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การคัดเลือกและศึกษาการตรึงเซลล์ยีสต์หอมจากผลตาลสุก

Selection and study for the immobilization of aroma yeast

 from the ripened palmyra palm fruit 

1, 2 อาจารย์ประจำ�คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏอุบลราชธานี

บทคัดย่อ

	  การวจิยัคร้ังนีม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่คดัเลอืกและศกึษาการ

ตรงึเซลลย์สีตห์อมจากผลตาลสกุ โดยเก็บตวัอยา่งผลตาลสกุทีห่ลน่

จากต้นเองจากพื้นที่เก็บตัวอย่างทั้งหมด 4 แหล่งในเขตจังหวัด

อุบลราชธานี จำ�นวน 115 ผล เลือกผลที่มีกลิ่นหอมหวาน 5 ผล

ไปคัดแยกเชื้อยีสต์ เนื้อตาลส่วนท่ีเหลือเก็บรักษาท่ี -18 องศา

เซลเซียสเพื่อใช้เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการคัดแยกเชื้อแบบ 

Cross streak technique บนอาหาร MRS พบว่าได้ยีสต์ที่มีสี

และขนาดโคโลนีต่างกัน 16 ไอโซเลต และคัดเลือกยีสต์หอมได้ 

4 ไอโซเลต ไอโซเลต 1 โคโลนีสีม่วงอ่อนขนาด 3-5 มิลลิเมตร 

ไอโซเลต 2 โคโลนีฟ้าขาวขนาด 3-5 มิลลิเมตร ไอโซเลต 3 

โคโลนีสีขาวครีมขนาด 5-7 มิลลิเมตรและไอโซเลต 4 โคโลนีฟ้า

ขาวขนาด 1 มิลลิเมตร เพาะยีสต์หอมไอโซเลตละ 1x108 Cell 

ในผลตาลสุก บ่มที่อุณหภูมิห้องจนเกิดกลิ่นหอมแล้วจึงคั้นเน้ือ

ตาลมาตรงึเซลลก์บั Agar ทีป่รมิาณรอ้ยละ 2, 4, 6 และ 8 พบวา่

agar ที่ร้อยละ 6 ทำ�ให้ได้เซลล์ตรึงของยีสต์หอมที่มีลักษณะเจล

ที่อยู่ตัว เนื้อแน่นและยืดหยุ่น มีจำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเป็น 

3.8±2.5x105 CFU/mL เซลล์ตรึงที่ใช้ Agar ปริมาณอื่นจะมี

เนื้ออ่อนนิ่มหรือแน่นแข็งเกินไป เมื่อศึกษาความคงตัวของยีสต์

หอมแบบตรึงเซลล์ในอาหารดัดแปลงที่มีเนื้อตาลสุกร้อยละ 20 

โดยหมักซํ้า 4 วงรอบ พบว่า จำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ค่าพีเอช 

ของแข็งที่ละลายได้ กลิ่น และปริมาณสารกาบาของนํ้าหมักที่

ได้ในแต่ละวงรอบมีค่าแทบจะไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถติ ิผลการเกบ็รกัษายสีตห์อมแบบตรงึเซลลใ์นอาหารสตูร

ปรับตํ่าเป็นระยะเวลา 3 เดือน พบว่า การเก็บรักษาในนํ้ากลั่น

เหมาะสมทีส่ดุโดยเมือ่นำ�มาใชห้มกัแลว้ นํา้หมกัทีไ่ดม้กีลิน่หอม

มากกว่าน้ําหมักเริ่มต้น จำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ค่าพีเอช และ

ของแขง็ทีล่ะลายไดใ้นน้ําหมกัมคีา่เปน็ 4.5±1.3x108 CFU/mL 

3.35±0.1 และ 18.0±0.0 บริกซ์ ตามลำ�ดับ 

	 คำ�สำ�คัญ : ผลตาล ยีสต์หอม เซลล์ตรึง อาหารดัดแปลง
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บทนํา

