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กาแฟอะราบิกาเป็นกาแฟที่นิยมและจ าหน่ายได้มูลค่าสูง  แต่ด้วยปัญหาจาก

กระบวนการตน้น า้เป็นสาเหตุใหเ้มล็ดกาแฟไทยมีคุณภาพไม่คงที่และมีราคาต ่า  ในกระบวนการ
หมักกาแฟจุลินทรียม์ีบทบาทส าคัญในการสรา้งสารเมทาบอไลต์ และ volatile compound ชนิด
ต่างๆ ดังนั้นงานวิจัยนี ้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการกลายพันธุ์  การคัดเลือก และศึกษา
คุณลกัษณะของเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลาย Wickerhamomyces anomalus สายพันธุ์ YWP1-3 ที่มี
ประสิทธิภาพในการเป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกักาแฟอะราบิกาเพื่อเพิ่มคณุภาพทางดา้นกลิ่น
รสกาแฟ จากการศึกษาพบว่ามีเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลาย 6 สายพันธุ์มีความสามารถผลิตเอนไซม์
เพกติเนสบนอาหารแข็งสูงกว่าสายพันธุ์ปกติ  โดยเชื ้อยีสต์สายพันธุ์กลาย  UV22-2 มีความ
เหมาะสมส าหรบัใชเ้ป็นหัวเชือ้เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสบนอาหาร
แข็งสูงถึง 50.2 เปอรเ์ซ็นต ์และมีกิจกรรมของเอนไซม์เพกติเนสในอาหารเหลวเท่ากับ  332.35 
U/ml เจริญได้ดีในอาหาร YM broth และ Mucilage broth โดยมีอัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุด
เท่ากบั 0.59 and 0.49 ต่อชั่วโมงตามล าดบั  มีความสามารถในการใชน้ า้ตาลไดห้ลากหลายชนิด
ซึ่งมากกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมถึง  6 ชนิดและจากผลการประเมินคุณภาพกาแฟด้วยวิธีการชิมมี
คะแนนสงูถึง 86 คะแนน และมีกลิ่นถั่ว แอปเปิลเขียว สบัปะรด คาราเมล แอปเปิลไซเดอร ์ดอกไม้
สีเหลือง และน ้าผึง้ ซึ่งใกล้เคียงกับผลที่วิเคราะห์ทางเคมีที่พบ  furfuryl alcohol และ furfuryl 
acetate สูงกว่าตัวอย่างอ่ืนๆ นอกจากนีผ้ลการวิเคราะหส์ารพันธุกรรมทัง้หมดของ UV22-2 พบ
ล าดบัเบสของยีนที่มีความแตกต่างจากสายพนัธุ์ดัง้เดิมหลายต าแหน่ง ดงันัน้การใชเ้ชือ้ยีสตส์าย
พันธุ์กลาย W. anomalus UV22-2 เป็นหัวเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนหมักกาแฟอะราบิกาสามารถ
ช่วยเพิ่มคณุภาพทางดา้นกลิ่นรสของกาแฟไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
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Arabica coffee was the most popular and best-selling type of coffee. 

However, Thai coffee beans are low quality and priced due to issues in upstream 
processing.  In coffee fermentation, microorganisms are essential in producing 
metabolites and volatile compounds. This work aims to study the mutation, selection, and 
characterization of the Wickerhamomyces anomalus strain YWP1-3 as a starter culture to 
enhance the flavor quality of Arabica coffee. The results revealed that six mutant strains 
could produce higher levels of pectinase enzyme on pectin agar medium than the wild-
type strain. UV22-2 could produce pectinase enzyme on pectin agar medium with Pectin 
degrading index (PDI) up to 50.2% and had an enzyme activity of 332.35 U/ml. It grew 
well in YM and Mucilage broth with a maximum specific growth rate of 0.59 and 0.49 per 
hour, respectively. It can use various types of sugar. The sensory cupping evaluation of 
coffee quality received the highest score of 86 points and had taste notes of green apples, 
pineapple, caramel, apple cider, yellow flowers, and honey, which were similar to the 
volatile compounds and the analysis found higher levels of furfuryl alcohol and furfuryl 
acetate than other samples.  Furthermore, the complete genome analysis revealed that 
UV22-2 had many mutation sites compared to the wild-type strain. These findings 
suggested that UV22-2 could be an influential starter culture for Arabica coffee 
fermentation. 
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บทที ่1  
บทน า 

