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 Sato is a traditional Thai rice wine produced from the microbial starter so called Loog pang. To 
date, industrial manufacture of Sato production faces problems which largely stem from the inconsistency 
in the quality of Sato produced from each batch. Important cause due to inconsistency from its starter 
which leads to variation in quality and stability of the product. To solve this problem, the use of mixed 
pure cultures of selected good starter should lead to the consistency in Sato quality. In this study we 
compared microbial communities and quality of Sato produced by Loog pang NP1 and the mixed pure 
starter cultures isolated from the Loog pang. Historically, conventional cultivation methods were used to 
isolate the microorganisms in Loog pang and Sato. However, the cultivation-dependent approach has 
many limitations. To date, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) is a molecular technique for 
monitoring dynamic changes without cultivation requirement. The DGGE profile of microbial dynamics 
during Sato production revealed that two filamentous fungi (Rhizopus oligosporus and Mucor racemosus) 
and two non – Saccharomyces yeasts (Pichia anomala and Saccharomycopsis fibuligera) were detected 
at the initial stage of the fermentation (day 0-3). At day 4, when the cultivation was switched from solid-
state to liquid phase fermentation, the yeast Saccharomyces cerevisiae was prominent and replaced the 
previous microbial populations. Lactic acid bacteria corresponded to Pediococcus pentosaceus was 
detected since day zero until day 7. The DGGE results were consistent with those obtained by the culture-
dependent method. The qualities of Sato including organic acids, volatile compounds and sensory test 
were analyzed.  The profiles of organic acids and volatile compounds were found no difference. In 
addition, no significant difference in sensory quality was also found between mixed pure starter cultures 
and the Loog pang (p < 0.05). It could be concluded that either Sato produced from the mixed pure starter 
cultures isolated from the Loog pang or that from the selected Loog pang yield the same quality. 
Therefore, mixed pure starter cultures could be used in place of Loog pang to produce Sato with good 
quality and consistency between batches. The results obtained will lead to solve the problem of quality 
inconsistency of Sato produced between batches in commercial scale of Sato production.    
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บทที่  1 
บทนํา 

การผลิตสาโท (ไวนขาว) โดยใชลูกแปงสุราเปนที่รูจักกันมานานแลวในประเทศแถบเอเชีย 
โดยในประเทศไทยนั้น นิยมผลิตและบริโภคกันเองภายในทองถ่ิน มีช่ือเรียกตางกันไปตามแตละ
ทองที่ เชน สาโท (เหลาโท) อุ และน้ําขาว เปนตน ผูผลิตก็ไมนิยมที่จะจดบันทึกรายละเอียดวิธีการ
ทําเปนลายลักษณอักษร  แตจะถายทอดกันภายในหมูเครือญาติจึงทําใหการผลิตสาโทของประเทศ
ไทยไมกาวหนาเทาที่ควร (มนตรี เชาวนสังเกต, 2521) แตในป 2547 รัฐบาลไดมีการสนับสนุนให
เกิดการพัฒนาในระดับทองถ่ินโดยไดจัดตั้งโครงการหนึ่งตําบลหนึ่งผลิตภัณฑ เพื่อใหแตละทองถ่ิน
ผลิตผลิตภัณฑที่มีคุณภาพออกมาจําหนาย  จึงทําใหทองถ่ินที่นิยมผลิตสาโทดื่มกันเองในชุมชนทํา
การผลิตสาโทออกจําหนายเปนผลิตภัณฑในทองถ่ินตน  ทําใหปจจุบันสาโทเปนที่รูจักและนิยม
มากขึ้นในระดับหนึ่ง  

ราและยีสตเปนกลุมจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการผลิตสาโท  จุลินทรียกลุมรา
ทําหนาที่เปลี่ยนแปงที่เปนองคประกอบในเมล็ดขาวใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เรียกปฏิกิริยาการ
เปล่ียนแปลงนี้วาแซ็กคาริฟเคชัน (Saccharification) สําหรับจุลินทรียในกลุมยีสตทําหนาที่เปล่ียน
น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงโดยรา ใหเปนแอลกอฮอลโดยผานกระบวนการหมักที่ เรียกวา 
กระบวนการหมักแอลกอฮอล (alcoholic fermentation) ซ่ึงปฏิกิริยานี้จะเกิดไดดีในภาวะที่มี
ออกซิเจนต่ํา ลูกแปงสุราที่ดีนอกจากจะมีเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยแปงและการหมักใหได
เปอรเซ็นตแอลกอฮอลสูงแลว จะตองเปนเชื้อที่ใหกล่ินรสที่ดีอีกดวย ในระหวางกระบวนการหมัก
เครื่องดื่มแอลกอฮอล  ยีสตไมไดสรางเฉพาะแตแอลกอฮอลเพียงอยางเดียว แตยังมีการสรางผลผลิต
อ่ืนอีกมากมายซึ่งเปนสารที่มีความสําคัญตอสมบัติของกลิ่นรสที่ดีในไวนโดยเฉพาะอยางยิ่ง เอส
เทอร และ ฟูเซลแอลกอฮอล ที่ถูกสรางระหวางกระบวนการหมัก มีบทบาทสําคัญในเรื่องกล่ินรส
ของไวน (Valero และคณะ, 2002)   

จากงานวิจัยที่ผานมามีการแยกจุลินทรียในลูกแปงสุราโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารโดยยัง
ไมมีการใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลเขาชวย  พบวาจุลินทรียหลักในลูกแปงสุราไดแก ราและ
ยีสต สวนแบคทีเรียยังมีรานงานไมมากนัก อภิชญา เตชะวสัญู (2550) ไดมีการจําแนกและศึกษา
ลักษณะสมบัติของราและยีสตในลูกแปงสุราเพื่อการผลิตสาโท โดยเก็บรวบรวมลูกแปงสุราที่ผลิต
จากแหลงตางๆทั่วประเทศและคัดเลือกลูกแปงสุราที่มีกิจกรรมเอนไซมในการยอยแปงใหเปน
น้ําตาลไดสูงในน้ําตอยและมีกิจกรรมเอนไซมในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลไดสูงในน้ําหมัก
สาโท รวมทั้งสาโทที่มีกล่ิน รส ที่ดีจากการดมและชิมจากผูเช่ียวชาญ ทําใหสามารถคัดเลือกไดลูก
แปงสุราจํานวน 6 แหลงที่มีคุณสมบัติดังกลาว ไดแก ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP1) ลูก
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แปงสุราจากจังหวัดนาน (NN6 NN25 และ NN27) ลูกแปงสุราจากจังหวัดหนองคาย (NK2) ลูกแปง
สุราจากจังหวัดลําปาง (LA1) ในจํานวนนี้ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP1) ถูกเลือกนํามา
ศึกษาตอ เนื่องจากเมื่อนํามาผลิตสาโทพบวาไดสาโทที่มีกล่ินรสดี (นริสา ตรีเนตร, 2550) ราและ
ยีสตที่แยกไดจากลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP1) (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) พบรา 2 
ชนิด คือ Mucor racemosus และ Rhizopus oligosporus และยีสต 3 ชนิด คือ Saccharomyces 
cerevisiae Saccharomycopsis fibuligera และ Pichia anomala   

คุณภาพของสาโทขึ้นอยูกับปจจัยหลายๆดาน  ไดแก คุณภาพของน้ํา สายพันธุขาว 
เครื่องเทศหรือสมุนไพรและคุณภาพของลูกแปงสุรา จุลินทรียที่อยูในลูกแปงสุราเปนปจจัยหนึ่งที่
สําคัญอยางยิ่งตอคุณภาพของสาโท การผลิตลูกแปงสุรายังไมมีสูตรและกระบวนการผลิตที่แนนอน
ทําใหคุณภาพของลูกแปงสุราไมคงที่สงผลตอคุณภาพของสาโทไมคงที่ดวย การใชจุลินทรีย
บริสุทธิ์ผสมเปนหัวเชื้อแทนการใชลูกแปงสุราในการผลิตสาโทเปนแนวทางหนึ่งในการควบคุมทั้ง
ชนิดและปริมาณของจุลินทรียในการผลิตตลอดจนควบคุมการปนเปอนจากจุลินทรียที่ไมจําเปนตอ
การหมักได จะสงผลใหไดสาโทคุณภาพดีสม่ําเสมอในแตละชุดการผลิต นอกจากนี้การทราบชนิด
และการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียระหวางการหมักสาโทจะชวยเปนขอมูลสําหรับการผลิต
กลาเชื้อบริสุทธิ์ผสมแทนลูกแปงสุรา เพื่อการผลิตสาโทไดใกลเคียงกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา
และสามารถควบคุมคุณภาพของสาโทใหคงที่ได  
วัตถุประสงคของการวิจัย 

ติดตามชนิดและการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียโดยใชวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร
ควบคูกับวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ระหวางสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
สุราที่คัดเลือกได NP1 กับการใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกจากลูกแปงสุรา NP1 ตลอดจนเปรียบเทียบ
คุณภาพสาโทที่ไดในดานการทดสอบทางประสาทสัมผัสและรูปแบบสารใหกล่ินโดยวิธี Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)  
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ทราบผลของการใชลูกแปงสุราและจุลินทรียบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุราที่มีตอ
คุณภาพดานกลิ่นรสของสาโท ผลการทดลองที่ไดจะเปนขอมูลสําหรับการผลิตกลาเชื้อบริสุทธิ์
ผสมแทนลูกแปงสุราเพื่อการผลิตสาโทใหไดคุณภาพใกลเคียงกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา 
ตลอดจนสามารถควบคุมคุณภาพของสาโทใหคงที่ไดในแตละชุดการผลิตสามารถเปนองคความรู
เพื่อนําไปใชในการพัฒนาคุณภาพของสาโทเพื่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป   
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บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

เครื่องดื่มแอลกอฮอลมีบทบาทสําคัญตอวัฒนธรรมและวิถีชีวิตของคน ทั้งในแถบซีกโลก
ตะวนัออกและตะวันตก ขณะที่ประเทศในแถบทวีปยุโรป และตะวันออกกลาง นิยมผลิตเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลจากผลไม แตประเทศในแถบเอเชียแปซิฟก นิยมผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลจากธัญพืช 
(Cereals) ประเทศไทย นับไดวาเปนประเทศที่มีความอุดมสมบูรณมาตั้งแตสมัยโบราณ เปน
ดินแดนที่เต็มไปดวยพืชพรรณ ธัญญาหาร ประชากรสวนใหญประกอบอาชีพเกษตรกรรมที่มี
ผลผลิตทางการเกษตรตลอดป ผลผลิตที่มีความสําคัญอันดับหนึง่คือ ขาว ขาวเปนพชืเศรษฐกิจของ
ไทยและเปนอาหารหลักประจําชาติ สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเปนเครื่องดื่มหมัก
พื้นบาน ซ่ึงเกดิจากภูมิปญญาชาวบานของไทย ที่แสดงถงึวัฒนธรรมที่สืบทอดกันมาจากโบราณ
จนถึงปจจุบัน โดยมีช่ือเรียกตางๆกันไปตามแตละทองถ่ิน เชน กระแช อุ น้ําขาว น้ําแดง สาโท เปน
ตน   

สาโท เปนสุราแชพื้นบานของไทยที่แสดงถึงภูมิปญญาทองถ่ินที่ไดรับการถายทอดสืบตอ
กันมาหลายชั่วอายุคน  นิยมผลิตและบริโภคกันเองภายในทองถ่ิน  เปนสุราแชมีความแรง
แอลกอฮอลไมเกิน 15 ดีกรี ผลิตโดยการหมักขาวเหนียวนึ่งดวยลูกแปงสุรา ลูกแปงในประเทศไทย
แบงออกไดหลายชนิด ไดแก ลูกแปงขาวหมาก ลูกแปงสุรา และลูกแปงน้ําสมสายชู  ลูกแปงสุรา
ตามพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ. 2493 มาตรา 4 จัดเปนเชื้อสุราอยางหนึ่งมีนิยามดังนี้ “เชื้อสุรา” 
หมายความถึงแปงสุรา แปงขาวหมาก หรือเชื้อใดๆ เมื่อหมักกับวัสดุหรือ ของเหลวอื่นๆ แลว
สามารถทําใหเกิดแอลกอฮอลที่ใชทําสุรา ลูกแปงสุรา ใชในการหมักสุราประเภทเมรัยไดแก น้ําขาว 
กระแช สาโท อุ และสุราแช  กระบวนการผลิตไวนขาวของแตละประเทศจะมีความแตกตางกันทั้ง
วัตถุดิบ สัดสวน อุณหภูมิ และระยะเวลา แตโดยรวมแลวเปนการหมักแบบธรรมชาติโดยใชธัญพืช
เปนหลักโดยแตละแหงมีการทํากอนแปงหัวเชื้อ (Starter) ดวยสวนผสม รูปราง และเชื้อจุลินทรีย
แตกตางกัน และมีช่ือเรียกแตกตางกันไปในแตละประเทศ โดยหัวเชื้อที่มีลักษณะคลายลูกแปงใน
ประเทศแถบเอเชียมีหลายชนิดและมีช่ือเรียกตางกันตามแตละทองถ่ินของหัวเชื้อชนิดนั้นๆ เชน 
ญี่ปุนเรียกวาโคจิ (koji) จีนเรียกวาชู (chou) เกาหลีเรียกวานุรุก (nuruk) อินโดนิเซียเรียกวาราจิ 
(ragi) (Haruta และคณะ, 2006) ไทย เรียกวา ลูกแปง (Loogpang)  

ลูกแปง ในแตละหมูบานมีสูตรเฉพาะเปนของตนเองและสวนใหญถูกปกปดเปนความลับ 
ไมเผยแพรแกผูอ่ืน สูตรการทําลูกแปงของแตละแหลงจะมีความแตกตางกันไปตามแตละทองถ่ิน
โดยภูมิปญญาทองถ่ินยังเชื่อมโยงกับภาวะแวดลอมหรือความหลากหลายทางชีวภาพ เชน สมุนไพร 
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ที่นําไปทําเปนหัวเชื้อ เปนตน ซ่ึงถือวาลูกแปงเปนหัวใจของการหมักที่ทําใหเกิดความหลากหลาย
ของกลิ่นรสที่เปนเอกลักษณเฉพาะในแตละทองถ่ิน การผลิตสาโทในชวง 3 วันแรกของการหมัก รา
จะยอยแปงในขาวเหนียวนึ่งใหเปนของเหลวที่มีความเขมขนน้ําตาลสูง เรียกวา น้ําตอย หลังจากนัน้
เติมน้ําลงไป 2 เทาของขาวเหนียวนึ่ง เรียกขั้นตอนนีว้า การผาน้ํา เปนการสรางภาวะที่มีออกซิเจน
ต่ํา เปนผลใหยสีตเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอลและสารอื่นๆ หมักตอไปอีก 7-10 วัน จะไดสาโทที่
มีลักษณะเปนของเหลวสีขุนหรือสีตามขาว รสหวานหอม เฝอนเล็กนอย (สุพัฒน กุมพทิักษ และ กํา
พล กาหลง, 2545)  

ลูกแปง คือ กลาเชื้อจุลินทรียในรูปแบบของเชื้อจุลินทรียผสมที่เก็บไวในรูปเชื้อแหง ที่ได
จากการคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาติมาใชในรูปแบบของลูกแปง ตามกรรมวิธี
พื้นบานสมัยกอน ซ่ึงสามารถนํามาหมักกับวัตถุดิบทางการเกษตรไดเปนอาหารหมักหลายชนิด ลูก
แปงเปนแหลงของจุลินทรียหลายชนิด ทั้งชนิดที่จําเปนซึ่งมีประโยชนตอการหมักและชนิดที่ไม
จําเปนซ่ึงทําใหสาโทเนาเสียหรือทําใหมีกล่ินรสเสียไป ปจจุบันวิธีการหมักยังคงอนุรักษกรรมวิธี
การผลิตตามรูปแบบดั้งเดิมที่สืบทอดตอๆกันมา ทําใหยากตอการควบคุมคุณภาพใหคงที่ในระหวาง
ชุดการผลิตได ทําใหมักจะไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพที่ไมแนนอน เชน มีเปอรเซ็นตแอลกอฮอลต่ํา
หรือสูงเกินไป หรืออาจมีกล่ินรสที่ไมชวนดื่ม ตลอดจนปญหาอื่นๆอีกมาก ซ่ึงสวนหนึ่งของปญหา
เกิดขึ้นเนื่องจากจุลินทรียที่มีอยูในลูกแปง ทําใหไมสามารถควบคุมคุณภาพตลอดจนปรับปรุง
ประสิทธิภาพการหมักหรือขยายกําลังการผลิตใหสูงขึ้นจากเดิมได หากสามารถคัดแยกชนิดของ รา 
ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา ที่มีคุณภาพดีและคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียที่ดี เพื่อ
การปรับปรุงคุณภาพของสาโทในดานตางๆ เชน ใหมีกล่ินและรสชาติดีขึ้น ซ่ึงจะเปนแนวทางใน
การพัฒนาเพื่อการผลิตสาโทที่มีคุณภาพดีและคงที่ในระดับอุตสาหกรรมตอไป   
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2.1 วัตถุดิบที่ใชในการผลิตสาโท 
วัตถุดิบที่ใชในการผลิตสาโทก็เปนปจจัยที่สําคัญตอคุณภาพของสาโท แตยังไมคอยมี

รายงานวิจัยเกี่ยวกับวัตถุดิบตางๆที่มีผลตอคุณภาพตางๆของสาโท 
2.1.1 ขาว  
 เปนวัตถุดิบหลักในการผลิตสาโท มีช่ือทางพฤกษศาสตร คือ Oryza sativa โดยขาวที่ปลูก
ในประเทศไทยจัดอยูใน indica type มี 2 ชนิด คือ ขาวเจา (Rice, Ordinary rice) และขาวเหนียว 
(Glutinous rice, Sticky rice) มีลักษณะเมล็ดเรียว ยาว 
 องคประกอบสําคัญที่พบในเมล็ดขาว คือ แปง (Starch) และสวนที่ไมใชแปง (non-starch 
constituents) ซ่ึงไดแก โปรตีน ไขมัน เสนใย วิตามินและแรธาตุตางๆ  แปง (Starch)  เปน
องคประกอบที่พบมากที่สุด ซ่ึงอยูในรูปของเม็ดแปง (Starch granule) ซ่ึงมีความสําคัญในการ
เปลี่ยนไปเปนน้ําตาลและแอลกอฮอล เมื่อมีการหมักเกิดขึ้น แปงมีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n มีคา n 
ไมนอยกวา 1,000 แปงสวนใหญเปนสาร Heterogeneous ซ่ึงเปนโพลีเมอรของกลูโคส 
ประกอบดวย 2 สวน คือ Amylose และ Amylopectin เปนองคประกอบหลัก และจะมีผลตอ
คุณสมบัติของขาวเมื่อนึ่งสุกแลว และมีผลตอการแทงเสนใยของเชื้อราเขาสูภายในเมล็ดขาว (สุภ
มาส ไขคํา, 2544) 
 การทําสาโทนิยมใชขาวเหนยีวขาวหรือขาวเหนียวดํา เปนวัตถุดิบมากกวาขาวเจา เนือ่งจาก
ขาวเหนียวใหกล่ินและรสทีด่ีกวา และจลิุนทรียในลูกแปงสุราสามารถยอยแปงขาวเหนียวไดดีกวา
แปงขาวเจา (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) สวนการขัดสขีาวก็อาจมีผลตอคุณภาพและการหมกัสาโท 
หากใชขาวที่ยงัมีรําขาวเหลืออยูบางอาจชวยใหมกีารหมกัดีขึ้น เนื่องจากมีสารอาหารใหจุลินทรีย
มากกวาขาวขดัขาว 
2.1.2 น้ํา  
 เปนองคประกอบที่มีอยูในสาโทไมต่ํากวา 80% คุณภาพของน้ํามีผลตอคุณภาพของสาโท
เปนอยางมาก การผลิตจะตองคํานึงถึงคุณภาพของน้ําเปนพิเศษ น้ําที่เหมาะสมควรเปนน้ําที่มี
คุณภาพใกลเคียงกับมาตรฐานน้ําดื่ม คือ ใส ไมมีสี ไมมีกล่ิน และไมมีรสชาติ สะอาด ไมมี
เชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค โดยเฉพาะอยางยิ่ง ควรเปนน้ําออน ไมมีสนิมเหล็ก ไมมีคลอรีน เพราะ
คลอรีนจะไประงับการเจริญของยีสต ทําใหปฏิกิริยาการหมักเกิดขึ้นชา และจะทําใหสาโทมีกล่ินที่
ผิดปกติไป  
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2.1.3 ลูกแปงสุรา 
เปนกลาเชื้อผสม (Mixed cullture) ที่ประกอบดวยจุลินทรียที่เปนตัวการสําคัญในการ

เปล่ียนแปงในขาวใหกลายเปนน้ําตาลหรือแอลกอฮอล (กฤษฎา ขุนแหลม, 2542) ลูกแปงสุรามี
หลายชนิดผลิตขึ้นตามวัตถุประสงคที่จะนําไปใช เชนลูกแปงสุรา  ลูกแปงสุราขาวหมาก  ลูกแปง
สุราทําน้ําสมสายชู เปนตน (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) การผลิตลูกแปงสุรามักทํากันเปน
อุตสาหกรรมในครัวเรือน โดยมีกรรมวิธีที่คลายคลึงกัน และคลายคลึงกับการผลิตลูกแปงสุราของ
ชนชาติอ่ืน ตางกันแตเพียงองคประกอบของวัตถุดิบ ขนาด รูปราง ตลอดจนชนิดและสายพันธุจุลิน 
ทรียเทานั้น (มนตรี เชาวสังเกต, 2521) องคประกอบสําคัญของลูกแปงสุรา ก็คือปลายขาว ซ่ึงใชได
ทั้งขาวเหนียวและขาวเจา นํามาผสมกับเครื่องเทศหรือสมุนไพรตางๆ คุณภาพของลูกแปงสุรา
ขึ้นอยูกับคุณภาพของขาวและเครื่องเทศ  

ลักษณะทั่วๆไปของลูกแปงสุราที่ดีคือ จะมีลักษณะโปรงเบา สีขาวนวล (Grey-white) ไมมี
รอยแตกราว กอนแปงเปนรูพรุน ซ่ึงเกิดจากการฟูของแปงขณะบม เมื่อขยี้จะยุยเปนผงละเอียด ไมมี
กล่ินเหม็นเปรี้ยว ลูกแปงสุราที่ผลิตจากแตละแหลงจะมีประสิทธิภาพการหมักตางกัน (นภา โลห
ทอง, 2535)  
บทบาทสําคัญของจุลินทรียในลูกแปงสุราตอกระบวนการหมัก มี 2 ประเภท คือ 

1) การเปลี่ยนแปงในเมล็ดขาวใหเปนน้ําตาล โดยรา เชน Amylomyces rouxii และ 
Rhizopus spp. จะสรางเอนไซม amylase ชนิด α-Amylase และ Glucoamylase  

2) การหมักน้ําตาลที่เกิดขึ้น ใหเปนแอลกอฮอลกับคารบอนไดออกไซด โดยยีสต เชน S. 
cerevisiae ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงในการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนแอลกอฮอล (นภา โลหทอง, 2535)   
2.2 กระบวนการที่เกิดขึ้นในสาโท มีดังนี้  
 2.2.1. กระบวนการยอยแปงเปนน้ําตาล มีกระบวนการดังนี้ 
  1.) Gelatinization เปนขั้นตอนการทําใหแปงสุก เม็ดแปงในขาวเมื่อสัมผัสความรอนชื้นทํา
ใหโครงสรางของแปงขยายตัวและเกิด Gelatinization ทําใหแปงมีลักษณะนุมเหนียวเหมาะสมตอ
การทํากิจกรรมของจุลินทรีย (Tester และ Morrison, 1990) 

2.) Liquefaction เปนขั้นตอนเพื่อลดความหนืดของแปงที่ gelatinize แลว โดยเอนไซมจะ
ยอยโมเลกุลของแปงแบบสุม (Random hydrolysis) เมื่อการไฮโดรไลซเกิดขึ้นจะทําให Polymer 
ของกลูโคส ถูกตัดเปนสายสั้นๆ มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทําใหมีความหนืดลดลง 

3.) Saccharification เปนการไฮโดรไลซแปงใหเปนโมเลกุลของน้ําตาลดังนั้นหลังการยอย
แลวจะได Monosaccharide หรือ Disaccharide หรือ น้ําตาลที่มีโมเลกุลสูงกวาบางเล็กนอย จะได
เปนน้ําตาลกลูโคส มอลโทส หรือ มอลโทไทรโอส 
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2.2.2.กระบวนการหมักแอลกอฮอลโดยจุลินทรีย 
 การหมักแอลกอฮอลจากน้ําตาล แสดงไดเปนสมการดังนี้ 
                              C6H12O6 + H2O                            2C2H5OH + 2CO2 
 การหมักแอลกอฮอลจากแปงมีความจําเปนที่ตองใชเชื้อราในการยอยแปงใหเปนน้ําตาล 
ปจจุบันการผลิตแอลกอฮอลนิยมใชเอนไซม α -Amylase และGlucoamylase จากรา การใชรายอย
แปงเพื่อผลิตแอลกอฮอลหรือที่เรียกวา Amylo process (Inui และคณะ, 1965) นั้น ใชเชื้อราในการ
ยอยแปงเปนน้ําตาล  และเชื้อราเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอลไดเล็กนอย  ดังนั้นการหมัก
แอลกอฮอลจึงจําเปนตองเติมยีสตรวมดวย เพื่อจะเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนแอลกอฮอล 
เอนไซมที่เกี่ยวของในการหมักสาโท 
 เอนไซมที่มีความสําคัญมากในการหมักสาโท คือ เอนไซม Amylase ซ่ึงเปน Extracellular 
enzyme มีความสามารถในการยอยแปงเปนน้ําตาล พบไดทั้งในพืช สัตว และจากการสรางของจุลิน 
ทรียหลายชนิด   
เอนไซมที่มีบทบาทในการยอยแปง สามารถแบงไดเปน 2 ชนิดตามตําแหนงการยอยแปงดังนี้   
1. Endoamylase เปนเอนไซมที่ยอย (Hydrolyze) แปงแบบสุมที่ตําแหนง α-D-(1, 4) glycosidic 
linkage ถาการยอยไมสมบูรณจะมีกลูโคส มอลโตส และเด็กสตรินเกิดขึ้น ถาการยอยสมบูรณจะได
น้ําตาลมอลโตส และกลูโคสเทานั้น เอนไซมประเภทนี้ ไดแก α-Amylase หรือAmylo (1, 4) 
dextrinase พบไดใน พืช สัตว และจุลินทรีย 
2. Exoamylase เปนเอนไซมที่ยอยแปงจากปลายทางดาน non-reducing เขามา ทําใหไดน้ําตาล
กลูโคส (Glucose unit) โดยยอยที่ β-D-(1, 4) glycosidic linkage และ β-D-(1, 6) glycosidic 
linkage เอนไซมประเภทนี้ ไดแก α-Amylase และ Glucoamylase    

α-Amylase จะยอยแปงที่ตําแหนง β-D-(1, 4) glycosidic linkage เขาไปที่ละ 2 หนวยของ
กลูโคส แตไมสามารถยอยพันธะที่ตอแบบ β-D-(1, 6) glycosidic linkageได ผลที่ไดจากการยอย 
คือ น้ําตาลมอลโทส และเด็กสตรินที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เอนไซมชนิดนี้ พบไดในพืชช้ันสูง เชน 
ธัญพืช มันเทศ และแบคทีเรียบางชนิด  

Glucoamylase เปนเอนไซมที่พบครั้งแรกในจุลินทรีย และพบวามีในเนื้อเยื่อของสัตวดวย 
โดยสามารถยอยแปงไดอยางสมบูรณจากปลายทางดาน non-reducing ที่ตําแหนง β-D-(1, 4) 
glycosidic linkage เขาไปทีละ 1 หนวยกลูโคส แลวยังสามารถยอยท่ีตําแหนง β-D-(1, 6) 
glycosidic linkage และ β-D-(1, 3) glycosidic linkage ไดดีพอๆกับ β-D-(1, 4) glycosidic linkage 
อีกดวย ดังนั้นผลการยอยที่สมบูรณจะไดน้ําตาลกลูโคส (D-glucose) เพียงอยางเดียว 
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2.3 องคประกอบหลักของลูกแปงสุรา 
 2.3.1 ขาวหรือแปง สามารถใชไดทั้งขาวเหนียวและขาวเจา โดยที่ขาวที่นํามาใช ควรเปน
ขาวที่ไมอับราหรือผานการแชน้ํามากอน มีขนาดสม่ําเสมอ ไมเปนขาวปนหรือมีมอด เวลาแชตอง
ซาวขาวเอาสิ่งสกปรกออกใหหมด  
 2.3.2 สมุนไพร มีสูตรการผลิตหลายแบบที่มักจะเกบ็เปนความลับ และถายทอดใหทราบ
ภายในครอบครัว สมุนไพรที่ใชมีคุณสมบัติในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่ปนเปอน 
(สุหัทยา นําชยัส่ีวัฒนา, 2549) โดยไมยับยัง้การเจริญเติบโตของจุลลินทรียที่จําเปนตอการหมัก  เชน  
กระเทียม ขา พริกแดง เปนตน นํามาบดรวมกนั สมุนไพรที่ใชตองตากใหแหงสะอาดและไมเกา
เกินไป  
 2.2.3 ลูกแปงสุราเกา เปนแหลงของจลิุนทรียที่เกีย่วของในกระบวนการหมักสาโทตาม
ทองถ่ินนั้นๆ สวนใหญจะเปนรา และยีสต โดยใชลูกแปงสุราเกาเปนหัวเชื้อสําหรับผลิตลูกแปงใหม 
 2.2.4 น้ํา ตองใชน้ําสะอาด สําหรับปริมาณน้ําที่ใชไมแนนอนขึ้นกับความชํานาญของผูทํา 

