํตอย และมีกิจกรรมกรรมเอนไซมในการเปลี่ยนน้าํตาลเปนเอทานอลไดสูงในน้าํหมัก

สาโท  รวมทั้งเพ่ือใหไดสาโทที่มีกลิ่นรส ดี จึงไดทดสอบการดมและชิมจากผูเชี่ยวชาญ  ผลจากตาราง

ท่ี 4.3 ประกอบกับผลการดม และชิมสาโททีไ่ด  ทําใหสามารถคัดเลือกไดลูกแปงสุราจํานวน 7 แหลงที่

มีคุณสมบัติดังกลาว ไดแกลูกแปง NN6 (จากกิ่ง อ .ภูเพียง จ. นาน)  NN25 (จาก อ.เชียงกลาง จ. 

นาน) NN27 (จาก อ.ปว จ. นาน) LA1(จาก อ.เสริมงาม จ.ลําปาง) SS1(จาก อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร) 

NK2(จาก ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย) และ NP1(จากอ.เรณูนคร จ.นครพนม)  (ตารางที ่ 4.3)  

เนื่องจากตัวอยางลูกแปง 5 ตัวอยาง คือ NN6 (จากกิ่ง อ .ภูเพียง จ. นาน)  NN25 (จาก อ.เชียงกลาง 

จ. นาน) NN27 (จาก อ.ปว จ. นาน) LA1(จาก อ.เสริมงาม จ.ลําปาง) และ NK2(จาก ต.หินโงม อ.

เมือง จ.หนองคาย)ใหคาการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลวไดสูง (+++ → +++++) (รูปที4่.3) ไดความ

เขมขนกลูโคสที่สูงในน้าํตอย (1,309.35 – 2,757.55 มิลลิกรัมตอลิตร) ซ่ึงบงบอกวามีจุลินทรียที่มี

กิจกรรมเอนไซมในการเปลี่ยนขาวเหนียวเปนน้ําตอยไดดี  ในขณะทีไ่ดความเขมขนกลูโคสที่ต่ํา (1.55 

– 5.27 มิลลิกรัมตอลิตร)  และปริมาณเอทานอลในสาโทที่สูง (รอยละ 7.90 - 14.19)  

สวนตัวอยางลกูแปง SS1(จากอ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร) และตวัอยางลูกแปง NP1(จากอ.เรณู

นคร จ.นครพนม)  ที่มีความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลวและการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอ

ทานอลไดไมดนีักแตใหสาโทที่มีกลิน่รสที่ด ี จึงคัดเลือกให ตัวอยางลกูแปง NP1(จากอ.เรณูนคร จ.

นครพนม) เปนหนึ่งในตัวอยางลูกแปงที่ไดรับการคัดเลือก 

จากรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นถึงปริมาณของน้ําตอยในชวงการหมักวันที ่ 3 กอนการผาน้าํ (เติม

นํ้าปริมาณ 2 เทาของปริมาณขาวเหนียวนึ่งสุก) ของตัวอยางลูกแปง  NN6 ที่มีคาการเปลี่ยนของแข็ง

เปนของเหลวไดสูงที่สุด คือ +++++ (รูปที่ 4.3 ก) พบวาขาวเหนยีวนึ่งสุกไดเปลี่ยนสภาพกลายเปน

กอนแปงไมมสีภาพเปนเมล็ดขาว เมื่อทําการหมกัจนถึงวันที่ 9 พบวาสาโทมีสีเหลอืงออน ใส มีกลิ่น

แอลกอฮอล มกีอนแปงลอยอยูดานบนผิวสาโท 

เปนที่นาสังเกตวา ในตัวอยางลูกแปงบางตัวอยาง เมื่อหมักแลวไดน้าํตอยที่มปีริมาณกลูโคส

สูง แตมีปริมาณเอทานอลต่ําในสาโทที่ได ทั้งนีอ้าจเกิดจากในตัวอยางลูกแปงมีราและยีสตที่มี

ประสิทธิภาพในการยอยแปงไดดี แตมียีสตที่มีประสิทธภิาพในการหมักใหไดเอทานอลไดไมดี ดังนั้น
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กลูโคสที่มีปริมาณสูงในน้าํตอยจึงถูกยีสตนําไปใชเพ่ือการเจริญและเปลี่ยนไปเปนเมแทบอไลทอ่ืนๆ

แทน 

  
4.3 การคัดแยกยีสตและราจากลูกแปงสุราที่คัดเลือกได  

จากตัวอยางลูกแปง 7 แหลงท่ีคัดเลือกได ไดนํามาผลิตสาโทเพื่อแยกยีสตและรา ในวันที่ 0, 3 

กอนและหลังการผาน้ํา, 5, 7 และ 9  ไดผลดังตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.4 ซ่ึงแสดงจํานวนไอโซเลตและ

ปริมาณของยีสตและราที่แยกไดจากตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกไดตามลําดับ 

ผลจากตารางที ่ 4.4 พบวาจากตัวอยางลกูแปงสวนใหญไดแก NN6  (จากกิ่ง อ .ภูเพียง จ. 

นาน), NN25 (จาก อ.เชียงกลาง จ. นาน),  NN27(จาก อ.ปว จ. นาน)  LA1(อ. เสริมงาม จ.ลําปาง), 

NP1 (อ. ธาตุพนม จ.นครพนม) สามารถแยกราไดเฉพาะวนัที่ 0 ของการหมกัโดยมจีํานวน 9 ×103, 8 

×103, 3 ×104, 2 ×104 และ 7×103 cfu/g ตามลําดับ สวนตวัอยางลูกแปง NK2 (อ.โพนพิสัย จ.

หนองคาย)และ SS1 (อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร)สามารถแยกราไดถึงวันที่ 3 ในทั้ง 2 ตัวอยางลูกแปง

โดยในตัวอยางลูกแปง NK2 (อ.โพนพิสัย จ.หนองคาย) สามารถทําการแยกราได 40 ×104   cfu/g ใน

วันที่ 0 และ 2 ×105 และ3 ×105 cfu/g ในการหมักวันที่ 3 กอนและหลังการผาน้ําตามลําดับ สวนใน

ตัวอยางลูกแปง SS1 (อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร) สามารถทําการแยกราได 5 ×104   cfu/g ในวนัที ่0 และ 

4 ×104 และ 4 ×104 cfu/g ในการหมักวันที่ 3 กอนและหลังการผาน้ําตามลําดับ 

ในทุกตวัอยางลูกแปงสามารถแยกยีสตไดจํานวน 3 ×105 - 6.1 ×106 cfu/g ไดในวนัที่ 0 ของ

การหมักและสามารถแยกยสีตไดในปริมาณที่มากขึน้ในทุกวนัที่ทําการคัดแยกเชื้อจนถึง 4.3 ×107-

1.75 ×109 cfu/ g ในวนัที่ 9 ของการหมัก 
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 ตารางที่ 4.4 จํานวนของยีสตและราจากลูกแปงสุราที่คัดเลือกได โดยทําการแยกเชื้อในวันที่ 0, 3 กอน

และหลังการผาน้ํา, 5, 7 และ 9  

รหัสของลูกแปงสุรา 
วันที่ทําการ

แยกเชื้อ 

ยีสต รา 

จํานวนไอโซ

เลต 

จํานวน 

(CFU/g) 

จํานวนไอ

โซเลต 

จํานวน 

(CFU/g) 

NN6              

(จากกิ่ง อ .ภูเพียง 

จ. นาน)  

 

0 30 (104) 0.3 ×106 9 (103) 9 ×103  

3/1 36 (105) 3.6 ×106  NT(103) NT(103) 

3/2 64 (5 ×104) 3.2 ×106 NT(101) NT(101) 

5 66 (106) 66 ×106  NT(101) NT(101) 

7 57 (106)  57 ×106  NT(101) NT(101) 

9 43 (106) 43 ×106  NT(101) NT(101) 

  NN25 

(จาก อ.เชียงกลาง 

จ. นาน) 

0 32 (105) 0.32 ×107  8 (103) 8 ×103  

3/1 37 (5 ×105)  1.85× 107  NT(103) NT(103) 

3/2 24 (106) 2.4 ×107  NT(101) NT(101) 

5 29 (107) 29 ×107  NT(101) NT(101) 

7 34 (5 ×107) 170 ×107  NT(101) NT(101) 

9 31 (108) 310 ×107  NT(101) NT(101) 

NN27            

(จาก อ.ปว           

จ. นาน)  

 

0 30(5 ×105) 0.15 ×107  3 (104) 3 ×104  

3/1 36 (106) 3.6 ×107  NT(103) NT(103) 

3/2 37 (106) 3.7 ×107  NT(101) NT(101) 

5 30 (107) 30 ×107  NT(101) NT(101) 

7 27 (107) 26.5× 107  NT(101) NT(101) 

9 30 (107) 30 ×107  NT(101) NT(101) 

LA1 

(อ. เสริมงาม 

จ.ลําปาง) 

0 33 (105) 33 ×105 2 (104) 2 ×104 

3/1 32 (106) 32 ×106 NT(103) NT(103) 

3/2 21 (106) 21 ×106 NT(101) NT(101) 

5 42 (107) 42 ×107 NT(101) NT(101) 

7 50 (5 ×106) 25 ×107 NT(101) NT(101) 

9 35 (5 ×107) 175 ×107 NT(101) NT(101) 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) 

รหัสของลูกแปงสุรา 
วันที่ทําการ

แยกเชื้อ 

ยีสต รา 

จํานวนไอโซ

เลต 

จํานวน 

(CFU/g) 

จํานวนไอ

โซเลต 

จํานวน 

(CFU/g

) 

NP1               

(อ. ธาตุพนม 

จ.นครพนม) 

0 30 (104) 30 ×104 7(103) 7 ×103 

3/1 52 (106) 52 ×106 NT(103) NT(103) 

3/2 44 (106)  44 ×106  NT(101) NT(101) 

5 29 (107) 29 ×107  NT(101) NT(101) 

7 52 (107) 52 ×107 NT(101) NT(101) 

9 31 (107) 31 ×107 NT(101) NT(101) 

NK2               

(อ.โพนพิสัย         

จ.หนองคาย) 

 

0 31 (105) 31 ×105 8 (5 ×104) 40 ×104 

3/1 37 (106) 37 ×106 2(105) 2 ×105 

3/2 30 (106) 30 ×106 3(105) 3 ×105 

5 52 (5 ×106) 260 ×106 NT(101) NT(101) 

7 51 (107) 51 ×107 NT(101) NT(101) 

9 39 (5 ×107) 519 ×107 NT(101) NT(101) 

SS1               

(อ.มหาชัย          

จ.สมุทรสาคร) 

 

0 61 (105) 61 ×105 5 104 5 ×104 

3/1 40 (106) 40 ×106 4(104) 4 ×104 

3/2 32 (106) 32 ×106 2(104) 2 ×104 

5 33 (5 ×106) 16.5 ×107 NT(101) NT(101) 

7 34 (108) 34 ×108 NT(101) NT(101) 

9 34 (5 ×107) 17 ×108 NT(101) NT(101) 

รวมจํานวนไอโซเลต  1598  52  
3/1= แยกเชื้อกอนผานํ้า, 3/2= แยกเชื้อหลังผานํ้า 

NT= non detectable, D=วันที่ทําการแยกเชื้อ, ตัวเลขในวงเล็บหมายถึง dilution factor 

 Cfu/g = colony forming unit ตอ 1 กรัม น้ําหนักเปยก 
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รูปที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงประชากรระหวางการหมักสาโทของตัวอยางลูกแปงสุราที่ไดทําการคัดเลือก

แลวทั้ง 7 แหลง ก) NN6 ข)  NN25 ค) NN27 ง) LA1 จ) NP1 ฉ) NK2 และ ช) SS1 

ช) 
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รูปที่ 4.5 การเปลี่ยนแปลงประชากรระหวางการหมักสาโทของตัวอยางลูกแปงสุราที่ไดทําการคัดเลือก

แลวทั้ง 7 แหลง ก) NN6 (   ) ข)  NN25 (   ) ค) NN27 (   )  ง) LA1 (   )  จ) NP1 (   ) ฉ) NK2 (   ) 

และ ช) SS1(    ) 

 

 จากรูปท่ี 4.4 และ 4.5 พบวาในทุกตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกแลวนั้นมีปริมาณยีสตเพิ่มขึ้น

ต้ังแตวันที่ 0 ของการหมักจนถึงวันที่ 5 ของการหมัก จากนั้นปริมาณยีสตจะคงที่หรือเพ่ิมขึ้นไดอีก

เล็กนอยตั้งแตวันที่ 5 จนถึงวันที่ 9 ของการหมัก  

สวนปริมาณราทีแ่ยกไดนั้น พบวาในทุกตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกไดยกเวน NK2 และ SS1 

สามารถตรวจพบและแยกราไดเฉพาะวนัที่ 0 ของการหมักโดยมีจํานวน 9 ×103 , 8 ×103 , 3 ×104 , 2 

×104 และ 7×103 cfu/g ตามลําดับ สวนในตัวอยางลูกแปง NK2 (อ.โพนพิสัย  จ.หนองคาย) และ SS1 

(อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร)น้ัน สามารถแยกราไดถึงวันที ่ 3 หลังจากวนัที่ 3 ของการหมักกไ็มสามารถ

แยกราไดอีก จากนั้นนํายีสตและราที่แยกไดมาจาํแนกชนิดตอไปดังขอ4.4 
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4.4 การจําแนกชนิดยีสตและราที่อยูในลูกแปงสุราโดยใชสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี  และเทคนิค
อณูชีววิทยา 

4.4.1 การจําแนกชนิดของราโดยใชสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา 

เม่ือนําราทีแ่ยกไดจากตัวอยางลูกแปงจากขอ 4.3 ทั้งหมด 52 ไอโซเลต มาจําแนกโดยใช

ลักษณะทางสณัฐานวิทยาทาํการศึกษาสณัฐานวิทยาทัง้ภายใตกลองและดูดวยตาเปลาบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชนิด คือ อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA และอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA และไดทาํการศึกษา 

ขนาดและลักษณะของสปอร ขนาดกานสปอร การมีไรซอยด การมีคลามัยโดสปอร การมีโปรเจคชั่น 

ขนาดของสปอรแรงเจียม และ การเจริญไดที่ 40 องศาเซลเซียส ไดผลการจําแนกดังตารางที่ 4.5 

พบวาสามารถจําแนกไดเปน  Mucor hiemalis จํานวน 10 ไอโซเลต Mucor racemosus   29 ไอโซเลต 

 Mucor indicus 6   ไอโซเลต Rhizopus oligosporus 3 ไอโซเลต และ Rhizopus oryzae 1 ไอโซเลต 

ดังรูปที่ 4.6 และ 4.7  
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ตารางที่ 4.5 ผลการจําแนกราในลูกแปงสุราโดยใชสัณฐานวิทยา(อางอิงตาม Samson และคณะ, 

2002 และ de Hoog และคณะ, 2000) 
รหัสของ

รา 

การมี

ไร

ซอยด 

การมี

คลามัย

โด

สปอร 

ลักษณะ

กานสปอร 

ขนาดของ

กานสปอร

(ไมโครเมตร) 

การเจรญิ

ท่ีอุณหภูม ิ

40oC 

ลักษณะสปอแรงจิโอสปอร ชื่อสปชีส 

ลักษณะ สี ขนาด 

(ไมโครเมตร) 
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NN6/0/5 

NN6/0/6 
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4.8 5.4 

3.9 5.1 

9 15 

4.2 5.2 

8 13 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor indicus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor indicus 

Mucor indicus 

Mucor indicus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Rhizopus microsporus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Rhizopus microsporus 

Mucor racemosus 

Rhizopus microsporus 
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ตารางที่ 4.5(ตอ) 
รหัสของรา การมี

ไร

ซอยด 

การมี

คลามัย

โด

สปอร 

ลักษณะ

กานสปอร 

ขนาดของ

กานสปอร

(ไมโครเมตร) 

การ

เจริญที่

อุณหภูม ิ

40oC 

ลักษณะสปอแรงจิโอสปอร ชื่อสปชีส 

ลักษณะ สี ขนาด 

(ไมโครเมตร) 