ABSTRACT

	 The objectives of this research were to select 

and study for immobilization of aroma yeast cell 

from the ripened palmyra plam fruit. The fallen 115 

palmyra plam fruit were obtained from 4 areas of 

Ubon Ratchathani province. The good smell of 5 fruit 

samples were selected to isolate for yeast and the rest 

were extracted for fruit pulp and kept under -18๐C for 

culture medium prepairing. The results of yeast isolation

by Cross streak technique on MRS medium and 

selection of aroma yeast were found as 16 different 

color and size colonies of yeast isolates and 4 aroma 

yeast isolates. For aroma isolated, isolate 1, 2, 3 and 

4 were light purple, blue-white, white-cream, and 

blue-white color, and 3-5 mm., 3-5 mm., 5-7 mm. and 

1 mm. of colonies diameters, respectively. The 1x108 

Cell of each 4 isolates were inoculated into palmyra 

plam fruit and it was incubated at room temperature 

until good smell was expressed. The palmyra plam 

pulp was squeezed and immobilized by using 2%, 4%, 

6% and 8% of Agar. Utilization of 6% agar was given 

the best stable, firming and flexibility of immobilized 

cell which viable count was 3.8±2.5x105 CFU/mL. But, 

the rest were more sloppy or hardy of gel matrix. The 

20% modified palmyra plam pulp medium was used 

to evaluate the stability of immobilized cell after 4 

cycles of fermentation time. The results revealed that 

viable count, pH, TSS, GABA content and smell test 

of fermented medium in every cycles were almost 

non-significant different. Keeping of immobilized aroma 

yeast cell in minimal medium was performed. After 

3 months, the use of distillated water was the best 

that was showed the more good smell than initial 

time of the medium. The viable count, pH, and TSS 

were 4.5±1.3x108 CFU/mL, 3.35±0.1, and 18.0+0.0 

Brix, respectively. 

	 Keywords : Palmyra palm fruit, Aroma yeast, Immobilized cell, Modified medium

	 ตาลหรือตาลโตนดเปน็พชืตระกูลปาลม์ (Palmyra palm) 

เมือ่ผลตาลสกุจนหลน่จากตน้จะพบวา่สว่นของเนือ้ตาลทีอ่ยูร่วม

กบัเสน้ใยจะมสีเีหลอืงสม้และมกีลิน่รสหอมหวาน Saranya and 

Vijayakumar (2016); Pramod et al. (2013) และ Mohite 

et al. (2012) รายงานว่าหลายประเทศจึงนำ�เนื้อตาลส่วนนี้ไป

รับประทาน ในประเทศไทยนิยมนำ�ไปทำ�ขนมตาลซึ่งมีจุดเด่นที่

สสีวย กลิน่หอมหวาน เนือ้สมัผสัเดง้และฟ ูแตก่ารหมกัขนมตาล

แตล่ะคร้ังพบวา่ใหก้ลิน่รสและการขึน้ฟไูมค่งที ่มนสันนัท ์บญุทรา

พงษ์ (2544) รายงานว่าในเนื้อตาลสุกนั้นมียีสต์เด่นอยู่ 4 กลุ่ม

หลกั คอื Candida krusei, Saccharomyces spp., Kloeckera 

apiculata และ Hansenniaspora spp. นอกจากนี ้Artnarong 

et al. (2016) สามารถคัดแยกยีสต์ Candida stellimalicola 

ได้จากเนื้อตาลสุก ยีสต์เป็นจุลินทรีย์อีกกลุ่มหนึ่งที่สามารถผลิต

สารกาบาซึง่เปน็สารสือ่ประสาทประเภทยบัยัง้ในระบบประสาท

ส่วนกลาง ที่ช่วยรักษาอาการอัลไซเมอร์ได้ (Masuda et al., 

2008) และยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับการศึกษายีสต์จากผลตาลที่

ผลิตสารกาบาได้ สำ�หรับยีสต์ที่ผลิตกลิ่นหอมนั้น Forti et al. 

(2015) รายงานว่าเนื่องจากยีสต์สามารถผลิตสารที่ให้กลิ่นหอม

ชนิดต่างๆ เช่น อัลดีไฮด์ คีโตน แต่การผลิตกลิ่นหอมของยีสต์

จากผลตาลในธรรมชาติไม่คงที่เน่ืองจากหลายปัจจัย ไม่ว่าจะ

เป็นชนิด สายพันธุ์ และจำ�นวนของยีสต์ในผลตาลสุก ตลอดจน

สภาวะและส่ิงแวดล้อม การคดัเลือกเชือ้ยสีตห์อมจากผลตาลสกุ

เพื่อใช้ในการผลิตอาหารหมัก จะทำ�ให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพ

ด้านกลิ่นรสที่สม่ําเสมอได้ 
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เทคโนโลยทีีช่ว่ยใหส้ามารถนำ�เซลลท์ีใ่ชห้มกัแลว้กลบัมาใชซ้ํา้ได้

อกีคอืการตรงึเซลล ์ซึง่เปน็วธิกีารทีท่ำ�ใหเ้ซลลถ์กูหอ่หุม้ไวภ้ายใน

วัสดุที่เหมาะสม เพื่อลดการบาดเจ็บของเซลล์หรือการสูญเสีย

ของเซลล์จากสภาวะแวดล้อมที่ไม่เอื้ออำ�นวย ส่งผลให้จุลินทรีย์

มีความคงตัวระหว่างการเก็บรักษาและการใช้งาน ประหยัดท้ัง

ค่าใช้จ่ายและเวลาในการเตรียมกล้าเชื้อ สารที่ใช้ตรึงเซลล์ส่วน

ใหญ่เป็นอัลจิเนตและเสริมด้วยสารอื่น (Elakkiya et al., 2016; 

Gildas and Vandamme, 2012; Fuentes-Zaragoza et al., 

2011) กรณีของเชื้อยีสต์หอมจากผลตาลสุกนั้นการตรึงเซลล์จะ

ทำ�ใหไ้ดย้สีตห์อมทีม่คีวามคงตวัและสามารถนำ�มาใชซ้ํา้ไดห้ลาย

ครั้ง และหากเป็นวิธีที่สามารถทำ�ได้ง่ายไม่ซับซ้อน ก็จะเป็นวิธี

การที่นำ�ไปถ่ายทอดแก่ผู้ประกอบการในชุมชนได้ง่ายขึ้นด้วย 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย

	 1 เพื่อคัดแยกและคัดเลือกยีสต์หอมจากผลตาลสุกและ

ใช้หมักผลตาลให้หอม 

	 2 เพื่อศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Agar ที่ใช้ตรึง

เซลล์และตัวกลางในการเก็บรักษายีสต์หอมแบบตรึงเซลล์

วิธีดำ�เนินการวิจัย

	 1) เก็บตัวอย่างผลตาลสุกโดยเป็นผลตาลสุกที่หล่นจาก

ต้นเองจากพื้นที่ในจังหวัดอุบลราชธานี ระหว่างเดือนมีนาคม-

กันยายน พ.ศ.2557-2558 จาก 4 พื้นที่ คือ หมู่ 6 ตำ�บลปะอาว 

หมู่ 5 ตำ�บลขี้เหล็ก และหมู่ 15 ตำ�บลหัวเรือ อำ�เภอเมือง และ

สวนตน้ตาลพ้ืนทีส่าธารณประโยชน ์ตำ�บลตาลสมุ อำ�เภอตาลสมุ

เลอืกผลตาลทีม่กีลิน่หอมหวานและอบอวลนาน จากสถานทีต่า่ง

กนัไปใชค้ดัเลอืกยสีตห์อม และผลตาลสว่นทีเ่หลอืคัน้เอาเนือ้ตาล

ไปเกบ็รักษาที ่-18 องศาเซลเซยีสจนกวา่จะใชเ้ตรยีมอาหารเลีย้ง

เชื้อสูตรดัดแปลงที่มีเนื้อตาลสุกร้อยละ 20

	 2) คดัแยกยสีตห์อมจากตวัอยา่งผลตาลสกุ โดยใชเ้ทคนคิ

การขดีลากเชือ้แบบ Cross streak บนอาหาร MRS บม่ทีอ่ณุหภมูิ

หอ้ง 24 ชัว่โมง เลอืกโคโลนยีสีตท์ีม่ลีกัษณะสณัฐานวทิยาทีแ่ตก

ต่างกันไปเพาะในอาหาร PDA แบบวุ้นเอียง บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้นคัดเลือกยีสต์หอมโดยเปิดหลอดท่ี

เพาะเชื้อใน PDA slant เพียงครึ่งฝาเกลียวและดมกลิ่นที่ระเหย

ออกมาจากการเปดิหลอด เลอืกไอโซเลตทีม่กีลิน่หอมมาคดัแยก

ใหบ้รสิทุธิแ์ละศกึษาลกัษณะทีแ่ตกตา่งของสแีละขนาดโคโลนเีชือ้

ที่คัดเลือกได้ตามวิธีของเกศินี จันทรโสภณและรุจิรัศม์ มุตธิกุล

(2556)