ขั้นตอนการผลิตลูกแปงแบบภูมิปญญาทองถ่ิน แสดงดังภาพที่ 2.1 แสดงใหเห็นวาทุกขั้น
ในการผลิตมีโอกาสที่เกิดการปนเปอนจากจุลินทรียที่ไมจําเปนตอการหมัก ตั้งแตตัวแปง สมุนไพร 
ลูกแปงเกา การนวด การปน การตาก การบม ไมมีการควบคุม ตลอดจนการเก็บซึ่งสวนใหญจะหอ
ดวยกระดาษหนังสือพิมพ (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547) และ
ปจจุบันยังไมมีสูตรและกระบวนการผลิตลูกแปงที่แนนอนซึ่งเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอคุณภาพของ
สาโทที่ไดไมคงที่ เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการผลิตสาเกซึ่งเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลประจําชาติ
ของญี่ปุน ในกระบวนการผลิตสาเกนั้นใชเชื้อบริสุทธิ์ที่ผานการคัดเลือกแลวในการหมัก โดยข้ัน
แรกสาเกมีการยอยแปงใหเปนน้ําตาลโดยใช Aspergillus oryzae และจากนั้นน้ําตาล จะถูก
เปล่ียนเปนแอลกอฮอลโดย Saccharomyces sake ซ่ึงการใชเช้ือบริสุทธที่ผานการคัดเลือกแลวนี้มี
ขอดีคือ ชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียที่ไมเปนประโยชนตอการหมัก ทําใหไดคุณภาพของสาเก
ที่คอนขางคงที่ จากแนวคิดนี้ทําใหไดมีนักวิจัยหลายคนไดศึกษาเกี่ยวกับการแยกและคัดเลือกจุลิน 
ทรียจากลูกแปงสุรา ดังนี้ 

มนตรี เชาวสังเกตุ (2521) ไดศึกษาการคัดเลือกสายพันธุยีสตและราเพื่อใชผลิตไวนขาว
จากลูกแปงทั่วประเทศ พบวาราที่มีประสิทธิภาพในการยอยแปงไดดี ปริมาณกรดต่ํา และใหกล่ิน
รสที่ดีแกสาโทไดแก Rhizopus MM-52 และ Amylomyces rouxii MM-136 สวนยีสตที่ทนปริมาณ
แอลกอฮอลที่ความเขมขนสูง และใหกล่ินรสที่ดีคือ Saccharomyces cerevisiae MS-52  

วรรัตน โชติวรรณพร (2539) ทําการศึกษาการผลิตไวนขาวเหนียวดําโดยการหมักโดยเชื้อ
บริสุทธิ์ โดยรวบรวมลูกแปงจากทั่วประเทศและคัดแยกราและยีสต พบวารา LM 18 ซึ่งเปนลูกแปง
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สุราจากจังหวัดแพร ยอยแปงไดดีที่สุด และยีสต LY 17 หมักน้ําตาลไดดีและทนตอแอลกอฮอลสูง 
ขอมูลเบื้องตนนี้สามารถนําไปสูการพัฒนาการผลิตสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ตอไป (วรรัตน โชติ
วรรณพร, 2539) 

อภิชญา เตชะวสัญู (2550) ทําการคัดแยก จําแนกยีสต และราในลูกแปงสุราจากจังหวัด
ตางๆ ในประเทศไทย และศึกษาสมบัติของยีสตและราในดานการยอยแปงและความสามารถในการ
ผลิตเอทานอล พบวา สามารถจําแนกชนิดของยีสตไดเปน Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomycopsis fibuligera, Pichia anomala, Issatchenkia orientalis, Tolulaspora delbrueckii 
และ Candida glabrata และ สามารถจําแนกราที่คัดแยกไดเปน Mucor hiemalis,  Mucor racemosus, 
Mucor indicus, Rhizopus microsporus และ Rhizopus oryzae และพบวา รา  Mucor heimalis      NN 
609  มีความสามารถในการเปลี่ยนของแข็งเปนของเหลว  (Liquefaction) ไดดีที่ สุด  และยีสต 
Saccharomyces cerevisiae NK 1933 มีความสามารถในการหมักใหไดเอทานอลสูงสุด (อภิชญา เต
ชะวสัญู, 2550) 

ซ่ึงแนวทางการใชจุลินทรียบริสุทธิ์นั้นจะทําใหสามารถควบคุมชนิดและปริมาณของจุลิน 
ทรียได ตลอด จนสามารถปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียที่ไมจําเปนตอการหมัก ทําใหสามารถ
สังเกตประสิทธิภาพการหมักได และยังทําใหสาโทที่ไดมีความคงที่ทุกรุนการผลิตดีกวาวิธีการใช
ลูกแปงสุรา (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547) 
จุลินทรียท่ีสามารถพบไดในลูกแปงสุรา  ประกอบดวย 

รา ซ่ึงสามารถยอยสลายแปงเปนน้ําตาล  โดยใชเอนไซมกลุมอะไมเลส   ประกอบดวย
อัลฟาอะไมเลส, เบตาอะไมเลส และ กลูโคอะไมเลส ยอยโมเลกุลของแปงใหเปนน้ําตาลหลาย
โมเลกุล โมเลกุลคูและโมเลกุลเดี่ยว มีหลายสายพันธุไดแกรามีเสนใยสีขาวฟู รามีเสนใยสีเทาดํา รา
มีเสนใยสีเทาเหลือง รามีเสนใยสีเหลืองเขียว และบางชนิดมีสี เชน  Amylomyces, Aspergillus และ 
Rhizopus spp. เปนตน 

ยีสต เปนจุลินทรียที่สําคัญที่สุดเพราะนอกจากจะเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอลแลว  ยังให
กล่ินและรสที่เปนเอกลักษณของสาโทอีกดวย  เชน กลุม  Saccharomyces   ไดแก    S. cerevisia 
และ S. sake  กลุม non-Saccharomyces  ไดแก Saccharomycopsis fibuligera และ Pichia anomala 
เปนตน  
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แบคทีเรีย จะพบแบคทีเรียในกลุม แบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก แบคทีเรียที่ผลิตกรดอะซิ
ติค เชน Pediococcus spp., Lactobacillus spp. , Lactococcus spp. (Rittiplang และคณะ, 2007)  
Pediococcus pentosaceus  และอาจพบ Lactobacillus spp. (นภา โลหทอง, 2535) นอกจากนี้อาจพบ 
Bacillus spp. ในลูกแปงจากการปนเปอนมากับวัตถุดิบ เชน แปง  และสมุนไพร แตถาสวนผสมของ
สมุนไพรเหมาะสม สามารถลดปริมาณจุลินทรียนี้ไดมาก (นภา โลหทอง, 2535) 
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ภาพที่ 2.1 แสดงแผนภูมิการผลิตลูกแปงแบบภูมิปญญาทองถ่ิน 
ที่มา:  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, 2547 
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2.4 การเจริญของจุลินทรียระหวางการหมักสาโท 
2.4.1 รา 
ในระหวางการหมักสาโท ราเจริญไดดีในชวง 2 - 3 วันแรกของการหมัก ซ่ึงเปนภาวะการ

หมักที่ใชอากาศ เนื่องจากการบรรจุขาวในถังหมัก จะบรรจุเพียง 1 ใน 4 ของปริมาตร เพื่อใหรา
ไดรับออกซิเจนจากอากาศอยางทั่วถึง จากนั้นเมื่อเกิดน้ําเชื่อมขาว (น้ําตอย) ขึ้น และยีสตเร่ิมการ
หมัก  ทําใหมีปริมาณแอลกอฮอล และภาวะไรออกซิเจน  ซ่ึงเกิดจากการที่ยีสตปลอยกาซ
คารบอนไดออกไซดออกมา ทําใหราตายไป  

2.4.2 ยีสต 
แมวาในชวงแรกของการหมัก พบยีสตในลูกแปงเปนชนิด Saccharomycopsis  sp. แตใน

ระหวางการหมักสาโท ยีสตนี้จะเจริญเพียงชวงระยะเวลาหนึ่งเทานั้นแลวยีสตนี้จะตายไป แตจะพบ
ยีสต Saccharomyces  sp.  ทําหนาที่ในการหมักแทน โดยยีสต  Saccharomyces  sp. มีความสามารถ
ในการหมักแอลกอฮอลไดดีกวา และทนปริมาณแอลกอฮอลไดสูงกวายีสตชนิด Saccharomycopsis 
sp. แหลงที่มาของยีสตที่ทําใหเกิดการหมักนี้ยังไมทราบเปนที่แนนอน แตอาจมาจากลูกแปงเชนกัน 
แตมีอยูในลูกแปงในปริมาณนอยจนไมสามารถตรวจพบได แตสามารถเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว 
ในภาวะที่เหมาะสมของการหมักสาโท 

การที่สามารถพบยีสต Saccharomycopsis  sp. ในลูกแปงสุรานั้น สามารถอธิบายไดดังนี้ 
เนื่องจากเอนไซมจากราไมสามารถยอยแปงไดหมด เพราะราจะตายไปหลังจากการหมักเพียง 3 วัน 
ดังนั้นจึงตองอาศัยเอมไซมของยีสตนี้ ชวยยอยแปงที่เหลือเพื่อใหเกิดเปนน้ําตาล เพื่อยีสตจะไดใช
ในการผลิตแอลกอฮอลตอไป 
2.4.3 แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับสาโท  

2.4.3.1 แบคทีเรียกรดแลคติก  
แบคทีเรียกรดแลคติก มีความสําคัญตอการหมักสาโท เนื่องจากสาเหตุ 2 ประการ คือ 

แบคทีเรียเหลานี้มีสวนในการทําใหสาโทเสื่อมเสีย และทําใหเกิดกลิ่นรสเฉพาะของผลิตภัณฑ  
2.4.3.2 แบคทีเรียกรดแอซิติก 

                    แบคทีเรียกรดแอซิติก หรือที่เรียกวา แบคทีเรียกรดน้ําสมสายชู เปนแบคทีเรียแกรมลบ 
รูปรางเปนแทง สามารถออกซิไดสเอทานอลใหเปนกรดแอซิติก (กรดน้ําสมสายชู)  แบงเปน 2 
genera คือ Acetobacter sp. และ Gluconobacter sp. ซ่ึงทําใหเกิดการเสื่อมเสียของสาโท ทําให
ผลิตภัณฑที่ไดมีรสน้ําสมสายชู นอกจากนั้นการเจริญของแบคทีเรียแอซิติกในระหวางการหมัก
สาโทยังอาจมีผลตอการเจริญของยีสตดวย  
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จากงานวิจัยที่ผานมามีการแยกจุลินทรียในลูกแปงโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารโดยยังไม
มีการใชเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล เขาชวย   พบวาจุลินทรียเดนในลูกแปงไดแก ราและยีสต รา
สวนใหญที่แยกได ไดแก  Amylomyces rouxii และ Rhizopus spp. ปริมาณที่พบมากนอยนั้นขึ้นอยู
กับชนิดของลูกแปง สําหรับยีสตที่พบสวนใหญไดแก Saccharomyces cerevisiae ในปริมาณ
มากกวา Endomycopsis spp. (Saccharomycopsis spp.) นอกจากนี้ยังมียีสตชนิดอื่นที่พบไดในลูก
แปงเฉพาะแหลง ไดแก Candida  spp. และ Torulopsis spp. เปนตน ในสวนของแบคทีเรีย ตรวจพบ
แบคทีเรียแลคติก ซ่ึงสวนใหญ ไดแก Pediococcus pentosaceus  และอาจพบ Lactobacillus spp. 
(นภา โลหทอง, 2535)  

จากงานของ อภิชญา เตชะวสัญู (2550) ไดมีการจําแนกและศึกษาลักษณะสมบัติของรา
และยีสตในลูกแปงสุราเพื่อการผลิตสาโท โดยเก็บรวบรวมลูกแปงสุราที่ผลิตจากแหลงตางๆทั่ว
ประเทศและคัดเลือกลูกแปงสุราที่มีกิจกรรมเอนไซมในการยอยแปงใหเปนน้ําตาลไดสูงในน้ําตอย
และมีกิจกรรมเอนไซมในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลไดสูงในน้ําหมักสาโท รวมทั้งสาโทที่มี
กล่ิน รส ที่ดีจากการดมและชิมจากผูเชี่ยวชาญ ทําใหสามารถคัดเลือกไดลูกแปงสุราจํานวน 6 แหลง 
ในจํานวนนี้ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP1) ถูกเลือกนํามาศึกษาตอ เนื่องจากเมื่อนํามาผลิต
สาโทพบวาไดสาโทที่มีกลิ่นรสดี (นริสา ตรีเนตร, 2550) ราและยีสตที่จําแนกไดจากลูกแปงสุราจาก
จังหวัดนครพนม (NP1) (อภิชญา เตชะวสัญู, 2550) ไดรา 2 ชนิด คือ Mucor racemosus, Rhizopus 
oligosporus และยีสต 3 ชนิด คือ Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis fibuligera และ 
Pichia anomala โดยไมมีการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 
 การคัดแยกและติดตามประชากรจุลินทรียในอาหารแบบดั้งเดิมใชวิธีเพาะเลี้ยงบนอาหารที่
สามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรียแตละชนิดซึ่ง มีขอจํากัด คือ ไมสามารถตรวจสอบจุลินทรีย
บางชนิดที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงได  รวมทั้งจุลินทรียที่อาหารยังไมเหมาะสมสําหรับการเจริญหรือจุ
ลินทรียที่เจริญชากวาจุลินทรียตัวอ่ืนๆ ปจจุบันมีการนําเทคนิค DGGE ซ่ึงเปนเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุล สามารถแยกความแตกตางของลําดับเบสที่แตกตางกันเพียงหนึ่งเบสบนสายดีเอ็นเอที่มี
ขนาดเทากันได จึงมีการนําเทคนิคดังกลาวไปใชศึกษาชนิดของจุลินทรียทั้งหมดในตัวอยางโดยตรง
โดยไมตองเล้ียงจุลินทรียกอนทําใหสามารถตรวจพบจุลินทรียที่ไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
รวมทั้งศึกษาการเปลี่ยนแปลงของประชากรจุลินทรียตามชวงเวลาการหมักในอาหารหมักหลายๆ
ชนิดได ดังเชน การจําแนกความหลากหลายของแบคทีเรียในนมหมักแบบดั้งเดิมของอียิปต 
(Zabady) (Baradei และคณะ, 2008) ในการหมักไวนตามธรรมชาติ  (Maro และคณะ, 2007) ในการ
ผลิตน้ําสมสายชูจากขาว (rice vinegar) (Hurata  และคณะ, 2006)  ในการผลิตและบมเนยแข็งแบบ
ธรรมชาติ (Florez  และ Mayo, 2006)  ในกิมจิ (ผักดองแบบดั้งเดิมของเกาหลี) (Lee และคณะ, 
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2005)  ในการหมักไวน (Cocolin และคณะ, 2000)  ในอาหารหมักบางชนิดพบเชื้อที่ไมสามารถ
เพาะเลี้ยงไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก ในเนยแข็ง (Florez  และ Mayo, 2006) และ กิมจิ (Lee  และ
คณะ, 2005) เปนตน 

จากงานวิจัยของ Baradei และคณะ (2008)  Florez และ Mayo (2006) พบวาในการศึกษา
ชนิดและการเปลี่ยนแปลงประชากรของจุลินทรียทั้งหมดจากตัวอยาง จําเปนที่จะตองใชวิธี
เพาะเลี้ยงจุลินทรียในอาหารและวิธี PCR-DGGE ควบคูกัน เนื่องจากแตละวิธีตางก็มีขอจํากัด จาก
งานวิจัยที่ผานมายังไมพบวามีการใชวิธีเพาะเลี้ยงในอาหารควบคูกับวิธี PCR-DGGE ในการศึกษา
ชนิดและติดตามประชากรจุลินทรียในลูกแปงและสาโท โดยจะเปนขอมูลอยางละเอียดใช
ประกอบการวิเคราะหผลิตภัณฑสุดทายที่ได  

2.5 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  
Denaturing gradient gel electrophoresis หรือ (DGGE) เปนเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล 

สามารถแยกความแตกตางของลําดับเบสที่แตกตางกันเพียงหนึ่งเบสบนสายดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากัน
ได จึงมีการนําเทคนิคดังกลาวไปใชศึกษาชนิดของจุลินทรียทั้งหมดในตัวอยางโดยตรงโดยไมตอง
เล้ียงจุลินทรียกอนทําใหสามารถตรวจพบจุลินทรียที่ไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้ง
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของประชากร จุลินทรียตามชวงเวลาการหมักในอาหารหมักหลายๆชนิดได 
ซ่ึงทําไดโดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสของดีเอ็นเอเกลียวคูในโพลีอะคริลาไมดเจลที่มีสารที่ทําใหดี
เอ็นเอเสียสภาพ (denaturant) ผสมอยูในความเขมขนตางกันแบบตอเนื่อง (linear gradient) สารที่ทํา
ใหดีเอ็นเอเสียสภาพที่ใช เชน ยูเรียและฟอรมาไมด หรือใชอุณหภูมิขณะที่โมเลกุลของดีเอ็นเอ
เคล่ือนที่ผานไปในเจลที่มีความเขมขนของสารที่ทําใหเสียสภาพนั้น สวนของดีเอ็นเอก็จะเริ่มคลาย
เกลียวออก เนื่องจากคา  T m  ของแตละสวนไมเทากัน สวนยอยหนึ่งที่เสียสภาพที่อุณหภูมิเดียวกันมี
ขนาดอยูระหวาง 25 ถึงหลายรอยคูเบส สวนยอยที่อยูติดกันอาจจะเสียสภาพที่อุณหภูมิตางกันหลาย
องศาเซลเซียส ช้ินดีเอ็นเอขนาด 100-1,000 คูเบสโดยทั่วไปจะมีการเสียสภาพไมพรอมกัน แบงได 
2-5 สวน จากความรูพื้นฐานเปนที่ทราบกันดีวาสวนประกอบของเบสในโมเลกุลมีผลตอคา  T m   
ของดีเอ็นเอและ  conformation  มีผลตอการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา  

 ดังนั้นเมื่อมกีารเปลี่ยนแปลงของเบสทําใหคา  T m   ในสวนยอยของดีเอ็นเอนัน้เปลี่ยนไป 
โดยเกดิการเสยีสภาพไดเร็วข้ึนหรือชาลงและมีผลตอการเปลี่ยน conformation ของโมเลกุลจึง
เคล่ือนที่ไปไดดวยระยะทางตางกันในการทําอิเล็กโทรโฟรีซีส ในทางปฏิบัตินําดีเอ็นเอในสภาพ
เกลียวคูมาทําอิเล็กโทรโฟรีซีส โมเลกุลดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ไปเปนสัดสวนกลับกับขนาดโมเลกุลใน
ชวงแรกของเจล เมื่อเคลื่อนไปเรื่อย ๆ ผานเจลที่มีสาร denaturant เพิ่มขึน้ตามลําดับ จนถึงบริเวณที่
มีสาร denaturant เขมขนมากเทากับอณุหภูมิที่เปนคา T m  ของสวนยอยแรก โมเลกุลของดีเอ็นเอ
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สวนนั้นจะแยกเปนสายเดี่ยว ทําใหขดัขวางการเคลื่อนที่จึงเคลื่อนไดชาลง สวนโมเลกุลของดีเอ็นเอ
ที่มีเบสเปลี่ยนแปลงไปมีผลตอคา T m  ของสวนยอย ทําใหระยะที่จะเคลื่อนตัวชาลงแตกตางกันไป 
จึงสามารถแยกออกจากกันได อยางไรกต็ามถามีการเปลี่ยนแปลงของเบสในสวนยอยที่มีคา T m    
สูงสุด มักจะแยกความแตกตางไมไดเนื่องจากเมื่อโมเลกุลของดีเอ็นเอเคลื่อนที่ไปถึงบริเวณดังกลาว
มักจะเสยีสภาพเปนสายเดี่ยวหมดแลวหรือส้ินสุดการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสแลว ดีเอ็นเอที่นํามา
ตรวจสอบการกลายพันธุ หรือการเปลี่ยนแปลงของเบสโดยวิธี DGGE นี้อาจมาจากชิ้นดีเอน็เอที่
โคลนไวในเวคเตอรหรือผลผลิตของพีซีอารก็ได  

2.6 ปจจัยตางๆที่มีผลตอกล่ินและรสชาติของสาโท  
 1. ลูกแปง จุลินทรียในลูกแปงมีทั้งชนิดที่จําเปนและไมจําเปนตอการหมัก ลูกแปงที่ผลิตใน
แหลงที่ตางกันมีชนิดของจุลินทรียที่ตางกัน ดังนั้นการคัดเลือกลูกแปงจากแหลงตางๆที่ใหกล่ินและ
รสชาติที่ดีในสาโทก็เปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญ 
 2. สายพันธุของขาวที่ใชในการหมัก ขาวแตละสายพันธุมีคุณสมบัติตางๆ เชน ความเหนียว
ของขาว กล่ินหอมของขาว และรสชาติที่แตกตางกันไป อันจะสงผลใหเกิดกลิ่นและรสชาติใน
สาโทแตกตางกัน 
 3. การเก็บรักษาหลังการหมัก หากเก็บในภาชนะที่ไมดี มีผลทําใหกล่ินและรสชาติที่ดีของ
สาโทเสียไปได 

2.7 กระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีท่ีสําคัญในการผลิตสาโท (ไพบูลย ดานวิ
รุทัยและพัฒนา เหลาไพบูลย, 2548) 
 ในกระบวนการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลนั้น การเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีถือไดวา
เปนขั้นตอนที่มีความสําคัญตอคุณภาพและลักษณะเฉพาะของเครื่องดื่มแอลกอฮอลแตละชนิด 
วัตถุดิบที่หลากหลายผสมผสานกับการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและชีวเคมีที่ เกิดขึ้นระหวาง
กระบวนการผลิตทําใหไดผลิตภัณฑที่มีรสชาติ กล่ิน สี และเนื้อสัมผัส ที่เปนเอกลักษณที่ลงตัวของ
เครื่องดื่มแอลกอฮอลนั้นๆ 
  2.7.1 การเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีโดยรา 
  การเปลี่ยนแปลงในขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนแรกในกระบวนการหมักสาโทที่ใชแปง
เปนวัตถุดิบในกระบวนการผลิต ราที่เกี่ยวของเปนกลุมที่สามารถสังเคราะหอะไมโลไลติกเอนไซม 
(amylolytic enzyme) เชน Mucor hiemalis, M. racemosus และ Rhizopus oryzae เปนตน (อภิชญา 
เตชะวสัญู, 2550) ซ่ึงเอนไซมเหลานี้ถูกสงออกมานอกเซลลเพื่อยอยสลายแปง อะไมโลไลติกเอน
ไซม ไดแก แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) และ กลูโคอะไมเลส (glucoamylase) หรืออะไมโลกลูโค
ซิเดส (amyloglucosidase) ซ่ึงสามารถยอยพันธะ แอลฟา -1,4 และพันธะแอลฟา-1,6- ไกลโคซิดิก   
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( α-1,4-และα-1,6-glycosidic) ของสายพอลิเมอรของแปง ทั้งที่มีโครงสรางเปนอะไมโลส หรืออะ
ไมโลเพกทินไดเปนน้ําตาลกลูโคส ดังภาพที่ 2.2 นอกจากราจะเปลี่ยนแปงใหเปนน้ําตาลแลว รายัง
ผลิตสารประกอบที่ใหกล่ินและรสชาติในสาโทดวย นอกจากนี้ยังมีรายงานวายีสตชนิด 
Saccharomycopsis fibuligera สามารถทําการเปลี่ยนแปงเปนน้ําตาลไดดวย (Tsuyoshi และคณะ, 
2005) 
 
  (C6H10O5)n           nC6H12O6 
        แปง   เอนไซม       น้ําตาล 
   

ภาพที ่2.2   การเปลี่ยนแปงเปนน้ําตาล 
 

 2.7.2 การเปล่ียนแปลงทางเคมีและชีวเคมีโดยยีสต 
 ยีสตที่ใชสวนใหญเปนยีสตที่มีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล ทนตอแอลกอฮอลได
ดีและตกตะกอนแยกออกจากไวนไดงาย ซ่ึงยีสตหลักที่ทําการเปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอทานอลและ
คารบอนไดออกไซด ไดแก ยีสต Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงกิจกรรมหลักของยีสตนั้น จะเปลี่ยน
น้ําตาล 1 โมเลกุลใหไดเปน เอทานอล 2 โมเลกุล คารบอนไดออกไซด 2 โมเลกุล และพลังงาน ดัง
ภาพที่ 2.3 ซ่ึงปฏิกิริยาที่แสดงนี้เปนปฏิกิริยาพื้นฐานของการเปลี่ยนแปลงในการผลิตเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลทุกชนิด นอกจากนี้ยังมีรายงานวายีสตในกลุม Non- Saccharomyces เชน 
Hanseniaspora guilliermondii และ Pichia anomala ยังมีบทบาทในการสรางสารใหกล่ินรสในไวน
องุนอีกดวย (Rajas และคณะ, 2001) 
  C6H12O6  2C2H5OH + 2CO2  + Energy 
  น้ําตาล  เอทานอล      คารบอนไดออกไซด  พลังงาน 
    

ภาพที ่2.3    การเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล 
 

ชีวเคมีของการเกิดเอทานอล 
 กระบวนการผลิตเอทานอลในเครื่องดื่มแอลกอฮอล สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงโดย
กระบวนการเมแทบอลิซึมของยีสตที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนทั้งในภาวะที่มีอากาศและไมมี
อากาศ ขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงสรุปดังภาพที่ 2.4 
 

อะไมโลไลติกเอนไซม 

ยีสต 
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ภาพที่ 2.4   แสดงเมแทบอลิซึมของยีสตภายใตภาวะที่มีอากาศ และไมมีอากาศ 
ที่มา :  Roehr, 2001 

 ขั้นตอนแรกคือ เมื่อยีสตเจริญในอาหารที่มีน้ําตาล ยีสตจะยอยสลายน้ําตาลผานวิถีไกลโคลิ
ซิส (glycolytic pathway) โดยการเปลี่ยนจากกลูโคส 1 โมเลกุลเปนไพรูเวต 2 โมเลกุล ไดพลังงาน
ในรูปของ ATP 2 โมเลกุล และ NADH2 2 โมเลกุล  การเปลี่ยนในขั้นตอนนี้เกิดขึ้นไมวายีสตจะ
เจริญในภาวะที่มีออกซิเจนหรือไมมีออกซิเจน 
 ขั้นตอนตอมาไพรูเวตจะถูกเปลี่ยนตอไปใหผลผลิตสุดทายตางกันตามชนิดของยีสตและ
ภาวะแวดลอมในระหวางกระบวนการหมัก โดยแบงการเปลี่ยนแปลงเปน 2 ประเภท คือ 
 1. ออกซิเดทิฟเมแทบอลิซึม (aerobic  respiration) ในภาวะที่มีออกซิเจน ยีสตทําหนาที่
เปลี่ยนน้ําตาลเปนไพรูเวต จากนั้นไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําโดยผานวัฎ
จักรเครบ (Kreb’s cycle) และวิถีการหายใจ (oxidative respiration) ไดพลังงาน 30 ATP รวมกับ
ขั้นตอนแรก 6-8 ATP (2 ATP รวมกับ 4-6 ATP ที่ไดจากการเปลี่ยน NADH2 2 โมเลกุล)    เปน 36-
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38 ATP ในภาวะนี้ยีสตนํา ATP ที่ไดไปใชเปนพลังงานในการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนของยีสต
ใหมากขึ้น 

 2. เฟอเมนเททิฟเมแทบอลิซึม (anaerobic fermentation) ในกรณีที่น้ําตาลกลูโคสมีความ
เขมขนสูงและหรือภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนเอทานอลและคารบอนไดออกไซด 
ซ่ึงเรียกวาเกิดภาวะ “การหมัก” (fermentation) ขึ้น โดยภาวะนี้มีจํานวนเซลลยีสตเพิ่มเล็กนอยและมี
การเปลี่ยนไพรูเวตใหเปนอะซีทัลดีไฮดแลวถูกรีดิวซตอไปเปนเอทานอล สวน 2 NADH2 ที่ไดจาก
ขั้นตอนแรกถูกเปลี่ยนเปน 2 NAD+ ในขั้นตอนการเปลี่ยนเปนเอทานอลเพื่อนํากลับไปใชในการ
สังเคราะห 2 ATP อีกรอบหนึ่ง ทําใหวิถีการเจริญของยีสตในภาวะที่ไมมีออกซิเจนดําเนินตอไปได 
โดยมี 2 NAD+ เพียงพอในการใชงาน 

องคประกอบทางเคมีในสาโท 
มนตรี  เชาวนสังเกต  (2521)  ไดทําการวิเคราะหสาโทในขณะที่ยังมีปฏิกิริยาของการหมัก 

จากบางแหลงในประเทศ 11 ตัวอยาง พบวามีลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีดังนี้ 
คาความเปนกรด-เบส    3.40 – 4.70 
ปริมาณกรดทั้งหมด (% กรดแลคติก)  0.29 – 0 .93 
กรดระเหยงาย (% กรดแอซิติก)    0.001 – 0.061 
ปริมาณของแข็งที่ละลายได (°Brix)  5.2 – 13.8 
น้ําตาลรีดิวซ (%)    0.15 – 5.95 
แอลกอฮอล (%)     3.0 – 11.0 
และในการวิเคราะหองคประกอบของสาโทที่หมักโดยลูกแปงจากแหลงตางๆ  5 ตัวอยาง 

และปลอยให เกิดการหมักอยางสมบูรณ  ปรากฏวาไดสาโทที่มี ลักษณะทางกายภาพและ
องคประกอบทางเคมีดังนี้ 

คาความเปนกรด-เบส    3.71 – 4.00 
ปริมาณกรดทั้งหมด (% กรดแลคติก)  1.18 – 4.23 
กรดระเหยงาย (% กรดแอซิติก)   0.026 – 2.43 
ปริมาณของแข็งที่ละลายได (°Brix)  7.8 – 15.6 
น้ําตาลรีดิวซ (%)    0.0 – 7.3 
แอลกอฮอล (%)     6.8 – 14.8 
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2.8 สารประกอบที่ใหกล่ินรสในเครื่องดื่มแอลกอฮอล 
สารประกอบที่ใหกล่ินรสในสาโทนั้นมีความคลายคลึงกับที่พบในเครื่องดื่มแอลกอฮอล