NK2/0/1 

NK2/0/2 

NK2/0/3 

NK2/0/4 

NK2/0/5 

NK2/0/6 

NK2/0/7 

NK2/0/8 

NK2/3.1/1 

NK2/3.1/2 

NK2/3.2/1 

NK2/3.2/2 

SS1/0/1 

SS1/0/2 

SS1/0/3 

SS1/0/4 

SS1/0/5 

SS1/3.1/1 

SS1/3.1/2 

SS1/3.1/3 

SS1/3.1/4 

SS1/3.2/1 

SS1/3.2/1 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

+++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

unbranch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

branch 

Branch 

branch 

branch 

branch 

72 

75 

74 

73 

75 

79 

75 

123 

71 

87 

82 

79 

78 

51 

75 

63 

75 

68 

76 

91 

82 

76 

74 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Subglobose 

ellipsoidal 

Subglobose 

ellipsoidal 

ellipsoidal 

ellipsoidal 

ellipsoidal 

globose 

ellipsoidal 

ellipsoidal 

ellipsoidal 

ellipsoidal  

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Subglobose 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

Hyaline 

5.2× 6 

6.5× 6.8 

4.9× 4.8 

5.9× 3.4 

6.3× 3.9 

6.4×4.5 

6.8×5.1 

6.3×4.0 

6.5×4.1 

5.4×3.9 

4.2× 4.8 

3.4×5.9 

4.9× 5.2 

5.9× 6.2 

6.8× 7.0 

4.8× 5.4 

4.2× 5.5 

4.2× 6.8 

5.8× 6.5 

6.2× 6.8 

4.9× 5.2 

5.9× 6.2 

5.7×6.1 

Mucor racemosus 

Mucor hiemalis 

Mucor racemosus 

Mucor hiemalis 

Mucor racemosus 

Mucor indicus 

Mucor indicus 

Rhizopus oryzae 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor hiemalis 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

Mucor racemosus 

* ราทุกไอโซเลตไมมีโปรเจคชั่น 
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ก       ข 

 

 

 

 

 

 

 

ค       ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

  จ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6 ราทีแ่ยกไดจากตัวอยางลูกแปงทีค่ัดเลือกแลว บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA บมที่ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ก M. hiemalis NN6/0/9    ข  R. microsporus NP1/0/7  

ค M. indicus NK2/0/6  ง R oryzae NK2/0/8         จ  M. racemosus NP1/0/3 
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ก      ข 

 

 

 

 

 

 

 

ค      ง 

 

 

 

 

 

 

 

   จ 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 ราทีแ่ยกไดจากตัวอยางลูกแปงทีค่ัดเลือกแลว ภายใตกลองจุลทรรศน 200 เทา 

ก M. hiemalis NN6/0/9    ข  R. microsporus NP1/0/7 ค M. indicus NK2/0/6  

 ง R oryzae NK2/0/8         จ  M. racemosus NP1/0/3 
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หลังจากการจาํแนกโดยใชสัณฐานวิทยาแลว ไดนาํตวัแทนของกลุมราที่จําแนกไดมาทาํการ

ตรวจยืนยนัผลการจําแนกใชเทคนิคอณูชีววทิยาโดย NN6/0/9 NN6/0/1 NN27/0/3 NP1/0/1 และ 

NK2/0/8เปนตัวแทนของ Mucor hiemalis, Mucor racemosus,     Mucor circinellodes, Rhizopus 

oligosporus และ Rhizopus oryzae ตามลําดับ ทําการสกัดจีโนมกิดีเอนเอ เพิ่มจํานวนของบริเวณ 

ITS ของไรโบโซมอลดีเอนเอ และนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดี

เอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ โดยใชวิธีตามขอ 3.2.4.2 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.6 

และทําการสรางตนไมวิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ดังแสดงในรูปที่ 4.8 

 

ตารางที่ 4.6 ผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของราที่คัดแยกได 

รหัส สปชีส 

NN6/0/1 

NN6/0/9 

NN27/0/3 

NP1/0/1 

NK2/0/8 

Mucor racemosus  

Mucor hiemalis 

Mucor indicus  

Rhizopus microsporus 

Rhizopus oryzae 
* ชนิดของราทีจ่ําแนกไดมีความคลายของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS เปน 100% ในทุกกรณ ี

 

จากตารางที ่ 4.6 พบวาเม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS (Internal 

transcribed spacer) ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ  ของ NN6/0/1 NN27/0/3 NP1/0/1 และ NK2/0/8 กับ

ฐานขอมูล GenBank พบวามีรอยละของลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายกับ  Mucor racemosus Mucor 

indicus Rhizopus microsporus และRhizopus oryzae ในฐานขอมูลเปน 100%  

ดังนั้นการจาํแนกราโดยใชวธิีทางสัณฐานวิทยาและการเปรียบเทียบความคลายของลําดับนิว 

คลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของรากับฐานขอมูล GenBank ไดผลที่ตรงกัน 
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รูปที่ 4.8 ตนไมวิวฒันาการ(phylogenetic tree) ของตัวแทนของราทีแ่ยกได 

 

PHYLIP_1

0.1

Aspergillu

Absidia

N27/0/3

Mindicus

NN6/0/1

Mracemosus

Pilaira

P.

NN6/0/9

Mhiemalis

NK2/0/8

Rhizopus

NP1/0/1

Rmicrospor

997 

878 

525 

582 

948 

987 

999 

Rhizpous microsporus  (DQ641307) 
1000 

Rhizopus oryzae (DQ641279) 
1000 

Mucor hiemalis (DQ503473) 
1000 

Mucor indicus  (DQ118994) 
1000 

Pilaira anomala  (EF555495) 

Pilaira cesatii (EF555491) 

Mucor racemosus (AY243940) 

Absidia coerulea (AM113518) 

Aspergillus niger (EU021051) 
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 4.4.2 การจําแนกชนิดของยีสตโดยใชเทคนิคอณูชีววิทยาและชีวเคมี 

 4.4.2.1 การจําแนกชนิดของยีสตโดยใชเทคนิคอณูชีววิทยา 

เนื่องจากยีสตที่สามารถแยกไดจากขอ 4.3 มีจํานวนมากถึง 1,598 ไอโซเลต  จึงจําเปนตองทํา

การจัดกลุมยีสตกอนที่นําไปจําแนกตอ ไดเลือกใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction - Restriction 

Fragment Length Polymorphism (PCR- RFLP) มาชวยจัดกลุมดวยรูปแบบของชิ้นสวนของไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชเอนไซม 3 ชนิดคือ HinFI, HhaI และ 

HaeIII  โดยเริ่มตนจากทําการสกัดจีโนมิกดีเอนเอของยีสตที่แยกไดจากตัวอยางลูกแปงสุรา ตาม

วิธีการทดลองขอ 3.2.4. 1 ซ่ึงไดผลดังรูปที่ 4.9 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 4.9 ตัวอยางของอะกาโรสเจลของจีโนมิกดีเอนเอของยีสตที่แยกได 

 

 หลังจากนั้นใชจีโนมิกดีเอนเอเปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร ITS1 และ ITS4 เพื่อเพิ่ม

จํานวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอนเอโดยใชเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  ได

ตัวอยางผลิตภัณฑ ปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนดังรูปที่ 4.10 
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            รูปที่ 4.10  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดี

เอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของตัวแทนของยีสตที่แยกได 

 

 จากผลการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอบริเวณไรโบโซมอลของยีสตไอโซเลตตางๆ พบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมี 1   ผลิตภัณฑ จากการใชจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดจากยีสต

แตละไอโซเลต พบวามีขนาดอยูระหวาง 500- 880 เบส 

 เพ่ือศึกษารูปแบบของชิ้นสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากยีสตแตละไอโซเลต เม่ือถูกตัดดวย

เอนไซมที่จําเพาะ (restriction enzyme) เพ่ือใชรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาว เพ่ือการแบงกลุม

ยีสต จึงไดนําเอาผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตัดดัวยเอนไซมที่จําเพาะ 3 ชนิด คือ HinFI, 

HhaI และ HaeIII ไดผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.11 
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ก  HinFI 

 

 

 

 

 

 

ข  HaeIII 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค  HhaI 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 ตัวอยางของอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอของยีสตท่ีแยกได ที่ถูกตัดดวย เอนไซมท่ีจําเพาะ      

ก) เอนไซมที่จําเพาะ HinFI      ข) เอนไซมที่จําเพาะ HaeIII  และ  ค)  เอนไซมที่จําเพาะ HhaI 
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จากรูปที่ 4.11 จะเห็นไดวา ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ

ไรโบโซมอล ดเีอ็นเอของยีสตรหัส NN106Y03 ถึง NN110Y01 ที่ถูกตัดดวย เอนไซมที่จาํเพาะ HinFI, 

HhaI และ HaeIII ไดรูปแบบของชิ้นสวนดีเอนเอที่สามารถจดักลุมของยีสตที่แยกจากลกูแปงได

ท้ังหมด 7 กลุม ดังแสดงในตารางที ่4.7 เพื่อการจําแนกชนิดของยีสตตอไปจึงไดเลือกตัวแทนกลุมแบบ

สุมไปยนืยนัการจําแนกชนิดโดยวิธทีางชีวเคมีควบคูกับนาํชิ้นสวนดีเอนเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล 

ดีเอ็นเอของยีสตตัวแทนไปวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด เพ่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดทีไ่ด ไปเปรียบเทียบ

รอยละความคลาย (% Similarity) กับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกนัของยสีตที่มีในฐานขอมูล

GenBank 
 

ตารางที่ 4.7 การแบงกลุมยีสตท่ีแยกไดตามรูปแบบชิ้นสวนดีเอนเอบริเวณ ITS1-5.8srDNA-ITS2  โดย

วิธี PCR-RFLP  

กลุม จํานวน 

ไอโซเลต 

ขนาดของผลติภัณฑ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส(เบส) 

ขนาดของ ชิ่นสวนดีเอนเอ ( เบส) 

HinFI HaeIII HhaI 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1164 

184 

83 

9 

8 

2 

148 

880 

510 

650 

650 

500 

780 

600 

360,350,180 

220,140 

320,270 

350,200 

280,220 

395 

285 

320,230,180,130 

380 

630 

650 

390 

780 

230 

385,365 

300,200,170 

630 

320,310,105 

190 

290,350 

400,155 

 

สําหรับการจําแนกชนิดของยีสตโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซ

มอล ดีเอ็นเอ เร่ิมจากการสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากยีสตตัวแทนแตละกลุม เพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ

สําหรับเพ่ิมขยายชิ้นสวนดีเอนเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

โดยใชคูไพรเมอร ITS1 และ ITS4  จากนั้นนําผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซที่ไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทด และนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลจาก GenBank   

ผลการจําแนกชนิดของยีสตไดแสดงในตารางที่ 4.8  
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ตารางที่ 4.8  การจําแนกชนิดของยีสตโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซ

มอล ดีเอ็นเอ เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันในฐานขอมูลใน GenBank 
กลุมยีสต  ชนิดของยีสต %similarity* 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomycopsis fibuligera 

Pichia anomala 

Pichia anomala 

Issatchenkia orientalis 

Tolulaspora delbrueckii 

Candida glabrata 

99 

99 

100 

92 

99 

100 

99 

 * %similarity= รอยละความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ เมื่อเทียบกับลําดับนิวคลี

โอไทดบริเวณดียวกันในฐานขอมูล 

 

จากผลการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ ITS (Internal transcribed spacer) ของไรโบโซมอล

ดีเอ็นเอของ กลุม 1(N6/9/1), กลุม 2(N6/0/1), กลุม 3(N27/0/30), กลุม 5(N25/7/3), กลุม 6 

(NK2/3.1/24) และ กลุม 7(NK2/0/12) กับฐานขอมูล Genbank พบวามีลําดับนวิคลีโอไทดเหมอืนกับ 

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis fibuligera, Pichia anomala, Issatchenkia 

orientalis, Tolulaspora delbrueckii และ Candida glabrata ตามลําดับ และทําการสรางตนไม

วิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ดังแสดงในรูปที่ 4.12 

สวน กลุม 4(N6/3.2/12) มีความสามารถในการใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน การหมกั

และการสรางสปอรคลายกบั Pichia anomala การจําแนกโดยใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดใน

บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอพบวามีความคลายกับลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณ ITS ของไรโบ

โซมอลดีเอ็นเอของ Pichia anomala เพียงรอยละ 92 เทานั้น เพื่อยืนยันวาเปนยีสต Pichia anomala 

หรือไมจึงไดทาํการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ D1-D2 ของ26 srDNA ตอไป 

โดยนาํจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสต N6/3.2/12 เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชคูไพรเมอร NL1  และ 

NL4 เพื่อนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ D1-D2 ของ 26srDNA ผลการเปรียบเทียบลําดับ 

นิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันกับที่มีในฐานขอมูล GenBank 

พบวาตัวแทนของยีสตในกลุมที่ 4 มีรอยละความคลายของลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ D1-D2 

ความคลายกบั Pichia anomala ถึงรอยละ 99 แสดงวายีสตในกลุมท่ี 4 เปน Pichia anomala แตมี

พอลิมอฟซึมของยีสตในสปซีสเดียวกัน ซ่ึงการมีพอลิมอฟซึมอาจเกิดจากสภาพสิ่งแวดลอมได 
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PHYLIP_1

0.1

Candida

Kluyveromy

N6/9/1

Saccharomy

NK2/3.1/24

Torulaspor

NK2/0/12

C.

N25/7/3

Issatchenk

Debaryomyc

N25/0/1

Sc.

C1

Williopsis

N6/3/2

N27/0/30

Pichia

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 4.12 แสดงตนไมวิวฒันาการ(phylogenetic tree)ของตัวแทนยีสตทีไ่ดจากการจัดกลุมโดยใช

เทคนิคPCR-RFLP 

Torulaspora delbrueckii (D89605) 

Candida glabrata (AM492798) 

Pichia anomala strain WM 825 (DQ249195) 

Debaryomyces hansenii strain NA-1 (EF190234) 

Williopsis beijerinckii strain CBS 2876 (AY563510) 

Saccharomyces cerevisiae (AB280542) 

Saccharomycopsis fibuligera (DQ371954) 

Issatchenkia orientalis (EF203941) 

Candida tropicalis (EF392687) 

Kluyveromyces lactis (DQ646686) 

1000

1000 

498 

595 

965

537 

1000 

1000

1000

460 

399

968 

965 
1000

1000

Candida albicans (AB049122) 
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จากตารางที ่ 4.7 และ 4.8 พบวายีสตทีแ่ยกไดสวนใหญ(1164 ไอโซเลต) เปน 

Saccharomyces cerevisiae  เนื่องจาก Saccharomyces cerevisiae มีบทบาทในการหมักใหไดเอ

ทานอล จึงเปนยีสตทีมี่บทบาทสาํคัญในการหมกัสาโท ยีสตที่มีจํานวนรองลงมาคือ 

Saccharomycopsis fibuligera และCandida glabrata (184 และ148 ไอโซเลต ตามลําดับ) ซ่ึงมี

ความสาํคัญในการหมักสาโทเชนกันโดย Saccharomycopsis fibuligera มีบทบาทในการยอยแปงจึง

สามารถพบ Saccharomycopsis fibuligera ไดในการหมกัทีม่ีขาวเปนวัตถุดิบ สวน Candida 

glabrata ความสําคัญในการสรางสารใหกลิ่นรสของสาโท สวนยีสตทีส่ามารถพบไดนอยไดแก Pichia 

anomala 2 กลุม, Issatchenkia orientalis และ Tolulaspora delbrueckii ( 83, 9, 8 และ 2 ไอโซเลต 

ตามลําดับ) ทั้ง 3 ชนิด Pichia anomala มีบทบาทในแงการสรางสารใหกลิ่นรสของสาโท (Aidoo และ

คณะ, 2006)   

4.4.2.1 การจําแนกยีสตโดยวิธีทางชีวเคมี   

จากการจําแนกชนิดของยีสตโดยใชลักษณะทางชีวเคมีไดผลดังตารางที่ 10 ทําการเลี้ยง

ตัวแทนของยีสต N6/0/1, N6/9/1, 27/0/30, N6/3.2/12, 25/7/3, NK2/3.1/24 และ NK2/0/12 เปน