	 3) ศึกษาความเข้มข้นของ Agar ที่ใช้ตรึงเซลล์ยีสต์หอม

ที่คัดเลือกได้ตามวิธีของ เกศินี จันทรโสภณและรุจิรัศม์ มุตธิกุล 

(2556) โดยใช้ Agar ที่ร้อยละ 2, 4, 6 และ 8 ผสมกับนํ้าคั้นจาก

เนื้อตาลที่เพาะด้วยยีสต์หอม 4 ไอโซเลตๆ ละ 1x108 Cell ใน

อัตราส่วน 1:1 ปริมาตรต่อปริมาตรแบบกึ่งปลอดเชื้อ ขึ้นรูปให้

เป็นรูปทรงสี่เหลี่ยมหนา 5 มิลลิเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง ตัดให้เป็นชิ้นขนาด 1x1x0.5 ลูกบาศก์

เซนตเิมตร ตรวจลกัษณะการอยูต่วั ลกัษณะเนือ้สมัผสั และจำ�นวน

จุลินทรีย์ที่มีชีวิตของเจลตรึงเซลล์ 

	 4) ศึกษาความคงตัวของยีสต์หอมแบบตรึงเซลล์โดยใช้

เป็นกล้าเชื้อหมักในอาหารดัดแปลงที่มีเนื้อตาลสุกร้อยละ 20 

บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงโดยหมักซํ้า 4 วงรอบ 

ตรวจวัดจำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ค่าพีเอช ของแข็งที่ละลายได้ 

และปริมาณสารกาบา ตลอดจนกลิ่นของน้ําหมักที่ได้ในแต่ละ

วงรอบ (ดัดแปลงวิธีของ Karladee and Suriyong, 2012) 

	 6) เก็บรักษายีสต์หอมแบบตรึงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDB แบบปรบัต่ำ�เปน็ 10% และ 20% และในน้ำ�กล่ันทีอ่ณุหภมู ิ

4 องศาเซลเซียสเปน็ระยะเวลา 3 เดอืน ตรวจวดัจำ�นวนจลิุนทรยี์

ที่มีชีวิต ค่าพีเอช ของแข็งที่ละลายได้ และกลิ่นของน้ำ�หมักที่ได้

จากเซลล์ตรึงในอาหารปรับต่ำ�

	 7) การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

	 วเิคราะหค์วามแตกตา่งระหวา่งคา่เฉล่ียของกลุ่มตวัอยา่ง

แบบ One-way analysis of variance (One-way ANOVA) 

และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มตัวอย่างแบบ Duncan’s 

new multiple range test 

ผลการวิจัย

	 1 ผลการเก็บตัวอย่างผลตาลสุกที่หล่นจากต้นเองจาก

พื้นที่เก็บตัวอย่างทั้งหมด 4 แหล่งในเขตจังหวัดอุบลราชธานี 

พบว่าได้จำ�นวน 115 ผล เลือกผลที่มีกล่ินหอมหวาน 5 ผล 

สำ�หรับคัดแยกเชื้อยีสต์ ผลการคัดแยกเชื้อแบบ Cross streak 

technique บนอาหาร MRS พบวา่ไดย้สีตท์ีม่สีีและขนาดโคโลนี

ต่างกัน 16 ไอโซเลต และคัดเลือกยีสต์หอมบนอาหาร PDA ได้ 

4 ไอโซเลต ไอโซเลต 1 โคโลนีสีม่วงอ่อนขนาด 3-5 มิลลิเมตร 

ไอโซเลต 2 โคโลนีฟ้าขาวขนาด 3-5 มิลลิเมตร ไอโซเลต 3 

โคโลนีสีขาวครีมขนาด 5-7 มิลลิเมตรและไอโซเลต 4 โคโลนีฟ้า

ขาวขนาด 1 มิลลิเมตร (ภาพที่ 1) 
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	 2. ผลการใช้ Agar ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2, 4, 6 และ 