ชนิดอื่นๆ ซ่ึงสารประกอบที่ใหกล่ินรสนั้นเปนผลิตภัณฑพลอยได (by product) ที่เกิดขึ้นโดยยีสต
ในระหวางกระบวนการหมักแอลกอฮอล ในการสรางสารประกอบใหกล่ินของยีสตมีปจจัยหลาย
อยางที่เกี่ยวของ เชน การเปลี่ยนแปลงภาวะในการหมัก ไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด-เบส และ 
การกวน เปนตน ดังนั้นสารประกอบที่ใหกล่ินรสในเครื่องดื่มแอลกฮอลแตละประเภทมีชนิดและ
ปริมาณที่แตกตางกันไปแปรผันตามวัตถุดิบ สายพันธุจุลินทรีย และกระบวนการที่ใชในการผลิต 
ตารางที่ 2.1 แสดงสารประกอบที่ใหกล่ินรสในเครื่องดื่มแอลกออลประเภทตางๆ และตารางที่ 2.2 
แสดงสารประกอบที่ใหกล่ินรสในสาโทจากแหลงตางๆ ซ่ึงจะพบวามีสารประกอบที่ใหกล่ินรสใน
ปริมาณที่แตกตางกัน จากปจจัยที่กลาวมาแลว  

ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบและปริมาณของสารประกอบเอสเทอรและฟูเซลออยลที่
พบในเครื่องดื่มแอลกออลชนิดตางๆ 

 
ชนิดของเครื่องดื่มแอลกออล สารประกอบที่ใหกลิ่นรส 

สาเก ไวน เบียร 
สารประกอบเอสเทอร (มก. /ล.)    
เอทิลอะซิเทต 20-30 33.5 8.2-47.6 
ไอโซบิวทิลอะซิเทต 0.2-0.5 0.02 0.03-0.25 
เอทิลบิวทิเรท 0.5 0.13 0.09 
ไอโซเอมิลอะซิเทต 2 2.2 0.23 
เอทิลคาโพรเอท 2 0.71 - 
เอทิลคาพริเลท 5 1.0 0.08-0.1 
เอทิลคาเพรท 10 0.24 - 
เอทิลพีลาโกเนท 3 - - 
เอทิลลอเรท 2 - - 
เอทิลแลคเทต 2 4.0 0.1 
ฟนิลเอทิลอะซิเทต 8 3.5 0.1-0.17 
แอลดีไฮด (มก. /ล.)    
อะซิทัลดีไฮด - 56.0 2.5-24.4 
ฟูเซลออยล (มก. /ล.)    
โพรพานอล 120 18.5 7.7-16.2 
ไอโซบิวทานอล 64 13.0 200 
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 แอคทีฟเอมิลแอลกอฮอล  - 29.0 7-23 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  170 114 27-122 
2 – ฟนิลเอทิลแอลกอฮอล 75 - 5-7 

 
ที่มา: Kodama และคณะ (1977), Delfini และ Formica, (2001) และ Berry และคณะ (1987) 
 

ตารางที่ 2.2 แสดงองคประกอบและปริมาณของสารประกอบเอสเทอรและฟูเซลออยลที่
พบในสาโทตางๆ 
 

ชนิดของเครื่องดื่มแอลกออล สารประกอบที่ใหกลิ่นรส 
สาโทก สาโทข สาโทค 

สารประกอบเอสเทอร (มก./ล.)    
เอทิลอะซิเทต 69.4 430.10 19.86 
ไอโซบิวทิลอะซิเทต 0.1 0.17 0.60 
เอทิลบิวทิเรท 42.1 60.14 - 
ไอโซเอมิลอะซิเทต - - 0.80 
เอทิลคาโพรเอท ND ND - 
เอทิลคาพริเลท 0.8 ND - 
เอทิลคาเพรท - - - 
เอทิลลอเรท 0.7 1.65 - 
เอทิลแลคเทต 0.9 ND 2.45 
แอลดีไฮด (มก./ล.)    
อะซิทัลดีไฮด 64.2 67.37 - 
ฟูเซลออยล (มก./ล.)    
โพรพานอล ND ND 3.35 
ไอโซบิวทานอล 65.6 71.18 11.61 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  99.6 111.31 17.40 
2 – ฟนิลเอทิลแอลกอฮอล 23.6 28.17 - 

 
ที่มา: ก Sirisantimethakom และคณะ (2007) ข Sirisantimethakom  และคณะ (2008) และ  
ค  Chuenchomrat และคณะ (2008)  
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สารประกอบใหกล่ินหลักในไวนองุนทั่วไปคือ ฟูเซลแอลกอฮอล กรดระเหยงาย และ เอส
เทอรของกรดไขมัน โดยฟูเซลแอลกอฮอลนั้นมีอยูประมาณ 50% ของ สารประกอบใหกล่ินรส 
(Jackson, 2000) 

ฟูเซลแอลกอฮอล (fusel alcohol) 
ฟูเซลแอลกอฮอล เปนกลุมแอลกอฮอลที่มีคารบอนอะตอมมากกวา 2 อะตอม ซ่ึงมี

ความสําคัญ เนื่องจากชวยใหกล่ินรสของเครื่องดื่มแอลกอฮอลมีความซับซอน สวนใหญที่พบใน
ไวนองุนเกิดจากผลิตภัณฑพลอยไดของกระบวนการหมักของยีสต ซ่ึงการเกิดฟูเซลแอลกอฮอลถูก
สรางไปควบคูกับการสรางเอทานอล พบฟูเซลแอลกอฮอลในเครื่องดื่มแอลกอฮอลมากกวา 40 ชนิด 
แตมีเพียงบางตัวเทานั้นที่มีความสําคัญตอกล่ินรสของผลิตภัณฑ ฟูเซลแอลกอฮอลที่สําคัญคือพวก
แอลกอฮอลสายตรง ไดแก โพรพานอล ไอโซบิวทานอล แอคทิฟเอมิลแอลกอฮอล   ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล แอโรมาติกแอลกอฮอล เฮกซานอล และ 2- ฟนิลเอทิลแอลกอฮอล เปนตน ความ
เขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในเครื่องดื่มแอลกอฮอลมีความสําคัญ โดยพบวาที่ความเขมขน
นอยกวา 300 มก./ล. ชวยทําใหเครื่องดื่มแอลกอฮอลชนิดนั้นมีกล่ินรสที่ซับซอน แตถามากกวา 300 
มก./ล. ทําใหเกิดกล่ินรสที่ไมดี ฉุน และกลบกลิ่นรสที่ดีของสารตัวอ่ืน (พรพิมล ควรรณสุ, 2548) 
นอกจากนี้ฟูเซลแอลกอฮอลยังมีบทบาททางออมในการพัฒนากลิ่นหอมของไวน โดยเมื่อทํา
ปฏิกิริยากับกรดอินทรีย ทําใหเกิดเอสเทอร โดยในระหวางกระบวนการหมักมีการสรางเอสเทอร
อยางรวดเร็วโดยเอนไซมจากยีสตและมีการสรางเอสเทอรตอเนื่องไปในระหวางการบมดวย 
(Jackson, 2000) 

การสังเคราะหฟูเซลแอลกอฮอลนั้นเกิดโดยยีสตสามารถเปลี่ยนกรดอะมิโนเปนฟูเซล
แอลกอฮอล โดยโมเลกุลของกรดอะมิโนเกิดดีอะมิเนชัน (deamination) ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่ดึงเอา
แอมโมเนียออกจากโมเลกุลของกรดอะมิโนไดเปนกรดแอลฟาคีโตนิก (α-ketonic acid) จากนั้น
เกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซิลเลชัน (decaboxylation) เอาคารบอนไดออกไซดออกไดเปนแอลดีไฮด 
แลวจึงเกิดปฏิกิริยารีดักชันของแอลดีไฮดไดเปนแอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาสุดทายมีการใช NADH2 
โดยเปลี่ยนไปเปน NAD+ ดังแสดงในภาพที่ 2.5 
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ภาพที ่2.5   แสดงปฏิกิริยาการเปลี่ยนกรดอะมิโนไปเปนฟูเซลแอลกอฮอล 
ที่มา :  Branco และคณะ, 2000 
 

จากกระบวนการดังกลาวขางตนทําใหไดชนิดและปริมาณของฟูเซลแอลกอฮอลแตกตาง
กัน ขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของกรดอะมิโน ดังสรุปไดในตารางที ่2.3 

ตารางที่ 2.3    กรดอะมิโนที่เปนสารตั้งตนและฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในไวนองุน (Branco 
และคณะ, 2000) 

 
กรดอะมิโน ฟูเซลแอลกอฮอล ความเขมขนในไวน (มก./ล.) 

ลิวซีน ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 80 – 300 
วาลีน ไอโซบิวทานอล 50 – 150 
ไอโซลิวซีน แอคทิฟเอมิลแอลกอฮอล 30 – 100 
2-ฟนิลอลานนี 2- ฟนิลเอทิลแอลกอฮอล 10 – 100 
ทรีโอนีน โพรพานอล ไมมีขอมูล 
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กรด (Acids) 
กรดในไวนสามารถแยกไดเปน 2 ชนิด ไดแก กรดระเหยงาย และ กรดระเหยยาก กรด

ระเหยหมายถึงกรดที่สามารถถูกดึงออกไดอยางรวดเร็วโดยการกลั่น สวน กรดระเหยยาก นั้นเปน
กรดที่ไมสามารถระเหยได ปริมาณกรดรวมหมายถึงผลรวมของกรดทั้ง 2 ชนิด กรดระเหยหลักใน
ไวนองุนคือกรดอะซิติก นอกจากนี้ยังรวมไปถึงพวกกรดคารบอกซิลิกอื่น เชน กรดฟอรมิก กรด
บิวทิริก และ กรดโพรพิโอนิก ซ่ึงกรดทุกตัวใหกล่ินที่แตกตางกัน เชน กรดแอซิติก ใหกล่ิน 
น้ําสมสายชู กรดโพรพิโอนิก ใหกล่ิน fatty กรดบิวทิริก ใหกล่ินคลายเนยที่เหม็นหืน (rancid butter) 
สวนถากรดคารบอกซิลิกที่มีคารบอนตั้งแต 6 – 10 ขึ้นไปใหกล่ิน goaty odor แตแมวากรดเหลานี้
เกิดขึ้นในไวน แตสามารถตรวจพบไดเฉพาะในไวนที่เกิดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนเทานั้น 
เนื่องจากปกติ กรดแอซิติกเปนกรดระเหยงายหลักในไวน โดยเปนผลิตภัณฑพลอยไดของเมแท
โบไลตของยีสตและแบคทีเรีย  สวนกรดระเหยยากหมายถึงกรดอินทรียที่ไมรวมกรดที่ระเหยไดซ่ึง
ทําหนาที่ควบคุม pH ในไวน กรดทารทาริกและกรดมาลิกซึ่งเปนกรดระเหยยากหลักในไวน ถาใน
ไวนที่เกิดกระบวนการหมักแบบมาโลแลคติก (malolactic fermentation)  กรดมาลิกถูกเปลี่ยนเปน
กรดแลคติก กระบวนการหมักมีผลเล็กนอยกับปริมาณกรดรวม แตสามารถเพิ่มชนิดของกรด ซ่ึง
การเพิ่มชนิดของกรดอาจมีบทบาทรองในการเกิดสารใหกล่ินระหวางการบมไวน (Jackson, 2000) 
กรดอินทรียอ่ืนๆ เชน กรดซิตริก กรดไอโซซิตริก กรดฟูมาริก และ กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก ซ่ึง
เปนสารมัธยันตร (intermediate) ใน TCA cycle ของกระบวนการเมแทโบลิซึมของยีสต กรดเหลานี้
เกิดจากการยอยสลายน้ําตาล กรดอะมิโน และกรดไขมัน กรดเหลานี้สวนใหญพบไดนอยและไม
พบวามีผลทางการทดสอบประสาทสัมผัส (sensory) ในไวน  

กรดอินทรียในไวนมีความสําคัญเทาๆ กับแอลกอฮอล กรดไมเพียงแตทําหนาที่ใหรสชาติที่
สดชื่น(refreshing taste)  แตกรดยังชวยเพิ่มรสชาติในปากอีกดวย บทบาทหลักของกรดคือชวยคง 
pH ใหอยูในระดับต่ํา ซ่ึงมีความสําคัญตอความคงตัวของสีในไวนแดง ในไวนที่มีคา pH สูงๆ นั้น
ทําใหงายตอการเกิดออกซิเดชัน และทําใหสูญเสียกล่ินหอมและสีเปลี่ยนได นอกจากนี้ที่คา pH ต่ํา
ยังมีประโยนชในการปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนดวย เนื่องจากแบคทีเรียสวนใหญไม
สามารถเจริญไดใน pH ต่ํา (Jackson, 2000) 

กรดแอซิติกมีประโยชนเมื่อมีอยูในผลิตภัณฑในปริมาณนอยๆ ถาปริมาณกรดคารบอกซิ
ลิก เกินกวาระดับ threshold จะใหผลในทางลบตอกล่ินรสของไวน ในระหวางกระบวนการหมัก
และบม กรดมีผลตอปฏิกิริยาการเกิดเอสเทอร ซ่ึงมีความสําคัญตอกล่ินรสผลไมของไวน นอกจากนี้
อิทธิพลของความเปนกรดยังมีผลในระหวางการบม ที่ pH ต่ําทําใหเกิดการยอยสลายพวก
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ไดแซ็กคาไรด เชน ทรีฮาโลส และพอลิแซ็กคาไรดอ่ืนๆ ซ่ึงเปนการเพิ่มน้ําตาลในไวนในระหวาง
การบมดวย (Jackson, 2000) 

กรดไพรูวิก 
กรดไพรูวิก เปนผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการไกลโคลิซิสโดย 1 โมเลกุลของกลูโคสถูก

ยอยสลายได 2 โมเลกุลของกรดไพรูวิกและพลังงาน และกรดไพรูวิก สามารถถูกเปลี่ยนไปเปนสาร
ตัวอ่ืนใน 2 ภาวะ คือ ถาใน ภาวะที่มีอากาศ กรดไพรูวิก ถูกเปลี่ยนเปน อะซิติลโคเอนไซม เอ และ
เขาสูวัฎจักร TCA ซ่ึงทําใหไดผลิตภัณฑจากเมแทบอไลตมากมาย หลายชนิด เชน กรดซัคซินิก กรด
แอซิติก และ 2,3 บิวเทนไดออล เปนตน  หรือในภาวะ ที่ไมมีอากาศ กรดไพรูวิกจะถูกเปลี่ยนไป
เปนกรดแลคติกโดยเอนไซม แลคเทตดีไฮโดรจีเนส และ โคเอนไซม NADH ในกระบวนการหมัก
แลคเทต หรือ จะถูกเปลี่ยนไปเปน อะเซทัลดีไฮด และ เปลี่ยนตอไปเปนเอทานอลในที่สุด ของ
กระบวนการหมักแอลกอฮอล กรดไพรูวิกจึงเปนสารตัวกลางที่สําคัญ ของกระบวนการเมแทบอลิ
ซึม (Delfini และ Formica, 2001) 

กรดซิตริก (Citric acid) 
กรดซิตริกในองุนมีปริมาณนอยมากเพียง 5% ของกรดทั้งหมดคลายกับกรดมาลิก กรดซิ

ตริกสามารถถูกเปลี่ยนเปนสารอื่นไดงายโดยจุลินทรียที่อยูในไวนองุน ตัวอยางเชน  กรดซิตริก
สามารถถูกหมักใหเปนกรดแลคติกไดและแลคติกแบคทีเรียบางชนิดสามารถหมักกรดซิตริกใหเปน
กรดแอซิติกไดเชนกัน แตปริมาณกรดแอซิติกที่มากเกินไปก็ไมเปนที่พึงประสงคในไวน ดังนั้นการ
ที่กรดซิตริกเปลี่ยนไปเปนกรดแอซิติกจึงประสบปญหามาก ทําใหไมคอยพบการนํากรดซิตริกไป
ปรับน้ําองุนใหเปนกรดมากขึ้นกอนนําไปสูกระบวนการหมักไวน  แตหลังจากกระบวนการหมัก
ไวนส้ินสุดมีการเติมกรดซิตริกลงไปในไวนเล็กนอยเพื่อเพิ่มรสและสีในไวนทําใหไวนมีสีแดงขึ้น 
แตไมนิยมใชในไวนแดง (โชคชัย วนภู และคณะ, 2546) นอกจากนี้ปริมาณกรดมีความสําคัญ ตอ
กระบวนการหมักและคุณภาพของไวน คือ 

- ยับยั้งการเจรญิเติบโตของจุลินทรียที่ไมตองการ 
- มีสมบัติเปนตัวปองกันการเกิดออกซิเดชนัของซัลเฟอรไดออกไซด 
- ทําใหการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่ตองการเพิ่มขึ้น 
- ทําใหไวนใสขึ้น 
- ชวยปรับภาวะสมดุลของไวน  

กรดแอซิติก 
ในระหวางกระบวนการหมักไวน ยีสตชวยสรางกรดแอซิติกไดในปริมาณนอย ระดับปกติ

ที่พบในไวนคือ นอยกวา 300 มก./ล. กรดแอซิติกสามารถชวยเพิ่มความซับซอนใหกับกลิ่นรสที่ดี
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ในไวนได มีความสําคัญในการสรางสารในกลุมแอซิเทตเอสเทอรซ่ึงใหกล่ินผลไมในไวน แตถามี
มากเกิน 300 มก./ล. จะใหเกิดรสเปรี้ยวและกลิ่นที่ไมดีกับไวน ซ่ึงถามีปริมาณกรดแอซิติกมาก
แสดงวาอาจเกิดการปนเปอนจากแบคทีเรียกรดแอซิติกหรือกรดแลคติกได (Jackson, 2000) 

กรดแลคติก 
ในระหวางกระบวนการหมักไวน ยีสตสรางกรดแลคตกิไดในปรมิาณนอย คอืประมาณ 0.1 

–  0.6 กรัมตอลิตร (Delfini และ Formica, 2001) ถามีปริมาณกรดแลคติกมากในไวนแสดงวาเกดิจาก
เมแทบอไลตของแบคทีเรียกรดแลคติก ซ่ึงผลิตเอนไซมในการเปลี่ยนกรดมาลิกเปนกรดแลคติกซึ่ง
เรียกวาเกิดการหมักแบบมาโลแลคติก โดยมากกระบวนการหมักดังกลาว พบไดในการผลิตไวน
แดง ในการเกิดการหมักแบบมาโลแลคติกจะชวยเปลี่ยนรสชาติที่รุนแรงของกรดมาลิกเปนรสชาติที่
นุมนวลขึ้นของกรดแลคติกได (Jackson, 2000) กรดแลคติกชวยเพิ่มความเปนกรดในไวนแตไมเพิ่ม
รสชาติของความเปนกรด ยีสตที่สามารถสรางกรดแลคติกไดดีนั้นจึงจัดเปนยีสตที่ดี (Delfini และ 
Formica, 2001) 

กรดซัคซินิก 
เปนกรดที่เปนผลิตภัณฑพลอยได (by product) หนึ่งของเมแทบอลิซึมของยีสต ในระหวาง

กระบวนการหมักแอลกอฮอลกรดซัคซินิกถูกสรางขึ้นประมาณ 0.5  –   1.5  กรัมตอลิตร (Delfini และ 
Formica, 2001) กรดซัคซินิกเปนกรดที่คงตัวในไวน ทําใหเกิดรสขมเล็กนอยในไวน ปริมาณจะ
เพิ่มขึ้นในระหวางกระบวนการหมัก และเปนกรดที่มีความสําคัญเปนอันดับที่สองในไวนชนิด 
Noble muscadine (Lamikanra, 1997) ยีสตที่สามารถสรางกรดซัคซินิกได ไดแก Saccharomyces 
spp, Torulopsis spp และ Hensenula spp  เปนตน (Delfini และ Formica, 2001) 
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ภาพที่ 2.6 การสรางสารประกอบทุติยภูมิของกระบวนการหมักแอลกอฮอลที่มีกรดไพรูวิก
เปนสารตั้งตน 

ที่มา : Delfini และ Formica, 2001
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กลีเซอรอล 
เปนสารในกลุมพอลิออลซ่ึงถูกสรางโดยยีสตในระหวางกระบวนการหมักแอลกอฮอล พบ

ไดในความเขมขนระหวาง 3 - 11  กรัมตอลิตร กลีเซอรอลมีความเกี่ยวของกับบอดี้ของไวน ให
ความรูสึกกลมกลอมของไวนในปาก (Delfini และ Formica, 2001) มีรายงานวาเปนสารที่มี
ความสําคัญตอการวิเคราะหทางประสาทสัมผัส ในไวนไมหวาน (dry wine) จะพบวามีปริมาณ กลี
เซอรอลอยูมากนอกเหนือจากน้ําและเอทานอล กลีเซอรอลมีรสหวานเล็กนอยแตไมไดเปนที่นา
สังเกตในไวนหวาน (sweet wine) มันมีบทบาทรองในไวนไมหวานซึ่งมีปริมาณของกลีเซอรอล
มากกวา threshold สําหรับความหวาน (มากกวา 5 กรัมตอลิตร)  กลีเซอรอลเปนแหลงอาหารที่
สําคัญสําหรับการเจริญของ flor yeast ในการผลิตไวนเชอรี่ในระหวางกระบวนหมักปจจัยที่มีผลตอ
การผลิต กลีเซอรอลไดแก สายพันธุของยีสต  อุณหภูมิ ซัลเฟอรไดออกไซด และคา pH (Jackson, 
2000) 

ชีวเคมีของการเกิดกลีเซลรอล (ไพบูลย ดานวิรุทัย และพัฒนา เหลาไพบูลย, 2548) 
นอกจากยีสตจะเปลี่ยนกลูโคสใหเปนเอทานอลในภาวะที่ไมมีออกซิเจนแลว ยีสตสายพันธุ

ที่ ใชทํ าไวนยังสามารถเปลี่ ยนกลูโคสโดยวิ ถีการหมักกลี เซอโรไพรูวิก  (glyceropyruvic 
fermentation) ใหไดกลีเซลรอล และไพรูเวต โดยการเกิดกลีเซลรอลนั้นสวนใหญจะเกิดในระยะ
เริ่มตนของกระบวนการหมัก  ซ่ึงการผลิตกลีเซลรอลจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับสายพันธุยีสตและ
ปริมาณซัลเฟอรไดออกไซดเร่ิมตนที่มีอยูในน้ําผลไมกอนหมัก เพราะซัลเฟอรไดออกไซดจะไปทํา
ปฏิกิริยากับอะเซทัลดีไฮด ทําใหอะเซทัลดีไฮดไมสามารถรีดิวซตอไปเปนเอทานอลได เปนผลให
วิถีการผลิตเอทานอลหยุดลง  โดยทั่วไปรอยละ 8 ของกลูโคสจะถูกเปลี่ยนเปนกลีเซลรอล อีกรอย
ละ 92 ของกลูโคสจะถูกเปลี่ยนเปนเอทานอล สวนไพรูเวตสามารถเปลี่ยนตอไปเปนสารประกอบ
อ่ืนๆ ไดดังภาพที่ 2.7  ซ่ึงสารประกอบเหลานี้ลวนมีผลตอกล่ินและรสชาติของเครื่องดื่มแอลกอฮอล 
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ภาพที ่2.7   แสดงวิถีการยอยสลายกลูโคสเปนกลีเซอรอล ซัคซิเนตและสารประกอบอื่นๆ 

โดยยีสต ในภาวะที่ไมใชอากาศ 
ที่มา :  Zoecklein และคณะ, 1989 
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เอสเทอร (Esters) 
เอสเทอรเปนสารประกอบที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมัก เกิดจากการรวมกันระหวางกลุม

คารบอกซิลิก ของกรดอินทรียและกลุมไฮดรอกซิลของแอลกอฮอลหรือฟนอล ตัวอยางไดแก  การ
เกิดเอทิลแอซิเทตซึ่งเกิดจากกรดแอซิติกและเอทานอล เปนตน ซ่ึงเอสเทอร เปนสารใหกล่ินที่ดีใน
เครื่องดื่มแอลกอฮอล เชน เอทิลแอซิเทต ใหกล่ินผลไม เอทิลแคโพรเอตใหกล่ินแอปเปล ไอโซเอ
มิลแอซิเทตใหกล่ินกลวยหอมและแอปเปล ไอโซบิวทิลแอซิเทตใหกล่ินผลไม และ 2 ฟนิลเอทิลแอ
ซิเทตใหกล่ินกุหลาบ น้ําผ้ึง และ แอปเปล เปนตน ในไวนสามารถพบเอสเทอรไดหลากหลายมีทั้งที่
สามารถระบุได และมีทั้งที่มีปริมาณนอยมากจนไมสามารถระบุได ซ่ึงเอสเทอรที่มีปริมาณเทากับ
หรือมากกวาระดับ threshold นั้นจะใหกล่ินผลไม แสดงใหเห็นวาปริมาณของเอสเทอรมี
ความสําคัญยิ่งตอกล่ินรสของไวน (พรพิมล ควรรณสุ, 2548) 

เอสเทอรสามารถแบงไดเปน อะลิฟาติกเอสเทอร  และฟโนลิกเอสเทอร แตในกลุมของฟ
โนลิกเอสเทอรสวนใหญสามารถตรวจพบไดต่ํากวาระดับ threshold เนื่องจากระเหยไดยาก และมี
ปริมาณนอย เอสเทอร กลุมนี้จึงมีอิทธิพลตอกล่ินรสของไวนนอย ดังนั้นเอสเทอรในกลุมของอะ
ลิฟาติก เอสเทอรจึงเปนเอสเทอรหลักที่พบในไวน ซ่ึงในกลุมนี้สามารถแยกยอยไดอีกเปน 3 กลุม
ยอย ไดแก 

1. โมโนคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหมูคารบอกซิลเพียงหมูเดียว 

2. ไดหรือไตรคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหมูคารบอกซิล 2  หรือ 3 หมู 

3. ไฮดรอกซิลและออกโซแอซิดเอสเทอร ประกอบดวยหมูไฮดรอกซีหรือหมูคีโตน  

โดยใน 3   กลุมยอยนี้ มีเฉพาะโมโนคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร เทานั้นที่ถูกเชื่อวามี
ความสําคัญทางดานกลิ่นรส ซ่ึงขึ้นอยูกับ เอทานอลและกรดไขมันอิ่มตัว เชน กรดเฮกซาโนอิก (แค
โพรอิก) กรดออกทาโนอิก (แคพริริก) และ กรดเดคาโนอิก (แคพริก)  และขึ้นกับกรดแอซิติก และฟู
เซลลแอลกอฮอล เชน ไอโซเอมิล และ ไอโซบิวทิล แอลกอฮอล ซ่ึงในกลุมนี้พบวาใหกล่ินรสใน
ไวนมาก เอสเทอรที่มมีวลโมเลกุลต่ําเหลานี้จะถูกเรียกวา เอสเทอรผลไม (fruit ester) เนื่องจากสวน
ใหญใหกล่ินผลไม เชน ไอโซเอมิลแอซิเทต ใหกล่ินกลวย (banana like odor) และ เบนซิลแอซิเทต 
ใหกล่ินแอปเปล (apple like odor) เปนตน  เมื่อความยาวของสายไฮโดรคารบอนเพิ่มขึ้นกลิ่นจะ
เปลี่ยนจากกลิ่นผลไมไปสูกล่ินสบู (soap like odor) และสุดทายเมื่อกรดไขมันมีคารบอน 16  ถึง 18  
ใหกล่ินน้ํามันหมู (lard like odor)  สวนในกลุมของไดหรือไตรคารบอกซิลิกแอซิดเอสเทอร นั้น
ปกติปริมาณที่จะมีเกิดขึ้นในไวนจะประมาณมากกวาหรือเทากับ 1  มก./ล. โดยเฉพาะเอทิลแลคเทต 
ซ่ึงเกิดจากกระบวนการหมักแบบมาโลแลคติก แตสารในกลุมนี้มีกล่ินออนจึงไมมีผลตอกล่ินรส
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ของไวนอยางโดดเดน แตในทางตรงขามการเกิดของ เมทาโนลิก และ เอทาโนลิก เอสเทอร ของ
กรดซัคซินิกใหกล่ินในไวน Muscadine ตัวอยางอื่นๆ คือ เอสเทอรที่ขึ้นกับ กรดมาลิก กรดทารทา
ริก และกรดซิตริก ในกลุมของ  ไฮดรอกซิลและออกโซแอซิดเอสเทอรนั้น เกิดการระเหยไดยาก
และพบวามีบทบาททางประสาทสัมผัสดานการชิมเล็กนอย เอสเทอรในกลุมนี้สวนใหญเกี่ยวของ
กับกรดแลคติก  สวนเอทิลและเมทิลเอสเทอรของกรดอะมิโนจะเกิดในระดับ มก./ล. และสมบัติ
ทางประสาทสัมผัสดานการชิมยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Jackson, 2000) 

มีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการเกิดเอสเทอรในระหวางกระบวนการหมัก เชน กิจกรรม
ของเอนไซมเอสเทอเรส (Esterase) ในยีสตที่ตางสายพันธุ อุณหภูมิในระหวางการหมัก ถาหมักที่
อุณหภูมิต่ํา (~ 10° C) จะสนับสนุนการสังเคราะหของเอสเทอรผลไม เชน ไอโซเอมิล  ไอโซบิวทิล 
และ เฮกซิลแอซิเทต เปนตน แตถาหมักที่อุณหภูมิสูงจะสนับสนุนการเกิดของเอสเทอรที่มีมวล
โมเลกุลสูงๆ เชน พวกเอทิลออกทาโนเอต  เอทิลเดกแคโนเอต และ ฟเนทิลแอซิเทต เปนตน ระดับ
ของซัลเฟอรไดออกไซดที่ระดับต่ํา และปริมาณออกซิเจนระหวางกระบวนการหมักของยีสต ชวย
เพิ่มการเกิดเอสเทอรได (Querol และ Fleet, 2006) 