ตัวแทนของกลุมที่ 1- 7 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.7) ในแหลงคารบอน ไนโตรเจน ตางๆตลอดจน ชักนํา

ใหสรางสปอรและศึกษารูปแบบของแอสโคสปอร ไดผลการจําแนกดังแสดงในตารางที่ 4.9 

การจําแนกชนิดของยีสต โดยใช ลักษณะทางชีวเคมี  เปนการศึกษารูปแบบการใช

(assimilation) แหลงอาหาร ไดแก แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน รูปรางของแอสโคสปอร เปนตน

แหลงคารบอนที่ใชศึกษาตางๆ 10 ชนิด ไดแก  กลูโคส กาแลกโตส ซอรโบส กลูโคซามีน ไรโบส ซูโครส 

กลีเซอรอล มอลโทส เมทานอล และแรมโนส แหลงไนโตรเจนที่ใชศึกษา ไดแก กลูโคซามีน ใน

การศึกษารูปแบบของการหมัก(Fermentation) ไดใชแหลงคารบอนตางๆ กัน 4 ชนิด ไดแก กลูโคส กา

แลกโตส มอลโทส และซูโครส ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่4.9, รูปที่ 4.13 และ 4.14



ตารางที่ 4.9 ผลการจําแนกชนิดของยีสตโดยใชลักษณะทางชีวเคมี(อางอิงตาม Barnett และคณะ, 1999) 
รหัส การใชแหลงคารบอน** การหมัก*** การใชกลูโค

ซามีนเปน

แหลง

ไนโตรเจน 

การสราง 

แอสโคสปอร กลูโคส กา

แลค

โทส 

ซอร

โบส 

กลูโค

ซามนี 

ไรโบส ซูโครส กลีเซอ 

รอล 

มอลโทส เม

ทานอล 

แรม

โนส 

กลูโคส กา

แลค

โทส 

มอลโทส ซูโครส 

กลุม 1 (N6/9/1) 

Saccharomyces cerevisiae* 

+ 

+ 

+ 

v 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

v 

- 

- 

+ 

v 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

v 

- 

v 

- 

v 

- 

- 

Round 

Round 

กลุม 2 (N6/0/1) 

Saccharomycopsis fibuligera* 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

v 

+ 

v 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

v 

- 

- 

- 

v 

- 

- 

- 

- 

Hat  shape 

Hat  shape 

กลุม 3 (N27/0/30) 

Pichia anomala* 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

V 

+ 

V 

- 

- 

Hat  shape 

Hat  shape 

กลุม 4 (N6/3.2/12) 

Pichia anomala* 

+ 

+ 

- 

v 

- 

- 

- 

- 

- 

v 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

v 

+ 

v 

- 

- 

Hat  shape 

Hat  shape 

กลุม 5 (N25/7/3) 

Issatchenkia orientalis* 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

v 

- 

v 

- 

- 

+ 

v 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Round 

Round 

กลุม 6 (NK2/3.1/24) 

Tolulaspora delbrueckii* 

+ 

+ 

+ 

v 

- 

v 

- 

- 

- 

- 

+ 

v 

- 

- 

+ 

v 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

v 

- 

v 

- 

v 

- 

- 

Round 

Round 

กลุม 7 (NK2/0/12) 

Candida glabrata* 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

v 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

-**** 

-**** 

* แสดงเฉพาะลักษณะทางชวีเคมีที่สามารถแยกความแตกตางของสปชีสได 

** ในการใชแหลงคารบอน:  + สามารถเจริญได, - ไมสามารเจริญได และ v สามารถเจริญหรือไมสามารเจรญิได 

*** การหมกั: + สามารถหมักใหแกส, - ไมสามารหมักใหแกสได และ v สามารถหมักใหแกสหรอืไมสามารหมักใหแกสได 

 **** -- หมายถึง ไมสรางแอสโคสปอร
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รูปที่ 4.13 แสดงตัวอยางการศึกษาความสามารถในการใชแหลงคารบอน ของ N6/0/1  

1= กลูโคส  

2= ไรโบส  

3= ซอรโบส  

4= กลูโคซามนี  

5= กาแลกโตส 

6= ซูโครส  

7= กลีเซอรอล  

8= มอลโทส  

9= เมทานอล  

10= แรมโนส  

11=การใชกลโูคซามนีเปนแหลงไนโตรเจน  

 

 

ก           ข 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14 ลักษณะแอสโคสปอรรูปรางตางๆ ที่กําลังขยาย 1000 เทา  

ก รูปรางคลายหมวก(Hat shape)ของยีสต ไอโซเลต NN27/0/30 

ข รูปกลม(Round shape)ของยีสต ไอโซเลต NN6/9/1  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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จากตารางที่ 4.9 พบวา N6/9/1, N6/0/1, N27/0/30, N25/7/3, NK2/3.1/24 และ NK2/0/12 

มีความสามารถในการใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน การหมักและการสรางสปอรเหมือนกับ 

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis fibuligera, Pichia anomala, Issatchenkia 

orientalis, Tolulaspora delbrueckii และ Candida glabrata ตามลําดับ  

จากผลที่ไดในตารางที่ 4.8 และ 4.9 ทําใหสามารถจาํแนกชนิดของยีสตกลุมตางๆ ไดดังนี้ 

กลุม 1(N6/9/1), กลุม 2(N6/0/1), กลุม 3(N27/0/30), กลุม 5(N25/7/3), กลุม 6 (NK2/3.1/24) และ 

กลุม 7(NK2/0/12) ไดวาเปน Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis fibuligera, Pichia 

anomala, Issatchenkia orientalis, Tolulaspora delbrueckii และ Candida glabrata ตามลําดับ  

สวนยีสตกลุม 4 (N6/3.2/12) น้ันสามารถจําแนกไดวาเปน Pichia anomala ในสวนของการ

จําแนกโดยวธิชีีวเคมี วามีรูปแบบการใชแหลงอาหารและรูปรางแอสโคสปอรที่คลายกลุม 3 คือ Pichia 

anomala มาก ยกเวนความสามารถในการใชนํ้าตาลกาแลคโทสที่ตางกัน ซึ่งผลการจําแนกทางชวีเคมี

สอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ ที่คลายกับ 

Pichia anomala ในฐานขอมูลเพียงรอยละ 92 (92% similarity) แตเม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณ D1-D2 ของ 26srDNA ของ N6/3.2/12  ซ่ึงเปนยีสตตัวแทนกลุมที4่ พบวามีรอยละความ

คลายคลึงกับ Pichia anomala ถึง 99 ดังนั้นจึงสามารถจําแนกชนิดของยีสตกลุมที่ 4 วาเปน Pichia 

anomala ดวยเชนกันเพียงแตยีสตกลุมที ่ 4 เปนสวนนอยเมื่อเทียบกับ Pichia anomala ในกลุมท่ี 3 

(ตารางที่ 4.7) 

 
4.5 การเปล่ียนแปลงประชากรของราและยีสตชนดิตางๆ ในระหวางการหมักสาโท 

ผลจากการทราบจํานวนและชนิดของยีสตและราที่ได ทําใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลง

ประชากรของราและยีสตชนดิตางๆ ในระหวางการหมัก ดังแสดงผลดังตารางที่ 4.10 และรูปที่ 4.15 
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ตารางที่ 4.10 ชนิดและจํานวนของยีสต ที่แยกไดจากแหลงตัวอยางที่คัดเลือกได 
รหัสลูกแปงสุรา วันทีท่ําการ

แยกเชื้อ 

ชนิดของยีสต จํานวนไอโซเลต ความเขมขนของยีสต 

(cfu/g) 

NN6 

(จากก่ิงอ.ภูเพียง 

จ.นาน) 

0 Saccharomycopsis fibuligera 30 3 × 105 

3/1 Saccharomycopsis fibuligera 
Saccharomyces cerevisiae 

14 

22 

1.4 × 106 

2.2× 106 

3/2 Saccharomycopsis fibuligera 

Pichia anomala  (gr4)** 
Saccharomyces cerevisiae 

40 

5 

11 

2 ×  106 

2.5 × 105 

5.5 × 105 

5 Saccharomyces cerevisiae 66 6.6 × 107 

7 Saccharomyces cerevisiae 54 5.4 × 107 

9 Saccharomyces cerevisiae 37 3.4 × 107 

NN25 

(จาก อ.เชียงกลาง 

จ. นาน) 

0 Saccharomycopsis fibuligera 
Pichia anomala 

28 

4 

2.8 × 106 

4 × 105 

3/1 Pichia anomala 
Saccharomyces cerevisiae 

3 

34 

1.5 × 106 

1.7 × 107 

3/2 Pichia anomala 
Saccharomyces cerevisiae 

23 

1 

2.3 × 106 

1 × 105 

5 Issatchenkia orientalis 
Saccharomyces cerevisiae 

1 

28 

1 × 107 

2.8 × 108 

7 Issatchenkia orientalis 
Saccharomyces cerevisiae 

7 

26 

3.5 × 108 

1.3 ×  109 

9 Issatchenkia orientalis 
Saccharomyces cerevisiae 

1 

30 

1 ×  108 

3 ×  109 

NN27 

(จาก อ.ปว  

จ.นาน) 

 

0 Pichia anomala 30 1.5 ×  107 

3/1 Pichia anomala 
Saccharomyces cerevisiae 

1 

30 

1 × 106 

3.0 × 107 

3/2 Pichia anomala 
Saccharomyces cerevisiae 

2 

35 

2 × 106 

3.5 × 107 
5 Saccharomyces cerevisiae 30 3.0 × 108 

7 Saccharomyces cerevisiae 27 2.7 × 108 

9 Saccharomyces cerevisiae 30 3.0 × 108 

*ความเขมขนของยีสต=จํานวนไอโซเลต×dilution factor 

** Pichia anomala จากยีสตกลุมท่ี 4 
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ตารางที่ 4.10(ตอ) 

รหัสลูกแปงสุรา วันทีท่ําการ

แยกเชื้อ 

ชนิดของยีสต จํานวนไอโซเลต ความเขมขนของยีสต 

(cfu/g) 

LA1  

(อ. เสรมิงาม 

จ.ลําปาง( 

  
  
  
 

0 Saccharomycopsis fibuligera 

Pichia anomala 

Saccharomyces cerevisiae 

12 

10 

9 

12 × 105 

10 × 105 

9 × 105 

3/1 Saccharomyces cerevisiae 35 35 × 106 

3/2 Saccharomyces cerevisiae 21 21 × 106 

5 Saccharomyces cerevisiae 42 42 × 107 

7 Saccharomyces cerevisiae 50 50 × 107 

9 Saccharomyces cerevisiae 35 35 × 107 

NP1              

(อ .ธาตุพนมจ.

นครพนม) 

0 Saccharomycopsis fibuligera 

Pichia anomala 

Saccharomyces cerevisiae 

2 

13 

16 

2 × 104 

13 × 104 

16 × 104 

3/1 Saccharomyces cerevisiae 52 52 × 106 

3/2 Saccharomyces cerevisiae 44 44 × 106 

5 Saccharomyces cerevisiae 30 30 × 107 

7 Saccharomyces cerevisiae 52 52 × 107 

9 Saccharomyces cerevisiae 31 31 × 107 

NK2              

(อ.โพนพิสัย         

จ.หนองคาย) 

0 Saccharomycopsis fibuligera 

Candida glabrata 

2 

20 

2 × 104 

20 × 105 

3/1 Pichia anomala 

Tolulaspora delbrueckii 

Candida glabrata 

20 

2 

5 

20 × 106 

2 × 106 

5 × 106 

3/2 Candida glabrata 40 40 × 106 

5 Candida glabrata 

Saccharomyces cerevisiae 

40 

12 

40 × 107 

12 × 107 

7 Saccharomyces cerevisiae 51 51 × 107 

9 Saccharomyces cerevisiae 34 34 × 107 
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ตารางที่ 4.10(ตอ) 

รหัสลูกแปงสุรา วันทีท่ําการ

แยกเชื้อ 

ชนิดของยีสต จํานวนไอโซเลต ความเขมขนของยีสต 

(cfu/g) 

SS1              

(อ.มหาชัย          

จ.สมุทรสาคร) 

0 Sacchromycopsis fibuligera 61 61 × 105 

3/1 Sacchromycopsis fibuligera 

Candida glabrata 

7 

33 

7 × 106 

33 × 106 

3/2 Sacchromycopsis fibuligera 

Candida glabrata 

7 

25 

7 × 106 

25 × 106 

5 Saccharomyces cerevisiae           10 10 × 107 

7 Saccharomyces cerevisiae 35 35 × 108 

9 Saccharomyces cerevisiae 30 30 × 108 

 

 รูปท่ี 4.15 แสดงการเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราแตละสปชีสระหวางการหมักสาโท

ของตัวอยางลูกแปงสุราที่ไดทําการคัดเลือกแลว 3 แหลงตัวอยาง คือ NN6 NN25 และ NN27 รูปที่ 

4.16 แสดงการเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราแตละสปชีสระหวางการหมักสาโทของตัวอยาง

ลูกแปงสุราที่ไดทําการคัดเลือกแลว 3 แหลงตัวอยาง คือ LA1 NP1 และ NK2 สวนรูปที่ 4.17 แสดง

การเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราแตละสปชีสระหวางการหมักสาโทของตัวอยางลูกแปงสุรา 

SS1 
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ก) NN6 

 

 

 

 

 

 

 

 

ข) NN25 

 

 

 

 

 

 

 

ค) NN27 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 การเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราแตละสปชีสระหวางการหมักสาโทของตัวอยาง

ลูกแปงสุราท่ีไดทําการคัดเลือกแลว  ก) NN6 ข) NN25 และ ค) NN27 
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ก) LA1 

 

 

 

 

 

 

 

 

ข) NP1  

 

 

 

 

 

 

 

 

ค) NK2   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16 การเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราแตละสปชีสระหวางการหมักสาโทของตัวอยาง

ลูกแปงสุราท่ีไดทําการคัดเลือกแลว  ก) LA1 ข) NP1 และค) NK2   
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     SS1  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 การเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราแตละสปชีสระหวางการหมักสาโทของตัวอยาง

ลูกแปงสุรา SS1 

 

จากรูปที่ 4.15-4.17 สามารถพบราไดในเฉพาะวันที่ 0 ของการหมักจากทั้ง 5  ตัวอยางลูกแปง

โดยในตัวอยางลูกแปง NN6 พบ Mucor racemosus และ Mucor hiamalis จํานวน 3 ×103 และ 6 

×103 cfu/g ตามลําดับ สวนตัวอยางลูกแปงNN25 พบ Mucor racemosus และ Mucor indicus 

จํานวน 7 ×103 และ 1 ×103 cfu/g ตามลําดับ ในตัวอยางลูกแปงNN27 พบ Mucor indicus เพียง

ชนิดเดียวจํานวน 3 ×103 cfu/g ลูกแปง LA1 พบ Mucor racemosus จํานวน 2 ×104 cfu/g 

สวนในตัวอยางลูกแปง NP1 พบ Mucor racemosus และ Rhizopus oligosporus จํานวน 4 ×103 

และ 3 ×103 cfu/g ตามลําดับ  

ในตัวอยางลูกแปงอีก 2 ตัวอยางสามารถคือลูกแปง NK2 และ SS1 สามารถตรวจพบราได

ในชวงตนของการหมัก(วันที่ 0 และ 3) ชนิดของราที่พบในตัวอยางลูกแปง NK2 ไดแก Mucor 

racemosus, Rhizopus oryzae, Mucor hiemalis และ Mucor indicus จํานวน 1.5 ×105,5 ×104 1 

×105และ 1 ×105 cfu/g ตามลําดับในวันที่ 0 ของการหมักและพบ Mucor hiemalis จํานวน 2 ×105 

cfu/g ในวันที่ 3 ของการหมัก ในตัวอยางลูกแปงSS1 พบ Mucor racemosus จํานวน 5 ×104 cfu/g 

ในวันที่ 0 ของการหมักและพบ Mucor racemosus จํานวน 4 ×104 cfu/g ในวันที่ 3 ของการหมัก 

หลังจากนั้นไมสามารถแยกราไดจากน้ําหมักสาโทไดอีก 

 ในการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปงทุกตัวอยาง ยกเวน NN27 เปนหัวเชื้อสามารถพบ 