ภูมิหลัง 
กาแฟเป็นเครื่องด่ืมยอดนิยมของคนทั่วโลกซึ่งเป็นพืชยืนตน้ที่มีความส าคญัต่อเศรษฐกิจ

โลกโดยมีกว่า 50 ประเทศที่ท าการเพาะปลูกและเป็นสินคา้หลกัในการส่งออกที่สรา้งรายไดใ้หก้บั
เกษตรกรเป็นอย่างมาก ซึ่งพบว่าแหล่งการเพาะปลกูของกาแฟอยู่บริเวณเสน้ศูนยส์ตูรที่อยู่เหนือ
ระดบัน า้ทะเลเนื่องจากเป็นบริเวณที่มีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมในการเพาะปลูกกาแฟและให้
ผลผลิตที่มีคณุภาพดี แต่ในปัจจุบนัในประเทศไทยเกษตรกรนิยมปลกูพืชชนิดอ่ืนที่ใหผ้ลตอบแทน
ดีกว่าเนื่องจากกาแฟของประเทศไทยมีคุณภาพต ่าลง โดยกาแฟที่มีคุณภาพต ่าท าใหไ้ม่สามารถ
แข่งขันในตลาดโลกได ้และอีกทั้งมีค่าใชจ้่ายสูงในการผลิตแต่ขายไดใ้นราคาต ่า ซึ่งท าให้เกิด
ปัญหาดา้นการตลาดของกาแฟไทย ส่งผลใหผู้ผ้ลิตกาแฟพยายามหาวิธีการที่จะเพิ่มคณุภาพของ
กาแฟโดยเฉพาะคณุภาพทางดา้นรสชาติ โดยกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟเป็นกระบวนการส าคญั
ที่สามารถเพิ่มคุณภาพด้านกลิ่นรสได ้ซึ่งจุลินทรียเ์ป็นปัจจัยส าคัญที่ช่วยใหก้ระบวนการหมัก
ประสบความส าเรจ็และสามารถพฒันาผลิตภณัฑก์าแฟไดใ้นหลายประเทศ เช่น บราซิล เอธิโอเปีย 
เกาหลี เป็นต้น โดยน ายีสต์ที่แยกได้จากกระบวนการผลิตกาแฟเป็นหัวเชื ้อยีสต์เพื่อใช้ใน
กระบวนการหมกัทัง้ในระดบัหอ้งปฎิบติัการ และในพืน้ที่จริงที่ท าการผลิตกาแฟของเกษตรกร ซึ่ง
การศึกษาวิจัยเก่ียวกับการพัฒนากระบวนการหมักกาแฟอะราบิกาในประเทศไทยโดยใช้
เชือ้จลุินทรียม์ีไม่มากนกั นอกจากนีพ้บว่ายงัไม่มีการรายงานการใชห้วัเชือ้จลุินทรียส์ายพนัธุก์ลาย
ในการหมกักาแฟ โดยงานวิจยัก่อนหนา้นี ้มีการคดัแยกเชือ้ยีสตจ์ากกระบวนการหมักกาแฟแบบ
เปียก ณ ดอยผาตั้ง จังหวัดเชียงราย ผลจากการทดสอบ  Wickerhamomyces anomalus สาย
พนัธุ ์YWP1-3 พบว่าสามารถใชเ้ป็นหวัเชือ้จลุินทรียใ์นการหมกักาแฟอะราบิกาไดโ้ดยสามารถเพิ่ม
คุณภาพด้านกลิ่นและรสของกาแฟ นอกจากนี ้เมื่อศึกษาคุณสมบัติพบว่าสายพันธุ์  YWP1-3 
สามารถผลิตเอนไซมเ์พกติเนสได ้โดยเอนไซมเ์พกติเนสเป็นเอนไซมท์ี่ท าหนา้ที่ย่อยเพกตินซึ่งเป็น
ส่วนประกอบส าคัญของเมล็ดกาแฟและสรา้งสารเมแทบอไลต์ และสารระเหยต่างๆ (volatile 
compound) ออกมาก ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงมุ่งเนน้ศึกษาการกลายพันธุ์ยีสต์ Wickerhamomyces 
anomalus YWP1-3 แบบชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์ (induced mutation) และท าการศึกษา
คุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์และการใช้น ้าตาลชนิดต่างๆ โดยเชือ้ยีสต์สายพันธุ์กลายที่ถูก
คดัเลือกน าไปใชเ้ป็นหวัเชือ้จลุินทรียใ์นการหมกักาแฟเพื่อใหไ้ดค้ณุภาพดา้นกลิ่นรสที่ดียิ่งขึน้  
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ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้