เอทิลแอซิเทต เปนเอสเทอรที่สําคัญ ในไวนปริมาณเอทิลแอซิเทตตองต่ํากวา 50  –   100 
มก./ล. ที่ระดับต่ํา (นอยกวา 50  มก./ล.) จึงจะใหกล่ินที่เหมาะสมและซับซอนแกไวน แตถามากเกิน
กวา 150   มก./ล. จะใหกล่ินเหมือนน้ําสมสายชู ซ่ึงเปนกลิ่นที่ไมดีแกไวน การที่ไวนมีปริมาณ
เอทิลอะซิเทตสูงอาจเกี่ยวของกับการปนเปอนของไวนโดยแบคทีเรียกรดอะซิติกได (สุมัลลิกา 
โมรากุล, 2545) 

การเกิดสารประกอบเอสเทอรในเครื่องดื่มแอลกอฮอล เกิดไดจาก 2 กระบวนการ คือ 
1. ปฏิกิ ริ ยา เอสเทอริฟ เคชัน  ( esterification)   ในระหว างการ เก็บบม                           

ปฏิกิริยานี้เปนการเกิดเอสเทอริฟเคชันระหวาง แอลกอฮอลกับกรดอินทรีย ที่มีในเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลทําใหเกิดสารประกอบพวกเอสเทอรขึ้น กระบวนการนี้เกิดขึ้นอยางชาๆ ในระหวางการ
หมักบมโดยมีเอนไซมเอสเทอรเรส เปนตัวเรงปฏิกิริยา ดังสมการแสดงในภาพที่ 2.8 

กรดแอซิติก   +   ไอโซเอมิลแอลกอฮอล   ไอโซเอมิลแอซิเทต  +  น้ํา 
 
กรดแคโพรอิก   +   เอทานอล   เอทิลแคโพรเอต  +  น้ํา 
 
ภาพที่ 2.8  การเกิดเอสเทอริฟเคชันระหวางกรดและแอลกอฮอล โดยมีเอนไซมเอสเทอเรส 

เปนตัวเรงปฏิกิริยา  
ที่มา :  สุมัลลิกา โมรากุล, 2545 

เอสเทอเรส 

เอสเทอเรส 
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อะเซทิลโคเอแอลกอฮอล 
อะเซทิลทรานสเฟอเรส 

เอซิลโคเอแอลกอฮอลเอ 
ซิลทรานสเฟอเรส 

2. เอสเทอริฟเคชันโดยเอนไซมระหวางการหมัก                                                                                    
เกิดชวงหลังของการหมักโดยอาศัยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม แอลกอฮอลอะเซทิลทรานสเฟอ
เรส และ แอลกอฮอลเอซิลทรานสเฟอเรส ทําใหเกดิเอสเทอรดังสมการที่แสดงในภาพที่ 2.9 

 
 
อะเซทัลโคเอ   +   ไอโซเอมิลแอลกอฮอล              ไอโซเอมิลแอซิเทต  + CoASH 
 
 
แคพริลโคเอ   +   เอทานอล    เอทิลแคโพรเอต  +  CoASH 
 
ภาพที่ 2.9   การเกิดเอสเทอริฟเคชันระหวางการหมักโดยอาศัยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม

แอลกอฮอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส และ แอลกอฮอลเอซิลทรานสเฟอเรส  
ที่มา :  สุมัลลิกา โมรากุล, 2545 
 
ปริมาณสารประกอบเอสเทอรที่เกิดขึ้นระหวางการหมักจะมีมากหรือนอยขึ้นอยูกับหลาย

ปจจัยเชน สายพันธุของยีสต อุณหภูมิที่ใชในการหมัก ออกซิเจน และกรดไขมันไมอ่ิมตัว 
สารประกอบเอสเทอรที่มีความสําคัญในเครื่องดื่มแอลกอฮอล มี 2 กลุม คือ เอทิลเอสเทอรของกรด
ไขมัน (Fatty acid ethyl ester)  กับ แอซิเทตเอสเทอร (acetate ester)  ซ่ึงสารประกอบพวกนี้ใหกล่ิน
ดอกไมหรือผลไมซ่ึงเปนกลิ่นที่ดีและเปนที่ยอมรับ ตัวอยาง เอทิลเอสเทอรของกรดไขมัน ไดแก 
เอทิลบิวทาโนเอต เอทิลเฮกซาโนเอต เอทิลออกทาโนเอต ซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาระหวางแอลกอฮอล
และสารประกอบที่ไดจากกระบวนการยอยสลายหรือการสรางกรดไขมันของเซลลยีสต 

Rajas และคณะ (2003) ทําการศึกษาผลของการใชยีสตในกลุม Non-Saccharomyces 2 
ชนิด คือ Hanseniaspora guilliermondii 11104 และ Pichia anomala 10590 ผลิตไวนรวมกับ 
Saccharomyces cerevisiae สายพันธุทางการคา ที่มีตอปริมาณของอะซิเทตเอสเทอร ในไวน พบวา 
ไวนที่ผลิตจากหัวเชื้อรวม(mixed culture) มีปริมาณอะซิเทตเอสเทอรสูงกวาไวนที่ผลิตจากเชื้อ
บริสุทธิ์ของ S. cerevisiae  
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ดังนั้น งานวิจัยนี้มุงหมายที่จะเปรียบเทียบการหมักสาโทโดยใชลูกแปงสุราที่คัดเลือกได 
NP1 เปรียบเทียบกับการใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมของ รา ยีสต และแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกจากลูก
แปงสุรา NP1 โดยติดตามชนิดและการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียโดยใชวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อใน
อาหารควบคูกับวิธี PCR-DGGE ตลอดจนเปรียบเทียบคุณภาพสาโทที่ไดในดานการทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสและรูปแบบสารใหกล่ิน  ขอมูลที่ไดนั้นจะเปนองคความรูเพื่อนําไปใชในการ
พัฒนาการใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมแทนการใชลูกแปงเพื่อการผลิตสาโทในระดับอุตสาหกรรมตอไป  
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บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย  
1. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
2. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany  
3. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
4. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท Thermo 

Spectronic, USA.  
5. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland. 
6. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH Thermo-

Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
7. เครื่องชั่ง  รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
8. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
9. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan. 
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดตัง้โตะ (bench-top centrifuge) รุน 2600 ของบริษัท Denvelle, Germany. 
11. อางน้ําควบคุมอุณหภูมพิรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน NST 2000 ของบริษัท EYELA, 

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

France. 
13. กระบอกฉดียาพลาสติก  ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
14. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร  Restek,Thailand 
15. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรช่ัน  4.4.1 ของบริษัท  
Bio-Rad, USA.     

16. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)  
       Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan.  
17. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA. 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad, USA 
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ  
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. น้ําตาลกลูโคสของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Prondisa 
5. Triton-x 100 ของบริษัท Research organic, USA. 
6. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท  Merck, Germany. 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
8. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
9. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany. 
10. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA. 
11. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2. 2H2O) ของบริษัท Sigma, USA. 
12. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
13. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท Bio-basic, Canada. 
14. เอนไซมตดัจําเพาะทุกชนิดของบริษัท New England Biolab, UK. 
15. 1 kb DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK. 
16. 100 bp DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK. 
17. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs, USA. 
18. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท New England Biolabs, UK. 
19. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
20. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA. 
21. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรส QIAquick PCR purification Kit ของ

บริษัท Qiagen, Germany. 
22. Formamide (Deionized) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
23. 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
24. Urea ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
25. Ammonium persulfate ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
26. TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., 

USA. 
27. 50xTAE ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
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28. Dye solution ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
29. Ethidium bromide solution เขมขน 10 มก./มล. ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 
30. แอลกอฮอลสัมบูรณ ของบริษัท Merck, Germany.  
31. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 
32. กรดแอซิตกิเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
33. กรดซัลฟวริก (H2SO4) ของบริษัท Merck, Germany. 
34. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
35. กรดซัคซินิก ของบริษัท May & Baker Ltd., England. 
36. กรดซิตริก ของบริษัท Merck, Germany. 
37. กรดไพรวูกิ ของบริษัท Sigma, USA. 
38. กรดแลคตกิ ของบริษัท Sigma, USA.  
39. สารมาตรฐานสารประกอบใหกล่ินรวม (Custom mix Standard) ของบริษัท Sigma, USA. 
40. โบรโมครีซอล เพอรเพิล (Bromocresol purple) ของบริษัท Fluka, Switzerland. 
41. นิสทาทิน ของบริษัท Biobasic inc, Canada. 
 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 วิธีการดําเนินการทดลอง   
แหลงลูกแปงสรุา 

นําลูกแปงสุราที่ผานการคัดเลือกแลววา เมื่อนําไปผลิตสาโทแลวไดรสชาติดี เปนที่ยอมรับ 
จากสวนวิทยานิพนธของนางสาว อภิชญา เตชะวสัญู และ นางสาวนริสา ตรีเนตร นิสิตปริญญา
โท ที่ดําเนินการวิจัยใน พ.ศ. 2548 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
คือ ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP1)  
แปรผนัปริมาณลูกแปงและปริมาณน้าํท่ีเตมิในวันท่ีสาม (ผาน้ํา) ในการหมักสาโทเพื่อใหไดคุณภาพ
ดานรสที่ด ี
 นําลูกแปงที่คดัเลือกไดแลว (NP1) มาแปรผันปริมาณเริ่มตนที่ใชในการหมักสาโท โดย
แปรผันปริมาณลูกแปงที ่1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 และ 5.0% ตามลําดับ คลุกกับขาวเหนียวนึ่งและ
นํามาหมักสาโทจนครบ 13 วัน หลังจากนัน้แยกสวนใสของสาโทมาบมตอที่อุณหภมูิต่ํา (4 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน นําสาโทที่ไดมาทดสอบดานประสาทสัมผัสโดยผูเชี่ยวชาญ เพื่อเลือก
ปริมาณลูกแปงเริ่มตนที่ใชในการหมักเพื่อใหไดสาโททีม่ีรสที่ดี 
 นําลูกแปงดังกลาว ปริมาณ 2.0 2.5 และ 3.0% ตามลําดับ คลุกกับขาวเหนียวนึ่ง หมักจน
ครบสามวัน แปรผันปริมาณน้ําที่เติมในวันที่สาม (ผาน้ํา) ของการหมักสาโท โดยแปรผันปริมาณน้าํ
เปนสองเทาของปริมาณขาวเหนยีวดิบและสองเทาของปริมาณขาวเหนยีวนึ่ง นํามาหมักสาโทจน
ครบ 13 วัน หลังจากนั้นแยกสวนใสของสาโทมาบมตอที่อุณหภูมิต่ํา (4 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 
วัน นําสาโทที่ไดมาทดสอบดานประสาทสัมผัส เพื่อเลือกปริมาณน้ําที่ใชในการหมักเพื่อใหได
สาโทที่มีรสที่ดี 
การแยกยีสตและรา จากลูกแปงสุรา  

ราและยีสตบริสุทธิ์ที่ใชในการทดลอง ทําการแยกโดยนางสาว อภิชญา เตชะวสัญู นิสิต 
ปริญญาโท ที่ดําเนินการวิจัยใน พ.ศ. 2548 ภาคจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย โดยสายพันธุของราและยีสต ที่แยกไดจากลูกแปงสุราที่คัดเลือกแลว (NP1) คือ  รา 2 
สายพันธุ   Mucor racemosus, Rhizopus oligosporus และยีสต 3 สายพันธุ คือ Saccharomyces 
cerevisiae, Saccharomycopsis fibuligera และ Pichia anomala   
การแยกแบคทีเรียกรดแลคติก จากลูกแปงสุรา  

นําลูกแปงสุรา NP 1 มาบดละเอียด จากนั้นชั่ง 1 กรัม ละลายในโซเดียมคลอไรด 0.85% ที่
ปราศจากเชื้อ 9 มิลลิลิตร เจือจางในระดับตางๆ จากนั้นเกลี่ยสารละลายที่เจือจางในระดับตางๆ 
ปริมาตร  0.1 มล.  ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ  MRS  ที่เติมนิสแททินความเขมขน    0.004%  และ 
โบรโมครีซอล เพอรเพิล ความเขมขน 0.004 % บมที่อุณหภูมิ 37   องศาเซลเซียส ใน candle jar เปน
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เวลา 2   วัน จัดกลุมโดยวิธี Polymerase Chain Reaction - Randomly Amplified Polymorphic DNA 
(PCR-RAPD) นําตัวแทนกลุมทํา PCR และสงวิเคราะหลําดับเบสเทียบกับฐานขอมูล  
3 .3.1 ผลิตสาโทโดยใชลูกแปงสุรา NP1 และเชื้อบริสุทธ์ิผสมของ รา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติก
ท่ีแยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 

3.3.1.1 การหมักสาโทโดยใชลูกแปงสุรา  
บดตัวอยางลูกแปงสุรา NP1  4   กรัม  ใสลงในขาวเหนียวนึ่ง 200 กรัม  ที่บรรจุขวดขนาด 

500  มิลลิลิตร คลุกเคลาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 30   องศาเซลเซียส เปนเวลา 13   วัน  เติมน้ําในชวง
การหมักวันที่   3  ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  เก็บตัวอยางน้ําหมักวันที่ 0 1  2  3  4  5  6  7  9 11  และ 13  
เพื่อนําตัวอยางไปวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ิน การทดสอบทางประสาทสัมผัส และการ
ติดตามประชากรของจุลินทรียในสาโท  
 3.3.1.2 การหมักสาโทโดยใชเช้ือบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ใชสายพันธุ
บริสุทธิ์ของรา 2   ชนิด คือ Mucor racemosus และ Rhizopus oligosporus  ยีสต 3 สายพันธุ คือ 
Saccharomyces cerevisiae  Saccharomycopsis fibuligera และ Pichia anomala  ซ่ึงไดรับจาก 
อภิชญา  เตชะวสัญู  )2550 (   และ แบคทีเรียกรดแลคติกโดยคัดแยกบนอาหาร MRS agar จัดกลุม
โดยวิธี PCR-RAPD นําตัวแทนกลุมทํา PCR และวิเคราะหลําดับเบสเทียบกับฐานขอมูลใน Gen 
Bank   

3.3.1.2.1 หาปริมาณ ยีสต รา และ แบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 ใน
วันที่ 0 โดยนําลูกแปงสุรา NP1 มาเจือจาง แลวเกล่ียบนอาหาร Yeast malt agar (YM) และ Lysine 
medium สําหรับยีสต    Rose bengal สําหรับวิเคราะหปริมาณ รา และ MRS สําหรับวิเคราะห
ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติก เพื่อนําปริมาณที่ไดมาเปนปริมาณเริ่มตนในการหมักสาโทจากเชื้อ
บริสุทธิ์ผสม   

3.3.1.2.2 หมักสาโทโดยใชเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 โดยใหมี
ปริมาณ ยีสต ราและแบคทีเรียกรดแลคติกเริ่มตนเทากับปริมาณในลูกแปงวันที่ 0 ตามขอ 3.3.1.2.1 
หมักและเก็บตัวอยางตามขอ 3.3.1.1โดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมแทนลูกแปง เพื่อนําตัวอยางไปวิเคราะห
ปริมาณสารประกอบใหกล่ิน การทดสอบทางประสาทสัมผัส และการติดตามประชากรของ           
จุลินทรียในสาโท 

3.3.1.2.3 หมักสาโทเชนเดียวกับขอ 3.3.1.2 โดยแปรผันปริมาณรา ยีสตและ
แบคทีเรียกรดแลคติก โดยใหมีสัดสวนของรา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติก ในปริมาณเพิ่มขึ้น
และลดลง 10 เทาจากปริมาณเริ่มตนในวันที่ 0 ตามขอ 3.3.1.2.1 หมักและเก็บตัวอยางตามขอ 
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3.3.1.1 เพื่อนําตัวอยางไปวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ินและทดสอบทางประสาทสัมผัส ใน
สาโท   
3.3.2 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อและวิธี PCR – DGGE 
 3.3.2.1 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ  
  ศึกษาประชากรของจุลินทรียในน้ําหมักโดยใชวิธี viable plate count บนอาหาร
เล้ียงเช้ือที่จําเพาะ  โดยนําตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการหมักสาโทโดยใชลูกแปงสุรา NP1 จากขอ 
3.3.1.1 และ ตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการหมักสาโทโดยเชื้อบริสุทธิ์ผสมของ รา ยีสตและแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1จากขอ 3.3.1.2.2 ไปเจือจางและนําตัวอยางที่เจือจางแลว
ไปเกลี่ยบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆ ดังนี้  
  การเพาะเลี้ยงยีสตและรา 

 หยดตัวอยางที่เจือจางลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ Rose bengal สําหรับตรวจหา
ปริมาณรา Yeast malt agar (YM) สําหรับตรวจหาปริมาณยีสต และ Lysine medium สําหรับ
ตรวจหาปริมาณยีสตชนิด non-Saccharomyces บมที่อุณหภูมิ 30   องศาเซลเซียส เปนเวลา  2 วัน 
นับจํานวนเชื้อ และคํานวณหาปริมาณของราและยีสตในน้ําหมัก (หนวย CFU ตอมิลลิลิตรน้ําหมัก)  

การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติก 
  หยดตัวอยางที่เจือจางลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่เติมนิสแททินความ
เขมขน 0.004% และ โบรโมครีซอล เพอรเพิล ความเขมขน 0.004% บมที่อุณหภูมิ 37  องศา
เซลเซียส ใน candle jar เปนเวลา 2 วัน นับจํานวนเชื้อและคํานวณหาปริมาณของแบคทีเรียในน้ํา
หมัก (หนวย CFU ตอมิลลิลิตรน้ําหมัก) 

3.3.2.2 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธี PCR – DGGE 
  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 16S rDNA ของ
แบคทีเรียและ 26S rDNAของยีสตและรา ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) 

3.3.2.2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB (CTAB DNA extraction method)  
  นําน้ําหมักที่ไดจากขอ 3.3.1.1 และ 3.3.1.2.2 มาใสในหลอดไมโครฟวจ

ขนาด   1.5   มิลลิลิตร   ปนแยกเซลลที่ 8,000  รอบตอนาที นาน  5   นาที  แลวลางเซลลโดยน้ํากล่ัน
ปราศจากเชื้อ   500  ไมโครลิตร ทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยวิธี  CTAB (Arlorio และคณะ 1999) 
ซ่ึงมีรายละเอียด ดังนี้ ปนแยกเซลลที่ 8,000 รอบตอนาที นาน 5  นาที อีกครั้ง ทิ้งสวนน้ําใส 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) และ 10 ไมโครลิตรของ Proteinase K (10 
mg/ml) ลงในตะกอนเซลล เขยาเบาๆและบมที่  65 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1 ช่ัวโมง จากนั้นปน 
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8,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  5  นาที  ดูดเก็บชั้นน้ํา แลวจึงเติม  600 ไมโครลิตร  TE บัฟเฟอร   และ 
1,200 ไมโครลิตร Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25/24/1)  เขยาขึ้นลงเบาๆ 60 คร้ัง และ ปน 
14,000 รอบตอนาที  เปนเวลา   10  นาที  ดูดเก็บชั้นน้ํา และเติม 600 ไมโครลิตร Phenol/Chloroform/ 
Isoamyl alcohol (25/24/1) อีกครั้ง เขยาขึ้นลง 60 คร้ัง   ปน  14,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  5 นาที  ดูด
เก็บชั้นน้ํา  จากนั้นจึงเติม   1  มิลลิลิตร  ของ Isopropanol เขยาเบาๆ บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 30 นาที ปนแยกตะกอนดีเอ็นเอที่ 14,000 รอบตอนาที  เปนเวลา   15  นาที    นําตะกอนดีเอ็น
เอที่ไดมาลางดวย    70% เอทานอล 500 ไมโครลิตร   ปน  14,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  1 นาที  ทิ้ง
สวนน้ําใส ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหง แลวจึงละลายตะกอนดวย  20 ไมโครลิตร ของ TE บัฟเฟอร  

  3.3.2.2.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 16S rDNA ของแบคทีเรียและ 
26S rDNA ของยีสตและรา ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) 

   เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพร
เมอร 338f ซ่ึงมี GC-clamp เชื่อมตอบริเวณปลายดาน5’ (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA G-3’) 
และ ไพรเมอร 518r (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Lee และ
คณะ, 2005 และเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 26S rDNA ยีสตและรา โดยใชไพรเมอร NL1 
(5’- GCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) ซ่ึงมี GC-clamp เชื่อมตอบริเวณปลายดาน 5’ 
และ ไพรเมอร LS2 (5’- ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ตามวิธีของ 
Cocolin และคณะ, 2002 

  3.3.2.2.3 การวิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE 
   ใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) ใน

การวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจล ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 40 – 
60% สําหรับราและยีสต และ 50 – 60% สําหรับแบคทีเรียกรดแลคติก ยอมพอลิอะคริลาไมดเจล
ดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาที นําไปดูดวย Gel 
Documentation โปรแกรม Quantity One (Bio-Rad, USA.)     
  3.3.2.2.4 ตัดแถบดีเอ็นเอที่สนใจบนเจลจาก DGGE ไปศึกษาหาลําดับเบสโดย
เทียบกับฐานขอมูลใน Gen Bank    
3. 3.3 วิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆของสาโทที่ได 

 น้ําหมักที่ไดจากขอ 3.3.1.1 และ 3.3.1.2.2 มาทําการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี
ตางๆ ดังนี้ 

3.3.3.1 การวิเคราะหคาความเปนกรด – เบส  
วิเคราะหคาความเปนกรด-เบส ดวยเครื่อง pH meter 
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 3.3.3.2 การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity, TA) (Amerinec และคณะ, 1979) 
  นําตัวอย างมา  5  ml  เติมน้ํ า เดือด  100  องศา เซลเซียส  50  ml  แลวหยด 
Phenopthalene 2-3 หยด นําไปไทเทรตกับ NaOH 0.1 นอรแมล จนสารละลายเปลี่ยนจากไมมีสีเปน
สีชมพู อานคาปริมาตร NaOH ที่ได แลวนําไปคํานวณ %TA 

             %TA    =       V(Titrated) x N(NaOH) x MW(lactic acid) x 100  
                                                               1000 x v(Sample) 
 
  V = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 
  N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรากไซดเปนนอรแมล (N) 
  v = ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร) 
  MW (กรดแลคติก) = 90    
3.3.3.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNSA) (Miller, 

1959) 
 เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ตมใน

อางน้ําเดือด 10 นาที ทิ้งใหเย็น เติมน้ํา 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นา
โนเมตร เปรียบเทียบและคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซกับกราฟของสารมาตรฐาน  
 3.3.3.4 การวิเคราะหปริมาณเอทานอล ปริมาณกรดอินทรีย และ ปริมาณกลีเซอรอล โดยวิธี 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
 ทําการเตรียมสารละลายมาตรฐานของ เอทานอล กรดอินทรีย ไดแก กรดซิตริก กรดทารทา
ริก กรดไพรูวิก กรดมาลิก กรดซัคซินิก กรดแลคติก กรดแอซิติก กรดไอโซบิวไทริก กรดไอโซวาลี
อิก และ กลีเซอรอล ตามวิธีที่แสดงในภาคผนวก ข 

นําสาโทที่ไดในวันสุดทาย มากรองผานเซลลูโลสแอซิเทต  pore size ขนาด  0.22  
ไมโครเมตร วิเคราะหตัวอยางสาโทโดยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
คํานวณและหาปริมาณโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน  ที่ภาวะดังนี้ 
ชนิดของคอลัมน:    Animex HPX-87H Ion Exclusion  300x7.8 mm   
ตัวทําละลายเคลื่อนที่:  H2SO4  0.02 มิลลิโมลาร  
อัตราการไหล (flow rate):    0.6  มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิคอลัมน:    55  องศาเซลเซียส 
ชนิดของ detector:  Refractive  Index (RI) 
ปริมาตรฉีด:                                   100 ไมโครลิตร 
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3.3.4 วิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ิน (Volatile compounds) ในสาโทที่ได   
นําสาโทที่ไดในวันสุดทาย จากขอ 3.3.1.1     3.3.1.2.2 และ  3.3.1.2.3 มา 10 มิลลิลิตร ใส

ใน vial ที่ปราศจากเชื้อ ขนาด 20 มิลลิลิตร ปดฝาใหสนิทดวย Crimper 20 mm Seals จากนั้นนําไป
ทําการวิเคราะหโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ – แมสสเปกโทรเมตรี (GC-MS) โดยเก็บตัวอยางสารให
กล่ินบริเวณที่วางเหนือสาร (headspace) เพื่อฉีดวิเคราะหและหาปริมาณโดยเปรียบเทียบและ
คาํนวณกับสารมาตรฐาน ที่ภาวะดังนี้  
ชนิดของคอลัมน : HP-624, Capillary Column, Agilent 19091v-402 
   (25.0 m x 0.2 mm id x 1.12 µm film thickness)  
Injector  :   Split (20:1) 
อุณหภูมิของ Injector : 200 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรฉีด :  1 ไมโครลิตร 
Carrier gas :  ฮีเล่ียม 
Carrier gas flow rate : 1 มล./นาที  
อุณหภูมิของ Oven : 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที 
   40 องศาเซลเซียส ถึง 220 องศาเซลเซียส ดวยอัตราเร็ว 15 องศา 

เซลเซียส/นาที 
   220 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี
Run Time :  20 นาที 
ชนิดของ Detector : Mass spectometer (MS) 
Detector gas :  ฮีเล่ียม 
อุณหภูมิของ Detector : 280 องศาเซลเซียส 
Headspace Device : Agilent G1888 Headspace Sampler 
อุณหภูมิของ Oven : 80 องศาเซลเซียส 
Vial equilibration time : 20 นาที 
3.3.5 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory taste) ในสาโท 

นําสาโทที่ไดในวันสุดทาย จากขอ 3.3.1.1     3.3.1.2.2 และ 3.3.1.2.3 มาทดสอบทาง
ประสาทสัมผัส โดยผูทดสอบที่มีความเชี่ยวชาญและคุนเคยกับการดื่มไวนและสาโท จํานวน 10 คน 
ทําการชิมและใหคะแนนในใบใหคะแนน (ภาคผนวก ค) และนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความ
แปรปรวน (Analysis of variance) ทางสถิติโดยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 16.0 
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

การแปรผนัปรมิาณลูกแปงสรุา และ น้ําท่ีเติมในวันท่ีสาม (ผาน้ํา) ของการหมักสาโทที่ให
คุณภาพดานรสที่ดี 
 เนื่องจากสูตรในการหมักสาโทมีหลากหลายซึ่งมีความแตกตางกันในปริมาณลูกแปงสุรา 
และ น้ําที่เติมในวันที่สาม (ผาน้ํา) ของการหมักสาโท ดังนั้น จึงตองทําการทดลองเพื่อใหทราบถึง
ปริมาณลูกแปงสุรา และ น้ําที่เติมในวันที่สาม (ผาน้ํา) ของการหมักสาโทที่ใหคุณภาพดานรสที่ดี 

ผูเชี่ยวชาญไดเลือกปริมาณลูกแปงสุราที่ 2.0% ทําใหไดสาโทที่มีรสชาติดีและมีความกลม
กลอมมากที่สุด เนื่องมาจากปริมาณลูกแปงสุราที่ 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 และ 5.0% มีปริมาณจุลินทรยี
เร่ิมตนในกระบวนการหมักมากไป อาจสรางสารเมตาบอไลทตางๆมากตามไปดวย จึงสงผลตอ
รสชาติของสาโท ทําใหสาโทที่ไดไมมีความกลมกลอม สวนปริมาณลกูแปงสุราที่ 1.5% ไดสาโทที่
มีความเจือจางมากไป ซ่ึงปรมิาณลูกแปงสุราที่ 2.0% เปนปริมาณลูกแปงที่นิยมใชในการผลิตสาโท
โดยทั่วไปดวย  
 เมื่อนําสาโทที่ไดมาทดสอบดานประสาทสัมผัสโดยผูเชี่ยวชาญ เพื่อเลือกปริมาณน้าํที่เติม
ในวนัที่สาม (ผาน้ํา) ของการหมักสาโท ผูเชี่ยวชาญไดเลือกปริมาณน้าํเปนสองเทาของปริมาณขาว
เหนยีวดิบเพื่อเติมในวนัที่สาม (ผาน้ํา) ของการหมักสาโทเพื่อใหไดสาโทที่มีรสที่ดี เนื่องจาก
ปริมาณน้ําเปนสองเทาของปริมาณขาวเหนียวนึ่งนัน้ ทําใหไดสาโททีม่คีวามเจือจางมากไป  
4.1 ผลิตสาโทโดยใชลูกแปงสุรา NP1 และเชื้อบริสุทธ์ิผสมของ รา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี
แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1  

4.1.1 การหมักสาโทโดยใชเชือ้บริสุทธ์ิผสมที่แยกไดจากลกูแปงสุรา NP1 
4.1.1.1 แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 บนอาหาร MRS 

agar จัดกลุมโดยวิธี PCR-RAPD นําตัวแทนกลุมทํา PCR และสงวิเคราะหลําดบัเบสเทียบกับ
ฐานขอมูล  

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 บนอาหาร MRS agar 
ไดปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 6.0x103 CFU/g หลังจากนั้นนําแบคทีเรียกรดแลคติก
ทั้งหมดที่คัดแยกไดมาสกัดดเีอนเอ นําดีเอนเอที่ไดมาจดักลุมโดยวิธี PCR-RAPD โดยใชไพรเมอร
แบบสุม (10-mers) ขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซ่ึงมีลําดับเบสดังนี้ 5’- AGC AGC GTG G - 3’ 
(Cocconcelli และคณะ 1995)  
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ภาพที่ 4.1 แสดงการแบงกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด ที่แยกไดบนอาหาร MRS agar โดยแบง
ไดตามรูปแบบชิ้นสวนโครโมโซมอลดีเอนเอ โดยวิธี  PCR-RAPD โดยใชไพรเมอรแบบสุม (10-
mers) ขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซ่ึงมีลําดับเบสดังนี้ 5’- AGC AGC GTG G - 3’ (Cocconcelli และ
คณะ 1995)  
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ภาพที่ 4.2 แสดงตัวแทนกลุมแบคทีเรียกรดแลคติก ที่แยกไดตามรูปแบบชิ้นสวนโครโมโซมอลดี
เอนเอ โดยวิธี PCR-RAPD  

จากผลการแบงกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 6.0x103 CFU/g ที่แยกไดบนอาหาร 
MRS agar เมื่อนํามาสกัด ดเีอนเอ และแบงกลุมตามรูปแบบชิ้นสวนโครโมโซมอลดีเอนเอ โดยวิธี 
PCR-RAPD สามารถแบงแบคทีเรียกรดแลคติก ไดออกเปน 3 กลุม โดยแบคทีเรียกรดแลคติก กลุม
ที่ 1 2 และ 3 มีจํานวน 19 34 และ 7 ไอโซเลต ตามลําดับ หลังจากนัน้ นําตวัแทนแตละกลุมเพิ่ม
ช้ินสวนดเีอนเอ โดยใชไพรเมอรในชวง 16S rDNA ของแบคทีเรีย คือ ไพรเมอร 338f (5’-
ACTCCTACGGGAGGC AGCA G-3’) และ ไพรเมอร 518r (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) 
และวิเคราะหลําดับเบสเทียบกับฐานขอมลู 
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ตารางที่ 4.1 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
16S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดยีวกันในฐานขอมูลใน
GenBank 
 

กลุมท่ี Closest relative % identity* 
1 Pediococcus pentosaceus 100 
2 Pediococcus pentosaceus 100 
3 Pediococcus pentosaceus 100 

 
* % identity  = รอยละความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ 16S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ เมื่อเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเดียวกันในฐานขอมูล GenBank 

จากตารางที่ 4.1 พบวาเมื่อทาํการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทด16S ของไรโบโซมอล ดี
เอ็นเอ กับตวัแทนในแตละกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติก กับฐานขอมูล GenBank พบวามีรอยละ
ของลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายกับ  Pediococcus pentosaceus  ในฐานขอมูลเปน 100%  ทั้ง 3 กลุม  
 

4.1.1.2 หาปริมาณ ยีสต รา และ แบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 ในวนัที่ 0  
 

ตารางที่ 4.2   แสดงปริมาณ ยีสต รา และ แบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 ในวันที่ 0 
 

ชนิดจุลินทรีย ปริมาณจุลินทรีย (คาเฉล่ีย± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
CFU/g   

S. cerevisiae (3.4±0.1)x106  
Sm. fibuligera (8.5±0.3)x103  

 
ยีสต 

P. anomala (8.4±0.2)x104  
R. oligosporus (3.5±0.1)x103  รา 
M. racemosus (2.8±0.2)x103  

แบคทีเรีย P.  pentosaceus (6.8±0.3)x103  
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จากผลการทดลองหาปริมาณ ยีสต รา และ แบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 ใน

วันที่ 0 เพื่อใหทราบปริมาณเริ่มตนที่ใชในการผลิตสาโท โดยใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูก
แปงสุรา NP1 พบวา มีปริมาณเฉลี่ยของยีสต S. cerevisiae  Sm. fibuligera และ P. anomala  เทากับ 
(3.4±0.1)x106 (8.5±0.3)x103 และ (8.4±0.2)x104 CFU/g ตามลําดับ มีปริมาณเฉลี่ยของรา R. 
oligosporus และ M.racemosus เทากับ (3.5±0.1)x103 และ (2.8±0.2)x103 CFU/g สวนแบคทีเรีย
กรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 คือ P. pentosaceus มีปริมาณเฉลี่ยเทากับ (6.8±0.3)x103 CFU/g    
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4.2 ติดตามประชากรของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อควบคูกับวิธี PCR 
– DGGE   

4.2.1 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ   
การเปลี่ยนแปลงประชากรจลิุนทรียในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1  

ตารางที่ 4.3   การเปลี่ยนแปลงประชากรจลิุนทรียในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1   
ปริมาณจุลินทรีย (คาเฉลี่ย± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) CFU/g   
ยีสต รา แบคทีเรีย 

Fermented 
day 

S. cerevisiae Sm. fibuligera   P. anomala R. oligosporus  M .racemosus P. pentosaceus 
D0 (3.6±0.3)x105 (8.6±0.4)x103 (8.2±0.3)x104 (3.4±0.3)x103 (2.7±0.3)x103 (6.1±0.3)x103 
D1 (2.8±0.2)x105 (5.6±0.3)x104 (2.5±0.4)x105 (1.7±0.3)x104 (7.9±0.1)x103 (1.5±0.3)x105 
D2 (4.2±0.2)x106 (3.4±0.4)x106 (4.3±0.3)x106 (3.2±0.0)x102 (2.1±0.0)x102 (2.8±0.1)x107 
D3 (6.5±0.2)x107 (3.6±0.3)x103 (3.5±0.2)x104 0 0 (7.3±0.2)x104 
D4 (7.2±0.4)x107 (1.5±0.0)x101 (3.1±0.0)x101 0 0 (3.5±0.0)x102 
D5 (6.7±0.4)x107 0 0 0 0 (5.1±0.0)x101 
D6 (8.3±0.3)x107 0 0 0 0 0 
D7 (9.6±0.3)x107 0 0 0 0 0 
D9 (7.4±0.3)x107 0 0 0 0 0 

D11 (4.1±0.3)x107 0 0 0 0 0 
D13 (6.7±0.2)x106 0 0 0 0 0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.3 การเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1  
          S. cerevisiae;       P. anomala;         Sm. fibuligera;       R. oligosporus       M. racemosus                       
        P. pentosaceus  
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การเปลี่ยนแปลงประชากรจลิุนทรียในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมท่ีแยกไดจากลูกแปงสุรา NP1  
ตารางที่ 4.4    แสดงการเปลีย่นแปลงประชากรจุลินทรียในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยก
ไดจากลูกแปงสุรา NP1  
 

ปริมาณจุลินทรีย (คาเฉลี่ย± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) CFU/g    
ยีสต รา แบคทีเรีย 

Fermented 
day 

S. cerevisiae Sm. fibuligera   P. anomala R. oligosporus  M .racemosus P. pentosaceus 

D0 (2.7±0.3)x105 (7.7±0.4)x103 (7.3±0.4)x104 (3.7±0.3)x103 (2.6±0.3)x103 (5.7±0.3)x103 
D1 (3.2±0.4)x105 (4.8±0.4)x104 (1.7±0.3)x105 (2.0±0.4)x104 (8.4±0.1)x103 (1.4±0.3)x105 
D2 (4.0±0.2)x106 (2.8±0.2)x106 (3.8±0.2)x106 (3.1±0.0)x102 (1.8±0.0)x102 (2.4±0.3)x107 
D3 (5.8±0.2)x107 (5.6±0.2)x103 (2.9±0.1)x104 0 0 (7.2±0.5)x104 
D4 (6.8±0.4)x107 (2.5±0.0)x101 (2.6±0.0)x101 0 0 (2.9±0.0)x102 
D5 (6.8±0.4)x107 0 0 0 0 (4.7±0.0)x101 
D6 (7.6±0.5)x107 0 0 0 0 0 
D7 (8.4±0.2)x107 0 0 0 0 0 
D9 (6.6±0.4)x107 0 0 0 0 0 
D11 (3.6±0.2)x107 0 0 0 0 0 
D13 (6.7±0.2)x106 0 0 0 0 0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูก
แปงสุรา NP1 
          S. cerevisiae;       P. anomala;         Sm. fibuligera;       R. oligosporus       M. racemosus                       
        P. pentosaceus  
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จากผลการทดลอง การติดตามประชากรของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโทโดยวิธี
เพาะเลี้ยงเชื้อ จะเห็นวารูปแบบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา 
NP1 (ภาพที่ 4.3) เหมือนกับเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 (ภาพที่ 4.4) รา สองสาย
พันธุ คือ R. oligosporus และ M. racemosus ซ่ึงสามารถพบไดตั้งแตวนัที่ 0 ของการหมัก โดย R. 
oligosporus และ M. racemosus มีปริมาณเฉลี่ย 103 CFU/g และจะลดปริมาณลงในวันที ่2 ของการ
หมัก โดยมีปริมาณเฉลี่ย  104 และ 103 CFU/g  ตามลําดบั จนไมสามารถพบไดในวนัที่ 3 ในขณะที่
วันที่ 0 ของการหมักจะพบยสีตชนิด non-Saccharomyces ไดสองสายพนัธุ คือ P. anomala และ Sm. 
fibuligera ซ่ึงมีปริมาณเฉลี่ย 104 CFU/g และ 103 CFU/g ตามลําดับ โดยยีสตดังกลาวจะคอยๆเพิ่ม
มากขึ้นจนมีปริมาณมากที่สุดในวันที่ 2 ของการหมัก หลังจากนัน้ปริมาณจะเริ่มลดลงโดยวนัที ่ 3 
ของการหมักจะพบ P. anomalaและ Sm. Fibuligera ในปริมาณเฉลี่ย 104และ 103CFU/g ตามลําดับ 
จนสุดทาย ไมสามารถตรวจพบยีสตชนิด non-Saccharomyces ไดในวนัที่ 5 ของการหมัก สําหรับ
ยีสต S. cerevisiae สามารถตรวจพบไดตลอดชวงเวลาในการหมัก โดยสามารถพบไดตั้งแตวันที่ 0 
ของการหมักโดยมีปริมาณเฉลี่ย 105 CFU/g และมีปริมาณเพิ่มขึ้นสูงสุดในวันที่ 7 ของการหมัก โดย
มีปริมาณเฉลี่ย  107 CFU/g และหลังจากนัน้ปริมาณจะลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดกระบวนการหมัก โดย
มีปริมาณเฉลี่ยเปน 106  CFU/g 

สําหรับแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบไดในลูกแปงสุรา NP1 คือ P. pentosaceus สามารถตรวจ
พบไดตั้งแตวนัที่ 0 ของการหมักโดยมีปริมาณเฉลี่ย 103 CFU/g และมปีริมาณเพิ่มขึน้สูงสุดในวนัที่ 
2 ของการหมกั ซ่ึงมีปริมาณเฉลี่ย 107 CFU/g หลังจากนั้น P. pentosaceus จะมีปริมาณลดลงจนไม
สามารถพบไดในวนัที่ 6 ของการหมัก  
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4.2.2 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธี PCR – DGGE     
 นําจีโนมิกดีเอ็นเอจากน้ําหมักของสาโท ในวันที่ 0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 และ 13 โดยวิธี  
CTAB มาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 16S rDNA ของแบคทีเรีย โดยใชไพรเมอร 338f 5’ 
(5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA G-3’) ซ่ึงมี GC-clamp เชื่อมตอบริเวณปลายดาน 5’ และ ไพร
เมอร 518r (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) และ เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 26S rDNA 
ของยีสตและรา โดยใชไพรเมอร NL1 (5’- GCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) ซ่ึงมี 
GC-clamp เชื่อมตอบริเวณปลายดาน 5’ และ ไพรเมอร LS2 (5’- ATTCCCAAACAACTCGACTC 
-3’) ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)  

4.2.2.1 วิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE   
แถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 26S rDNAของยีสตและรา 

โดยใชไพรเมอร NL1ซ่ึงมี GC-clamp เชื่อมตอบริเวณปลายดาน 5’ และ ไพรเมอร LS2 ของน้ําหมัก
ในวันที่ 0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 และ 13 นํามาวิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.5 แสดงแถบดีเอ็นเอของยีสตและราจากน้ําหมักในวันที่ 0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 และ 13 โดย
วิธี PCR – DGGE   M คือ ราและยีสตที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ นํามาสรางเปน DNA marker 
ประกอบดวย a = Sm. fibuligera, b = R. oligosporus, c = M. racemosus, d = P. anomala, e = S. 
cerevisiae   ก) สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1   ข) สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจาก
ลูกแปงสุรา NP1   

 ก 

M  0     1     2    3    4     5    6    7     9    11    13 

 ข 
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แถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอในชวง 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใช
ไพรเมอร 338f  ซ่ึงมี GC-clamp เชื่อมตอบริเวณปลายดาน 5’ และ ไพรเมอร 518r ของน้ําหมักใน
วันที่ 0 1 2 3 4 5 6 7 9 11 และ 13 นํามาวิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.6 แสดงแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียกรดแลคติกจากน้ําหมักในวันตางๆโดยวิธี PCR – 
DGGE   M คือ แบคทีเรียกรดแลคติกที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ นํามาสรางเปน DNA marker  
f = P. pentosaceus    ก) สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1   ข) สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่
แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1     

4.2.2.2 ตัดแถบดีเอ็นเอที่สนใจบนเจลจาก DGGE ไปศึกษาหาลําดับเบสโดยเทียบ
กับฐานขอมูลใน Genbank 

 
 
 
 
 
 

f 
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ตารางที่ 4.5 การจําแนกชนิดของรา ยีสต และแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดบริเวณ 26S และ16S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ ตามลําดับ  เทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ
เดียวกันในฐานขอมูลใน GenBank 
 

DGGE  Band*   Closest relative % identity** 
Fungi   a Sm. fibuligera 100 

 b R. oligosporus 100 
 c M. racemosus 100 
 d P. anomala 100 
 e S. cerevisiae 100 

Bacteria       f P. pentosaceus 100 
 
* แถบดีเอนเอ จากเจล DGGE ที่แสดงในภาพที่ 4.5 และ 4.6 
** % identity  = รอยละความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ 26S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ ของรา และ
ยีสต และบริเวณ 16S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ ของแบคทีเรีย เมื่อเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดียวกันใน
ฐานขอมูล GenBank 

จากผลการทดลอง การติดตามประชากรของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโทโดยวิธี 
PCR – DGGE จะเห็นวารูปแบบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรยีของสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
สุรา NP1 (ภาพที่ 4.5 ก และ ภาพที่ 4.6 ก) เหมือนกับเชือ้บริสุทธิ์ผสมท่ีแยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 
(ภาพที่ 4.5 ข และ ภาพที่ 4.6 ข) จากการวเิคราะหโดยวิธี PCR – DGGE ของราและยีสต (ภาพที่ 4.5 
ก และ ข) สามารถพบแถบดีเอนเอ 5 แถบ (ภาพที่ 4.5, a–e) ซ่ึง แถบดีเอนเอ a, b, c, d และ e คือ Sm. 
fibuligera, R. oligosporus, M. racemosus, P. anomala และ S. cerevisiae ตามลําดับ สวนแถบดเีอน
เอ จากการวิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE ของแบคทีเรียกรดแลคติกพบไดเพียง 1 แถบดีเอนเอ 
เทานั้น (ภาพที ่4.6 ก และ ข) ซ่ึง แถบดีเอนเอ f คือ P. pentosaceus  

รา สองสายพันธุ คือแถบดีเอนเอ b และ c สามารถพบไดตั้งแตวันที่ 0 ของการหมกั โดย
ความเขมของแถบดีเอนเอมคีวามเขมที่สุดในวนัที่ 2 ของการหมัก หลังจากนั้นความเขมของแถบดี
เอนเอจางลง จนไมสามารถเห็นแถบดีเอนเอไดในวนัที่ 4 ของการหมัก ในขณะทีย่ีสต non- 
Saccharomyces สองสายพนัธุ Sm. fibuligera และ P.anomala  คือ แถบดีเอนเอ a และ d สามารถ
พบไดตั้งแตวนัที่ 0 ของการหมัก โดยความเขมของแถบดีเอนเอเขมที่สุดในวนัที่ 2 ของการหมกั
หลังจากนัน้ความเขมของแถบดีเอนเอจางลง จนไมสามารถเห็นแถบดเีอนเอไดในวนัที่ 4 ของการ
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หมัก สําหรับยสีต S. cerevisiae คือ แถบดีเอนเอ e สามารถพบไดตลอดชวงเวลาในการหมัก ซ่ึงใน
ชวงแรกของการหมักความเขมของแถบดีเอนเอจางและเขมขึ้นมากที่สุดประมาณวันที่ 6 ของการ
หมัก หลังจากนั้นความเขมของแถบดีเอนเอจางลงในวนัสุดทายของการหมัก สําหรับแบคทีเรียกรด
แลคติกที่พบในลูกแปงสุรา NP1 คือ P. pentosaceus แถบดีเอนเอ f  สามารถพบไดตั้งแตวันที่ 0 ของ
การหมักจนกระทั่งวันที ่ 3 ของการหมักแถบดีเอนเอมีความเขมมากทีสุ่ด หลังจากนัน้จึงจางลง จน
ไมสามารถพบไดในวันที่ 6-7 ของการหมกั   
4.3 วิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆของสาโทที่ได 

 น้ําหมักที่ไดจากสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 ขอ 3.1.1 และสาโทที่ผลิตจาก
เชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ขอ 3.1.2.2   มาทําการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี
ตางๆ ไดผลแสดงในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6   แสดงองคประกอบทางเคมีตางๆ ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และ
สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 

 
วันที่หมัก องคประกอบทางเคมี 

กรด – เบส ปริมาณกรดรวม  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
  (pH) (%TA)  (มก. /มล.) รอยละเอทานอล (v/v) 

  NP1 Mixed NP1 Mixed NP1 Mixed NP1 Mixed 
D3 3.33±0.21 2.98±0.14 0.56±0.15 0.73±0.12 99.58±3.50 78.85±14.34 5.90±0.30 5.27±0.45 
D4 3.47±0.18 3.04±0.16 0.49±0.17 0.66±0.11 52.00±4.36 38.32±7.11 9.37±0.97 7.13±0.70 
D5 3.59±0.19 3.15±0.21 0.41±0.08 0.58±0.08 34.64±4.09 25.14±3.01 10.77±0.70 10.00±0.36 
D6 3.67±0.16 3.19±0.09 0.36±0.05 0.49±0.04 22.55±2.96 15.96±3.26 11.77±0.55 10.90±0.62 
D7 3.73±0.14 3.45±0.05 0.32±0.06 0.41±0.05 6.13±2.53 8.09±3.98 12.73±0.55 11.93±0.93 
D9 3.78±0.11 3.59±0.09 0.30±0.06 0.35±0.05 5.18±2.62 4.61±2.84 13.70±0.92 12.30±0.79 

D11 3.84±0.10 3.66±0.06 0.27±0.05 0.32±0.05 4.58±2.62 3.67±2.21 14.03±0.90 12.80±0.46 
D13 3.92±0.10 3.75±0.04 0.23±0.04 0.31±0.05 4.10±2.26 3.41±2.01 14.57±0.87 13.40±0.62 
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4.3.1 คาความเปนกรด-เบส (pH) และปริมาณกรดรวม (Total acidity)  
คาความเปนกรด-เบส (pH) ในสาโทมีบทบาทสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย โดยคา pH 

ของสาโทจะมีคาต่ําเมื่อสาโทมีปริมาณกรดรวมมาก โดย มนตรี เชาวนสังเกต (2521) ไดทําการ
วิเคราะหสาโทที่เกิดการหมักอยางสมบูรณพบวา คา pH และคาปริมาณกรดรวม ในสาโท มีคาอยู
ระหวาง 3.40 – 4.70 และ 0.29 – 0.93% ตามลําดับ  

จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์
ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 มีการเปลี่ยนแปลงปริมาณคากรด-เบส (pH) และปริมาณกรด
รวมเปนไปในแนวทางเดียวกัน คือในการหมักสาโทชวงแรกจะมีคา pH ต่ําและมีปริมาณกรดรวม
สูง แตเมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักสาโท พบวามีคา pH ที่สูงขึ้นและมีปริมาณกรดรวมลดลง โดยคา 
pH ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 ในการหมักชวงแรก เทากับ 3.33±0.21 หลังจากนั้นสูงขึ้น
เรื่อยๆ จนมีคา pH เทากับ 3.92±0.10 ในวันสุดทายของการหมัก สวนปริมาณกรดรวมมีคา 
0.56±0.15% ในชวงแรกของการหมัก หลังจากนั้นปริมาณลดต่ําลงมาอยูที่ 0.23±0.04% ในวัน
สุดทายของการหมัก สําหรับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 มีคา pH 
ในการหมักชวงแรกเทากับ 2.98±0.14 และสูงขึ้นถึง 3.75±0.04 ในวันสุดทายของการหมัก สวน
ปริมาณกรดรวมมีคา 0.73±0.12% ในชวงแรกของการหมัก หลังจากนั้นปริมาณลดต่ําลงมาอยูที่ 
0.31±0.05% ในวันสุดทายของการหมัก   

4.3.2 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar) และปริมาณรอยละเอทานอล 
น้ําตาลรีดิวซเกิดจากการทํางานรวมกันของเอนไซม  α-อะไมเลส และ อะไมโลกลูโคซิ

เดส  ซ่ึงเปนเอนไซมที่ผลิตมาจากรา  หลังจากทําการเติมน้ําในวันที่สามของการหมักเกิด
กระบวนการเปลี่ยนน้ําตาลรีดิวซไปเปนแอลกอฮอล โดยเกิดจากการทํางานของยีสต เมื่อระยะเวลา
ในการหมักเพิ่มมากขึ้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวสจะคอยๆลดลง แตปริมาณแอลกอฮอลจะคอยๆเพิ่มขึ้น  
จากการทดลองจะเห็นการวาการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณรอยละเอทานอล ใน
สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา 
NP1มีคาการเปลี่ยนแปลงในรูปแบบเดียวกัน คือ ปริมาณน้ําตาลรีดิวสเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วและ
สูงสุดในวันที่ 3 ของการหมักและลดลงอยางตอเนื่องจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก ปริมาณรอยละ เอ
ทานอลคอยๆเพิ่มขึ้นหลังจากการผาน้ํา (วันที่ 3) และสูงสุดในวันสุดทายของการหมัก  

จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซในวันที่ 3 
ของการหมัก คือ 99.58±3.50 มก./มล. และลดลงเหลือ 4.10±2.26 มก./มล. ในวันสุดทายของการ
หมัก ซ่ึงแปรผันตรงกับปริมาณรอยละเอทานอลที่มีคา 5.90±0.30 ในวันที่ 3 ของการหมักและ
เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องถึง รอยละ 14.57±0.87 ในวันสุดทายของการหมัก สวนสาโทที่ผลิตจากเชื้อ
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บริสุทธ์ิผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซในวันที่ 3 ของการหมัก คือ 
78.85±14.34 มก./มล. และลดลงเหลือ 3.41±2.01 มก./มล. ในวันสุดทายของการหมักซึ่งแปรผันตรง
กับปริมาณรอยละเอทานอลที่มีคา 5.27±0.45 ในวันที่ 3 ของการหมักและเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องถึง 
รอยละ 13.40±0.62 ในวันสุดทายของการหมัก 

4.3.4 การวิเคราะหปริมาณกรดอินทรีย และ ปริมาณกลีเซอรอล โดยวิธี High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC)  

จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมักสาโทพบวา ทั้งสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1
และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบกรดซิตริก กรดซัคซินิก กรดแลคติก กรด
แอซิติก และกลีเซอรอลเหมือนกัน แตปริมาณที่พบแตกตางกัน ตามภาพที่ 4.7  
 
ก)                                                                                           ข)                       
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 จ) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1  (p<0.05)  
ภาพที่ 4.7 แสดงปริมาณของ กรดซิตริก กรดซัคซินิก กรดแลคติก กรดแอซิติก และ 

กลีเซอรอล ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน
ตางๆ โดย เทากับ NP1 หมายถึง ปริมาณรา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติก เทากับปริมาณที่พบใน
ลูกแปงสุรา NP1 นอยกวา NP1 หมายถึง ปริมาณรา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติก นอยกวาปริมาณ
ที่พบในลูกแปงสุรา NP1 10 เทา มากกวา NP1 หมายถึง ปริมาณรา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติก 
มากกวาปริมาณที่พบในลูกแปงสุรา NP1 10 เทา    

จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมักสาโทพบวา ทั้งสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1
และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบกรดซิตริก กรดซัคซินิก กรดแลคติก กรด
แอซิติก และกลีเซอรอลเหมือนกัน แตปริมาณที่พบแตกตางกันโดยปริมาณกรดซัคซินิกและกรดแอ
ซิติกที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสม
ในทุกอัตราสวน (p<0.05) สวนปริมาณ กรดซิตริก กรดแลคติกและกลีเซอรอล ที่พบในสาโทที่ผลิต
จากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05)  

โดย ปริมาณกรดซิตริก พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 0.25 มก./มล. พบในสาโท
ที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 0.05 0.12 และ 0.04 
มก./มล.ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณกรดซิตริก ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
กับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน  

กรดซัคซินิกเปนกรดที่ถูกสรางโดยยีสตในชวงตนของการหมักและจะหยุดเมื่อยีสตสราง
แอลกอฮอลเสร็จส้ินแลว Lamikanra (1997) รายงานวากรดซัคซินิกเปนกรดที่มีอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกรดอินทรียอ่ืนในไวนองุน เปนผลให 
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Muscadine wine ซ่ึงมีปริมาณกรดซัคซินิกสูง ถูกตรวจพบเมทิลซัคซิเนตไดสูง ซ่ึงสารดังกลาวเปน
เอสเทอรของกรดซัคซินิกใหกล่ินผลไม (fruit odor) ทําใหเปนกล่ินที่มีความโดดเดนใน Muscadine 
wine (Lamikanra และคณะ, 1995) 

ปริมาณกรดซัคซินิก พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 0.46 มก./มล. พบในสาโทที่
ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 0.65 0.51 และ 0.43 
มก./มล.ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณกรดซัคซินิกที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน  

กรดแลคติกเปนกรดที่ยีสตสรางไดในปริมาณนอย คือประมาณ 0.1 – 0.6 กรัมตอลิตร ยีสต
ที่สามารถสรางกรดแลคติกไดดีนั้น จัดเปนยีสตที่ดี เนื่องจากกรดแลคติก เปนกรดที่เพิ่มความเปน
กรดในไวนแตไมเพิ่มรสชาติความเปนกรด กรดแลกติกเปนสารตั้งตนของสารประกอบใหกล่ิน 
ไดแก เอทิลลอเรต (Delfini และ Formica, 2001) 

จากการทดลองพบวาปริมาณกรดแลคติกพบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 5.44 มก./
มล. พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 1.04 
0.95 และ 0.88 มก./มล.ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณกรดแลคติกที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน  

จากการทดลองพบวาปริมาณกรดแอซิติกพบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 0.51 มก./
มล. พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 0.74 
0.68 และ 0.70 มก./มล.ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณกรดแอซิติกที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน จากรายงานของ 
Sirisantimethakom และคณะ (2007) พบวาปริมาณคาเฉลี่ยของกรดแอซิติกที่พบในสาโท จาก 26 
แหลง เทากับ 1.16 มก./มล. ซ่ึงปริมาณที่พบในการศึกษานี้มีคาต่ํากวา แตอยางไรก็ตาม ยังไมมี
รายงานที่มากพอเกี่ยวกับปริมาณกรดแอซิติกที่พบในสาโท  

กรดแอซิติก เปนกรดระเหยงาย เปนผลิตภัณฑพลอยไดของเมแทโบไลตของยีสตที่เกิดขึ้น
ในระหวางกระบวนการหมกัแอลกอฮอล โดยยีสตสรางไดในปริมาณนอย (Jackson, 2000) กรดแอ
ซิติกสามารถเพิ่มความซับซอนใหกับกลิ่นรสที่ดีในไวน (Delfini และ Formica, 2001) เปนสารตั้ง
ตนของสารในกลุมแอซิเทตเอสเทอร เชน เอทิลแอซิเทต เปนสารที่เกิดจากปฏิกิริยาระหวางกรดแอ
ซิติกและเอทานอล ซ่ึงใหกล่ินผลไม และ ไอโซเอมิลแอซิเทต ซ่ึงเกิดจากปฏกิิริยาระหวางกรดแอ
ซิติกและไอโซเอมิลแอลกอฮอล ซ่ึงใหกล่ินกลวย (สุมัลลิกา โมรากุล, 2545) Sujiya และคณะ 
(2004) ไดรายงานวา ปริมาณไอโซเอมิลแอซิเทตใน เบรม (brem) ซ่ึงเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอล
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พื้นบานของประเทศอินโดนเีซียเพิ่มขึ้น เมื่อปริมาณกรดแอซิติกในน้าํหมัก ทาเป (tape) ที่ไดจาก
การหมักโดยยสีตมีปริมาณลดลง  

กลีเซอรอล เปนสารประกอบที่ไมมีผลตอกล่ิน เปนสารในกลุมพอลิไฮดรอกซีแอลกอฮอล 
ซ่ึงถูกสรางโดยยีสตระหวาง กระบวนการหมัก มีคาอยูในชวง 3 – 11 กรัมตอลิตร (Delfini และ 
Formica, 2001) กลีเซอรอลมีบทบาทสําคัญทาง ประสาทสัมผัสดานการชิมเนื่องจากเปน 
organoleptic properties มีรสหวาน sweetness (Noble และ Bursick, 1984) และมีความเปน oiliness 
(Amerine และคณะ, 1972) จึงมีความเกี่ยวของกับบอดี้ของไวนและการใหความรูสึกกลมกลอมของ
ไวนในปาก มีหลายปจจัยเกี่ยวของในกระบวน การผลิตกลีเซอรอล รวมถึง สายพันธุของยีสต 
อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง ที่ใชในการหมัก (Siegriest, 1985) กลีเซอรอลผลิตระหวาง
กระบวนการหมัก กลีเซอโรไพรูวิก ในชวงตนของการเกิดการหมักแอลกอฮอล การผลิตกลีเซอรอล
สามารถกระตุนไดโดย คาความเปนกรด-ดางที่สูง (Adrian และคณะ, 2004 และ Lubbers  และคณะ, 
2001) ในกระบวนการหมัก  แตอยางไรก็ตามการเพิ่มปริมาณของกลีเซอรอลไมไดมีผลตอ
สารประกอบใหกล่ินในกลุมของแอลกอฮอล (Lubbers  และคณะ, 2001)  