Saccharomycopsis fibuligera ในชวงแรกของการหมัก โดยในวนัที่ 0 ของการหมักพบ 

Saccharomycopsis fibuligera  จํานวน 3 × 105, 2.8 × 106, 12 ×105, 2 ×104, 11 ×105 และ 61 
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×105 cfu/g (จากตัวอยางลูกแปง NN6, NN25, LA1, NP1, NK2 และ SS1ตามลําดบั)  และพบเฉพาะ

วันที่ 0 ของการหมักเทานั้น ยกเวนในตัวอยางลูกแปง SS1 สามารถพบ Saccharomycopsis 

fibuligera  ไดในวันที่ 3 ของการหมัก จํานวน 7×106 cfu/g แตการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลกูแปง 

NN27 ไมพบ Saccharomycopsis fibuligera เลย พบแต Pichia anomala ในวนัที่ 0 และ3 ของการ

หมักแทน  

นอกจากนีก้ารหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN6 ยังพบ Pichia anomala (กลุม 4) ในวันที่ 3 ของ

การหมัก สวนการหมกัสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN25 พบ Pichia anomala ในวันที่ 0 และ3 ของ

การหมัก และพบ Issatchenkia orientalis 1×107 3.5 × 108 และ1 ×108 cfu/g ในวนัที่ 5, 7 และ9 

ของการหมักตามลําดับ แตการหมกัสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN27 ไมพบ Saccharomycopsis 

fibuligera เลย พบแต Pichia anomala ในวนัที่ 0 และ3 ของการหมกั 

ในตัวอยางลูกแปง LA1 และ NP1พบ Pichia anomala ในวันที่ 0 ของการหมัก จํานวน 1 

×106 และ 1.3×105cfu/g ตามลําดับ สวนในตัวอยางลกูแปง NK2 พบ Candida glabrata ในวนัที่ 0 

ของการหมัก จํานวน 2×106 cfu/g พบ Candida glabrata Tolulaspora delbrueckii และ Pichia 

anomala จํานวน 5 ×106   2 ×106 และ 2 ×107cfu/g ตามลําดับ ในวนัที่ 3 ของการหมักและพบ

Candida glabrata จํานวน 4 ×107   cfu/g ในวันที่ 5 ของการหมัก และในตัวอยางลูกแปง SS1 พบ 

Candida glabrata จํานวน 3.3 ×107 และ 1 ×108  cfu/g ในวันที่ 3 และ 5 ของการหมักตามลําดบั 

ในสวนของยีสต S. cerevisiae สามารถถูกตรวจพบได ตั้งแตวันที่ 3 ถึงวันที่ 9 (ชวงหลัง)ของ

การหมักเหมือนกัน 5 ตัวอยางลูกแปง คือ NN6, NN25, NN27, NK2 และ SS1 โดยพบ S. cerevisiae  

เพิ่มจํานวนมากขึ้นในระหวางการหมักจาก 5.5 × 105- 5.4 × 107, 1 × 105- 31 ×108 และ 3.0 × 107- 

3.0 × 108 cfu/g ตามลําดับ โดยยกเวน LA1 และ NP1 ซ่ึงสามารถตรวจพบ S. cerevisiae  ไดตั้งแต

วันที่ 0 ของการหมักซึ่งอาจเปนเพราะในลูกแปงทั้งสองมีปริมาณเริ่มตนของยีสต S. cerevisiae  ใน

ปริมาณมาก 

 จากที่เคยมีรายงานวา ยีสตจําพวก Non- Saccharomyces มักพบเฉพาะในชวงตนของการ

หมัก (กอนผาน้ํา) ในการศึกษานี้ (รูปท่ี 4.15 ข) พบ Issatchenkia orientalis ไดในชวงหลังของการ

หมักเทานั้น (ในวันที่ 5 ถึง 9 ) จากตัวอยางลูกแปงNN25  จึงนาสนใจที่จะไดมีการศึกษาสมบัติของ

ยีสต Issatchenkia orientalis ทั้งในแงของการทนตอเอทานอลที่สูง และบทบาทที่มีตอกระบวนการ

หมักสาโทตอไป 

โดยที่ในเกือบทุกตัวอยางจะสามารถพบ Saccharomycopsis fibuligera และ Pichia 

anomala อาจมีบทบาทในการยอยแปงใหกลายเปนน้าํตาลรวมกับราอีกดวย ทําใหสามารถพบยีสต
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ท้ังสองชนิดไดในชวงแรกของการหมักและในตัวอยางN25 พบวา Issatchenkia orientalis และ S. 

cerevisiae  จะมีบทบาทในการหมกัใหไดเอทานอล 
 

4.6 การคัดเลือกราบริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการยอยแปงไดดี 
        ทําการคัดเลือกราที่แยกจากตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกได โดยเปรียบเทียบการเปลี่ยนของแข็ง

ใหกลายเปนของเหลว(liquefaction)  เสนผานศูนยกลางบริเวณใส(clear zone) บนจานเพาะเชื้อ 

ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.11 

 

ตารางที ่ 4.11 การเปรียบเทียบความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหกลายเปนของเหลว

(liquefaction)  เสนผานศูนยกลางบริเวณใส(clear zone) ของราที่แยกจากตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือก

แลว 

กลุม 
จํานวน

ของรา 

ความสามารถใน

การเปลี่ยน

ของแข็งให

กลายเปน

ของเหลว 

เสนผาน

ศูนยกลาง

บริเวณใส 

(clear zone) 

(เซนติเมตร) 

แอกทิวิตขีองเอนไซม 

unit(umol/min/ml) 

แอลฟาอะมยัเลส กลูโคอะมัยเลส 

1 3 ++++ - +++++ 9.0 0.134 - 0.210 0.032 - 0.034 

2 21 +++ 5.0-9.0 0.136 - 0.327 0.028 - 0.045 

3 28 + - ++ 5.0 - 9.0 0.178 - 0.320 0.014 - 0.040 
+ → +++++ หมายถึง ปริมาณของของเหลว(น้ําตอย)ที่ได จากนอยไปมาก 

 

จากตารางที่ 4.11 พบวาแอกทีวิตีของอัลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะมัยเลส  และเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสบน starch agar ไมมีความสอดคลองกับความสามารถในการเปลี่ยนของแข็ง 

(ขาวเหนียว)ใหกลายเปนของเหลว(น้ําตอย) ซ่ึงความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหกลายเปน

ของเหลวนั้น เปนภาพรวมของประสิทธิภาพของเอนไซมหลายๆชนิดจากจุลินทรียโดยเฉพาะอยางยิ่ง

คือ รา ในลูกแปงสุรา ที่สามารถยอยขาวเหนียวได  ซ่ึงมีเอนไซมมากกวาอัลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะ

มัยเลสที่สามารถยอยขาวเหนียวได   นอกจากนี้ starch agar ที่ใชทดสอบ แมจะไดผลที่สอดคลองกวา

คา แอกทีวิตีของอัลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะมัยเลส  แตstarch agar ไมเหมือนวัตถุดิบโดยตรง

สําหรับการผลิตสาโท  ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกใชเกณฑความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหกลายเปน
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ของเหลว ซ่ึงเปรียบเทียบความสามารถโดยตรงของจุลินทรียที่มีอยูในลูกแปงแตละแหลงตัวอยาง ใน

การยอยขาวเหนียวซึ่งเปนวัตถุดิบโดยตรงสําหรับการผลิตสาโท มาคัดเลือกราที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยแปงไดดี ซ่ึงสามารถแบงกลุมตามความสามารถของการยอยแปงจากมากไปนอยได 3 กลุม 

(ตารางที่ 4.11)  

 จากตารางที่ 4.11 เม่ือใชความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลว(Liquefaction)ได

ดีที่สุดเปนเกณฑในการคัดเลือกราที่มีความสามารถยอยแปงไดสูงสุด  ทําใหเลือกรารหัส NN6/0/9   ซ่ึง

เมื่อทําการจําแนกชนิด พบวาเปน Mucor heimalis     เปนราสายพันธุที่มีความสามารถในการเปลี่ยน

ของแข็งเปนของเหลว(Liquefaction)ไดดีที่สุด  เมื่อทดสอบหาความสามารถในการยอยแปงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็ง (Starch agar)   พบวามีเสนผานศูนยกลางบริเวณใส(clear zone) สูงที่สุดคือ   9.0 

เซนติเมตร  และมีแอกทีวิตีของอัลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะมัยเลสเทากับ  0.174 และ  0.032 ยูนิต 

ตามลําดับโดยที่  1  ยูนิต คือความสามารถในการเปลี่ยนสับสเตรตใหเปนน้ําตาลปริมาณ   1  ไมโครโมล

ในเวลา  1 นาที 

 
4.7 การคัดเลือกยีสตบริสุทธ์ิที่มีความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลไดดี   

การศึกษาความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลจากยีสตกลุม Saccharomyces sensu 

stricto ที่แยกไดจากวันที่ 9 ของการหมัก เพ่ือคัดเลือกยีสตท่ีมีความสามารถในการหมักใหไดเอทา

นอล และสามารถทนเอทานอลไดดี ทําไดโดย ลงเช้ือ M. hiemalis N6/0/9 ลงในขาวเหนียวนึ่ง 200 

กรัม บมที่ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 วัน เติมน้ําปลอดเชื้อ 400 มิลลิลิตร แบงน้ําหมักที่ได ลงใน

ขวดปลอดเชื้อขวดละ 5 มิลลิลิตร แลวจึงลงเชื้อยีสตที่แยกไดใหไดความเขมขนสุดทายเปน 5x106 

เซลลตอมิลลิลิตร  บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลวจึงนํานํ้าหมักดังกลาวมาวิเคราะหหา

ปริมาณเอทานอลโดยใช กาซโครมาโตกราฟ(GC) ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.12 

 

ตารางที่ 4.12 รอยละของเอทานอลในน้ําหมักจากยีสต S. cerevisiae ทีแ่ยกไดในวันที9่ 

กลุม จํานวนยีสต รอยละของเอทานอล 

1 3 7.11-14.50 

2 19 3.00-4.81 

3 196 0.20-2.83 
*แบงกลุมตามความสามารถในการสรางเอทานอลในน้ําหมัก 
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จากตารางที ่ 4.12 พบวายสีตท่ีสามารถแยกไดจากวนัที่ 9 ของการหมักจากทั้ง 3 แหลงลูก

แปงที่คัดเลือกแลวทั้งหมด 218 ไอโซเลต มีความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลตั้งแตรอยละ 

0.201-14.502 แบงไดเปน 3 กลุมตามความสามารถในการหมักใหไดเอทานอล พบวายีสตที่สามารถ

แยกไดสวนใหญสรางเอทานอลไดต่ํามาก คือเพียง 0.201-2.835 และ จากผลการหาปริมาณเอทานอล

ท่ียีสตหมักได  Saccharomyces cerevisiae NK2/9/33 ซ่ึงสามารถแยกไดจากตวัอยางลูกแปงNK2 

จากจังหวัดหนองคาย สามารถแยกไดในวันที่ 9 ของการหมัก สามารถหมักใหไดเอทานอลสูงสุด คือ

รอยละ 14.502 

 

 

 

 
 

 
 
 



บทที่ 5 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

5.1 การเก็บตัวอยางลูกแปง  
สามารถเก็บตัวอยางลูกแปงจากแหลงตางๆ ได เนื่องจากในบริเวณดงักลาวมีการสงเสริม

ใหทาํสาโทเปนผลิตภัณฑในโครงการหนึง่ตําบลหนึง่ผลิตภัณฑ(OTOP) ผูผลิตลูกแปงสุราเพือ่ทํา

สาโทจงึมีมากกวาอาํเภออื่นๆ โดยสํารวจพบวาสวนมากชาวบานจะทําสาโทกันเปนอุตสาหกรรม

ในครัวเรือน และจะทาํเมื่อวางจากการปลูกพืชไร เวลาทาํการผลิตลกูแปงจะทําครัง้ละไมมาก จะ

เก็บไวไมนาน เมื่อตองการจึงเริ่มผลิตใหม ดังนั้นพบวาการเก็บตัวอยางลูกแปงจึงหาไดยากมี

เฉพาะแหลงเทานั้น และแตละสูตรจะไมเหมือนกัน ไมมีความคงที่ของสูตร แลวแตฤดูกาลหรือการ

ผสมของสัดสวนสมนุไพรจะแตกตางกนัตามความเหมาะสม เชื้อลูกแปงก็มักอาศยัเชื้อลูกแปงเกา

หรือเชื้อที่ยงัคงมีอยูในบริเวณฟางที่อบลูกแปง เมื่อหมกัสาโทเสร็จแลวมักนิยมนําไปกลั่นเปนสุรา

ขาวไวสงขายตอไป  จากการเก็บตัวอยางลูกแปงสุราจาก 42 จังหวัด ไดทั้งหมด 114 แหลง

ตัวอยาง โดยลักษณะของลกูแปงที่เก็บไดมี 5 ลักษณะ 

5.1.1 มีลักษณะกลมแบน ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.8-3.0  เซนติเมตร มีสีขาวนวล หรือคล้ํา

เล็กนอย 

5.1.2  มีลักษณะกลมแบน ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.4-3.6  เซนติเมตร สีขาวนวล 

5.1.3  มีลักษณะกลมแบน ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.4-3.6  เซนตเิมตร สีเขียว 

5.1.4  มีลักษณะรีคลายเรือกวาง 6  เซนติเมตร ยาว 10  เซนติเมตร สีขาวคล้ําเลก็นอยและมี

สมุนไพร 

5.1.5  มีลักษณะเปนผง มีสีขาวนวล หรือสีเหลือง 

จากตัวอยางลูกแปงสุราที่เก็บรวบรวมไดทั้งหมด 114 แหลงตัวอยาง จาก 42 จังหวัด  เมื่อ

นํามาผลิตสาโทเพื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของราและยีสตในลูกแปงในการผลิตสาโท  ไดผลดัง

ตารางที่ 4  ประกอบกับผลการชิมสาโทที่ผลิตไดโดยผูเชี่ยวชาญ ทําใหคัดเลือกตัวอยางลูกแปงได 

7 ตัวอยาง ไดแก NN6 (จากกิ่ง อ. ภูเพียง)  NN25 (จาก อ.เชียงกลาง) NN27(จาก อ.ปว) LA1(

จาก อ.เสริมงาม จ.ลําปาง) SS1(จาก อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร) NK2(จาก ต.หินโงม อ.เมือง จ.