8 ตรึงเซลล์ยีสต์หอม พบว่า ท่ีความเข้มข้นของ Agar ร้อยละ 

6 ทำ�ให้ได้เซลล์ตรึงของยีสต์หอมซ่ึงมีลักษณะเจลท่ีอยู่ตัว เนื้อ

แน่นและยืดหยุ่น จับกันเป็นก้อนได้ดีไม่แตกตัวง่ายเมื่อมีการ

เคลื่อนย้าย มีจำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเป็น 3.8+2.5x105 CFU/

mL เซลล์ตรึงที่ใช้ Agar ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2, 4 และ 8 นั้น

จะมีเนื้ออ่อนนิ่มหรือแน่นแข็งเกินไป 

	 3. ผลการศึกษาความคงตัวของยีสต์หอมแบบตรึงเซลล์

ในอาหารดัดแปลงที่มีเนื้อตาลสุกร้อยละ 20 โดยหมักซํ้า 4 วง

รอบ พบว่า จำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ค่าพีเอช ของแข็งที่ละลาย

ได ้กลิน่ และปรมิาณสารกาบาของนํา้หมกัทีไ่ดใ้นแตล่ะวงรอบมี

ค่าแทบจะไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (ตารางที่ 1)

	 4. ผลการเกบ็รกัษายสีตห์อมแบบตรงึเซลล์ในอาหารสูตร

ปรับตํ่าเป็นระยะเวลา 3 เดือน พบว่า การเก็บรักษาในนํ้ากลั่น

เหมาะสมที่สุดโดยเมื่อนำ�มาใช้หมักแล้ว น้ําหมักที่ได้มีกลิ่นหอม

มากกว่าน้ําหมักเริ่มต้น จำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ค่าพีเอช และ

ของแขง็ทีล่ะลายไดใ้นน้ําหมกัมคีา่เปน็ 4.5±1.3x108 CFU/mL 

3.35±0.1 และ 18.0±0.0 บริกซ์ ตามลำ�ดับ การเก็บรักษาใน

อาหารปรับต่ําร้อยละ 10 มีค่าเป็น 3.6±2.2x104 CFU/mL 

3.55±0.15 และ 20.0±0.0 บรกิซ ์ตามลำ�ดบั และการเกบ็รกัษา

ในอาหารปรับต่ําร้อยละ 20 มีค่าเป็น 5.2±2.1x102 CFU/mL 

3.52±0.1 และ 19.50±0.5 บริกซ์ ตามลำ�ดับ 

Isolate 1 Isolate 2 Isolate 3 Isolate 4

ภาพที่ 1 โคโลนีของยีสต์ที่คัดเลือกได้จากผลตาลสุกซึ่งต่างกัน 4 ลักษณะ 

Table 1 Odor intensity, pH, TSS, and GABA content of fermented medium which were used immobilized aroma 

yeast cell as inoculums for 4 cycles time

1 Each value was the mean ± standard deviation of three replicate analyses, 
a, b, c Mean in the same row with a different superscript letter were significantly different (P<0.05)
2 +++++ = The highest intensity of good odor 

 ++++ 	 = Very high intensity of good odor 

 +++ 		 = High intensity of good odor 

 ++ 		  = Low intensity of good odor 

 + 		  = The lowest intensity of good odor

Parameters Cycle times of the fermented medium1

Initial 1 2 3 4

Odor2 + ++++ ++++ ++++ ++++

pH 4.05+0.1 3.32+0.15a 3.41+0.2 a 3.28+0.15 a 3.34+0.2 a 

TSS (Brix) 20.5+0.5 17.5+0.5 a 18.0+0.0 a 17.0+0.5 a 17.5+0.0 a 

TPC 0 3.3+1.2x108ab 4.0+0.5x108a 3.1+1.4x108b 3.8+1.1x108ab

GABA ND 15.20+7.5 a 16.0+2.5 a 15.40+1.5 a 14.80+6.5 a 

	
 

  
            Isolate 1                    Isolate 2                  Isolate 3                     Isolate 4                  

ภาพที่ 1 โคโลนีของยีสตที่คัดเลือกไดจากผลตาลสุกซึ่งตางกัน 4 ลักษณะ  

 

4.2 ผลการใช Agar ที่ความเขมขนรอยละ 2, 4, 6 และ 8 ตรึงเซลลยีสตหอม พบวา 

ที่ความเขมขนของ Agar รอยละ 6 ทําใหไดเซลลตรึงของยีสตหอมซึ่งมีลักษณะเจลที่อยูตัว 

เนื้อแนนและยืดหยุน จับกันเปนกอนไดดีไมแตกตัวงายเมื่อมีการเคลื่อนยาย 

มีจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิตเปน 3.8+2.5x105 CFU/mL เซลลตรึงที่ใช Agar ที่ความเขมขนรอยละ 2, 4 