จากการทดลองพบวาปริมาณกลีเซอรอลที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณกลีเซอรอลใน
สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน นอยกวาที่
พบในไวนทัว่ไป คือนอยกวา 10 มก./มล. จากการทดลองพบวาปริมาณกลีเซอรอลพบในสาโทที่
ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 5.98 มก./มล. พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากบั 
นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 3.00 2.92 และ 2.30 มก./มล.ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณกลีเซอรอลที่พบใน
สาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุก
อัตราสวน Sirisantimethakom และคณะ (2007) พบวาปริมาณคาเฉลี่ยของกลีเซอรอลที่พบในสาโท 
จาก 26 แหลง เทากับ 10.30 มก./มล.  
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4. 4 วิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ิน (Volatile compounds) ในสาโทที่ได   
สารประกอบใหกล่ินที่มีบทบาทสําคัญในไวนองุนไดแก สารในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลและ

เอสเทอร ซ่ึงถูกสรางในระหวางกระบวนการหมักแอลกอฮอล ปริมาณการเกิดของสารเหลานี้ขึ้นอยู
กับปจจัยหลายอยาง เชน ภาวะในการหมัก สายพันธุของยีสต องคประกอบทางเคมีของน้ําหมัก 
และอุณหภูมิที่ใชในการหมัก เปนตน (Valero และคณะ, 2002)   

จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมักสาโทโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ – แมสสเปก 
โทรเมตรี (GC-MS) โดยเก็บตัวอยางสารใหกล่ินบริเวณที่วางเหนือสาร (headspace) พบวา ทั้งสาโท
ที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบวารูปแบบ
ของสารประกอบใหกล่ินในกลุมของฟูเซลแอลกอฮอลและในกลุมของเอสเทอรคลายกัน แต
ปริมาณที่พบแตกตางกัน ตามภาพที่ 4.8 ก ข ค และ ง 
 
ก) รูปแบบของสารประกอบใหกล่ินในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 
 
 
 
 
 
 
 
 
ข) รูปแบบของสารประกอบใหกล่ินในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนนอยกวาลูก
แปงสุรา NP1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1-Butanol, 
Propionic acid 

1-Propanol 

Ethyl acetate,  
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Active amyl alcohol  

Isoamyl acetate 
 

2-phenylethanol 
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ค) รูปแบบของสารประกอบใหกล่ินในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนเทากับลูกแปง
สุรา NP1 
 
 
 
 
 
 
 
ง) รูปแบบของสารประกอบใหกล่ินในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนมากกวาลูก
แปงสุรา NP1 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.8 แสดงรูปแบบของสารประกอบใหกล่ินในสาโทโดยวิธี GC-MS โดยเก็บตัวอยางสารให
กล่ินบริเวณที่วางเหนือสาร (headspace) ก) สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1   ข) สาโทที่ผลิตจาก
เชื้อบริสุทธิ์ในอัตราสวนนอยกวาลูกแปงสุรา NP1 ค) สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิในอัตราสวน
เทากับลูกแปงสุรา NP1 ง) สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ในอัตราสวนมากกวาลูกแปงสุรา NP1 

จากภาพที่ 4.8 พบวารูปแบบของสารประกอบใหกล่ินในกลุมของฟูเซลแอลกอฮอลและใน
กลุมของเอสเทอรคลายกัน แตปริมาณที่พบแตกตางกัน ดังคาที่แสดงในตารางที่ 4.7 สําหรับ
สารประกอบใหกล่ินในกลุมของฟูเซลแอลกอฮอล และ ตารางที่ 4.8 สําหรับสารประกอบใหกล่ิน
ในกลุมของเอสเทอร   

ปริมาณฟูเซลแอลกอฮอล 
ความเขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในเครื่องดื่มแอลกอฮอลมีความสําคัญโดยพบวา 

ที่ความเขมขนนอยกวา 300 มก./ ล. จะชวยทําใหเครื่องดื่มแอลกอฮอลชนิดนั้นมีกล่ินรสที่ ซับซอน 
แตถามากกวา 300 มก./ล. จะทําใหเกิดกล่ินรสที่ไมดี ฉุน และกลบกลิ่นรสที่ดี ของสารชนิดอื่น (พร
พิมล ควรรณสุ, 2548) นอกจากนี้ฟูเซลแอลกอฮอลยังมีบทบาททางออม ในการพัฒนากลิ่นหอม
ของไวนโดยจะเกิดปฏิกิริยา กับกรดอินทรีย ซ่ึงจะทําใหเกิดเอสเทอร โดยในระหวางกระบวนการ
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หมัก จะมีการสรางเอสเทอรอยางรวดเร็วภายใตการควบคุม ของเอนไซมจากยีสตและจะเกิด
ตอเนื่องไปใน ระหวางการบมดวย (Jackson, 2000)   

จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมกัสาโทโดยวิธี GC-MS โดยเก็บตัวอยางสารให
กล่ินบริเวณทีว่างเหนือสาร (headspace) พบวา ทั้งสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่
ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบสารประกอบใหกล่ินในกลุมของฟูเซลแอลกอฮอล 
ไดแก   1-propanol   Isobutyl alcohol 1-butanol Isoamyl alcohol Active amyl alcohol และ 
Phenethyl alcohol ดังคาที่แสดงในตารางที่ 4.7 
ตารางที่ 4.7 แสดงปริมาณของสารประกอบใหกล่ินในกลุมของฟูเซลแอลกอฮอล ในสาโทที่ผลิต
จากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมในอัตราสวนเทากับ นอยกวาและ
มากกวาลูกแปง NP1 ที่วิเคราะหโดยวิธี GC-MSโดยเก็บตัวอยางสารใหกล่ิน บริเวณที่วางเหนือสาร 
(headspace) เพื่อฉีดวิเคราะหและหาปริมาณโดยเปรียบเทียบและคํานวณกับสารมาตรฐาน   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1-โพรพานอล  เปนฟูเซลแอลกอฮอล ที่ใหกล่ินแอลกอฮอลและกลิ่นผลไมสุก (Peinado 
และคณะ 2004) มีความสําคัญเนื่องจากเปนตัวทําละลายสารที่ใหกล่ิน และสารระเหยในไวน  ถามี
ปริมาณมากจะใหกล่ินที่ไมดีแกไวน (Amerine และคณะ, 1979) ปริมาณที่พบไดในไวนองุนทั่วไป
คือ 10-125 มก./ล. จากการทดลองพบวาปริมาณ 1-โพรพานอลที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ 
1-โพรพานอล ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 57.11 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อ
บริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 34.77 38.86 และ 33.99 มก./ล. 

สารประกอบที่ใหกลิ่น   ลูกแปงสุรา NP1                                  เช้ือบริสุทธิ์ผสม                  Odor threshold  
       (มก./ล.)                                                                                                                                   (มก./ล.) 
                                                                     เทากับ                   นอยกวา                 มากกวา 
1-Propanol                   57.11± 2.21         34.77±1.28*         38.86±6.64*          33.99±5.65*           306b         
Isobutyl alcohol           91.05± 6.51         58.08±0.88*         60.17±5.48*          55.42±3.63*            40a       
1-Butanol                      2.88 ±0.74            1.83±0.30             3.90±1.30              4.11±0.41             150a              
Isoamyl alcohol            96.92±2.87          83.44±1.26*       131.14±12.70*      124.40±6.29*           60b            
Active amyl alcohol       1.06± 0.34           1.36±0.32             1.38±0.27             1.41±0.58                 - 
2-phenylethanol            26.32±0.33          22.23± 3.65          41.80± 4.21           44.97±2.43             200b       
 
* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 (p<0.05)  
a =  Swiegers และคณะ (2005)  b = Peinado และคณะ (2004)  
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ตามลําดับซึ่งปริมาณที่พบนั้นต่ํากวาปริมาณเฉลี่ยที่พบในสาเก คือ 120 มก./ล. ตามรายงานของ 
Kodama และคณะ (1977)    

ไอโซบิวทานอล เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกล่ินแอลกอฮอลและกลิ่นน้ํายาทาเล็บ 
(Peinado และคณะ 2004) มีความสําคัญเนื่องจากเปนตัวทําละลายสารที่ใหกล่ินและสารระเหยใน
ไวน (Amerine และคณะ, 1979) ปริมาณที่พบไดในไวนองุนทั่วไป คือ 2-150 มก./ล. จากการ
ทดลองพบวาปริมาณ ไอโซบิวทานอล ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับ
สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ ไอโซบิวทานอล ในสาโทที่
ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 91.05 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน 
เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 58.08 60.17 และ 55.42 มก./ล. ตามลําดับซ่ึงปริมาณที่พบใน
สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1สูงกวาปริมาณเฉลี่ยที่พบในสาเก คือ 64 มก./ล. ตามรายงานของ 
Kodama และคณะ (1977)   

1-บิวทานอล เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกล่ินแอลกอฮลและกลิ่นฉุน (Fan และคณะ 2005) 
ปริมาณที่พบไดในไวนองุนทั่วไปคือไมเกิน 150 มก./ล. และจากการทดลองพบวาปริมาณ 1-บิวทา
นอล ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิ
ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ 1-บิวทานอล ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 
เทากับ 2.88 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและ
มากกวา ลูกแปง 1.83 3.90 และ 4.11 มก./ล. ตามลําดับ  

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกล่ินตัวทําละลายและกลิ่นน้ํายาทาเล็บ 
(Fan และคณะ 2005) ปริมาณที่พบในไวนองุนทั่วไปคือ  20-350 มก./ล. จากการทดลองพบวา 
ปริมาณ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่
ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในสาโทที่
ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 96.92 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน 
เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 83.44 131.14 และ 124.40 มก./ล. ตามลําดับซ่ึงปริมาณที่พบ
นั้นต่ํากวาปริมาณเฉลี่ยที่พบในสาเก คือ 170 มก./ล. ตามรายงานของ Kodama และคณะ (1977)   

แอกทีฟเอมิลแอลกอฮอล เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกล่ินมอลต (Fan และคณะ 2005) 
ปริมาณที่พบในไวนองุนทั่วไปคือ 1-300 มก./ล. จากการทดลองพบวาปริมาณ แอกทีฟเอมิล
แอลกอฮอล ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อ
บริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ แอกทีฟเอมิลแอลกอฮอล ในสาโทที่ผลิตจาก
ลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 1.06 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ 
นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 1.36 1.38 และ 1.41 มก./ล. ตามลําดับ  
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ฟนิลเอทิล แอลกอฮอล เปนฟูเซลแอลกอฮอลที่ใหกล่ินดอกไม กุหลาบและน้ําผ้ึง (Peinado 
และคณะ 2004) ปริมาณที่พบไดในไวนองุนทั่วไปคือ 15-200 มก./ล. จากการทดลองพบวาปริมาณ 
ฟนิลเอทิล แอลกอฮอล ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิต
จากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ ฟนิลเอทิล แอลกอฮอล ในสาโทที่ผลิต
จากลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 26.32 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน 
เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 22.23 41.8 และ 44.97 มก./ล. ตามลําดับซ่ึงปริมาณที่พบนั้นต่ํา
กวาปริมาณเฉลี่ยที่พบในสาเก คือ 75 มก./ล. ตามรายงานของ Kodama และคณะ (1977)    

ในประเทศไทยยังไมมีรายงานถึงปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลที่กําหนดในสาโท แตจาก
งานวิจัยของ สุมัลลิกา โมรากุล (2545) ซ่ึงทําการศึกษาสารประกอบใหกล่ินโดยวิธีแกสโครมาโท 
กราฟ รายงานปริมาณฟูเซลแอลกอฮอล 3 ชนิดไดแก 1-โพรพานอล, ไอโซบิวทานอล และ ไอโซเอ
มิลแอลกอฮอล ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุราวามีปริมาณ 71.61 172.81 และ 183.35 มก./ล. 
ตามลําดับ (สุมัลลิกา โมรากุล, 2545) ซ่ึงพบวามีปริมาณสูงกวาที่พบในงานวิจัยนี้ 
 ประดิษฐ ครุวัณณา (2546) รายงานปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลที่พบในสาเกซึ่งเปนไวนขาว
เชนเดียวกับสาโท พบวา มีปริมาณ 1-โพรพานอล ไอโซบิวทานอล ไอโซเอมิลแอลกอฮอล และฟ
นิลเอทิลแอลกอฮอล 120 64 170 และ 75 มก./ล. ตามลําดับ ซ่ึงฟูเซลแอลกอฮอลเหลานี้เปน
องคประกอบที่สําคัญทางดานกลิ่นของสาเก การสรางจะมากหรือนอยข้ึนอยูกับปริมาณกรดอะมิโน 
อุณหภูมิที่หมัก และสายพันธุยีสตที่ใช (ประดิษฐ ครุวัณณา, 2546)  
 Sirisantimathakom และคณะ (2007) ทําการวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ินใน
สาโท 26 ตัวอยาง โดยทําการวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ รายงานวา มีปริมาณ ไอโซบิว
ทานอล เฉลี่ย 65.6 มก./ล.  ปริมาณ 1-บิวทานอลเฉลี่ย 2.7 มก./ล. ปริมาณไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
เฉลี่ย 99.6 มก./ล. และ ปริมาณฟนิลเอทิล แอลกอฮอลเฉลี่ย 23.6 มก./ล. ซ่ึงไมพบ 1-โพรพานอล 
และ แอกทีฟเอมิลแอลกอฮอล 
 Chuenchomrat และคณะ (2008) ทําการวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ินในสาโท 
10 ตัวอยาง โดยทําการวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ รายงานวามีปริมาณ 1-โพรพานอล 
เฉล่ีย 3.35 มก./ล.  ปริมาณ ไอโซบิวทานอล เฉล่ีย 11.61 มก./ล. และ ปริมาณไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
เฉล่ีย 17.4 มก./ล. ซ่ึงไมพบ 1-บิวทานอล  ฟนิลเอทิล แอลกอฮอล และ แอกทีฟเอมิลแอลกอฮอล 
 ปจจัยที่มีผลตอการเกิดฟูเซลแอลกอฮอลนั้นมีหลายปจจัย เชน กระบวนการหมัก  ลูกแปง
สุราที่ใชในการผลิตซ่ึงมีจุลินทรียที่แตกตางกันออกไป และขาวซึ่งเปนวัตถุดิบในการหมัก เปนตน  
 Swiegers และคณะ (2005) รายงานวาฟูเซลแอลกอฮอลไมควรเกินกวา 400 มก./ล. ซ่ึงจาก
การทดลองพบวาปริมาณฟูเซลแอลกอฮอลรวมของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่
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ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมมีปริมาณอยูในชวง 1.06 – 131.14 มก./ล. ซ่ึงไมเกินกวาปริมาณที่กําหนด 
ฟูเซลแอลกอฮอลที่เกิดขึ้นจึงไมนาใหกล่ินที่ไมดีแกสาโท 
 ปริมาณเอสเทอร 

เอสเทอร เปนสารที่มีความสําคัญในการใหกล่ินรสที่ดีในไวน เปนเมแทบอไลตทุติยภูมิ ที่
ถูกสรางโดยยีสตในระหวากระบวนการหมักแอลกฮอล ในไวนประกอบดวยเอสเทอรหลายชนิด 
เชน แอซิเทตเอสเทอร ไดแก เอทิลแอซิเทต ไอโซเอมิลแอซิเทต และไอโซบิวทิลแอซิเทต เปนตน 
เอทิลเอสเทอรไดแก เอทิลแคโพรเอต เอทิลแคพริเรต และ เอทิลแคเพรต เปนตน ซ่ึงเอสเทอร
เหลานี้ใหกล่ินผลไม ปจจัยที่มีผลตอปริมาณเอสเทอรมีหลายปจจัย ไดแก วัตถุดิบที่ใชและสายพันธุ
ยีสตที่ใชในการหมัก (Rojas และคณะ, 2003) เอสเทอรสามารถถูกตรวจพบในไวนไดหลากหลาย มี
ทั้งที่สามารถระบุชนิดไดและมีทั้งที่มีปริมาณ นอยมากจนไมสามารถระบุได ซ่ึงเอสเทอรที่มี 
ปริมาณเทากับหรือมากกวาระดับ threshold นั้นจะใหกล่ินผลไมซ่ึงมีความสําคัญยิ่งตอกล่ินรส ของ
ไวน  

จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมกัสาโทโดยวิธี GC-MS โดยเก็บตัวอยางสารให
กล่ินบริเวณทีว่าง เหนือสาร (headspace) พบวา ทั้งสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่
ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบสารประกอบใหกล่ินในกลุมของเอสเทอร ไดแก   
เอทิลแอซิเทต ไอโซเอมิลแอซิเทตและ โพรพิโนอิก แอซิด เอสทิลเอสเทอร ดังคาที่แสดงในตาราง
ที ่4.8  
ตารางที่ 4.8 แสดงปริมาณของสารประกอบใหกล่ินในกลุมของเอสเทอรในสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
สุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนเทากับ นอยกวาและมากกวาลูกแปง 
NP1 ที่วิเคราะหโดยวิธี GC-MSโดยเก็บตัวอยางสารใหกล่ิน บริเวณที่วางเหนือสาร (headspace) 
เพื่อฉีดวิเคราะหและหาปริมาณโดยเปรียบเทียบและคํานวณกับสารมาตรฐาน   
 
 
 
 
 
 
 

  
 

สารประกอบที่ใหกลิ่น         ลูกแปงสุรา NP1                                           เช้ือบริสุทธิ์ผสม             Odor threshold 
          (มก./ล.)                                                                                                                                        (มก./ล.)                
                                                                             เทากับ               นอยกวา                มากกวา 
Ethyl acetate                           26.90±2.27         90.75±4.06*      73.44±7.85*         90.02±4.91*            12a    
Isoamyl acetate                        0.14±0.01           0.25±0.02*         0.32±0.01*           0.37±0.04*          0.16a            
Propionic acid ethyl ester        0.12±0.00            0.11±0.00          0.15±0.05             0.12±0.02               - 
 
* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 (p<0.05)  
a = Peinado และคณะ (2004) 
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เอทิลแอซิเทต เปนเอสเทอร ที่ใหกล่ินที่สําคัญของไวน โดยใหกล่ินผลไม กล่ินสับปะรด 
(Peinado และคณะ 2004) สารกลุมนี้เกิดจากเอนไซมจากยีสตหรือแบคทีเรีย ไดแก เอนไซมเอสเทอ
เรส ในไวนที่เพิ่งหมักเสร็จจะเกิดปฏิกิริยา เอสเทอริฟเคชั่น และ ทรานเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงถามีใน
ปริมาณที่ต่ํากวา 200 มก./ล. จะใหกล่ินที่นาพอใจ แตถาปริมาณสูงกวานี้จะใหกล่ินน้ําสมสายชูซ่ึง
เปนกล่ินที่ไมดี (Amerine และคณะ, 1979)  จากการทดลองพบวาปริมาณ เอทิลแอซิเทต ที่พบใน
สาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุก
อัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ เอทิลแอซิเทต ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 26.90 
มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 
90.75 73.44 และ 90.02 มก./ล. ตามลําดับ 

ไอโซเอมิลแอซิเทต เปนเอสเทอรที่ใหกล่ินผลไม กล่ินกลวย กล่ินที่หอมหวาน (Peinado 
และคณะ 2004) ปริมาณที่พบไดทั่วไปในไวนองุนคือ 0.1 - 8 มก./ล.จากการทดลองพบวาปริมาณ 
ไอโซเอมิลแอซิเทต ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อ
บริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05) โดยปริมาณ ไอโซเอมิลแอซิเทต ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
สุรา NP1 เทากับ 0.14 มก./ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวา
และมากกวา ลูกแปง 0.25 0.32 และ 0.37 มก./ล. ตามลําดับ  

โพรพิโนอิก แอซิด เอสทิลเอสเทอร เปนเอสเทอรที่ใหกล่ินผลไม กล่ินกรด กล่ินหวาน
คลายสบู (Rocha และคณะ 2004) ปริมาณที่พบไดทั่วไปในไวนองุนคือ 0.1 – 3 มก./ล. จากการ
ทดลองพบวาปริมาณ โพรพิโนอิก แอซิด เอสทิลเอสเทอร ที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมในอัตราสวนมากกวาลูกแปง (p<0.05) โดย
ปริมาณ โพรพิโนอิก แอซิด เอสทิลเอสเทอร ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP 1 เทากับ 0.12 มก./
ล.พบในสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวาและมากกวา ลูกแปง 0.11 
0.15 และ 0.08 มก./ล. ตามลําดับ 

Chuenchomrat และคณะ (2008) ทําการวิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ินในสาโท 10 
ตัวอยาง โดยทําการวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ รายงานวา มีปริมาณ เอทิลแอซิเทต 
เฉลี่ย 19.86 มก./ล., ปริมาณ ไอโซเอมิลแอซิเทต เฉลี่ย 0.8 มก./ล. ซ่ึงไมพบ โพรพิโนอิก แอซิด 
เอสทิลเอสเทอร 
 ประดิษฐ ครุวัณณา (2546) รายงานปริมาณเอสเทอรที่พบในสาเกซึ่งเปนไวนขาวของ
ประเทศญี่ปุน พบวา มีปริมาณ เอทิลแอซิเทต, ไอโซเอมิลแอซิเทต และเอทิลบิวทิเรต 20-30  2 และ 
0.5 มก./ล. ตามลําดับ ซ่ึงเอสเทอรเหลานี้เปนองคประกอบที่สําคัญทางดานกลิ่นของสาเก (ประดิษฐ 
ครุวัณณา, 2546)  ซ่ึงจากการทดลองพบวาทั้งในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุราและสาโททางการคา 
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สามารถพบปริมาณของเอสเทอรที่สําคัญเชนเดียวกับที่พบในสาเก แตเนื่องจากกระบวนการผลิต 
อุณหภูมิที่ใชในการผลิตและสายพันธุจุลินทรียที่ใช มีความแตกตางกันจึงทําใหปริมาณที่ได
แตกตางกัน ดังนั้นผูวิจัยจึงเสนอวา เพื่อใหไดสาโทที่มีคุณภาพคงที่ในการผลิตแตละครั้งและใหได
สาโทที่มีกล่ินรสที่ดี จึงควรมีการศึกษาเพื่อคัดแยกจุลินทรียที่จําเปนตอการหมักจากลูกแปงสุรา 
และคัดเลือกสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในรูปของเชื้อบริสุทธิ์ผสม เพื่อเตรียมเปนกลาเชื้อใชในการ
ผลิตไวนขาวแทนการใชลูกแปงสุรา เพื่อใหไดสาโทที่มีคุณภาพดีและสม่ําเสมอในการผลิต   
4.5 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory taste) ในสาโท   

จากงานวิจยักอนหนานี้โดย อภิชญา เตชะวสัญู และคณะ, (2550) ทําการคัดเลือกลูกแปง
สุราจากทั่วประเทศได 6 แหลงซ่ึงเปนลูกแปงสุราที่ผลิตสาโทแลวใหสาโทที่มีกล่ินและรสที่ดี จาก
จํานวนลูกแปงทั้งหมด 114 ตัวอยาง ที่เกบ็รวบรวมมาจาก 42 จังหวัดทั่วประเทศไทย (อภิชญา เต
ชะวสัญู, 2550) นริสา ตรีเนตร (2550) นําลูกแปงสุราที่ผลิตสาโทแลวไดสาโททีม่ีคุณภาพดาน
กล่ินรสดีที่สุด จํานวน 3 แหลงไดแก ลูกแปงสุราจากจังหวัดนครพนม (NP1) ลูกแปงสุราจาก
จังหวดันาน (NN6) และลูกแปงสุราจากจงัหวัดหนองคาย (NK2) มาผลิตสาโท และนํามาทดสอบ
ทางประสาทสัมผัส สามารถคัดเลือกไดลูกแปงสุราจากจังหวดันครพนม (NP1) ใหคุณภาพดาน
กล่ิน รส ดีที่สุด ดังนั้นจึงนําลูกแปงสุรา NP1 เปรียบเทียบกับสาโททางการคาที่ไดรับความนยิมใน
ทองตลาดและไดรับรางวัลหนึ่งตําบล หนึง่ผลิตภัณฑ 2 ชนิด คือ สาโททางการคาชนิดที่ 1 และ 
สาโททางการคาชนิดที่ 2 มาทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยผูทดสอบที่มีความคุนเคยและเชีย่วชาญ
ทางดานการชมิไวนและสาโทในระดับชาติ จํานวน 10 ทาน เปรียบเทียบคุณภาพดานกลิ่น รส นาํ
คะแนนที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 16.0 
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* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 (p<0.05)  
ภาพที่ 4.9 แสดงผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (sensory taste) ของสาโทที่

ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโททางการคาชนิดที่ 1 และ สาโททางการคาชนิดที ่2 
จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (sensory taste) พบวาสาโทที่ผลิตจากลูก

แปงสุรา NP1 มีคะแนนใกลเคียงกับสาโททางการคาชนิดที่ 2 และมีคะแนนสูงกวาสาโททางการคา
ชนิดที่ 1 โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากผลการทดลองจะเห็นไดวา
สาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 มีรสชาติที่ดี ใกลเคียงกับสาโททางการคาที่ไดรับความนิยมใน
ทองตลาดและไดรับรางวัลหนึ่งตําบล หนึ่งผลิตภัณฑ ดังนั้นจึงเปนการยืนยันวาลูกแปงสุรา NP1 
เปนแหลงหัวเชื้อที่ดี เหมาะสําหรับการคัดแยกเชื้อจุลินทรียที่มีอยูในลูกแปงมาใชเปนกลาเชื้อ
บริสุทธิ์ผสมแทนลูกแปงสุรา เพื่อการผลิตสาโทที่มีคุณภาพดี และมีคุณภาพที่คงที่ในทุกชุดการผลิต 

หลังจากนัน้จึงนําลูกแปงสุรา NP1 เปรียบเทียบกับ และเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูก
แปงสุรา NP1 ในอัตราสวนตางๆ มาทําการหมักและนําสาโทที่ไดในวนัสุดทายมาทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสโดยผูทดสอบที่มีความคุนเคยและเชีย่วชาญทางดานการชิมไวนและสาโทใน
ระดับชาติ จํานวน 10 ทาน เปรียบเทยีบคุณภาพดานกล่ิน รส นําคะแนนที่ไดมาวิเคราะหความ
แปรปรวน (ANOVA) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 16.0  
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ภาพที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (sensory taste) ของสาโท

ที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ใน
อัตราสวนตางๆ (         ลูกแปงสุรา NP1          เชื้อบริสุทธิ์ผสมเทากับลูกแปงสุรา NP1          เชื้อ
บริสุทธิ์ผสมนอยกวาลูกแปงสุรา NP1             เช้ือบริสุทธิ์ผสมมากกวาลูกแปงสุรา NP1) โดยแบง
ออกเปน สี 10 คะแนน การยอมรับ 20 คะแนน กล่ิน 30 คะแนน และรส 40 คะแนน 

จาก ภาพที่ 4.10 พบวาสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) กับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจาก
ลูกแปงสุรา NP1 ในทุกอัตราสวน โดยแบงออกเปน คะแนนของสี 10 คะแนน คะแนนการยอมรับ 
20 คะแนน คะแนนของกลิ่น 30 คะแนน และคะแนนของรสชาติ 40 คะแนน 
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ภาพที่ 4.11 แสดงผลคะแนนเฉลี่ยของการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (sensory 
taste) ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1และเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ใน
อัตราสวนตางๆ  

จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (sensory taste) พบวาสาโทที่ผลิตจากลูก
แปงสุรา NP1 ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) 
กับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ในทุกอัตราสวน โดยสาโทที่ผลิต
จากลูกแปงสุรา NP1 มีคะแนนเฉลี่ย 75.13 คะแนน เช้ือบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนเทากับลูกแปง  
นอยกวาลูกแปง และมากกวาลูกแปง มีคะแนนเฉลี่ย 76.31 75.69 และ 73.38 คะแนนตามลําดับ ซ่ึง
สามารถสรุปไดวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมใหคุณภาพที่ดีเทากับสาโทที่ผลิตจากลูกแปง 
สามารถใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมเปนหัวเชื้อในการผลิตสาโทแทนการใชลูกแปง เพื่อใหไดสาโทที่มี
คุณภาพที่ดี สม่ําเสมอกันในทุกๆครั้งการผลิต 
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บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
5.1 ผลิตสาโทโดยใชลูกแปงสุรา NP1 และเชื้อบริสุทธ์ิผสมของ รา ยีสตและแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี
แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 

การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1  
การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1บนอาหาร MRS agar จัดกลุมโดยวิธี 

PCR-RAPD นําตัวแทนกลุมทํา PCR และสงวิเคราะหลําดับเบสเทียบกับฐานขอมลู   
จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา NP1 บนอาหาร MRS agar ไดปริมาณ

แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 6.0x103 CFU/g หลังจากนั้นนําแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่คัดแยก
ไดมาสกัดดเีอนเอ นําดีเอนเอที่ไดมาจัดกลุมโดยวิธี PCR-RAPD ซ่ึงสามารถแบงแบคทีเรียกรดแลค 
ติก ไดออกเปน 3 กลุมดวยกันหลังจากนัน้ นําตวัแทนแตละกลุมทํา PCR โดยใชไพรเมอรในชวง 
16S  rDNA ของแบคทีเรีย คือ 338f  และ ไพรเมอร 518r  แลวจึงสงลําดับเบสเทียบกับฐานขอมูล
พบวาเมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 16S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ กับตวัแทนในแตละ
กลุมของแบคทีเรียกรดแลคติก กับฐานขอมูล GenBank พบวามีรอยละของลําดบันิวคลีโอไทดที่
คลายกับ  P. pentosaceus  ในฐานขอมูลเปน 100%  ทั้ง 3 กลุม สาเหตเุนื่องมาจาก P. pentosaceus  
ทั้งสามกลุมนี้ มีลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S ของไรโบโซมอล ดีเอ็นเอในตําแหนงที่ 338 ถึง 518 
เหมือนกนัทุกตัว แตมีลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีนสอ่ืนแตกตางกัน จึงทําใหไดรูปแบบบน PCR-
RAPD แตกตางกัน เพราะวา PCR-RAPD อาศัยการสุมจับของไพรเมอรส้ันๆ ขนาด 10 นิวคลีโอ
ไทด กับโครโมโซมอลดีเอนเอ 

จากการทดลองพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 บน MRS agar 
พบเพียงชนิดเดียวเทานั้น คือ P. pentosaceus แสดงใหเห็นวาไมมีความหลากหลายของชนิด
แบคทีเรียในลูกแปงสุรา NP1 อาจเปนผลมาจากสมุนไพรที่ผสมอยูในลูกแปงสุรานี้เปนตัวคัดเลือกจุ
ลินทรียที่จําเปนกับการหมกั ซ่ึงผลการทดลองที่ไดนั้นสอดคลองกับผลการทดลองของ Rittiplang 
และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลูกแปงสุรา 17 ตัวอยาง ใน 10 จังหวดัของภาค
ตะวนัอกเฉยีงเหนือของไทย ซ่ึงพบ Pediococcus spp. Lactobacillus spp. และ Lactococcus spp. 
เปนสวนใหญ และพบ P. pentosaceus เพียงชนดิเดยีวในลูกแปงสุรา 8 ตัวอยางจากลูกแปงสุรา 
ทั้งหมด  17 ตัวอยาง   
 

 



 
 

 

71

5.2 ติดตามประชากรของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อควบคูกับวิธี PCR 
– DGGE  

5.2.1 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ    
การติดตามประชากรของจุลินทรียในระหวางการหมกัสาโทโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ จะเห็นวา

รูปแบบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรยีของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 (ภาพที่ 4.3) 
เหมือนกับเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 (ภาพที่ 4.4) รา สองสายพันธุ คือ R. 
oligosporus และ M. racemosus สามารถพบไดตั้งแตวันที่ 0 ของการหมัก มีคาประมาณ 103 CFU/g 
และลดลงเรื่อยๆจนไมสามารถพบไดในวนัที่ 3 ในขณะที่พบยีสตชนดิ non- Saccharomyces สอง
สายพันธุ คือ P. anomala และ Sm. fibuligera  ยีสตดังกลาวมีปริมาณเพิ่มขึ้นมากที่สุดในวันที่ 2 ของ
การหมักและไมสามารถพบไดในวันที ่ 5 ของการหมัก สําหรับยีสต S. cerevisiae สามารถพบได
ตลอดชวงเวลาในการหมกั โดยพบไดตั้งแตวันที่ 0 ของการหมักและเพิ่มสูงสุดในวนัที่ 7 ของการ
หมัก หลังจากนั้นปริมาณลดลงจนกระทั่งส้ินสุดกระบวนการหมัก สําหรับแบคทีเรียกรดแลคติก คือ 
P. pentosaceus สามารถพบไดตั้งแตวันที่ 0 ของการหมักและเพิ่มสูงสุดในวันที ่ 2 ของการหมัก 
หลังจากนัน้ปริมาณลดลงจนไมสามารถพบไดในวนัที ่6 ของการหมกั  

ในชวงแรกของการหมัก รา และยีสต non- Saccharomyces บางสายพันธุ เชน Sm. 
fibuligera จะปลอยเอนไซมในกลุม amylase และ glucoamylase เพือ่ยอยแปงในขาวใหกลายเปน
น้ําตาล ซ่ึงบทบาทสําคัญของราในอาหารหมักก็คือการสรางเอนไซมสําหรับยอยแปง (Shrestha 
และคณะ 2002) Tsuyoshi และคณะ 2005 รายงานวายสีต Sm. fibuligera สรางและปลอยเอนไซม 
amylolytic เพือ่ยอยแปงใหเปนของเหลว ราทั้งสองชนิดคือ R. oligosporus และ M. racemosus    ไม
สามารถพบไดในวนัที่ 3 ของการหมักในขณะที ่ S. cerevisiae เพิ่มขึ้นซึ่งเคยมีรายงานวายีสตสราง  
1,3-β-glucanases ซ่ึงทําลายผนังเซลลของรา(Walker และคณะ 1995) Hayashida และคณะ (1974) 
พบความเปนไปไดที่ราจะถูกฆาโดยสารพิษ (toxins) หรือเอทานอลที่สรางขึ้นโดยยีสต สารเมตา
บอไลทที่สรางขึ้นโดยจุลินทรียชนิดหนึ่งอาจไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียอีกชนิดกไ็ด เอ
ทานอลที่ผลิตโดยยีสต S. cerevisiae เปนปจจัยหลักที่มผีลกระทบตอการเจริญเติบโตของยีสต non- 
Saccharomyces ในระหวางการหมัก เนื่องจากยีสต non- Saccharomyces ไมสามารถทนปริมาณรอย
ละเอทานอลไดเกิน 5–7 (Heard และคณะ 1988) ในขณะทีแ่บคทีเรียกรดแลคติกไมสามารถทน
ปริมาณรอยละเอทานอลไดเกิน 9 (Lisdiyanti และคณะ 2001) 
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5.2.2 ศึกษาประชากรของจุลินทรียในสาโทโดยวิธี PCR – DGGE 
จากผลการทดลอง การติดตามประชากรของจุลินทรียในระหวางการหมักสาโทโดยวิธี 

PCR – DGGE จะเห็นวารูปแบบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียของสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
สุรา NP1 (ภาพที่ 4.5 ก และ ภาพที่ 4.6 ก) เหมือนกับเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 
(ภาพที่ 4.5 ข และ ภาพที่ 4.6 ข) จากการวิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE ของราและยีสต (ภาพที่ 4.5 
ก และ ข) สามารถพบ 5 แถบดีเอนเอ (ภาพที่ 4.5, a–e) ซ่ึง แถบดีเอนเอ a, b, c, d และ e คือ Sm. 
fibuligera, R. oligosporus, M. racemosus, P. anomala และ S. cerevisiae ตามลําดับ สวนแถบดีเอน
เอ จากการวิเคราะหโดยวิธี PCR – DGGE ของแบคทีเรียกรดแลคติกพบไดเพียง 1 แถบดีเอนเอ 
เทานั้น (ภาพที่ 4.6 ก และ ข) ซ่ึง แถบดีเอนเอ f คือ P. pentosaceus ซ่ึง แถบดีเอนเอ a, b, c และ d 
คือ Sm. fibuligera, R. oligosporus, M. racemosus และ P. anomala ตามลําดับ สามารถพบไดตั้งแต
วันที่ 0 ถึงวันที่ 3 ของการหมัก แถบดีเอนเอ e คือ S. cerevisiae สามารถพบไดตลอดชวงเวลาของ
การหมัก ซ่ึงในชวงแรกของการหมักความเขมของแถบดีเอนเอจางและเขมขึ้นมากที่สุดประมาณ
วันที่ 6 ของการหมัก หลังจากนั้นความเขมของแถบดีเอนเอจางลงในวันสุดทายของการหมัก 
แบคทีเรียที่พบในลูกแปงสุรา NP1 คือ P. pentosaceus แถบดีเอนเอ f สามารถพบไดตั้งแตวันที่ 0 
ของการหมักจนกระทั่งวันที่ 3 ของการหมักแถบดีเอนเอมีความเขมมากที่สุด หลังจากนั้นจึงจางลง 
จนไมสามารถพบไดในวันที่ 6-7 ของการหมัก ซ่ึงผลที่ไดสอดคลองกับในงานวิจัยของ Rittiplang 
และคณะ (2007) รายงานถึงแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในลูกแปง 17 แหลงจาก 10 จังหวัดในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของไทย มีคาอยูระหวาง 104-105 cfu/g. แบคทีเรียที่พบไดแก Pediococcus 
pentosaceus, Lactococcus lactis  และ Lactobacillus brevis ในจํานวน 8 แหลงจาก 17 แหลงพบ P. 
pentosaceus เปนแบคทีเรียเดนในลูกแปง ซ่ึงจากการทดลองนี้ลูกแปงจากจังหวัดนครพนมที่ถูก
คัดเลือกมา (NP1) แบคทีเรียเดนที่พบในลูกแปง คือ P. pentosaceus  เชนกัน 

รูปแบบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรยีโดยวิธี PCR – DGGE ใหผลการทดลอง
คลายคลึงกับผลรูปแบบการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ ผลของการศึกษา
ลําดับเบสของเจล DGGE อยูในตารางที่ 4.5 จากการทดลองนี้ทําใหทราบวาไมมีจุลินทรียที่ไม
สามารถเพาะเลี้ยงไดในลูกแปงสุรา NP1 เนื่องจากลูกแปงที่ใชในงานวจิัยนี้มีเพียงลูกแปงจากแหลง
เดียวที่ถูกคัดเลือกมา  จึงทาํใหไมสามารถเห็นถึงความหลากหลายของประชากรจุลินทรียทั้ง ยีสต 
รา และแบคทเีรีย อีกทั้งยังไมพบจุลินทรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงได ซ่ึงในงานวจิัยอ่ืนๆ ที่ติดตาม
การเปลี่ยนแปลงประชากรจลิุนทรีย ในอาหารหมักแบบดั้งเดิม มีดังนี้ Baradei และคณะ (2008) ได
จําแนกความหลากหลายของแบคทีเรียในนมหมักแบบดั้งเดิมของอียิปต (Zabady) พบวาแบคทีเรีย
ในกลุม streptococcal และ lactococcal เปนประชากรสวนใหญ สวน lactobacilli เปนประชากร
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สวนนอย ในงานวิจยันี้ไมพบจุลินทรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยง Hurata  และคณะ (2006) ติดตามการ
เปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียในการผลิตน้ําสมสายชูจากขาว (rice vinegar) พบวาในชวงแรกของ
การหมัก Aspergillus oryzae จะถูกแทนทีด่วย Saccharomyces sp. และหลังจากนั้นจะเกดิการเจริญ
รวมกันระหวาง Saccharomyces sp. และ แบคทีเรียกรดแลคติก ในงานวิจยันี้ไมพบจุลินทรียที่ไม
สามารถเพาะเลี้ยง Lee และคณะ (2005) ติดตามการเปลี่ยนแปลงประชากรแบคทเีรียในกิมจิ (ผัก
ดองแบบดั้งเดมิของเกาหล)ี พบแบคทีเรียกรดแลคติกเปนประชากรสวนใหญและยังพบจุลินทรยีที่
ไมสามารถเพาะเลี้ยงได  

วิธีทางชีววิทยาโมเลกุล Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) ซ่ึงเปนวิธี
ทางเลือกหนึ่งที่ชวยในการศกึษาและติดตามประชากรจุลินทรียในอาหารหมักหลายๆชนิด โดยไม
ตองเพาะเลี้ยงเชื้อกอน ซ่ึงเปนวิธีที่นาเชื่อถือและรวดเร็วที่จะตรวจติดตามประชากรจุลินทรียใน
อาหารหมัก ในการตรวจติดตามประชากรจุลินทรียระหวางกระบวนการหมักสาโท ไดใชทั้งวธีิ
เพาะเลี้ยงเชื้อควบคูกับวิธี PCR – DGGE ผลการทดลองของทั้งสองวิธีนี้มีแนวโนมไปในทาง
เดียวกัน ทําใหผลการทดลองที่ไดมีความนาเชื่อถือมากขึ้น 
5.3 วิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆของสาโทที่ได 

เมื่อนําน้ําหมักที่ไดจากสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์
ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 มาทําการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตางๆ ไดผลดังนี้ 

5.3.1 คาความเปนกรด-เบส (pH) และปริมาณกรดรวม (Total acidity)  
จากการทดลองพบวาสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์

ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 มีการเปลี่ยนแปลงปริมาณคากรด-เบส (pH) และปริมาณกรด
รวมเปนไปในแนวทางเดยีวกัน คือในการหมักสาโทชวงแรกจะมีคา pH ต่ําและมีปริมาณกรดรวม
สูง แตเมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักสาโท พบวามีคา pH ที่สูงขึ้นและมปีริมาณกรดรวมลดลง โดย
สาเหตุที่ทําใหคา pH สูงขึ้นและมีปริมาณกรดรวมลดลงในชวงทายของการหมัก เนื่องมาจาก
ระหวางกระบวนการหมักนัน้ ยีสตและแบคทีเรีย ใชและยอยน้ําตาลใหเปลี่ยนเปน กรดอินทรีย เชน 
กรดอะซิติก และเนื่องจากการของความเขมขนของกรดอินทรียเพิ่มขึน้ จึงทําใหคาความเปนกรด – 
ดางลดลงในระหวางกระบวนการหมัก ซ่ึงผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ 
Sreeramulu และคณะ (2000) 

5.3.2 ปริมาณน้ําตาลรดีิวซ (Reducing sugar) และปริมาณรอยละเอทานอล  
จากการทดลองจะเห็นการวาการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณรอยละเอ

ทานอล ในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูก
แปงสุรา NP1มีคาการเปลี่ยนแปลงในรูปแบบเดียวกัน คือ ปริมาณน้ําตาลรีดิวสเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว
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และสูงสุดที่วันที่ 3 ของการหมักและลดลงอยางตอเนื่องจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก ปริมาณรอยละ
เอทานอลคอยๆเพิ่มขึ้นหลังจากการผาน้ํา (วันที่ 3) และสูงสุดในวันสุดทายของการหมัก  

การเปลี่ยนแปลงองคประกอบทางเคมีในระหวางกระบวนการหมักสาโทสอดคลองกับการ
เปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรีย โดยในชวงแรกของการหมัก รา (Rhizopus oligosporus และ 
Mucor racemosus) และยีสต non-Saccharomyces (Saccharomycopsis fibuligera) สามารถเปลี่ยน
แปงในขาวใหกลายเปนน้ําตาล (saccharification step) จึงทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในชวงแรกของ
การหมักมีสูง หลังจากการผาน้ําในภาวะไรอากาศ ยีสต จะเปลี่ยนน้ําตาลใหกลายเปนแอลกออล 
(ethanol fermentation step) จึงทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงอยางตอเนื่อง ปริมาณรอยละเอทา
นอลจึงเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง ซ่ึงผลการทดลองที่ไดนั้นสอดคลองกับ Tsuyoshi และคณะ (2005) 
และ Shrestha และคณะ (2002)  

5.3.3 การวิ เคราะหปริมาณกรดอินทรีย  และ  ปริมาณกลี เซอรอล  โดยวิ ธี  High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC)  

จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมักสาโทพบวา ทั้งสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1
และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบกรดซิติก กรดซัคซินิก กรดแลคติก กรด
แอซิติก และกลีเซอรอลเหมือนกัน แตปริมาณที่พบแตกตางกันโดยปริมาณกรดซัคซินิกและกรดแอ
ซิติกที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสม
ในทุกอัตราสวน (p<0.05) สวนปริมาณกรดซิติก กรดแลคติกและกลีเซอรอล ที่พบในสาโทที่ผลิต
จากลูกแปงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน (p<0.05)  

Siegriest, 1985 รายงานวามหีลายปจจยัที่เกี่ยวของในกระบวน การผลิตกลีเซอรอล รวมถึง 
สายพันธุของยสีต อุณหภูม ิ คาความเปนกรด-ดาง ที่ใชในการหมกั กลีเซอรอลผลิตระหวาง
กระบวนการหมัก กลีเซอโรไพรูวิก ในชวงตนของการเกิดการหมกัแอลกอฮอล การผลิตกลีเซอรอล
สามารถกระตุนไดโดย คาความเปนกรด – ดางที่สูง (Adrian และคณะ, 2004 และ Lubbers  และ
คณะ, 2001) ในกระบวนการหมัก แตอยางไรก็ตามการเพิ่มปริมาณของกลีเซอรอลไมไดมีผลตอ
สารประกอบใหกล่ินในกลุมของแอลกอฮอล (Lubbers  และคณะ, 2001) จากการทดลองปริมาณกลี
เซอรอลของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 มีคา 5.98 มก./มล. ซ่ึงมากกวาปริมาณกลีเซอรอลของ
สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสม ที่มีปริมาณเฉลี่ย 2.74 มก./มล. อาจเนื่องมาจากคาความเปนกรด-
ดาง (pH) ที่ใชในการหมกัของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 มากกวาคาความเปนกรด-ดาง (pH) 
ของสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสม   
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5.4 วิเคราะหปริมาณสารประกอบใหกล่ิน (Volatile compounds) ในสาโทที่ได     
จากการทดลองเมื่อทําการวิเคราะหน้ําหมักสาโทโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ – แมสสเปก 

โทรเมตรี (GC-MS) โดยเก็บตัวอยางสารใหกล่ินบริเวณที่วางเหนือสาร (headspace) พบวา ทั้งสาโท
ที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุกอัตราสวน พบสารประกอบ
ใหกล่ินทั้งในกลุมฟูเซลแอลกอฮอลและเอสเทอร โดยฟูเซลแอลกอฮอลที่พบ ไดแก   1-propanol   
Isobutyl alcohol 1-butanol  Isoamyl alcohol  Active amyl alcohol  และ Phenethyl alcohol  จาก
รายงานของ Swiegers และคณะ (2005) กลาววาความเขมขนของฟูเซลแอลกอฮอลที่พบใน
เครื่องดื่มแอลกอฮอลมีความสําคัญโดยพบวาฟูเซลแอลกอฮอลไมควรมีเกินกวา 400  มก./ล. ในไวน
องุน (Swiegers และคณะ, 2005) แตถามากกวา นี้ จะทําใหเกิดกลิ่นรสที่ไมดี ฉุน และกลบกลิ่นรสที่
ดี ของสารชนิดอื่น ซึ่งจากการทดลองพบวาปริมาณสารประกอบใหกล่ินในกลุมของฟูเซล
แอลกอฮอลที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในทุก
อัตราสวนมีคาต่ํากวา 400 มก./ล. ไมเกินกวาปริมาณที่กําหนดจึงทําใหสาโทที่ไดมีกล่ินรสที่ดี   

สวนสารประกอบใหกล่ินในกลุมของเอสเทอรที่พบในสาโท ไดแก   เอทิลแอซิเทต ไอโซ
เอมิลแอซิเทต โพรพิโนอิก แอซิด เอสทิลเอสเทอร ซ่ึงเปนเอสเทอรที่ใหกล่ินผลไม จากการทดลอง
พบวาทั้งในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา สามารถพบปริมาณของเอสเทอรที่สําคัญเชนเดียวกับที่พบ
ในสาเก ซ่ึงเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลประเภทไวนขาวของประเทศญี่ปุน แตเนื่องจากกระบวนการ
ผลิต อุณหภูมิที่ใชในการผลิตและสายพันธุจุลินทรียที่ใช มีความแตกตางกันจึงทําใหปริมาณที่ได
แตกตางกัน 
5.5 การวิเคราะหทางประสาทสัมผัส (Sensory taste) ในสาโท   

จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสดวยการชิม (sensory taste) พบวาสาโทที่ผลิตจากลูก
แปงสุรา NP1 ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) 
กับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ในทุกอัตราสวน โดยสาโทที่ผลิต
จากลูกแปงสุรา NP1 มีคะแนนเฉลี่ย 75.13 คะแนน เช้ือบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวนเทากับลูกแปง  
นอยกวาลูกแปง และมากกวาลูกแปง มีคะแนนเฉลี่ย 76.31 75.69 และ 73.38 คะแนนตามลําดับ ซ่ึง
สามารถสรุปไดวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมใหคุณภาพที่ดีเทากับสาโทที่ผลิตจากลูกแปง 
สามารถใชเชื้อบริสุทธ์ิผสมเปนหัวเชื้อในการผลิตสาโทแทนการใชลูกแปง เพื่อใหไดสาโทที่มี
คุณภาพที่ดี สม่ําเสมอกันในทุกๆครั้งการผลิต 

จากผลการทดลองการวิเคราะหปริมาณ กรดอินทรีย กลีเซอรอล และสารประกอบใหกล่ิน 
(Volatile compounds) ในสาโท พบวาปริมาณ กรดอินทรีย กลีเซอรอล และสารประกอบใหกล่ิน 
บางตัวในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 มีปริมาณที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทที่
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ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) กับ
สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 แตจากผลการทดสอบทางประสาท
สัมผัสดวยการชิม (sensory taste) พบวาสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) กับสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่
แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 อาจเนื่องมาจาก ปริมาณของกรดอินทรีย กลีเซอรอล สารประกอบให
กล่ินนั้น แตกตางกันไมมากถึงระดับที่ประสาทสัมผัสของผูทําการทดสอบสามารถแยกออกจากกัน
ได รวมถึงสารประกอบใหกล่ินหลายตัวทั้งในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิต
จากเชื้อบริสุทธิ์ผสม มีคาในแนวทางเดียวกัน คือ มากกวาคา threshold หรือ นอยกวาคา threshold 
จึงทําใหการทดสอบทางประสาทสัมผัส ไมสามารถแยกความแตกตางออกจากกันได ดังเชน 1-บิว
ทานอล ปริมาณที่พบในสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 เทากับ 2.88 มก./ล. และปริมาณที่พบใน
สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมในอัตราสวน เทากับ นอยกวา และมากกวา คือ 1.83  3.90  และ 
4.11 ตามลําดับ ซ่ึง 1-บิวทานอล มีคา threshold เทากับ 150 มก./ล. จะเห็นวาปริมาณ 1-บิวทานอล 
ที่พบในสาโททั้งหมด มีคาต่ํากวาคา threshold จึงอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่การทดสอบทางประสาท
สัมผัสไมสามารถแยกความแตกตางออกจากกันได ประกอบกับรายงานทางดานปริมาณ กรด
อินทรีย กลีเซอรอล สารประกอบใหกล่ินในสาโทยังมีไมมากพอ รวมถึงระดับคาความเขมขนต่ําสุด
ที่ประสาทสัมผัสของมนุษยจะตรวจสอบได (threshold) ของปริมาณ กรดอินทรีย กลีเซอรอล 
สารประกอบใหกล่ิน ในสาโทยังมีรายงานนอยอยู ดังเชน ผลการทดลองการวิเคราะหปริมาณกรด
อินทรีย และ ปริมาณกลีเซอรอล โดยวิธี HPLC พบวาปริมาณ กลีเซอรอล จากสาโทที่ผลิตจากเชื้อ
บริสุทธ์ิผสม (2.3-3.0 มก./มล.) แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา 
NP1 (5.98 มก./มล.) แตผลการทดสอบทางดานประสาทสัมผัสไมสามารถแยกความแตกตางได 
เนื่องจากวาปริมาณกลีเซอรอลมีความแตกตางกันไมมาก สอดคลองกับรายงานของ Lubbers และ
คณะ, (2001) ที่เติมปริมาณกลีเซอรอลลงใน Chardonnay ไวน ความเขมขน 6 และ 12 มก./มล. 
พบวาผูทดสอบไมสามารถแยกความแตกตางได 

ดังนั้นจะเห็นวา การวิเคราะหคุณภาพของสาโทจึงจําเปนอยางยิ่งที่ตองใชการวิเคราะห
ปริมาณสารประกอบใหกล่ิน กรดอินทรียและกลีเซอรอล ควบคูกับการทดสอบทางประสาทสัมผัส
ดวยการชิม (sensory taste) เนื่องจากแตละวิธีตางมีขอจํากัด กลาวคือ ขอจํากัดของเครื่องมือ 
สามารถบอกปริมาณไดแตไมสามารถบอกถึงลักษณะเฉพาะของความเปนสาโทได รวมถึงไม
สามารถบอกถึงความกลมกลอมของรสชาติได ขอจํากัดของการทดสอบทางประสาทสัมผัส คือ 
หากปริมาณสารประกอบใหกล่ินมีคาใกลเคียงกันมาก ก็ไมสามารถแยกความแตกตางออกจากกัน
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ได ดังนั้นในการวิเคราะหคุณภาพของสาโทจึงจําเปนอยางยิ่งที่ตองใชการวิเคราะหหลายๆดาน ดังที่
ไดกลาวไปแลวควบคูกัน  

ในการควบคุมคุณภาพของการผลิตไวน สวนใหญจะใช S. cerevisiae ที่คัดเลือกสายพันธุที่
ดีมาเพียงชนิดเดียวในการหมักไวนเพื่อใหคุณภาพคงที่ หรือ สามารถควบคุมคุณภาพได และงายตอ
การทํานายคุณภาพของไวน แตจากรายงานของ Romano และคณะ  (1993) จะเห็นวา ยีสตชนิด 
non- Saccharomyces สามารถสรางสารประกอบใหกล่ินที่ดีในเครื่องดื่มแอลกอฮอลไดหลายชนิด 
ฉะนั้นการใชยีสต S. cerevisiae เพียงชนิดเดียว อาจทําใหความซับซอนและความกลมกลอมของ
กล่ินรสในไวนไมดีเทาการใชยีสตชนิด S. cerevisiae และ non- Saccharomyces รวมกันในการหมัก
เครื่องดื่มแอลกอฮอล ดังนั้นในงานวิจัยนี้เปนการใชเช้ือบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 
ทั้งรา ยีสตชนิด S. cerevisiae non- Saccharomyces และแบคทีเรียกรดแลคติก นํามาหมักสาโท 
สาโทที่ไดจึงนาจะมีความซับซอนและความกลมกลอมของกลิ่นรสที่ดี 

ดังที่ไดกลาวไปขางตนแลววา การผลิตลูกแปงสุรา ยังใชวิธีการตอยอดจากลูกแปงเกา อาจ
ทําใหเกิดการสูญหายของจุลินทรียบางสายพันธุที่จําเปนตอกระบวนการหมักสาโท กระบวนการ
ผลิตทุกขั้นตอนยังทําในระบบเปด  อาจนําไปสูการปนเปอนของจุ ลินทรียที่ไมจําเปนตอ
กระบวนการหมัก หรือปนเปอนจุลินทรียที่กอใหเกิดการเสื่อมเสียได ซ่ึงจุลินทรียที่มีอยูในลูกแปง
สุรานั้น เปนปจจัยสําคัญที่นํามาสูปญหาหลักของการผลิตสาโทในระดับครัวเรือนถึงระดับ
อุตสาหกรรม คือ ความไมคงที่ของคุณภาพในแตละชุดการผลิต รสชาติของสาโทที่ไดในแตละชุด
การผลิตนั้นไมเหมือนกัน ดังนั้นการใชเชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิผสมที่ผานการคัดเลือกสายพันธุที่ดี
มาแลว แทนการใชลูกแปงสุรา เพื่อใหไดสาโทที่มีคุณภาพที่ดี สม่ําเสมอกันในทุกๆครั้งการผลิต  

จากการทดสอบทั้งทางดานการติดตามการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรีย ในระหวาง
กระบวนการหมักสาโท และ การวิเคราะหคุณภาพของสาโท ซ่ึงประกอบดวยการวิเคราะหปริมาณ 
กรดอินทรีย กลีเซอรอล สารประกอบใหกล่ิน (Volatile compounds) และทดสอบทางดานประสาท
สัมผัสในสาโทที่ไดจากลูกแปงสุรา NP1และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิผสมไดจากลูกแปงสุรา 
NP1 พบวาไมมีความแตกตางกัน ทั้งการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรียและคุณภาพของสาโท จึง
สามารถสรุปไดวา สาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมใหคุณภาพที่ดีเทากับสาโทที่ผลิตจากลูกแปง
สุรา สามารถใชเชื้อบริสุทธิ์ผสมเปนหัวเชื้อในการผลิตสาโทแทนการใชลูกแปงสุรา เพื่อใหได
สาโทที่มีคุณภาพที่ดี สม่ําเสมอกันในทุกๆครั้งการผลิต ซ่ึงแนวทางนี้จะเปนการนําไปสูการแกไข
ปญหาของคุณภาพสาโทที่ไมคงที่ในแตละชุดการผลิต ในระดับอุตสาหกรรมตอไป 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
Potato dextrose agar (PDA) 
  Potato starch    200   กรัม 
  Dextrose      20   กรัม 
  Agar       15   กรัม 
 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย
สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล เปน 4 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
Yeast malt extract  agar (YM)  
  Yeast extract      3   กรัม 
  malt extract      3   กรัม 
  Peptone                 5   กรัม    
  Agar     15   กรัม 

ละลายสารสี่ชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย
สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรแมล เปน 4 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
Rose bengal agar 

peptone     5  กรัม 
glucose      10  กรัม 
potassium dihydrogen phosphate   1  กรัม 
magnesium sulfate     0.5  กรัม 

   Rose Bengal      0.05  กรัม 
  Agar     20  กรัม 

 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แลวไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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L-lysine medium 
Glucose                  44.5   กรัม 
Potassium dihydrogen phosphate   1.78   กรัม 
Magnesium sulphate    0.89   กรัม 
Calcium chloride     0.178   กรัม 
Sodium chloride     0.089   กรัม 
Adenine      0.00178  กรัม 
DL-methionine     0.000891  กรัม 
L-histidine     0.000891  กรัม 
DL-tryptophane     0.000891 กรัม 
Boric acid     0.0000089  กรัม 
Zinc sulphate     0.0000356 กรัม 
Ammonium molybdate    0.0000178  กรัม 
Manganese sulphate    0.0000356  กรัม 
Ferrous sulphate     0.0002225  กรัม 
Lysine      1.0   กรัม 
Inositol      0.02   กรัม 
Calcium pantothenate    0.002   กรัม 
Aneurine     0.0004   กรัม 
Pyridoxine     0.0004   กรัม 
p-aminobenzoic acid    0.0002   กรัม 
Nicotinic acid     0.0004   กรัม 
Riboflavin     0.0002   กรัม 
Biotin      0.000002  กรัม 
Folic acid     0.000001  กรัม 

 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายกรดแลคติกเขมขนรอยละ 10  ใหมีความเปนกรดเบสเปน 4.8 แลวไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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MRS Medium 
  Peptone      10  กรัม 
  Meat extract     10  กรัม 
  Yeast extract       5  กรัม 
  Glucose      20  กรัม 
  Tween 80       1  กรัม 
  Dipotassium phosphate      2  กรัม 
  Sodium acetate       5  กรัม 
  Diammonium citrate      2  กรัม 
  Magnesium sulfate    0.2  กรัม 
  Manganese sulfate    0.05  กรัม 

ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรดเบสดวย
สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 นอรแมล  ใหมีความเปนกรดเบสในชวง 6.2 – 6.5 แลว
ไปนึ่งฆาเชื้อดวย อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
วิธีวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสาโท 

1. การวิเคราะหปริมาณกรดทัง้หมด (Total Titration Acidity) (Amerine et al., 1979) 
การเตรียมสารละลาย Phenopthalene 