หนองคาย) และ NP1(จากอ.เรณูนคร จ.นครพนม) สําหรับนําไปแยกยีสต และรา ในการทดลอง

ตอไป 
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5.2  การคัดแยกยสีตและราจากตัวอยางลูกแปงทีคั่ดเลือกได 
จากลูกแปงสุรา 7 แหลงตัวอยาง สามารถแยกยีสตไดทั้งหมด 1,598  ไอโซเลต ซึ่งยีสตแตละ

ไอโซเลต มีจํานวน 1x105-108  cfu   ตอลูกแปง 1  กรัม  ไดราทัง้หมด 52 ไอโซเลต ราแตละไอโซเลต

มีจํานวนประมาณ  104   ตอลูกแปง 1  กรัม ซึ่งผูวิจัยไมสามารถแยกราไดในวนัที่เหลือของการหมกั

สาโท ยกเวนตัวอยางลูกแปง NK2  และ SS1 ที่สามารถแยกราไดในวนัที่ 3 ของการหมักดวย ทั้งนี้

เนื่องจากภายหลังการผาน้ําจะเปนการสรางสภาพที่ขาด O2 ซึ่งเหมาะกับกระบวนการเปลี่ยน

น้ําตาลเปนเอทานอลโดยยสีต สภาพดังกลาวที่ไมเหมาะตอการเจรญิของรา ลักษณะโคโลนีของรา

ที่พบมกัจะเปนสีขาว หรือขาวเทา ฟูเหมือนปุยฝาย สปอรสีดํา เมื่อสองดูภายใตกลองจุลทรรศนจะ

เห็นลกัษณะสายใย  กานชูสปอร อับสปอร สปอร ของราแตละชนิดที่แตกตางกัน สวนยีสตจะ

พบวามีลักษณะโคโลนีสีขาว  ขาวครีม หรือขาวนวล เมือ่สองดูภายใตกลองจุลทรรศนสวนใหญจะ

เห็นเปนลกัษณะเซลลรูปกลมรี  มีขนาดเล็ก  

 
5.3 การจําแนกราโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณชูีววิทยา 

จากราที่แยกไดจากตัวอยางลูกแปง เมื่อนาํมาจาํแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาทัง้

ภายใตกลองและดูดวยตาเปลา โดยศึกษา ขนาดและลักษณะของสปอรขนาดกานสปอร การมีไร

ซอยด การมีคลามัยโดสปอร ขนาดของคอลาเมลลา ขนาดของสปอรแรงเจียม และความสามารถ

ในการเจริญทีอุ่ณหภูมิตางๆ พบวาสามารถจําแนกไดเปน  Mucor hiemalis จํานวน12 ไอโซเลต 

Mucor racemosus   30 ไอโซเลต  Mucor indicus 6   ไอโซเลต Rhizopus oligosporus 3 ไอโซ

เลตและ Rhizopus oryzae 1 ไอโซเลต 

เมื่อยืนยันผลการจําแนกโดยใชเทคนิคทางอณูชีววทิยาพบวาไดผลตรงตามที่จําแนกโดย

ใชวิธีสัณฐานวิทยา ซึ่งในงานวิจยันีถ้ือเปนรายงานแรกที่ไดทาํการจาํแนกราที่แยกไดจากลูกแปง

สุราของไทยถงึระดับสปชีส ในงานวจิัยที่ใกลเคียงกนัไดแก รายงานของ Tsuyoshi และคณะ 

(2004) ที่สามารถจําแนกไดรา Mucor circinellodes, Rhizopus chinensis จาก Marcha ซึ่งเปน

ไวนขาวจากประเทศอินเดีย  Lee และ Fujio (1999) ไดรายงานวา สามารถแยกราจาก Banh men 

ซึ่งเปนหวัเชื้อสําหรับการผลิต ruou nep ซึ่งเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลพืน้บานของประเทศ

เวียดนาม และทําการจาํแนกโดยใชสัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี พบวาราที่แยกไดเปน 

Rhizopus oryzae, Mucor indicus, Mucor circinilloides และ Amylomyces rouxii   

  
5.4 การจําแนกยสีตโดยใชอณูชีววิทยาและลักษณะทางชวีเคม ี

จากเดิมที่จะใชวิธีทางชีวเคมี แตเนื่องจากในงานวิจัยนี้แยกยีสตไดถึง 1,598  ไอโซเลต ทํา

ใหตองใชเวลานานและคาใชจายในการดําเนินการดวยวิธีทางชีวเคมีสูง  ดังนั้นจึงไดเลือกใชวิธีทาง
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อณูชีววิทยา เขามาชวยในการจัดจําแนกแบงกลุมของยีสตกอน  เพื่อเลือกตัวแทนของแตละกลุม

ไปทดสอบทางชีวเคมีและศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณไรโบโซมอลดีเอ็นเอตอไป โดยไดเลือกใช

วิธี Polymerase chain reaction – Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ ทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากยีสตไอโซเลตตางๆ  และเพิ่มจํานวนบริเวณไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  และทําการตัดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรสโดยใชเอนไซมที่จําเพาะ HinFI, HhaI และ HaeIII ไดรูปแบบของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ทําให

สามารถจัดกลุมของยีสตที่แยกจากลูกแปงไดทั้งหมด 7 กลุม เลือกยีสตตัวแทนกลุมเพื่อไป

จําแนกชนิกโดย การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและทดสอบทางชีวเคมีจากยีสตตัวแทนกลุมโดย

คัดเลือกแบบสุม พบวาเปน Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis fibuligera,  

Pichia anomala 2 กลุม, Issatchenkia orientalis, Tolulaspora delbrueckii และ Candida 

glabrata ตามลําดับ ซึ่งเมื่อทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ ITS ของไรโบโซมอล ดี

เอ็นเอของตัวแทนยีสตในกลุมที่ 4 พบวามีความคลายกับ Pichia anomala เพียง 92%จึงทําการ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ D1-D2 ของ 26srDNA ของตัวแทนยีสตในกลุมที่ 4 แลว 

พบวามีความคลายกับ Pichia anomala ถึง 99%แสดงวายีสตในกลุมที่ 4 เปน Pichia anomala 

แตมีพอลิมอฟซึม(Polymorphism) ของยีสตในสปซีสเดียวกัน ซึ่งการมีพอลิมอฟซึมเกิดจาก point 

mutation หรือ small deletion ซึ่งมีอิทธิพลจากสภาพสิ่งแวดลอมได(NADAL และคณะ,1996) 

 
5.5 การเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและราชนิดตางๆในระหวางการหมักโดยใช
ตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกเพื่อผลิตสาโท  
 จากการจําแนกยีสตและราทําใหสามารถทราบถึงการเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสตและ

ราในระดับสปชีส ดังนี้ 

สามารถพบราไดเฉพาะในวนัที่ 0 ของการหมักจาก 5  ตัวอยางลูกแปง (NN6, NN25, 

NN27, LA1 และ NP1) โดยในตัวอยางลูกแปง NN6 พบ Mucor racemosus และ Mucor 

hiamalis จํานวน 3 ×103 และ 6 ×103 cfu/g ตามลําดับ สวนตวัอยางลูกแปงNN25 พบ Mucor 

racemosus และ Mucor indicus จํานวน 7 ×103 และ 1 ×103 cfu/g ตามลาํดับ ในตัวอยางลกู

แปงNN27 พบ Mucor circinellodes จํานวน 3 ×103 cfu/g ลูกแปง LA1 พบ Mucor racemosus 

จํานวน 2 ×104 cfu/g และในตัวอยางลกูแปง NP1 พบ Mucor racemosus และ Rhizopus 

oligosporus จํานวน 4 ×103 และ 3 ×103 cfu/g ตามลําดับ  

สวนตัวอยางลูกแปงอีก 2 ตัวอยาง(NK2 และ SS1) สามารถแยกราไดในวันที่ 0 และ 3 

ของการหมัก คือตัวอยางลูกแปงNK2 พบ Mucor racemosus Rhizopus oryzae Mucor 

hiemalis และ Mucor indicus จํานวน 1.5 ×105 5 ×104 1 ×105และ 1 ×105 cfu/g ตามลําดับใน
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วันที่ 0 ของการหมักและพบ Mucor hiemalis จํานวน 2 ×105 cfu/g ในวันที่ 3 ของการหมัก ใน

ตัวอยางลูกแปงSS1 พบ Mucor racemosus จํานวน 5 ×104 cfu/g ในวันที่ 0 ของการหมักและ

พบ Mucor racemosus จํานวน 4 ×104 cfu/g ในวันที่ 3 ของการหมัก หลังจากนั้นไมสามารถ

แยกราไดจากน้ําหมักสาโทไดอีก การที่สามารถแยกราไดเฉพาะวันที่ 0 ของการหมักอาจ

เนื่องมาจากในวันที่ 3 ของการหมักรามีอาหารคือแปง ที่อุดมสมบูรณจึงยังไมสรางสปอรและเมื่อ

ใชเครื่องstamacherในการแยกเชื้อทําใหสายใยของราซึ่งไมมีเซบเตต(septate) ฉีกขาดและไม

สามารถเจริญได สวนการที่สามารถแยกราไดในวันที่ 3 ของการหมักใน 2 ตัวอยางลูกแปงนี้ อาจ

เนื่องจากมีความเขมขนของราสูงกวาในอีก 5 ตัวอยางขางตน 

 ในการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลกูแปงทุกตัวอยาง ยกเวน NN27 เปนหัวเชื้อ สามารถพบ 

Saccharomycopsis fibuligera ในชวงแรกของการหมัก โดยในวันที่ 0 ของการหมักพบ 

Saccharomycopsis fibuligera  3 × 105 2.8 × 106 12 ×105 2 ×104 11 ×105 และ 61 ×105 

cfu/g (ตัวอยางลูกแปง NN6 NN25 LA1 NP1 NK2 และ SS1ตามลาํดับ)  และพบเฉพาะวนัที ่0 

ของการหมักเทานั้น ยกเวนในตัวอยางลูกแปง SS1 สามารถพบ Saccharomycopsis fibuligera  

ไดในวันที่ 3 ของการหมัก จาํนวน 7×106 cfu/g แตการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN27 ไม

พบ Saccharomycopsis fibuligera เลย พบแต Pichia anomala ในวนัที ่0 และ3 ของการหมกั

แทน ทั้งนี้อาจข้ึนกับจํานวนของยีสตดังกลาวในลูกแปง หากมีนอยมากอาจไมพบเลย เชนกรณี

ของ NN27 และหากมีมาก(ประมาณ 106 cfu/g) ทําใหสามารถพบไดถงึวนัที ่3 ของการหมัก 

นอกจากนีก้ารหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN6 ยังพบ P.anomala(กลุม 4) ในวันที ่

3 ของการหมกั สวนการหมกัสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN25 พบ Pichia anomala ในวันที่ 0 

และ3 ของการหมัก และพบ Issatchenkia orientalis 1×107 3.5 × 108 และ1 ×108 cfu/g ในวันที ่

5 7 และ 9 ของการหมักตามลาํดับ แตการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปง NN27 ไมพบ 

Saccharomycopsis fibuligera เลย พบแต Pichia anomala ในวนัที่ 0 และ3 ของการหมัก 

ในตัวอยางลูกแปง LA1 และ NP1พบ Pichia anomala ในวันที่ 0 ของการหมัก จาํนวน 1 

×106 และ 1.3×105cfu/g ตามลําดับ สวนในตัวอยางลูกแปง NK2 พบ Candida glabrata ใน

วันที่ 0 ของการหมัก จํานวน 2×106 cfu/g พบ Candida glabrata Tolulaspora delbrueckii และ 

Pichia anomala จํานวน 5 ×106   2 ×106 และ 2 ×107cfu/g ตามลําดับ ในวนัที ่3 ของการหมกั

และพบCandida glabrata จํานวน 4 ×107   cfu/g ในวนัที่ 5 ของการหมัก และในตัวอยางลกูแปง 

SS1 พบ Candida glabrata จํานวน 3.3 ×107 และ 1 ×108  cfu/g ในวนัที ่3 และ 5 ของการหมกั

ตามลําดับ ซึ่ง Ciani และคณะ(2006) พบวา Tolulaspora delbrueckii  เปนยีสตในกลุมnon 

Saccharomyces ที่สามารถสรางกลิน่ทีด่ีของไวนได 
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ในการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูกแปงในทุกตัวอยาง สามารถพบ Saccharomyces 

cerevisiae ตั้งแตวันที่ 3 ถึงวันที่ 9 (ชวงหลัง)ของการหมัก โดยพบ S. cerevisiae  เพิ่มจํานวน

มากขึ้นในระหวางการหมักจาก 5.5 × 105- 5.4 × 107,1 × 105- 3.1 ×109 และ 3.0 × 107- 3.0 × 

108 cfu/g ตามลําดับ 

 จากที่เคยมีรายงานวา ยีสตจําพวก Non- Saccharomyces มักพบเฉพาะในชวงตนของ

การหมกั (กอนผาน้ํา) แตสามารถพบ Issatchenkia orientalis ไดในชวงหลังของการหมักเทานัน้ 

(ในวันที ่ 5 ถงึ 9 ) จากตัวอยางลูกแปงNN25  จงึนาสนใจที่จะไดมีการศึกษาสมบัติของยีสต 

Issatchenkia orientalis ทั้งในแงของการทนตอเอทานอลที่สูง และบทบาทที่มีตอกระบวนการ

หมักสาโทตอไป Clemente-Jimenez และคณะ(2004) ไดรายงานวาสามารถพบ Issatchenkia 

orientalis ไดในการหมักไวน และพบวา Issatchenkia orientalis สามารถสรางเอทานอลไดสูงรอง

จาก S. cerevisiae และ Hanseniaspora uvarum เทานัน้ และ I. orientalis สามารถสราง 2-

Methyl-1-propano และ3-Methyl-1-butanol ไดดี ซึ่งสารทั้งสองสารที่ใหกลิน่ดี ซึง่ Sipicski และ

คณะ (2001) รายงานวาความหลากหลายทางชวีภาพของยีสตจําพวก non Saccharomyces จะ

เกี่ยวของกับการใหกลิน่ที่ดีของไวน 

 ผลจากงานวิจัยนี้สอดคลองกับที่ Perez-Nevado และคณะ (2006), Torija และคณะ

(2001) และParaggio(2004) ไดรายงานวาในชวงแรกของการหมักไวนจะมีการเจริญของยีสตพวก 

non-Saccharomyces ไดดี ซึ่งอาจเกิดจากมีปริมาณน้ําตาลกลูโคสในปริมาณสูงและมีแอลกออ

ออลต่ํา แตเมื่อมีการเจริญของ S.  cerevisiae ถึง 5×106 cfu/ml ข้ึนไป ยีสตพวก non-

Saccharomyces จะตายลงซึ่งอาจเปนเพราะเมแทบอไลทของ S. cerevisiae ที่ยังไมสามารถชี้

ชัดไดวาเปนอะไร แตไมไช killer toxin และยังสอดคลองกับ  Tamang และ Thapa(2006) ซึ่ง

พบวาราสามารถเจริญไดในชวงแรกของการหมัก Bhaati Jaanr (ถึงวันที่ 4 ของการหมัก) แตยีสต

และแบคทีเรียพวกที่สามารถผลิตกรดแลคติกไดสามารถเจริญไดโดยเพิ่มข้ึนในชวง 2 วันแรก และ

ลดลงเพียงเล็กนอยจนถึงวันที่  10 ซึ่ งยีสตที่สามารถแยกได  ไดแก  Saccharomycopsis 

fibuligera, Pichia anomala, Saccharomyces cerevisiaeและ Candida glabrata โดย 

Saccharomycopsis fibuligera เจริญไดดีใน 2 วันแรกของการหมักเนื่องจาก ทําหนาที่ในการ

ยอยแปงใหกลายเปนกลูโคส หลังจากนั้น ยีสตชนิดอื่นที่สามารถผลิตเอทานอล จะนํากลูโคสไป

หมักใหไดเอทานอลตอไป 

พบวายีสตที่แยกไดสวนใหญ(1164 ไอโซเลต) เปน Saccharomyces cerevisiae  

เนื่องจาก Saccharomyces cerevisiae มีบทบาทในการหมักใหไดเอทานอล จึงเปนยีสตทีม่ี

บทบาทสําคญัในการหมักสาโท ยีสตที่มจีํานวนรองลงมาคือ Saccharomycopsis fibuligera และ

Candida glabrata (184 และ148 ไอโซเลต ตามลําดบั) ซึ่งมีความสําคัญในการหมักสาโทเชนกัน
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โดย Saccharomycopsis fibuligera มีบทบาทในการยอยแปงจึงสามารถพบ 

Saccharomycopsis fibuligera ไดในการหมักที่มีขาวเปนวัตถุดิบ สวน Candida glabrata 

ความสาํคัญในการสรางสารใหกลิ่นรสของสาโท สวนยีสตที่สามารถพบไดนอยไดแก Pichia 

anomala 2 กลุม, Issatchenkia orientalis และ Tolulaspora delbrueckii ( 83, 9, 8 และ 2 ไอโซ

เลต ตามลาํดบั) ทัง้ 3 ชนดิ Pichia anomala มีบทบาทในแงการสรางสารใหกล่ินรสของสาโท 

(Aidoo และคณะ, 2006) 

 ถึงแมวา Saccharomycopsis fibuligera จะมีบทบาทในการยอยแปง ทําใหสามารถพบ 

Saccharomycopsis fibuligera ไดในการหมักที่มีขาวเปนวัตถุดิบ แตประสิทธิภาพในการยอย

แปงของ Saccharomycopsis fibuligera มีนอยกวารา ดังจะเห็นไดจากในตัวอยางลูกแปง NN27  

ที่ไมพบ Saccharomycopsis fibuligera แตยังมีความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหเปน

ของเหลวไดดี 

 
5.6 ความหลากหลายของยีสตและราในลูกแปงสุราที่คัดเลือกได 

 เนื่องจากงานวิจัยนี้มีแหลงตัวอยางลูกแปงเปนจํานวนมาก จึงทําใหการศึกษาความ

หลากหลายของยีสตและราเปนไปไดยาก และเพื่อการหาสายพันธุที่มีประสิทธิภาพดีเพื่อนําไปใช

ในอุตสาหกรรมการผลิตสาโทตอไป  จึงไดทําการคัดเลือกลูกแปงสุราที่เมื่อนํามาผลิตสาโทแลว ได

สาโทคุณภาพดีในแงของกิจกรรมของราและยีสตและกลิ่นรสของสาโทที่ได ทําใหสามารถคัดเลือก

ลูกแปงได 7 แหลงตัวอยาง จาก 114 แหลงตัวอยางจากทั้งประเทศ ไดแก NN6 (จากกิ่ง อ. ภู

เพียง)  NN25 (จาก อ.เชียงกลาง) NN27(จาก อ.ปว) LA1(จาก อ.เสริมงาม จ.ลําปาง) SS1(จาก 

อ.มหาชัย จ.สมุทรสาคร) NK2(จาก ต.หินโงม อ.เมือง จ.หนองคาย) และ NP1(จากอ.เรณูนคร จ.