และ 8 นั้นจะมีเนื้อออนนิ่มหรือแนนแข็งเกินไป  

 4.3 

ผลการศึกษาความคงตัวของยีสตหอมแบบตรึงเซลลในอาหารดัดแปลงที่มีเนื้อตาลสุกรอยละ 20 

โดยหมักซ้ํา 4 วงรอบ พบวา จํานวนจุลินทรียที่มีชีวิต คาพีเอช ของแข็งที่ละลายได กลิ่น 

และปริมาณสารกาบาของน้ําหมักที่ไดในแตละวงรอบมีคาแทบจะไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทา

งสถิติ (ตารางที่ 1) 

 

Table 1  Odor intensity, pH, TSS, and GABA content of fermented medium which were used  

              immobilized aroma yeast cell as inoculums for 4 cycles time  

Parameters Cycle times of the fermented medium1 

Initial 1 2 3 4 

Odor2 + ++++ ++++ ++++ ++++ 

pH 4.05+0.1 3.32+0.15a 3.41+0.2 a  3.28+0.15 a  3.34+0.2 a  

TSS (Brix) 20.5+0.5 17.5+0.5 a 18.0+0.0 a  17.0+0.5 a  17.5+0.0 a  

TPC 0 3.3+1.2x108ab 4.0+0.5x108a 3.1+1.4x108b 3.8+1.1x108ab 

GABA ND 15.20+7.5 a   16.0+2.5 a  15.40+1.5 a  14.80+6.5 a  
1 Each value was the mean ± standard deviation of three replicate analyses,  
a, b, c Mean in the same row with a different superscript letter were significantly different (P<0.05) 
2 +++++  = The highest intensity of good odor  

 ++++   = Very high intensity of good odor  

 +++     = High intensity of good odor  

 ++       = Low intensity of good odor  

 +         = The lowest intensity of good odor  
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การอภิปรายผล