1. เพื่อกลายพันธุ์และคัดเลือกเชือ้ยีสตพ์ันธุ์กลาย Wickerhamomyces anomalus 
YWP1-3 ที่มีประสิทธิภาพในการเป็นหวัเชือ้ในขัน้ตอนกระบวนการหมกักาแฟ 

2. เพื่อศกึษาคณุลกัษณะของเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย 
3. เพื่อน าหวัเชือ้ยีสตพ์นัธุก์ลายมาประยกุตใ์นใชข้ัน้ตอนกระบวนการหมกักาแฟ 
4. เพื่อเปรียบเทียบขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดข์องสารพันธุกรรมทัง้หมดของเชือ้ยีสต์

พนัธุก์ลายและสายพนัธุด์ัง้เดิม 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 
งานวิจัยครั้งนี ้ศึกษาการกลายพันธุ์เชื ้อยีสต์ Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

เพื่อใชใ้นการผลิตเป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกักาแฟอะราบิกาแบบเปียก โดยท าการกลายพนัธุ์
เชือ้ยีสตด์ว้ยวิธีการฉายรงัสียูวีและการใชส้ารเคมี จากนัน้เชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายที่ถูกคดัเลือกจะ
ถูกศึกษาคุณสมบัติการเจริญในอาหารเหลวชนิดต่างๆ การผลิตเอนไซม์เพกติเนส เซลลูเลส 
และอะไมเลส รวมทัง้ความสามารถในการใชน้ า้ตาลหลากหลายชนิด และน าไปผลิตเป็นหัวเชือ้
ยีสตส์ายพนัธุก์ลายเพื่อใชใ้นกระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกาแบบเปียก โดยท าการทดสอบ
เปรียบเทียบกบัสายพนัธุด์ัง้เดิม และการหมกักาแฟแบบธรรมชาติโดยไม่มีการเติมหวัเชือ้จุลินทรีย์
ในกระบวนการหมัก ตัวอย่างน า้หมักกาแฟในระหว่างการหมักถูกวัด ค่าบริกซ ์(°Brix) ค่าพีเอช 
(pH) ค่าปริมาณของแข็งที่ละลายน า้ได้ (TDS) และวิเคราะหห์าชนิดและความเขม้ขน้ของน า้ตาล
ดว้ย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รวมไปถึงการนบัจ านวนเชือ้จลุินทรีย์
รวมทัง้หมด ยีสต ์และแบคทีเรียกรดแลคติก ก่อนและหลงักระบวนการหมกั เมื่อสิน้สดุกระบวนการ
หมกัเมล็ดกาแฟถูกน าไปตากใหแ้หง้และคั่ว เพื่อทดสอบคณุภาพของเมล็ดกาแฟดา้นกลิ่นรสดว้ย
วิธีการชิมเปรียบเทียบกบัการวิเคราะหท์างเคมีดว้ย Gas chromatography–mass spectrometry 
(GC-MS) เชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายที่ไดร้บัการคดัเลือกว่ามีประสิทธิภาพในการพฒันาคณุภาพกลิ่น
รสกาแฟถูกน าไปวิ เคราะห์การหาล าดับเบสของสารพันธุกรรมทั้งหมด  (Whole genome 
sequencing) เพื่อศกึษาลกัษณะที่แตกต่างจากเชือ้สายพนัธุด์ัง้เดิม 
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สมมติฐานในการวิจัย 
เชื ้อยีสต์สายพันธุ์กลายที่ ได้รับการคัดเลือกมีความสามารถในการเป็นหัวเชื ้อที่มี

ประสิทธิภาพในกระบวนการหมักและท าให้เมล็ดกาแฟอะราบิกามีคุณภาพ โดยให้กลิ่นและ
รสชาตทิี่ดีขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบัการหมกัดว้ยสายพนัธุด์ัง้เดิมและการหมกักาแฟแบบธรรมชาติ 

ผลทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
1. ไดเ้ชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายที่มีประสิทธิภาพเมื่อน าไปใชใ้นกระบวนการหมกักาแฟ 
2. ไดห้วัเชือ้ยีสตแ์ละขัน้ตอนการผลิตกาแฟที่ท าใหไ้ดเ้มล็ดกาแฟอะราบิกาที่มีคณุภาพ 
3. ไดข้อ้มูลความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทดข์องสารพนัธุกรรมทัง้หมดของเชือ้ยีสต์

สายพนัธุก์ลายและสายพนัธุด์ัง้เดิม  



 
 

 

 
 