นครพนม) 

จาก 7 แหลงตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกไดทั่วประเทศ มี 3 ตัวอยางที่ไดจากจังหวัดนาน 

เพื่อศึกษาความหลากหลายของชนิดของราและยีสตจากลูกแปงจากจังหวัดนาน พบวาตัวอยางลูก

แปงที่คัดเลือกแลวภายในจังหวัดนานซึ่งประกอบดวย N6 NN25 และNN27 มีความหลากหลาย

ทางชีวภาพดังนี้ ในตัวอยางลูกแปงN6 พบรา Mucor racemosus และ Mucor hiemalis ใน

ตัวอยางลูกแปง NN25 พบรา Mucor racemosus และ Mucor indicus และในตัวอยางลูกแปง 

NN27 พบรา Mucor indicus   เปนที่สังเกตวาราที่พบจากทั้ง 3 แหลง มีความซ้ํากันของชนิดของ

ราที่แยกไดจากแหลงที่ใกลกัน  ยกตัวอยาง ตามสภาพภูมิประเทศ อําเภอปวตั้งอยูระหวาง กิ่ง

อําเภอภูเพียง และ อําเภอเชียงกลาง และพบวา ราจากลูกแปง NN25 (จากอําเภอปว) มีชนิดที่พบ

ไดจากลูกแปงทั้งจากอําเภอเชียงกลาง และ จากกิ่งอําเภอภูเพียง  ในที่นี้รา Mucor racemosus 

พบไดเชนกัน ในลูกแปง NN6 (จากกิ่งอําเภอภูเพียง) สวนรา Mucor indicus พบไดเชนกันในลูก
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แปง NN27 (จาก อําเภอปว) แตไมพบ ราชนิดนี้ในลูกแปง NN6 ซึ่งมาจากแหลงที่ไกลออกไป  สวน

ชนิดของยีสตก็เปนไปในทํานองเดียวกัน ยกเวน S. cerevisiae ที่พบไดในชวงหลัง (ตั้งแตวันที่ 3 

ถึงวันที่ 9) ของการหมักในทุกตัวอยางสาโท (รูปที่ 5.1) 

ในสวนของยีสตจําพวก non-Saccharomyces พบ Saccharomycopsis fibuligera 

ในชวงแรกของการหมักเมื่อใชตัวอยางลูกแปง NN6 และ NN25 เปนหัวเชื้อ สวนการหมักสาโทโดย

ใชตัวอยางลูกแปง NN27 ไมพบ Saccharomycopsis fibuligera แตพบ Pichia anomala 

เชนเดียวกันกับตัวอยางลูกแปง NN25  นอกจากนี้ ยังสามารถพบยีสต Pichia anomalaและ 

Issatchenkia orientalis ในสาโทจากตัวอยางลูกแปง NN6  และ NN25 ตามลําดับ  
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รูปที่ 5.1 แสดงตําแหนงของอําเภอตางๆ ในจังหวัดนานที่เปนแหลงของตัวอยางลูกแปงที่

คัดเลือกแลวและชนิดของราและยีสตที่สามารถแยกไดจากตัวอยางลูกแปงนั้นๆ 

 

 

 

 

N25(จาก อ. เชียงกลาง) 
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N27(จาก อ.ปว) 

Pichia anomala 

Saccharomyces cerevisiae 

Mucor indicus    

N6(จากกิ่ง อ. ภูเพียง) 

Saccharomycopsis fibuligera 

Pichia anomala 

Saccharomyces cerevisiae 

Mucor racemosus  

Mucor hiemalis 
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ตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกแลวทัว่ประเทศ(จากรูปที่ 5.2) ซึ่งประกอบดวย LA1 SS1 NK2 

และ NP1 มีความหลากหลายของชนิดของราและยีสตดงันี ้ ในตัวอยางลูกแปง LA1 และ SS1พบ

ราเพียง 1 สปชีสคือ Mucor racemosus สวนในตัวอยางลูกแปง NK2 พบรา Mucor racemosus 

Mucor hiemalis และ Rhizopus oryzae และในตัวอยางลูกแปง NP1 พบรา Mucor racemosus 

และ Rhizopus oligosporus เปนที่สังเกตวาราที่พบจากทั้ง 4 แหลง มีความซ้าํกนัของชนิดของรา 

Mucor racemosus ที่แยกไดจากทุกตวัอยางลกูแปง สวนในตัวอยางลูกแปง NK2 และ NP1 พบ

ราที่แตกตางจากแหลงอื่นๆ คือ Rhizopus oryzae และ Rhizopus oligosporus ตามลําดับ 

ในสวนของยีสตจําพวก non-Saccharomyces พบ Saccharomycopsis fibuligera 

ในชวงแรกของการหมักเมื่อใชตัวอยางลูกแปงทุกตวัอยาง เปนหัวเชือ้ และสามารถพบ Pichia 

anomala ในทุกตัวอยางลกูแปงยกเวน ตัวอยางลกูแปง SS1 อีกทัง้ยังสามารถพบ Candida 

glabrata ในตัวอยางลูกแปง NP1 NK2และ SS1  นอกจากนี้ยงัสามารถพบ Torulaspora 

delbrueckii ในสาโทจากตัวอยางลกูแปง NK2 อีกดวย(รูปที่ 5.2) 

ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบความหลากหลายของยีสตและราที่แยกไดจากตัวอยางลูกแปงที่

ไดรับการคัดเลือกจากจังหวัดนานกับหลากหลายทางชีวภาพของยีสตและราที่แยกไดจากตัวอยาง

ลูกแปงที่ไดรับการคัดเลือกจากทั่วประเทศ พบวาตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกจากทั่วประเทศมีความ

หลากหลายของชนิดของราและยีสตสูงกวาในตัวอยางลูกแปงที่ไดจากจังหวัดเดียว(นาน) 

อยางไรก็ตาม จะเห็นวาราและยีสตในตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกไดจากทั่วประเทศ มี

ความหลากหลายไมมากนักกลาวคือ พบรา 5 ชนิด และพบยีสต 6 ชนิด เทานั้น ปจจัยตางๆที่ทํา

ใหไดความหลากหลายไมมาก ไดแก วัตถุดิบที่เปนขาว, สวนประกอบของลูกแปงที่มีสมุนไพรเปน

ตัวคัดเลือกจุลินทรีย และการหมักที่มีแอลกอฮอลเกิดขึ้น(Querol และ Fleet, 2006) 
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รูปที่ 5.2 แสดงตําแหนงของจังหวัดตางๆ ที่เปนแหลงของตัวอยางลูกแปงที่คัดเลือกแลวและชนิด 

ของราและยีสตที่สามารถแยกไดจากตัวอยางลูกแปงนั้นๆ 

LA1(ลําปาง) 

Saccharomycopsis  fibuligera 

Pichia anomala 

Sacchromyces cerevisiae 

Mucor racemosus 

NK2(หนองคาย) 

Saccharomycopsis  fibuligera 

Pichia anomala 

Torulaspora delbrueckii 

Candida glabrata 

Sacchromyces cerevisiae 

Mucor racemosus 

Mucor hiemalis 

Rhizopus oryzae 

NP1(นครพนม) 

Saccharomycopsis  fibuligera 

Pichia anomala 

Sacchromyces cerevisiae 

Mucor racemosus 

Rhizopus oligosporus 

SS1(สมุทรสาคร) 

Saccharomycopsis fibuligera 

Candida glabrata 

Saccharomyces cerevisiae 

Mucor racemosus 
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5.7 การศึกษาหาประสิทธิภาพของราและยีสตที่แยกได 
 แอกทีวิตีของอัลฟาอะมยัเลสและกลูโคอะมัยเลส และเสนผานศนูยกลางบริเวณใสบน 

starch agar ไมมีความสอดคลองกับผลการเปรียบเทียบความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งให

กลายเปนของเหลว ซึ่งความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งใหกลายเปนของเหลวเปนภาพรวมของ

ประสิทธิภาพของเอนไซมหลายๆชนิดที่ยอยแปงได (ซึง่มีนอกเหนือไปจากเอนไซมอัลฟาอะมยัเลส

และกลูโคอะมยัเลส)  อีกทัง้การเปรียบเทยีบความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลวเปน

การเปรียบเทยีบเทยีบกิจกรรมเอนไซมจากจุลินทรียโดยเฉพาะอยางยิง่ คือ รา ในการเปลีย่น

วัตถุดิบในการผลิตสาโทโดยตรงคือ ขาวเหนยีวใหกลายเปนน้ําตอย  ดังนั้นจึงไดเลือกใชเกณฑ

ความสามารถในการเปลีย่นของแข็งใหกลายเปนของเหลวมาคัดเลือกราที่มีประสิทธภิาพในการ

ยอยแปงไดดี และพบวารารหัส NN6/0/9  เมื่อทาํการจําแนกชนิด พบวาเปน  Mucor heimalis     

มีความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลว(Liquefaction)ไดดีที่สุด เมื่อทดสอบหา

ความสามารถในการยอยแปงบนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง (Starch agar)  พบเสนผานศนูยกลาง

บริเวณใส(clear zone) สูงทีสุ่ดคือ  9.0 เซนติเมตร และมีแอกทีวิตีของอัลฟาอะมัยเลสและกลูโคอะ

มัยเลสเทากับ 0.174 และ 0.032 ยูนิต ตามลําดับ โดยที่  1  ยนูิต คอืความสามารถในการเปลี่ยน

สับสเตรตใหเปนน้าํตาลปรมิาณ  1 ไมโครโมลในเวลา  1 นาท ี  

 จากตารางที่ 4.9 พบวายีสตที่สามารถแยกไดจากวันที่ 9 ของการหมักจากทั้ง 3 แหลงลูก

แปงที่คัดเลือกแลวทั้งหมด 218 ไอโซเลต มีความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลตั้งแตรอยละ 

0.201-14.502 และยีสต  Saccharomyces cerevisiae NK1/9/33 สามารถหมักใหไดเอทานอล

สูงสุด คือรอยละ 14.502 

ราและยีสตที่แยกไดจากแหลงลูกแปงที่คัดเลือกไดจากทั่วประเทศนี้จะเปนวัตถุดิบ

เบื้องตนสําหรับการศึกษา เพื่อการปรับปรุงคุณภาพหรือรักษาคุณภาพของสาโทที่ผลิตไดในแตละ

ชุดการผลิต ตลอดจนการศึกษานี้ไดอนุรักษราและยีสตสายพันธุตางๆ จากลูกแปงที่คัดเลือกแลว 

โดยทําการเก็บสายพันธุไวที่ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

งานวิจัยนี้ทําใหทราบถึง ความหลากหลายทางชีวภาพ การเปลี่ยนแปลงประชากรของ

ยีสตและราในระหวางการหมัก ตลอดจนสามารถแยกราและยีสตที่มีความสามารถในการยอยแปง

และหมักใหไดเอทานอลไดดี ทําใหสามารถนําความรูจากงานวิจัยนี้ไปพัฒนาคุณภาพของสาโท

โดยการใชหัวเชื้อบริสุทธิ์ผสมเพื่อใหสามารถคงคุณภาพของสาโทในทุกชุดของการผลิตได 
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ภาคผนวก ก 
 

การกําหนดรหสัลูกแปงโดยกาํหนดทัง้รหัสจังหวัด ชนิดของลูกแปง โดยกําหนดรหัสใชเกณฑ

ดังตอไปนี้ 

 - อักษรภาษาอังกฤษ  2 ตัวอักษรแทนจังหวัด 

 - ตัวเลข  2 หลักหลังใชแทนลําดับที่ของลูกแปงจากจังหวัดเดียวกัน 

 เชน NN 1 หมายถึง ลูกแปงสุราตัวอยางที่  1 จากจังหวัดนาน  

       NN28 หมายถึง ลูกแปงสุราตัวอยางที่  28 จากจังหวัดนาน  

 

การกําหนดรหัสเชื้อยีสตและรา โดยใชเกณฑในการกําหนดรหัสดังนี้ 

-     รหัส 3-4 ตัวแรกเปนรหัสลูกแปงที่นํามาแยก 

     -ตัวเลขตัวกลางคือวันที่ทําการแยกเชื้อในระหวางการหมักสาโทโดยใชตัวอยางลูก

แปงที่คัดเลือกแลว 

-     ใช  Y ตอจากรหัสลูกแปงแทน ยีสต 

ใช  M ตอจากรหัสลูกแปงแทน รา 

-     ใชตัวเลข  2 หลักตอจาก Y หรือ M แสดงลําดับที่ไอโซเลท 

เชน  NN6/0/Y1  หมายถึง  ยีสตไอโซเลตที่ 1  ทําการแยกเชื้อในระหวางการหมักสาโท

วันที่ 0 โดยใชตัวอยางลูกแปงสุราตัวอยางที่ 6 จากจังหวัดนาน  

      NN1/0/M1 หมายถึง ราไอโซเลตที่  1 ทําการแยกเชื้อในระหวางการหมักสาโทวันที่ 

0 โดยใชตัวอยางลูกแปงสุราตัวอยางที่ 6 จากจังหวัดนาน  
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ภาคผนวก ข 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ 

 

Potato dextrose agar (PDA) 

  Potato starch    200   กรัม 

  Dextrose      20   กรัม 

  Agar       15   กรัม 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดาง

ดวยสารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล เปน 4 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

Yeast malt extract  agar (YM)  

  Yeast extract      3   กรัม 

  malt extract      3   กรัม 

  Peptone       5   กรัม    

  Agar     15   กรัม 

ละลายสารสี่ชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดดางดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล เปน 4 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

Rose bengal agar 

peptone     5  กรัม 

glucose     10  กรัม 

potassium dihydrogen phosphate  1  กรัม 

magnesium sulfate     0.5  กรัม 

   Rose Bengal      0.05  กรัม 

  Agar     20  กรัม 

 ละลายสารทัง้หมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แลวไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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L-lysine medium 

Glucose              44.5   กรัม 

Potassium dihydrogen phosphate  1.78   กรัม 

Magnesium sulphate    0.89   กรัม 

Calcium chloride fused   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 ปรับคาความเปนกรดดางดวย

สารละลายกรดแลกติกเขมขนรอยละ 10  ใหมีความเปนกรดดางเปน 4.8 แลวไปนึ่งฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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Starch agar 

Soluble starch    5  กรัม 

Agar     20  กรัม 

ละลายสารทั้งสองในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

Acetate agar 

Sodium acetate    4  กรัม 

Agar     20  กรัม 

ละลายสารทั้งสองในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

Malt extract agar 

Malt extract    5  กรัม 

Agar     20  กรัม 

ละลายสารทั้งสองในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

V8 medium 

V8 juice     20  มิลลิลิตร 

น้ํากลั่นปลอดเชื้อ    20  มิลลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมอล  ทําใหมี

ความเปนกรดดางเปน 5.5 แลวไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1  

นํามาผสมกับน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:2, 1:9 หรือ 1:19  แลวจึงเติม Agar ใหเปน 0.2 

%แลวไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที 

 

C-assimilation medium 

Yeast nitrogen base   6.7  กรัม 

 ละลายสารในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวไปกรองดวยหัวกรอง 0.22 ไมครอน