	 ผลการคดัแยกยสีตห์อมจากผลตาลสกุทีไ่ด ้สอดคลอ้งบาง

สว่นกบัการรายงานของอรวรรณ พึง่คำ� (2554) ทีร่วบรวมรายงาน

เกีย่วกบัเชือ้ยสีตใ์นผลตาลสกุทีม่กีารศกึษาไวก่้อนหนา้นีว้า่ การคดั

แยกและจดัจำ�แนกสายพันธุย์สีตท์ีพ่บในเนือ้ตาลสกุนัน้มรีายงาน

วา่พบเชือ้ยสีตอ์ยู ่4 ชนดิ คอื Candida spp., Saccharomyces 

spp., Kloeckera apiculet และ Heseniaspora spp. แต่ไม่

ได้รายงานว่าเป็นยีสต์ผลิตกลิ่นหอม และการท่ีพบว่ายีสต์ท่ีคัด

เลือกได้จะผลิตกลิ่นหอมในอาหารดัดแปลงจากเนื้อตาลสุก แต่

จะมีกลิ่นหอมเพียงเล็กน้อยถึงไม่มีในอาหารสังเคราะห์ ซ่ึงคาด

ว่าอาจมาจากอาหารสงเคราะห์มีองค์ประกอบและสภาวะการ

บ่มเชื้อไม่เหมาะสมกับการผลิตกลิ่นหอมของยีสต์ท่ีคัดเลือกได้ 

รวมถึงการคัดแยกออกมาเป็นเชื้อเดี่ยวไม่ใช่เชื้อผสมเหมือนกับ

ผลตาลสกุในธรรมชาต ิทำ�ใหเ้มแทบอลซิมึทีส่รา้งกลิน่หอมหวาน

ทีอ่บอวลไดน้านจงึไมเ่กดิขึน้ ดงันัน้ผลการทดลองทีไ่ดจ้งึเปน็สิง่

บ่งชี้ว่าในการทดลองขั้นต่อไปควรใช้ยีสต์หอมท่ีคัดเลือกได้ฉีด

เขา้ไปยงัผลตาลทีก่ำ�ลงัจะสกุเพือ่ใหม้ยีสีตห์อมเปน็ตวัชว่ยใหผ้ล

ตาลสุกหอมได้เร็วขึ้นและมีกลิ่นหอมเฉพาะตัวท่ีหอมหวานและ

อบอวลแบบทีต่อ้งการออกมาไดด้ขีึน้กวา่การปลอ่ยตามธรรมชาต ิ

และเพื่อเป็นการรักษาสภาพสมดุลของเช้ือในการศึกษาข้ันการ

ตรึงเซลล์ จึงใช้นํ้าคั้นจากผลตาลสุกที่มีกลิ่นหอมที่ต้องการ เพื่อ

ใชเ้ปน็กลา้เชือ้สำ�หรับการตรงึเซลล ์และไมจ่ำ�เปน็ตอ้งทำ�การคดั

แยกหาเชื้อบริสุทธิ์เพื่อใช้ในขั้นตอนต่อไป

	 ในการตรึงเซลลย์สีตห์อม พบวา่ ทีค่วามเข้มข้นของ Agar 

รอ้ยละ 6 จะไดช้ิน้เซลลต์รงึทีม่เีนือ้แนน่ ยดืหยุน่ จบักนัเปน็กอ้น

ได้ดีไม่แตกตัวง่าย ทำ�ให้มีการกักเก็บเซลล์ยีสต์หอม และสาร

อาหารอ่ืนๆ ทีใ่ชใ้นการผลติกลิน่หอมเอาไวไ้ดด้ ีซึง่จะเกิดการแลก

เปลี่ยนสารอาหารและเกิดปฏิกิริยาชีวเคมีได้ดีกว่า เห็นได้จาก

การนำ�กลับมาใช้ซํ้าในวงรอบที่ 4 ก็ยังคงให้กลิ่นหอมเหมือนวง

รอบแรก ผลการทดลองทีไ่ดใ้กลเ้คยีงกบัผลการศกึษาของ เกศนิ ี

จันทรโสภณและรุจิรัศม์ มุตธิกุล (2556) ที่พบว่า การตรึงเซลล์

คีเฟอร์ที่ใช้คาราจีแนน 4% ร่วมกับ resistant starch 1% ให้

เจลที่ใช้แล้วทำ�ให้นํ้าหมักมีคุณภาพทางเคมีและจุลินทรีย์ดีกว่า

การใช้สารตรึงเซลล์ที่เข้มข้นสูง 

	 นํา้หมกัจากยสีตห์อมแบบตรงึเซลลห์ลงัจากหมกัวงรอบ

ที่ 1-4 ยังคงมีกลิ่นหอมสม่ำ�เสมอ ผลที่ได้บ่งชี้ว่ายีสต์หอมแบบ

ตรงึเซลลส์ามารถสรา้งกลิน่หอมไดเ้ปน็อยา่งด ีแมว้า่ปรมิาณสาร

อาหารที่ใช้ในการหมักลักษณะนี้ต่ํากว่าในผลตาลถึง 5 เท่าตัว 

ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับการศึกษาของ Duarte et al. 

(2013) ได้ทดลองตรึงเซลล์ยีสต์ด้วย calcium alginate beads 

เมือ่นำ�ไปใชเ้ปน็กลา้เชือ้ในกระบวนการหมกัแอลกอฮอลจ์ากกาก

นํ้าตาล พบว่า สามารถนำ�กล้าเชื้อแบบตรึงเซลล์นี้กลับไปใช้ซ้ํา

ได้อีก 8 วงรอบของการหมัก เมื่อตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร

กาบาในนํ้าหมักอาหารดัดแปลง พบว่ามีปริมาณสารกาบาเป็น 

15.20+7.5-16.0+2.5 mg/100 mL ซึ่งเป็นปริมาณที่ใกล้เคียง

กบัยสีตข์นมปงัแตต่ํ่ากวา่ฟลิม์ยสีตก์ลุม่ Pichia (91.54 mg/100 

mL) ตามรายงานของ Masuda et al. (2008) การเก็บรักษา

ยสีตห์อมแบบตรงึเซลลใ์นน้ํากลัน่สามารถเกบ็รกัษายสีตห์อมได้

นาน 3 เดือน น้ําหมักที่ได้มีกลิ่นหอมหวานและอบอวล ในขณะ

ทีก่ารเกบ็รกัษาในอาหารสูตรปรบัต่ําใหผ้ลไมด่ ีสาเหตทุีเ่ปน็เช่น

นี้อาจเนื่องมาจากน้ํากลั่นไม่มีสารอาหารใดๆ จึงทำ�ให้กลุ่มยีสต์

หอมและจุลินทรีย์อื่นๆ ที่ถูกตรึงเซลล์ไว้ปรับตัวให้เจริญและมี

กิจกรรมลดลงจนเกือบหยุดหรือเข้าสู่ช่วงพักเซลล์ และเม่ือถูก

กระตุน้ดว้ยอาหารทีคุ่น้เคย กส็ามารถปรบัตวัขึน้มาใชส้ารอาหาร

และทำ�กจิกรรมผลติสารเมแทบอไลทป์ฐมภมูแิละทตุยิภมูไิดต้าม

ปกต ิจงึทำ�ใหน้ํา้หมกัทีไ่ดจ้ากแตล่ะเดอืนมกีล่ินหอมหวานอบอวล 

ในขณะที่การใช้อาหาร PDB สูตรปรับตํ่าที่ 10% และ 20% เก็บ

รักษายีสต์หอม ทำ�ให้นํ้าหมักมีความเข้มข้นของกลิ่นหอมระดับ

ตํา่และไมม่กีล่ินหอมเลย สาเหตทุีเ่ปน็เช่นนีอ้าจเนือ่งมาจากกลุ่ม

ยสีตแ์ละจลิุนทรยีอ์ืน่ๆ ทีถ่กูตรงึเซลล์ไวส้ามารถใชส้ารอาหารทีม่ี

ในการเจริญและเข้าสู่ระยะ Death phase ยิ่งมีสารอาหารมาก

ยิ่งทำ�ให้จุลินทรีย์เจริญได้มากและตายได้เร็วกว่าจากการผลิต

สารที่เป็น feedback inhibition ซึ่งเห็นได้จากระดับความเข้ม

ข้นของกลิ่นหอมที่เป็น ++ ในเดือนแรกและเป็น + ในเดือนที่ 

2 และ 3 ของการใช้อาหาร PDB สูตรปรับต่ําที่ 10% เทียบกับ

การใช้อาหาร PDB สูตรปรับตํ่าที่ 20% ซึ่งคาดว่าเซลล์ยีสต์หอม

ตายเกอืบหมดจงึไมม่กีล่ินหอม ผลการทดลองทีไ่ดส้อดคล้องกบั

การรายงานของ Fuentes-Zaragoza et al. (2011) ที่กล่าวว่า 

ในการยืดอายุเซลล์ที่ถูกตรึงนั้นต้องศึกษาสภาวะที่เหมาะสมใน

การเก็บรักษา เนื่องจากเซลล์ที่ถูกตรึงแต่ละแบบแต่ละชนิดมี

ความแตกต่างกัน 

สรุปผลการวิจัย

	 ยีสต์หอมที่คัดแยกได้จากผลตาลสุกมีโคโลนีที่แตกต่าง

กัน 4 ลักษณะ การใช้ agar ที่ระดับร้อยละ 6 ทำ�ให้ได้เซลล์ตรึง

ของยีสต์หอมแบบผสมมีความคงตัวและให้กลิ่นหอมในอาหาร
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ดดัแปลงทีห่มกัซ้ํา 4 วงรอบ และน้ําหมกัมปีรมิาณสารกาบาเปน็ 

15.20+7.5-16.0+2.5 มลิลกิรมัตอ่ 100 มลิลลิติร การเกบ็รกัษา

ยสีตห์อมแบบตรงึเซลลใ์นนํา้กลัน่ทีเ่วลา 3 เดอืน ยสีตห์อมยงัให้

กลิ่นหอมหวานอบอวลในนํ้าหมักอาหารสูตรดัดแปลง 

ข้อเสนอแนะ

	 1. ควรศึกษาชนิดและปริมาณสารพฤกษเคมีในนํ้าหมัก

จากยีสต์หอมแบบตรึงเซลล์เปรียบเทียบกับน้ําคั้นจากเนื้อตาล

สุก 

	 2. ควรใช้น้ําหมักยีสต์หอมฉีดบริเวณโคนต้นตาลเพื่อให้

เกิดการส่งผ่านเช้ือที่มีความหอมหวานอบอวลไปยังผลตาลสุก

ให้มากขึ้นกว่าใช้วิธีธรรมชาติ
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