ละลาย Phenopthalene 0.1 กรัม ใน Absolute Ethanol 50 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ันอีก 50 
มิลลิลิตร  
 วิธีการวิเคราะห  
การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด (Total Titration Acidity) (Amerinec และคณะ, 1979) 
 นําตัวอยางมา 5 ml เติมน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส 50 ml แลวหยด Phenopthalene 2-3 
หยด นําไปไทเทรตกับ NaOH 0.1 นอรแมล จนสารละลายเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู อานคา
ปริมาตร NaOH ที่ได แลวนําไปคํานวณ %TA 

             %TA    =       V(Titrated) x N(NaOH) x MW(lactic acid) x 100  
                                                               1000 x v(Sample) 

 
  V = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 
  N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรากไซดเปนนอรแมล (N) 
  v = ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร) 
  MW (กรดแลคติก) = 90    

2. การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Dinitrosalicylic acid(DNSA) (Miller, 1959)    
การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก (Dinitrosalicylic acid, DNSA) 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 โมลาร 
จํานวน 20 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไป 50 มิลลิลิตร เติมโซเดียมโปตัสเซียมทาเทรต (C4H4KNaO6· 
4H2O) 30 กรัม ทําปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 

การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซิลิก 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ตมในอางน้ํา
เดือด 10 นาที ทิ้งใหเย็น เติมน้ํา 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

ทํากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 0.1 1 3 5 10 15 และ 20 มก./
มล. และใชน้ํากล่ันเปนตัวเทียบ (blank) แลวเขียนกราฟระหวางปริมาณน้ําตาลกลูโคสกับคา
ดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 
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กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส y = 0.053x

R2 = 0.9948
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รูปที่ ข1 กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรกับ
ความเขมขนของกลูโคส 
3.  การวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอล, กรดอินทรีย และกลีเซอรอล โดยใชเคร่ือง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรยี กลีเซอรอล 
และเอทานอล 

เตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดซิตริก กรดซัคซินิก กรดแลคติก กรดแอซิติก และ กลี-
เซอรอล โดยชั่งกรดซิตริก กรดซัคซินิก กรดแลคติก และกลีเซอรอล ตัวอยางละ 50 มก. สวนกรด 
แอซิติกซึ่งเปนของเหลวเตรียมโดยปเปตตสารละลายเขมขนของกรดแอซิติกมา 48 ไมโครลิตร ใส
ลงในไมโครเซนตริฟวทิวบ แยกกันแลวเติมน้ํากล่ัน 1 มล. เพื่อใหไดสารมาตรฐานที่มีความเขมขน 
50 มก./มล.จากนั้นเตรียม สารมาตรฐานรวมของกรดอินทรีย กลีเซอรอล และเอทานอล โดยป-
เปตตสารมาตรฐานที่เตรียมไวผสมรวมกันที่ความเขมขน ตางๆ ดังแสดงในตารางที่ ข1 
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ตารางที่ ข1 แสดงความเขมขนของสารมาตรฐานรวมของกรดอินทรีย กลีเซอรอล และ 
เอทานอล 

  ความเขมขนของสารมาตรฐาน (มก./มล.) 
กรดซิตริก 0.5 0.3 0.1 0.5 1.2 

กรดทารทาริก 0.5 0.1 0.3 3 4 
กรดไพรวูิก 1.1 0.5 0.8 3 4 
กรดมาลิก 1.1 0.5 0.8 5 5 
กรดซัคซินิก 0.5 0.25 0.2 0.1 0.5 
กรดแลคติก 9 7 1 0.5 0.3 
กลีเซอรอล 9 11 5 1 2 
กรดแอซิติก 0.25 3 5 0.25 0.5 

กรดไอโซบิวไทริก 0.5 0.6 1.6 0.2 0.5 
เอทานอล 7 12 10 12 10 

กรดไอโซวาลอิิก 0.5 1.2 1.6 0.2 0.5 
 

ทําการกรองตัวอยางสารละลายมาตรฐานที่ไดผานเซลลูโลสแอซิเทต  pore size ขนาด  
0.22  ไมโครเมตร และฉีดตัวอยาง  100  ไมโครลิตร วิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ที่ภาวะดังนี้ 
ชนิดของคอลัมน:    Animex HPX-87H Ion Exclusion  300x7.8 mm   
ตัวทําละลายเคลื่อนที่:  0.02 mM H2SO4   
อัตราการไหล (flow rate):    0.6  มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิคอลัมน:    55  องศาเซลเซียส 
ชนิดของ detector:  Refragtive  Index (RI) 
ปริมาตรฉีด:                                   100 ไมโครลิตร 
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3.2 การเตรียมตัวทําละลายเคลื่อนที่ (Mobile phase) 
โดยทําการเตรียมกรดซัลฟวริกความเขมขน  2 มิลลิโมลารน้ําหนักโมเลกุลของกรด

ซัลฟวริก (MW) = 98.07  กรัม  ,  คาความถวงจําเพาะ (D) = 1.84 
วิธีการเตรียม     
    

Mol =  g/MW       
                    0.002 M   =     g/98.07 
                              g        =      0.196 g           
                             D        =      M/V 
                                        1.84      =      0.196 / V 
                           V          =      0.106 ml 
 ปเปตสารละลายเขมขนของกรดซัลฟวริก มา 0.106  มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่น 1000  
มิลลิลิตร จะได 2 มิลลิโมลารของกรดซัลฟวริก   
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ภาคผนวก ค 
ใบใหคะแนนการชิมสาโท 

ช่ือผูทดสอบ……………………………………….…………....วันที่ทดสอบ……………………………… 

 
หมายเหต ุ
 คะแนนที่บงชัน้คุณภาพไวน: ยอดเยี่ยมมาก   91 – 100  คะแนน 
     ยอดเยี่ยม   81 – 90    คะแนน 
     ดี    71 – 80    คะแนน 
     พอใช    61 – 70    คะแนน 
     ระดับจําหนายได                51 – 60    คะแนน 
     มีปญหาในคณุภาพ  ต่ํากวา 50  คะแนน 
 
ที่มา:  ประดิษฐ ครุวัณณา. ไวน : ศาสตรและศิลป. สํานักพิมพมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
กรุงเทพฯ. 2546. 153. 
 
 

รหัส
ตัวอยาง 

ส ี
10 คะแนน 

กลิ่น 
30 คะแนน 

รส 
40 คะแนน 

ความยอมรับ
หรือประทับใจ 

20 คะแนน 

รวม 
100 คะแนน 

ขอดีและหรือขอบกพรอง 
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วิธีการใหคะแนน 
 
สี  คะแนนเต็ม 10 คะแนน 
 สีดีมาก ชอบมาก                    8 – 10    คะแนน 
 สีดี  ชอบ       7 – 8      คะแนน 
 ไมดี สีออนหรือเขมเกินไป     5 – 6      คะแนน 
 ไมชอบมาก มขีอบกพรอง (defect) กล่ินไมดีดวย   3 – 4      คะแนน 
 
กล่ิน  คะแนนเต็ม 30 คะแนน 
 กล่ินผลไมหรือวัตถุดิบในสาโทแรงมาก  

ชอบ บอกไดทันที     26 – 30    คะแนน 
กล่ินผลไมหรือวัตถุดิบในสาโทแรง       

ชอบ บอกไดโดยดมหลายครัง้    22 – 25    คะแนน 
 กล่ินผลไมหรือวัตถุดิบในสาโทแรง  

พอบอกได ชอบกล่ิน     18 – 21    คะแนน 
 กล่ินผลไมหรือวัตถุดิบในสาโทออน 
  บอกไมได แตชอบ     15 – 17    คะแนน 
 กล่ินผลไมหรือวัตถุดิบในสาโทออนหรือแรงเกินไป 
  ไมชอบกล่ิน      10 – 14    คะแนน 
 กล่ินผลไมหรือวัตถุดิบในสาโทออน  

บอกไมไดและบกพรอง     ต่ํากวา 10 คะแนน 
 
รส  คะแนนเต็ม 40 คะแนน 
 รสดีมาก ชอบมาก     36 – 40    คะแนน 
 รสดี  ชอบ      31 – 35    คะแนน 
 รสพอใช ชอบ      26 – 30    คะแนน 
 รสพอใช ชอบเล็กนอย     21 – 25    คะแนน 
 รสไมดี  ไมชอบ      15 – 20    คะแนน 
 รสไมดี  ไมชอบมาก     ต่ํากวา 15 คะแนน 
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การยอมรับ คะแนนเต็ม 20 คะแนน  (ความประทับใจในคุณภาพ) 
 ยอมรับมาก       18 – 20       คะแนน 
 ยอมรับ        14 -16     คะแนน 

พอใช        10 – 12      คะแนน 
 ไมชอบ         6 – 8      คะแนน 
 ไมชอบมาก       ต่ํากวา 6   คะแนน 
 
ที่มา:  ประดิษฐ ครุวัณณา. ไวน : ศาสตรและศิลป. สํานักพิมพมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
กรุงเทพฯ. 2546. 154 -155. 
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ภาคผนวก ง 
ตารางที่ ง1   แสดงคาคะแนนรวมเฉลี่ยของผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของสาโทที่ผลิตจาก
ลูกแปงสุรา NP1 และสาโททางการคาชนิดที่ 1 และ 2 
 

สาโท คะแนนรวมเฉลี่ย 
สาโทจากลูกแปงสุรา NP1 75.13± 8.56 
สาโททางการคา 1 72.31±9.90 
สาโททางการคา 2 76.13±10.44 

 
ตารางที่ ง2   แสดงคาเฉลี่ยของผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสทั้ง สี, กล่ิน, รส และการยอมรับ
ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และสาโทที่ผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา 
NP1   
 

สาโท สี (10) การยอมรับ (20) กล่ิน (30) รส (40) 
สาโทจากลูกแปงสุรา 
NP1 7.8± 0.2 14.9± 0.3 21.9± 0.4 29.3± 0.6 
สาโทจากเชื้อบริสุทธิ์
ผสมเทากับลูกแปง NP1 7.5±0.1  14.5±0.8  21.8±0.1  29.3±1.4  
สาโทจากเชื้อบริสุทธิ์
ผสมนอยกวา NP1 7.73±0.13  14.97±0.25  21.22±0.14  29.75±0.23  
สาโทจากเชื้อบริสุทธิ์
ผสมมากกวา NP1 7.2±0.18  14.46±0.17  21.4± 0.52 29.39±1.54  
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ภาคผนวก จ 

ตารางที่ จ1   วเิคราะหผล Organic acid และ Glycerol ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และ
เชื้อบริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ในอัตราสวนตางๆกัน ดวย SPSS v16.0 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

ANOVA 

  Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups .084 3 .028 289.899 .000

Within Groups .001 6 .000   
Citric 

Total .084 9    

Between Groups .077 3 .026 2.004 .202

Within Groups .090 7 .013   
Succinic 

Total .167 10    

Between Groups 43.655 3 14.552 661.590 .000

Within Groups .154 7 .022   
Lactic 

Total 43.809 10    

Between Groups .199 3 .066 1.724 .261

Within Groups .231 6 .038   
Acetic 

Total .429 9    

Between Groups 22.789 3 7.596 147.927 .000

Within Groups .359 7 .051   
Glycerol 

Total 23.148 10    

 
 
 

Taste of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Citric 2.561 3 6 .151 

Succinic 3.976 3 7 .060 

Lactic 2.722 3 7 .124 

Acetic 4.108 3 6 .067 

Glycerol 1.550 3 7 .284 
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Multiple Comparisons 

Tukey HSD       

95% Confidence Interval Dependent 

Variable 

(I) 

Sample 

(J) 

Sample 

Mean Difference 

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

2 .20763* .00801 .000 .1799 .2354

3 .13203* .00895 .000 .1010 .1630

1 

4 .21628* .00895 .000 .1853 .2473

1 -.20763* .00801 .000 -.2354 -.1799

3 -.07560* .00895 .001 -.1066 -.0446

2 

4 .00865 .00895 .773 -.0223 .0396

1 -.13203* .00895 .000 -.1630 -.1010

2 .07560* .00895 .001 .0446 .1066

3 

4 .08425* .00981 .001 .0503 .1182

1 -.21628* .00895 .000 -.2473 -.1853

2 -.00865 .00895 .773 -.0396 .0223

Citric 

4 

3 -.08425* .00981 .001 -.1182 -.0503

2 -.19217 .09242 .248 -.4981 .1138

3 -.05803 .09242 .920 -.3640 .2479

1 

4 .02357 .10333 .995 -.3185 .3656

1 .19217 .09242 .248 -.1138 .4981

3 .13413 .09242 .510 -.1718 .4401

2 

4 .21573 .10333 .245 -.1263 .5578

1 .05803 .09242 .920 -.2479 .3640

2 -.13413 .09242 .510 -.4401 .1718

3 

4 .08160 .10333 .857 -.2604 .4236

1 -.02357 .10333 .995 -.3656 .3185

2 -.21573 .10333 .245 -.5578 .1263

Succinic 

4 

3 -.08160 .10333 .857 -.4236 .2604

2 4.39793* .12109 .000 3.9971 4.7988

3 4.49013* .12109 .000 4.0893 4.8910

1 

4 4.55388* .13538 .000 4.1057 5.0020

Lactic 

2 1 -4.39793* .12109 .000 -4.7988 -3.9971
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3 .09220 .12109 .869 -.3086 .4930 

4 .15595 .13538 .672 -.2922 .6041

1 -4.49013* .12109 .000 -4.8910 -4.0893

2 -.09220 .12109 .869 -.4930 .3086

3 

4 .06375 .13538 .963 -.3844 .5119

1 -4.55388* .13538 .000 -5.0020 -4.1057

2 -.15595 .13538 .672 -.6041 .2922

 

4 

3 -.06375 .13538 .963 -.5119 .3844

2 -.39620 .17896 .222 -1.0157 .2233

3 -.16557 .17896 .793 -.7851 .4540

1 

4 -.19090 .19605 .769 -.8696 .4878

1 .39620 .17896 .222 -.2233 1.0157

3 .23063 .16007 .522 -.3235 .7848

2 

4 .20530 .17896 .677 -.4142 .8248

1 .16557 .17896 .793 -.4540 .7851

2 -.23063 .16007 .522 -.7848 .3235

3 

4 -.02533 .17896 .999 -.6449 .5942

1 .19090 .19605 .769 -.4878 .8696

2 -.20530 .17896 .677 -.8248 .4142

Acetic 

4 

3 .02533 .17896 .999 -.5942 .6449

2 2.98017* .18503 .000 2.3677 3.5926

3 3.06210* .18503 .000 2.4496 3.6746

1 

4 3.67685* .20686 .000 2.9921 4.3616

1 -2.98017* .18503 .000 -3.5926 -2.3677

3 .08193 .18503 .969 -.5305 .6944

2 

4 .69668* .20686 .046 .0119 1.3814

1 -3.06210* .18503 .000 -3.6746 -2.4496

2 -.08193 .18503 .969 -.6944 .5305

3 

4 .61475 .20686 .078 -.0700 1.2995

1 -3.67685* .20686 .000 -4.3616 -2.9921

2 -.69668* .20686 .046 -1.3814 -.0119

Glycerol 

4 

3 -.61475 .20686 .078 -1.2995 .0700
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ตารางที่ จ2   วเิคราะหผล Volatile compounds ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และเชื้อ
บริสุทธิ์ผสมที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ในอัตราสวนตางๆกัน ดวย SPSS v16.0 

 
Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Propanal 2.979 3 8 .096 

IsobutylAlcohol 2.429 3 7 .150 

nButanol 3.578 3 6 .086 

IsoamylAlcohol 5.223 3 7 .033 

PhanethylAlcohol 4.320 3 7 .051 

MethylButanol 1.759 3 8 .233 

EthylAcetate .693 3 7 .585 

PropionicAcid 2.843 3 7 .115 

IsoamylAcetate 6.124 3 7 .023 

 
 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1055.636 3 351.879 17.054 .001

Within Groups 165.068 8 20.634   
Propanal 

Total 1220.704 11    

Between Groups 2436.786 3 812.262 33.083 .000

Within Groups 171.867 7 24.552   
IsobutylAlcohol 

Total 2608.653 10    

Between Groups 3.492 3 1.164 1.604 .285

Within Groups 4.355 6 .726   
nButanol 

Total 7.846 9    

Between Groups 2067.720 3 689.240 11.493 .004

Within Groups 419.777 7 59.968   
IsoamylAlcohol 

Total 2487.497 10    

Between Groups 779.359 3 259.786 1.764 .241

Within Groups 1031.140 7 147.306   
PhanethylAlcohol 

Total 1810.499 10    
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Between Groups .236 3 .079 .507 .688

Within Groups 1.239 8 .155   
MethylButanol 

Total 1.475 11    

Between Groups 8040.123 3 2680.041 90.212 .000

Within Groups 207.957 7 29.708   
EthylAcetate 

Total 8248.080 10    

Between Groups .013 3 .004 5.073 .035

Within Groups .006 7 .001   
PropionicAcid 

Total .019 10    

Between Groups .106 3 .035 66.951 .000

Within Groups .004 7 .001   
IsoamylAcetate 

Total .110 10    

 
 

Multiple Comparisons 

Tukey HSD        

95% Confidence Interval 

Dependent Variable 

(I) 

Sample 

(J) 

Sample 

Mean Difference 

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

2 22.33733* 3.70887 .001 10.4602 34.2144

3 18.24575* 3.70887 .005 6.3687 30.1228

1 

4 23.12008* 3.70887 .001 11.2430 34.9972

1 -22.33733* 3.70887 .001 -34.2144 -10.4602

3 -4.09158 3.70887 .698 -15.9687 7.7855

2 

4 .78275 3.70887 .996 -11.0943 12.6598

1 -18.24575* 3.70887 .005 -30.1228 -6.3687

2 4.09158 3.70887 .698 -7.7855 15.9687

3 

4 4.87433 3.70887 .580 -7.0028 16.7514

1 -23.12008* 3.70887 .001 -34.9972 -11.2430

2 -.78275 3.70887 .996 -12.6598 11.0943

Propanal 

4 

3 -4.87433 3.70887 .580 -16.7514 7.0028

2 32.97283* 4.52331 .001 17.9999 47.9457IsobutylAlcohol 1 

3 30.88107* 4.04577 .001 17.4889 44.2732
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 4 35.63208* 4.04577 .000 22.2399 49.0242

1 -32.97283* 4.52331 .001 -47.9457 -17.9999

3 -2.09176 4.52331 .965 -17.0647 12.8811

2 

4 2.65925 4.52331 .933 -12.3136 17.6321

1 -30.88107* 4.04577 .001 -44.2732 -17.4889

2 2.09176 4.52331 .965 -12.8811 17.0647

3 

4 4.75101 4.04577 .660 -8.6412 18.1432

1 -35.63208* 4.04577 .000 -49.0242 -22.2399

2 -2.65925 4.52331 .933 -17.6321 12.3136

 

4 

3 -4.75101 4.04577 .660 -18.1432 8.6412

2 .13228 .85192 .999 -2.8168 3.0814

3 -1.01790 .77769 .590 -3.7100 1.6742

1 

4 -1.23222 .77769 .451 -3.9244 1.4599

1 -.13228 .85192 .999 -3.0814 2.8168

3 -1.15018 .77769 .502 -3.8423 1.5420

2 

4 -1.36450 .77769 .376 -4.0566 1.3276

1 1.01790 .77769 .590 -1.6742 3.7100

2 1.15018 .77769 .502 -1.5420 3.8423

3 

4 -.21432 .69559 .989 -2.6222 2.1936

1 1.23222 .77769 .451 -1.4599 3.9244

2 1.36450 .77769 .376 -1.3276 4.0566

nButanol 

4 

3 .21432 .69559 .989 -2.1936 2.6222

2 -28.23230* 7.06919 .021 -51.6325 -4.8321

3 -34.21947* 6.32287 .004 -55.1492 -13.2897

1 

4 -27.48052* 6.32287 .014 -48.4103 -6.5508

1 28.23230* 7.06919 .021 4.8321 51.6325

3 -5.98716 7.06919 .831 -29.3873 17.4130

2 

4 .75179 7.06919 1.000 -22.6484 24.1519

1 34.21947* 6.32287 .004 13.2897 55.1492

2 5.98716 7.06919 .831 -17.4130 29.3873

3 

4 6.73895 6.32287 .719 -14.1908 27.6687

IsoamylAlcohol 

4 1 27.48052* 6.32287 .014 6.5508 48.4103
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2 -.75179 7.06919 1.000 -24.1519 22.6484  

3 -6.73895 6.32287 .719 -27.6687 14.1908

2 9.35149 11.07947 .832 -27.3234 46.0263

3 -10.22227 9.90978 .738 -43.0253 22.5807

1 

4 -13.39352 9.90978 .563 -46.1965 19.4095

1 -9.35149 11.07947 .832 -46.0263 27.3234

3 -19.57376 11.07947 .361 -56.2486 17.1011

2 

4 -22.74500 11.07947 .256 -59.4199 13.9298

1 10.22227 9.90978 .738 -22.5807 43.0253

2 19.57376 11.07947 .361 -17.1011 56.2486

3 

4 -3.17124 9.90978 .988 -35.9742 29.6317

1 13.39352 9.90978 .563 -19.4095 46.1965

2 22.74500 11.07947 .256 -13.9298 59.4199

PhanethylAlcohol 

4 

3 3.17124 9.90978 .988 -29.6317 35.9742

2 -.29878 .32135 .790 -1.3279 .7303

3 -.32061 .32135 .755 -1.3497 .7085

1 

4 -.34476 .32135 .714 -1.3738 .6843

1 .29878 .32135 .790 -.7303 1.3279

3 -.02183 .32135 1.000 -1.0509 1.0072

2 

4 -.04598 .32135 .999 -1.0751 .9831

1 .32061 .32135 .755 -.7085 1.3497

2 .02183 .32135 1.000 -1.0072 1.0509

3 

4 -.02415 .32135 1.000 -1.0532 1.0049

1 .34476 .32135 .714 -.6843 1.3738

2 .04598 .32135 .999 -.9831 1.0751

MethylButanol 

4 

3 .02415 .32135 1.000 -1.0049 1.0532

2 -65.41990* 4.97562 .000 -81.8900 -48.9498

3 -48.11150* 4.45033 .000 -62.8428 -33.3802

1 

4 -64.68509* 4.45033 .000 -79.4164 -49.9538

1 65.41990* 4.97562 .000 48.9498 81.8900

3 17.30840* 4.97562 .040 .8383 33.7785

EthylAcetate 

2 

4 .73480 4.97562 .999 -15.7353 17.2049
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1 48.11150* 4.45033 .000 33.3802 62.8428

2 -17.30840* 4.97562 .040 -33.7785 -.8383

3 

4 -16.57360* 4.45033 .030 -31.3049 -1.8423

1 64.68509* 4.45033 .000 49.9538 79.4164

2 -.73480 4.97562 .999 -17.2049 15.7353

 

4 

3 16.57360* 4.45033 .030 1.8423 31.3049

2 -.04740 .02638 .349 -.1347 .0399

3 -.02571 .02359 .706 -.1038 .0524

1 

4 -.08893* .02359 .028 -.1670 -.0108

1 .04740 .02638 .349 -.0399 .1347

3 .02169 .02638 .842 -.0656 .1090

2 

4 -.04153 .02638 .448 -.1288 .0458

1 .02571 .02359 .706 -.0524 .1038

2 -.02169 .02638 .842 -.1090 .0656

3 

4 -.06323 .02359 .114 -.1413 .0149

1 .08893* .02359 .028 .0108 .1670

2 .04153 .02638 .448 -.0458 .1288

PropionicAcid 

4 

3 .06323 .02359 .114 -.0149 .1413

2 -.23303* .02100 .000 -.3025 -.1635

3 -.18084* .01878 .000 -.2430 -.1187

1 

4 -.23677* .01878 .000 -.2989 -.1746

1 .23303* .02100 .000 .1635 .3025

3 .05219 .02100 .147 -.0173 .1217

2 

4 -.00374 .02100 .998 -.0733 .0658

1 .18084* .01878 .000 .1187 .2430

2 -.05219 .02100 .147 -.1217 .0173

3 

4 -.05593 .01878 .077 -.1181 .0062

1 .23677* .01878 .000 .1746 .2989

2 .00374 .02100 .998 -.0658 .0733

IsoamylAcetate 

4 

3 .05593 .01878 .077 -.0062 .1181

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.    
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ตารางที่ จ3   วเิคราะหผล Sensory taste ของสาโทที่ผลิตจากลูกแปงสุรา NP1 และเชื้อบริสุทธิ์ผสม
ที่แยกไดจากลูกแปงสุรา NP1 ในอัตราสวนตางๆกัน ดวย SPSS v16.0 

 
Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Color .404 3 8 .754 

Odor 2.333 3 8 .150 

Flavor 2.743 3 8 .113 

Impression 1.968 3 8 .197 

Total 3.103 3 8 .089 

 
 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .582 3 .194 7.941 .009

Within Groups .195 8 .024   
Color 

Total .777 11    

Between Groups .836 3 .279 2.390 .144

Within Groups .932 8 .117   
Odor 

Total 1.768 11    

Between Groups .460 3 .153 .132 .938

Within Groups 9.281 8 1.160   
Flavor 

Total 9.741 11    

Between Groups .673 3 .224 1.038 .427

Within Groups 1.730 8 .216   
Impression 

Total 2.403 11    

Between Groups 3.468 3 1.156 .547 .664

Within Groups 16.910 8 2.114   
Total 

Total 20.378 11    
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Multiple Comparisons 

Tukey HSD        

95% Confidence Interval Dependent 

Variable 

(I) 

Sample 

(J) 

Sample 

Mean Difference 

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

2 .21667 .12761 .384 -.1920 .6253

3 .01667 .12761 .999 -.3920 .4253

1 

4 .54667* .12761 .011 .1380 .9553

1 -.21667 .12761 .384 -.6253 .1920

3 -.20000 .12761 .446 -.6086 .2086

2 

4 .33000 .12761 .119 -.0786 .7386

1 -.01667 .12761 .999 -.4253 .3920

2 .20000 .12761 .446 -.2086 .6086

3 

4 .53000* .12761 .014 .1214 .9386

1 -.54667* .12761 .011 -.9553 -.1380

2 -.33000 .12761 .119 -.7386 .0786

Color 

4 

3 -.53000* .12761 .014 -.9386 -.1214

2 .06667 .27875 .995 -.8260 .9593

3 .63333 .27875 .184 -.2593 1.5260

1 

4 .45333 .27875 .417 -.4393 1.3460

1 -.06667 .27875 .995 -.9593 .8260

3 .56667 .27875 .253 -.3260 1.4593

2 

4 .38667 .27875 .540 -.5060 1.2793

1 -.63333 .27875 .184 -1.5260 .2593

2 -.56667 .27875 .253 -1.4593 .3260

3 

4 -.18000 .27875 .914 -1.0726 .7126

1 -.45333 .27875 .417 -1.3460 .4393

2 -.38667 .27875 .540 -1.2793 .5060

Odor 

4 

3 .18000 .27875 .914 -.7126 1.0726

2 .05000 .87944 1.000 -2.7663 2.8663

3 -.45000 .87944 .954 -3.2663 2.3663

1 

4 -.08667 .87944 1.000 -2.9030 2.7296

Flavor 

2 1 -.05000 .87944 1.000 -2.8663 2.7663
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3 -.50000 .87944 .939 -3.3163 2.3163 

4 -.13667 .87944 .999 -2.9530 2.6796

1 .45000 .87944 .954 -2.3663 3.2663

2 .50000 .87944 .939 -2.3163 3.3163

3 

4 .36333 .87944 .975 -2.4530 3.1796

1 .08667 .87944 1.000 -2.7296 2.9030

2 .13667 .87944 .999 -2.6796 2.9530

 

4 

3 -.36333 .87944 .975 -3.1796 2.4530

2 .43333 .37969 .676 -.7826 1.6492

3 -.08333 .37969 .996 -1.2992 1.1326

1 

4 .42333 .37969 .691 -.7926 1.6392

1 -.43333 .37969 .676 -1.6492 .7826

3 -.51667 .37969 .554 -1.7326 .6992

2 

4 -.01000 .37969 1.000 -1.2259 1.2059

1 .08333 .37969 .996 -1.1326 1.2992

2 .51667 .37969 .554 -.6992 1.7326

3 

4 .50667 .37969 .569 -.7092 1.7226

1 -.42333 .37969 .691 -1.6392 .7926

2 .01000 .37969 1.000 -1.2059 1.2259

Impression 

4 

3 -.50667 .37969 .569 -1.7226 .7092

2 .76667 1.18709 .914 -3.0348 4.5681

3 .11667 1.18709 1.000 -3.6848 3.9181

1 

4 1.33667 1.18709 .685 -2.4648 5.1381

1 -.76667 1.18709 .914 -4.5681 3.0348

3 -.65000 1.18709 .945 -4.4515 3.1515

2 

4 .57000 1.18709 .961 -3.2315 4.3715

1 -.11667 1.18709 1.000 -3.9181 3.6848

2 .65000 1.18709 .945 -3.1515 4.4515

3 

4 1.22000 1.18709 .739 -2.5815 5.0215

1 -1.33667 1.18709 .685 -5.1381 2.4648

2 -.57000 1.18709 .961 -4.3715 3.2315

Total 

4 

3 -1.22000 1.18709 .739 -5.0215 2.5815
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ภาพที ่จ1 แสดงตัวอยางโครมาโทแกรมของกรดอินทรียและกลีเซอรอลที่ทําการวิเคราะหดวยวิธี 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
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ภาพที ่จ2 แสดงตัวอยางโครมาโทแกรมของสารประกอบใหกล่ินทีว่ิเคราะหดวยวิธีแกสโครมาโท 
กราฟ – แมสสเปกโทรเมตรี (GC-MS) โดยเก็บตัวอยางสารใหกล่ินบริเวณที่วางเหนือสาร 
(headspace) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาว  อําภา   หลวงคลายโพธิ์  เกิดเมื่อวันที่ 5 กรกฎาคม พ.ศ.2524 ที่จังหวดัสุพรรณบุรี 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี ในปการศึกษา 2547 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2549                       
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