ทําเปน 10x base medium เมื่อใชจริงใหเตรียม ดังนี้ 
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10x base medium    0.5  มิลลิลิตร 

น้ํากลั่นปลอดเชื้อ    4.5  มิลลิลิตร 

เติมแหลงคารบอนตางๆ กนั 10 ชนิด ไดแก  กลูโคส กาแลกโตส ซอรโบส กลูโคซามนี 

ไรโบส ซูโครส กลีเซอรอล มอลโทส เมทานอล และแรมโนส ที่กรองดวยหวักรอง 0.22 ไมครอน

แลว ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 50 มิลลิโมลาร 

 

N-assimilation medium 

Yeast carbon base    11.4  กรัม 

ละลายสารในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวไปกรองดวยหัวกรอง 0.22 ไมครอน

ทําเปน 10x base medium เมื่อใชจริงใหเตรียม ดังนี้ 

10x base medium    0.5  มิลลิลิตร 

น้ํากลั่นปลอดเชื้อ    4.5  มิลลิลิตร 

เติมแหลงไนโตรเจนคือ กลูโคซามีนที่กรองดวยหัวกรอง 0.22 ไมครอนแลว ใหมีความ

เขมขนสุดทายเปน 50 มิลลิโมลาร 

 

Fermentation medium 

Yeast extract    5  กรัม 

ละลายสารในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ใสหลอด Durham ลงไปดวย แลวไป

นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาที  

เติมแหลงไนโตรเจนคือ กลูโคซามีน ที่กรองดวยหัวกรอง 0.22 ไมครอนแลว ใหมีความ

เขมขนสุดทายเปน 50 มิลลิโมลาร 
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ภาคผนวก ค 

1. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต N6/9/1  กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั Saccharomyces cerevisiae  

 
 Score = 1360 bits (736),  Expect = 0.0 
 Identities = 744/747 (99%), Gaps = 3/747 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    tttttttGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  58   TTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA  117 
 
Query  61   GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  118  GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGC  177 
 
Query  121  TATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAAT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  178  TATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAAT  237 
 
Query  181  ACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCG  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  238  ACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCG  297 
 
Query  241  GGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  298  GGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACA  357 
 
Query  301  AGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  358  AGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT  417 
 
Query  361  TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  418  TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT  477 
 
Query  421  GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  478  GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTT  537 
 
Query  481  TGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAA  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  538  TGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAA  597 
 
Query  541  CTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGtttttttttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGT  600 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  598  CTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTT-CCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGT  656 
 
Query  601  GCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTT  660 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  657  GCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTT  716 
 
Query  661  TATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCT  720 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  717  TATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCT  776 
 
Query  721  TAAAGTT-GACCTCAAATCAGG-AGGA  745 
            ||||||| |||||||||||||| |||| 
Sbjct  777  TAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA  803 
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2. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต N6/0/1 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั Saccharomycopsis fibuligera strain 21511  
 
 Score = 1035 bits (560),  Expect = 0.0 
 Identities = 560/560 (100%), Gaps = 0/560 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  4    TATTTGTTTTTAGACCTGCGCTTAACTGCGCGGTTTAATAAACTCTTATACACAGTGTTT  63 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  5    TATTTGTTTTTAGACCTGCGCTTAACTGCGCGGTTTAATAAACTCTTATACACAGTGTTT  64 
 
Query  64   TTGTTTGCGAATTTGGTTTAGTTTGTTGGTTTTCATTCGAAAGGATGAAGATTGATTGCT  123 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  65   TTGTTTGCGAATTTGGTTTAGTTTGTTGGTTTTCATTCGAAAGGATGAAGATTGATTGCT  124 
 
Query  124  AAATCTTATTCAGCTTTTTAAACTCAGATCTCTTTTTAAGAGAAATGTAtttttttAATT  183 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  125  AAATCTTATTCAGCTTTTTAAACTCAGATCTCTTTTTAAGAGAAATGTATTTTTTTAATT  184 
 
Query  184  ACAACTAGTCGATTTTACAAACTAAAAGTTTAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTC  243 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  185  ACAACTAGTCGATTTTACAAACTAAAAGTTTAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTC  244 
 
Query  244  TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCGTGA  303 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  245  TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCGTGA  304 
 
Query  304  ATCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCTATAGTATTCTATAGAGCATGCCTGTTTG  363 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  305  ATCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCTATAGTATTCTATAGAGCATGCCTGTTTG  364 
 
Query  364  AGCGTCATTTCTCTCTTAAACCTTTGGGTTTAGTATTGAAGGTTGTGTTAGCTTCTGCTA  423 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  365  AGCGTCATTTCTCTCTTAAACCTTTGGGTTTAGTATTGAAGGTTGTGTTAGCTTCTGCTA  424 
 
Query  424  ACTCCTTTGAAATGACTTGGCAATTGATTGAGTTTTCCATATATTTGCTTAAGGATTTAA  483 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  425  ACTCCTTTGAAATGACTTGGCAATTGATTGAGTTTTCCATATATTTGCTTAAGGATTTAA  484 
 
Query  484  TATTAGGTTCTACCAACTTATTAAATACCCTTTTGCGAAGGACTTACTCGTGTATCAAGG  543 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  485  TATTAGGTTCTACCAACTTATTAAATACCCTTTTGCGAAGGACTTACTCGTGTATCAAGG  544 
 
Query  544  CCTTATAACTTTGTCATTAA  563 
            |||||||||||||||||||| 
Sbjct  545  CCTTATAACTTTGTCATTAA  564 
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3. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต N27/0/30 

กับฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกับ Pichia anomala strain WM 825 100% 
 
 Score = 1005 bits (544),  Expect = 0.0 
 Identities = 544/544 (100%), Gaps = 0/544 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    TCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGtttttttG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  11   TCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTG  70 
 
Query  61   AACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACAtttttttAA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  71   AACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTTTTTAA  130 
 
Query  121  TGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAAC  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  131  TGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAAC  190 
 
Query  181  TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  191  TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT  250 
 
Query  241  ATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  251  ATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGG  310 
 
Query  301  TATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTAT  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  311  TATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTAT  370 
 
Query  361  TGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAA  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  371  TGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAA  430 
 
Query  421  GCAGTCTTTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  431  GCAGTCTTTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTT  490 
 
Query  481  TAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAAAGTTTGACCTCAAATCAGGT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  491  TAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAAAGTTTGACCTCAAATCAGGT  550 
 
Query  541  AGGA  544 
            |||| 
Sbjct  551  AGGA  554 
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4. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต N6/3.2/24 

กับฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกับ Pichia anomala strain WM 825 92% 
 
Length=571 
 
 Score =  811 bits (439),  Expect = 0.0 
 Identities = 532/573 (92%), Gaps = 22/573 (3%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    ATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    ATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCT  60 
 
Query  61   AGtttttttGAACTTTGCTTTGGGTAGGCT-TTTATGGC-T--TGCCCAGAGGACAACTA  116 
            ||||||||||||||||||||||||| || |     |||| |  |||||| |||    ||| 
Sbjct  61   AGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGT-GG-TGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGG---TCTA  115 
 
Query  117  AACACATTTTTTACAAATGTTTTAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAAC-AA  175 
            ||||||||||||   |||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  116  AACACATTTTTT--TAATG-TTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAA  172 
 
Query  176  AATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACG  235 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  173  AATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACG  232 
 
Query  236  CAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC  295 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  233  CAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC  292 
 
Query  296  GCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCA  355 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  293  GCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCA  352 
 
Query  356  AACCTTTGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTTAAATAGGGTTAACTTGAAATAATGTC  415 
            |||||| |||||||||||||||||||||||||| ||   |||||||||||||||| || | 
Sbjct  353  AACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAA---GGGTTAACTTGAAATATTGAC  409 
 
Query  416  TTAGCAAGAGTGTACTAATTTAT-ACGTCTTTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAAC  474 
            |||||||||||||||||||  |  | |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  410  TTAGCAAGAGTGTACTAATA-AGCA-GTCTTTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAAC  467 
 
Query  475  TCGTTATATCAGCTAGGCAGATGAATA-GTATTTTAGGCTCGGCTTAACAAT--TAAACT  531 
            |||||||||||||||||||| |  | | |||||||||||||||||||||||   |||||| 
Sbjct  468  TCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACT  527 
 
Query  532  AAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCC  564 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  528  AAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCC  560 
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4. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต N25/7/3 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั Issatchenkia orientalis  
 
 Score =  907 bits (491),  Expect = 0.0 
 Identities = 496/498 (99%), Gaps = 1/498 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  3    TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATTTACTACTACACTGCGTGAGCGG  62 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATTTAGTACTACACTGCGTGAGCGG  60 
 
Query  63   AACGAAAACAACAACACCTAAAATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAATCTAC  122 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   AACGAAAACAACAACACCTAAAATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAATCTAC  120 
 
Query  123  GAAAAAACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGC  182 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  GAAAAAACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGC  180 
 
Query  183  AGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGC  242 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  AGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGC  240 
 
Query  243  ACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCG  302 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  ACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCG  300 
 
Query  303  CGTGCGCAGAGTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACG-TGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACT  361 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  CGTGCGCAGAGTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACGCTGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACT  360 
 
Query  362  CGCCTGAAAGGGAGCGAAGCTGGCCGAGCGAACTAGACtttttttCAGGGACGCTTGGCG  421 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  CGCCTGAAAGGGAGCGAAGCTGGCCGAGCGAACTAGACTTTTTTTCAGGGACGCTTGGCG  420 
 
Query  422  GCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACAACAAAAAGCTCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCC  481 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  GCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACAACAAAAAGCTCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCC  480 
 
Query  482  GCTGAACTTAAGCATATC  499 
            |||||||||||||||||| 
Sbjct  481  GCTGAACTTAAGCATATC  498 
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6. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต NK2/3.1/24 

กับฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกับ Torulaspora delbrueckii  
 
 Score = 1343 bits (727),  Expect = 0.0 
 Identities = 727/727 (100%), Gaps = 0/727 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    ATCTATATGAATGAAGTTAGAGGACGTCTAAAGATACTGTAAGAGAGGATCTGGTTCAAG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  36   ATCTATATGAATGAAGTTAGAGGACGTCTAAAGATACTGTAAGAGAGGATCTGGTTCAAG  95 
 
Query  61   ACCAGCGCTTAATTGCGCGGTTGCGGCTTGGTTCGCCTTTTGCGGAACATGTCTTTTCTC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  96   ACCAGCGCTTAATTGCGCGGTTGCGGCTTGGTTCGCCTTTTGCGGAACATGTCTTTTCTC  155 
 
Query  121  GTTGTTAACTCTACTTCAACTTCTACAACACTGTGGAGTTTTCTACACAACTTTTCTTCT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  156  GTTGTTAACTCTACTTCAACTTCTACAACACTGTGGAGTTTTCTACACAACTTTTCTTCT  215 
 
Query  181  TTGGGAAGATACGTCTTGTGCGTGCTTCCCAGAGGTGACAAACACAAACAACTTTTTATT  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  216  TTGGGAAGATACGTCTTGTGCGTGCTTCCCAGAGGTGACAAACACAAACAACTTTTTATT  275 
 
Query  241  ATTATAAACCAGTCAAAACCAATTTCGTTATGAAATTAAAAATATTTAAAACTTTCAACA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  276  ATTATAAACCAGTCAAAACCAATTTCGTTATGAAATTAAAAATATTTAAAACTTTCAACA  335 
 
Query  301  ACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAA  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  336  ACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAA  395 
 
Query  361  TTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  396  TTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAG  455 
 
Query  421  GGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACAATCATGTTTGGTAGTGAGTGAT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  456  GGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACAATCATGTTTGGTAGTGAGTGAT  515 
 
Query  481  ACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATTGCTAGCCTGTTATTTGGTTGTGATTTTGCTGGCT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  516  ACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATTGCTAGCCTGTTATTTGGTTGTGATTTTGCTGGCT  575 
 
Query  541  TGGATGACTTTGTCCAGTCTAGCTAATACCGAATTGTCGTATTAGGTTTTACCAACTTCG  600 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  576  TGGATGACTTTGTCCAGTCTAGCTAATACCGAATTGTCGTATTAGGTTTTACCAACTTCG  635 
 
Query  601  GCAGACTGTGTGTTGGCTCGGGCGCTTTAAAGACTTTGTCGTAAACGATTTATCGTTTGT  660 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  636  GCAGACTGTGTGTTGGCTCGGGCGCTTTAAAGACTTTGTCGTAAACGATTTATCGTTTGT  695 
 
Query  661  TTGAGCTTTTCGCATACGCAATCCGGCGAACAATACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAG  720 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  696  TTGAGCTTTTCGCATACGCAATCCGGCGAACAATACTCTCAAAGTTTGACCTCAAATCAG  755 
 
Query  721  GTAGGAA  727 
            ||||||| 
Sbjct  756  GTAGGAA  762 
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7. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของยีสต NK2/0/12 

กับฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกับ  Candida glabrata  
 
 Score = 1247 bits (675),  Expect = 0.0 
 Identities = 677/679 (99%), Gaps = 0/679 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    TCCTGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTTGGTGGGTGTTCTGCAGTGGGGGGAGGGAGCCGAC  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  140  TCCTGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTTGGTGGGTGTTCTGCAGTGGGGGGAGGGAGCCGAC  199 
 
Query  61   AAAGACCTGGGAGTGTGCGTGGATCTCTCTATTCCAAAGGAGGTGTTTTATCACACGACT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  200  AAAGACCTGGGAGTGTGCGTGGATCTCTCTATTCCAAAGGAGGTGTTTTATCACACGACT  259 
 
Query  121  CGACACTTTCTAATTACTACACACAGTGGAGTTTACTTTACTACTATTCTTTTGTTCGTT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  260  CGACACTTTCTAATTACTACACACAGTGGAGTTTACTTTACTACTATTCTTTTGTTCGTT  319 
 
Query  181  GGGGGAACGCTCTCTTTCgggggggAGTTCTCCCAGTGGATGCAAACACAAACAAATAtt  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  320  GGGGGAACGCTCTCTTTCGGGGGGGAGTTCTCCCAGTGGATGCAAACACAAACAAATATT  379 
 
Query  241  tttttAAAATAATTCAGTCAACACAAGATTTCTTTTAGTAGAAAACAACTTCAAAACTTT  300 
            |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  380  TTTTTAAACTAATTCAGTCAACACAAGATTTCTTTTAGTAGAAAACAACTTCAAAACTTT  439 
 
Query  301  CAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAAT  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  440  CAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAAT  499 
 
Query  361  GTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTAT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  500  GTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTAT  559 
 
Query  421  TCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACACRTTGTGTTTGGTAGTG  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  560  TCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACACGTTGTGTTTGGTAGTG  619 
 
Query  481  AGTGATACTCTCGTTTTTGAGTTAACTTGAAATTGTAGGCCATATCAGTATGTGGGACAC  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  620  AGTGATACTCTCGTTTTTGAGTTAACTTGAAATTGTAGGCCATATCAGTATGTGGGACAC  679 
 
Query  541  GAGCGCAAGCTTCTCTATTAATCTGCTGCTCGTTTGCGCGAGCGGCGGGGGTTAATACTG  600 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  680  GAGCGCAAGCTTCTCTATTAATCTGCTGCTCGTTTGCGCGAGCGGCGGGGGTTAATACTG  739 
 
Query  601  TATTAGGTTTTACCAACTCGGTGTTGATCTAGGGAGGGATAAGTGAGTGTTTTGTGCGTG  660 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  740  TATTAGGTTTTACCAACTCGGTGTTGATCTAGGGAGGGATAAGTGAGTGTTTTGTGCGTG  799 
 
Query  661  CTGGGCAGACAGACGTCTT  679 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct  800  CTGGGCAGACAGACGTCTT  818 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 106

8.ผลการเปรียบเทียบลาํดับเบสในบริเวณ D1-D2 ของ 26srDNA ของยีสต N6/3.2/24 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั  Pichia anomala strain DBVPG 3826 99% 
 
 
 Score =  918 bits (497),  Expect = 0.0 
 Identities = 501/503 (99%), Gaps = 0/503 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    GCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTAGCACCTTCGGTGTTCGAGTTGTAATTTGAAGAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  28   GCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTAGCACCTTCGGTGTTCGAGTTGTAATTTGAAGAT  87 
 
Query  61   GGTAACCTTGGGTTTGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAG  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  88   GGTAACCTTGGGTTTGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAG  147 
 
Query  121  AATCCCGTCTGATGAGATGCCCATTCCTATGTAAGGTGCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  148  AATCCCGTCTGATGAGATGCCCATTCCTATGTAAGGTGCTATCGAAGAGTCGAGTTGTTT  207 
 
Query  181  GGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  208  GGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACC  267 
 
Query  241  GATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  268  GATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAG  327 
 
Query  301  TACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTAGATCAGACTTGGTGTTTTATGATTATCTT  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct  328  TACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTAGATCAGACTTGGTGTTTTACGATTATCTT  387 
 
Query  361  CTCTTCTTGAGTTGTGCACTCGTATTTCACTGGGCCAGCATCGATTCGGATGGCAAGATA  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  388  CTCTTCTTGAGTTGTGCACTCGTATTTCACTGGGCCAGCATCGATTCGGATGGCAAGATA  447 
 
Query  421  ATGGTAGTTGAATGTGGCTTCACTTCGGTGGAGTGTTATAGCTTCTGCTGATATTGCCTG  480 
            |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  448  ATGGCAGTTGAATGTGGCTTCACTTCGGTGGAGTGTTATAGCTTCTGCTGATATTGCCTG  507 
 
Query  481  TCTGGATCGAGGGCTGCGTCTTT  503 
            ||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  508  TCTGGATCGAGGGCTGCGTCTTT  530 
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9. ผลการเปรียบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของรา NP1/0/1 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั  Rhizopus microsporus var. oligosporus strain 

AS 3.1161  
 
 
 Score = 1129 bits (611),  Expect = 0.0 
 Identities = 611/611 (100%), Gaps = 0/611 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    CTTTACTGGGATTTACTTCTCAGTATTGTTTGCTTCTATACTGTGAACCTCTGGCGATGA  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  46   CTTTACTGGGATTTACTTCTCAGTATTGTTTGCTTCTATACTGTGAACCTCTGGCGATGA  105 
 
Query  61   AGGTCGTAACTGACCTTCGGGAGAGACTCAGGACATATAGGCTATAATGGGTAGGCCTGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  106  AGGTCGTAACTGACCTTCGGGAGAGACTCAGGACATATAGGCTATAATGGGTAGGCCTGT  165 
 
Query  121  TCTGGGGTTTGATCGATGCCAATCAGGATTACCTTTCTTCCTTTGGGAAGGAAGGTGCCT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  166  TCTGGGGTTTGATCGATGCCAATCAGGATTACCTTTCTTCCTTTGGGAAGGAAGGTGCCT  225 
 
Query  181  GGTACCCTTTACCATATACCATGAATTCAGAATTGAAAGTATAATATAATAACAACTTTT  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  226  GGTACCCTTTACCATATACCATGAATTCAGAATTGAAAGTATAATATAATAACAACTTTT  285 
 
Query  241  AACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  286  AACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTG  345 
 
Query  301  TGAATTGCATATTCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAGCTTGCACTCTATGGATCTTC  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  346  TGAATTGCATATTCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAGCTTGCACTCTATGGATCTTC  405 
 
Query  361  TATAGAGTACGCTTGCTTCAGTATCATAACCAACCCACACATAAAATTTATTTTATGTGG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  406  TATAGAGTACGCTTGCTTCAGTATCATAACCAACCCACACATAAAATTTATTTTATGTGG  465 
 
Query  421  TGATGGACAAGCTCGGTTAAATTTAATTATTATACCGATTGTCTAAAATACAGCCTCTTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  466  TGATGGACAAGCTCGGTTAAATTTAATTATTATACCGATTGTCTAAAATACAGCCTCTTT  525 
 
Query  481  GTAATTTTCATTAAATTACGAACTACCTAGCCATCGTGCTTTTTTGGTCCAACCAAAAAA  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  526  GTAATTTTCATTAAATTACGAACTACCTAGCCATCGTGCTTTTTTGGTCCAACCAAAAAA  585 
 
Query  541  CATATAATCTAGGGGTTCTGCTAGCCAGCAGATATTTTAATGATCTTTAACTATGATCTG  600 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  586  CATATAATCTAGGGGTTCTGCTAGCCAGCAGATATTTTAATGATCTTTAACTATGATCTG  645 
 
Query  601  AAGTCAAGTGG  611 
            ||||||||||| 
Sbjct  646  AAGTCAAGTGG  656 
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10.ผลการเปรยีบเทยีบลําดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของรา NN6/0/9 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั  Mucor hiemalis  

 
 Score =  593 bits (321),  Expect = 4e-168 
 Identities = 321/321 (100%), Gaps = 0/321 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    TGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCTCAATGGTATTCCATTG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    TGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCTCAATGGTATTCCATTG  60 
 
Query  61   AGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAAACACCCCACATTCATAATTTTGTTGTGAATGGAATT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   AGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAAACACCCCACATTCATAATTTTGTTGTGAATGGAATT  120 
 
Query  121  GAGAGTTTCGGCTTTATTGCTGAATTCTTTAAAATTATTAGGCCTGAACTATTGTTCTTT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  GAGAGTTTCGGCTTTATTGCTGAATTCTTTAAAATTATTAGGCCTGAACTATTGTTCTTT  180 
 
Query  181  CTGCCTGAACAtttttttAATATAAAGGAATGCTCTAGTAAAAAGACTATCTCTGGGGCC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  CTGCCTGAACATTTTTTTAATATAAAGGAATGCTCTAGTAAAAAGACTATCTCTGGGGCC  240 
 
Query  241  TCCCAAATAAATCATTCTTAAATTTGATCTGAAATCAGGCGGGATTACCCGCTGAACTTA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  TCCCAAATAAATCATTCTTAAATTTGATCTGAAATCAGGCGGGATTACCCGCTGAACTTA  300 
 
Query  301  AGCATATCAATAAGCGGAGGA  321 
            ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  AGCATATCAATAAGCGGAGGA  321 
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11. ผลการเปรียบเทียบลาํดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของรา NN6/0/1 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั Mucor racemosus strain UWFP 1084  

 
 Score = 1173 bits (635),  Expect = 0.0 
 Identities = 635/635 (100%), Gaps = 0/635 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAATAATCAATAATCTTGGCTTGTCCATTAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAATAATCAATAATCTTGGCTTGTCCATTAT  60 
 
Query  61   TATCTATTTACTGTGAACTGTATTATTATTTGACGTTTGAGGGATGTTCCAATGTTATAA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   TATCTATTTACTGTGAACTGTATTATTATTTGACGTTTGAGGGATGTTCCAATGTTATAA  120 
 
Query  121  GGATAGACATTGGAGATGTTAACCGAGTCATAATCAGGTTTAGGCCTGGTATCCTATTAT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  GGATAGACATTGGAGATGTTAACCGAGTCATAATCAGGTTTAGGCCTGGTATCCTATTAT  180 
 
Query  181  TATTTACCAAATGAATTCAGAATTAATATTGTAACATAGACCTAAAAAATCTATAAAACA  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  TATTTACCAAATGAATTCAGAATTAATATTGTAACATAGACCTAAAAAATCTATAAAACA  240 
 
Query  241  ACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  ACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAGTGCGATAA  300 
 
Query  301  CTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCTCATTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  CTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAACTTGCGCTCATTG  360 
 
Query  361  GTATTCCAATGAGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAACAAACCCTCTATCCAACTTTTGTTG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  GTATTCCAATGAGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAACAAACCCTCTATCCAACTTTTGTTG  420 
 
Query  421  TATAGGATTATTGGGGGCCTCTCGATCTGTATAGATCTTGAAACCCTTGAAATTTACTAA  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  TATAGGATTATTGGGGGCCTCTCGATCTGTATAGATCTTGAAACCCTTGAAATTTACTAA  480 
 
Query  481  GGCCTGAACTTGTTTAATGCCTGAACttttttttAATATAAAGGAAAGCTCTTGTAATTG  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481  GGCCTGAACTTGTTTAATGCCTGAACTTTTTTTTAATATAAAGGAAAGCTCTTGTAATTG  540 
 
Query  541  ACTTTGATGGGGCCTCCCAAATAAATCTTTTTTAAATTTGATCTGAAATCAGGTGGGATT  600 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  ACTTTGATGGGGCCTCCCAAATAAATCTTTTTTAAATTTGATCTGAAATCAGGTGGGATT  600 
 
Query  601  ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA  635 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601  ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA  635 
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12. ผลการเปรียบเทียบลาํดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของรา NK2/0/8 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั  Rhizopus oryzae strain NRRL 1469  

 
 Score = 1007 bits (545),  Expect = 0.0 
 Identities = 545/545 (100%), Gaps = 0/545 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    GTTAAAGCGCCTTACCTTAGGGTTTCCTCTGGGGTAAGTGATTGCTTCTACACTGTGAAA  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  36   GTTAAAGCGCCTTACCTTAGGGTTTCCTCTGGGGTAAGTGATTGCTTCTACACTGTGAAA  95 
 
Query  61   ATTTGGCTGAGAGACTCAGACTGGTCATGGGTAGACCTATCTGGGGTTTGATCGATGCCA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  96   ATTTGGCTGAGAGACTCAGACTGGTCATGGGTAGACCTATCTGGGGTTTGATCGATGCCA  155 
 
Query  121  CTCCTGGTTTCAGGAGTACCCTTCATAATAAACCTAGAAATTCAGTATTATAAAGTTTAA  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  156  CTCCTGGTTTCAGGAGTACCCTTCATAATAAACCTAGAAATTCAGTATTATAAAGTTTAA  215 
 
Query  181  TAAAAAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAA  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  216  TAAAAAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAA  275 
 
Query  241  GTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAGCTTG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  276  GTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAGCTTG  335 
 
Query  301  CACTCTATGGTTTTTCTATAGAGTACGCCTGCTTCAGTATCATCACAAACCCACACATAA  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  336  CACTCTATGGTTTTTCTATAGAGTACGCCTGCTTCAGTATCATCACAAACCCACACATAA  395 
 
Query  361  CATTTGTTTATGTGGTGATGGGTCGCATCGCTGTTTTATTACAGTGAGCACCTAAAATGT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  396  CATTTGTTTATGTGGTGATGGGTCGCATCGCTGTTTTATTACAGTGAGCACCTAAAATGT  455 
 
Query  421  GTGTGATTTTCTGTCTGGCTTGCTAGGCAGGAATATTACGCTGGTCTCAGGATCtttttt  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  456  GTGTGATTTTCTGTCTGGCTTGCTAGGCAGGAATATTACGCTGGTCTCAGGATCTTTTTT  515 
 
Query  481  tttGGTTCGCCCAGGAAGTAAAGTACAAGAGTATAATCCAGTAACTTTCAAACTATGATC  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  516  TTTGGTTCGCCCAGGAAGTAAAGTACAAGAGTATAATCCAGTAACTTTCAAACTATGATC  575 
 
Query  541  TGAAG  545 
            ||||| 
Sbjct  576  TGAAG  580 
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13. ผลการเปรียบเทียบลาํดบัเบสในบริเวณITS ของไรโบโซมอล ดีเอน็เอของรา N27/0/3 กับ

ฐานขอมูลใน Genbank  พบวาเหมือนกบั  Mucor indicus strain CBS 226.29  

 
 Score = 1013 bits (548),  Expect = 0.0 
 Identities = 548/548 (100%), Gaps = 0/548 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    
TCTGATAATTCAATAATTATCTTATTTACTGTGAACTGTTTTTATTTATGACGTATAAGG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  36   TCTGATAATTCAATAATTATCTTATTTACTGTGAACTGTTTTTATTTATGACGTATAAGG  95 
 
Query  61   GGATGTCTTTAGGCTATAAGGGTAGGCCTATGGAATGTTAACCTAGTCATAGTCAAGCTT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  96   GGATGTCTTTAGGCTATAAGGGTAGGCCTATGGAATGTTAACCTAGTCATAGTCAAGCTT  155 
 
Query  121  GATGCTTGGTACCCGATTATTACTTACCAAAAGAATTCAGTTTAAAATATTGTAACATAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  156  GATGCTTGGTACCCGATTATTACTTACCAAAAGAATTCAGTTTAAAATATTGTAACATAG  215 
 
Query  181  ACCTAAAAAATCTATAAAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  216  ACCTAAAAAATCTATAAAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA  275 
 
Query  241  GAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTT  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  276  GAACGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTT  335 
 
Query  301  GAACGCATCTTGCACTCAATGGTATTCCATTGAGTACGCCTGTTTCAGTATCAAAAACAA  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  336  GAACGCATCTTGCACTCAATGGTATTCCATTGAGTACGCCTGTTTCAGTATCAAAAACAA  395 
 
Query  361  CCCTTATTCAAAATTCtttttttGAATAGATATGAGTGTAGCAACCTTACAAGTTGAGAC  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  396  CCCTTATTCAAAATTCTTTTTTTGAATAGATATGAGTGTAGCAACCTTACAAGTTGAGAC  455 
 
Query  421  ATTTTAAATAAAGTCAGGCCATATCGTGGATTGAGTGCCGATACTTTTTTAATTTTGAAA  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  456  ATTTTAAATAAAGTCAGGCCATATCGTGGATTGAGTGCCGATACTTTTTTAATTTTGAAA  515 
 
Query  481  AGGTAAAGCATGTTGATGTCCGCTTTTTGGGCCTCCCAAATAACTTTTTAAACTTGATCT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  516  AGGTAAAGCATGTTGATGTCCGCTTTTTGGGCCTCCCAAATAACTTTTTAAACTTGATCT  575 
 
Query  541  GAAATCAG  548 
            |||||||| 
Sbjct  576  GAAATCAG  583 
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ภาคผนวก ง 
1. การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีDinitrosalicylic acid(DNSA) (Miller ,1959) 
 นําน้ําหมักที่ไดจากปฏิกิริยาการหาประสทิธิภาพของเอนไซมมาเจือจางดวยน้าํกลัน่

ตามความเหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก

(Dinitrosalicylic acid)ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปตมในอางน้าํเดือดเปนเวลา 

10 นาท ีทิง้ไวใหเยน็ในอางน้ําเย็น เปนเวลา 10 นาที เติมน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากนั นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 540 นาโนเมตร (ใชน้าํกลั่นเปนตวัเปรียบเทียบ) 

คํานวณหาปรมิาณน้าํตาลรดีิวซ(หนวยเปนกรัมตอลิตร) โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน

ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และน้ําตาลกลูโคส 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6.1 กราฟมาตรฐานระหวางคาการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และน้าํตาลกลูโคส 

 
2. การหาปริมาณกลูโคสโดยวิธ ีperoxidase/glucose oxidase assay (Cereia และคณะ, 

2000) 
 นําน้ําหมักที่ไดจากปฏิกิริยาการหาประสทิธิภาพของเอนไซมมาเจือจางดวยน้าํกลัน่

ตามความเหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซม 10 ไมโครลิตร บมที ่ 37

องศาเซลเซยีส 5 นาที นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร (ใชสารละลายเอนไซม

เปนตัวเปรียบเทียบ) คํานวณหาปริมาณกลูโคส(หนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตร) โดยเปรียบเทียบ

จากสมการมาตรฐานดังนี ้
  Abs. Unknown x Concentration of standard = Glucose (mg/l) 

  Abs. standard 

 
 

y = 0.0471x
R2 = 0.9915
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3. การหาปริมาณเอทานอลโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ 

y = 130157x
R2 = 0.9931
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รูปที่ 6.2 แสดงกราฟมาตรฐานระหวางพื้นที่ใตกราฟ และรอยละของเอทานอล 
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ประวัติผูเขียนวิทยานพินธ 
 

 นางสาวอภิชญา เตชะวสญัู  เกิดเมื่อวันที่ 16 กันยายน พ.ศ.2525  ท่ีจงัหวัด

กรุงเทพมหานคร  สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววทิยา  ภาควชิาจุล

ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2546 และเขารับการศึกษาตอ

ในระดับปริญญามหาบัณฑติ  สาขาจลุชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะ

วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2547 
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