บทที ่2  
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

1. กาแฟ 
กาแฟ ชื่อวิทยาศาสตรคื์อ Coffea spp. จดัอยู่ในวงศ ์Rubiaceae สกุล Coffea นิยมปลกู

ตามบริเวณแถบเสน้ศนูยส์ตูร แบ่งออกเป็น 4 พืน้ที่เพาะปลกูที่ส  าคญั คือ แถบแอฟริกาและแหลม
อาหรบั แถบอเมริกากลางและอเมริกาใต้ แถบอินโดนีเซีย และแถบบริเวณอ่ืนๆ ชนิดของเมล็ด
กาแฟที่ปลูกในพืน้ที่แตกต่างกันจะใหร้สชาติและมีเอกลกัษณแ์ตกต่างอีกกนัออกดว้ย กาแฟเป็น
พืชตระกูลเชอรี่ที่สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในประเทศแถบเสน้ศนูยส์ูตร ท าใหพ้ืน้ที่การปลกูกาแฟ
ของโลกมีลักษณะคลา้ยเข็มขัด หรือ Coffee Belt ประเทศที่อยู่ในแถบเสน้ศูนยส์ูตรยกตัวอย่าง 
เช่น บราซิล เวียดนาม โคลอมเบีย อินโดนีเซีย เอธิโอเปีย ฮอนดูรสั อินเดีย ยูกานดา เม็กซิโก 
กวัเตมาลา และไทย เป็นตน้ ตน้กาแฟถูกจดัเป็นตน้ไมป้ระเภทไม่ผลดัใบ มีขนาดสงูถึง 3-5 เมตร 
ดอกของตน้กาแฟมีลกัษณะสีขาว มีกลิ่นหอม สว่นใหญ่ดอกกาแฟจะออกจากขอ้ของกิ่งกาแฟ โดย
เริ่มจากขอ้ที่อยู่ใกลล้  าตน้ออกไปหาปลายกิ่ง  เมล็ดกาแฟมีลักษณะรูปทรงรี ยาวประมาณ 1.5 
เซนติเมตร เมล็ดกาแฟอ่อนจะมีสีเขียว เมื่อสุกสีของเมล็ดจะค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและ
เปลี่ยนเป็นสีแดงเขม้และสีด าในที่สดุ ในระยะที่เหมาะสมในการเก็บเก่ียว คือช่วงที่เมล็ดสกุมีสีแดง
เขม้ ภายในผลกาแฟแต่ละผลจะมีเมล็ดอยู่สองเมล็ด แต่ผลกาแฟประมาณ 5-10% ของตน้จะมี
เมล็ดเพียงเมล็ดเดียว สายพนัธุก์าแฟที่นิยมบริโภคมี 2 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ พนัธุ์อะราบิกา (Arabica) 
และ พนัธุโ์รบสัตา้ (Robusta) โดยกลิ่นและรสชาติของกาแฟสายพนัธุ์โรบสัตา้จะค่อนขา้งเขม้ขน้
และขมกว่ากาแฟสายพันธุ์อะราบิกา โดยมีปริมาณของคาเฟอีนสูงกว่า 2% ขึน้ไป จึงท าให้
กาแฟอะราบิกาเป็นที่นิยมมากกว่าดว้ยกลิ่นและรสชาติที่เป็นเอกลกัษณเ์ฉพาะในพืน้ที่ปลูกนัน้ๆ 
รวมทัง้รสชาติกลมกล่อม นุ่มนวล ด่ืมง่าย และมีปริมาณของคาเฟอีนที่ต  ่ามากไม่ถึง 2% ส่งผลให้
กาแฟอะราบิกาเป็นที่นิยมและขายไดม้ากที่สดุในโลกเฉลี่ยถึง 80% ของกาแฟทั่วโลก 

2. กาแฟสายพันธุอ์ะราบิกา 
กาแฟอะราบิกา (Coffea arabica) เป็นสายพนัธุก์าแฟที่นิยมบริโภคมากที่สดุทั่วโลก โดย

มีถิ่นก าเนิดมากจากที่ราบสงูของประเทศเอธิโอเปีย ลกัษณะของเมล็ดที่ค่อนขา้งเรียว ส่วนเสน้ผ่า
ตรงกลางมีลักษณะคล้ายอักษรตัว  S กาแฟสายพันธุ์อะราบิกาปลูกและดูแลรักษาค่อนข้าง
ยากล าบาก ตอ้งปลกูในที่สงูเหนือกว่าระดบัน า้ทะเลประมาณ 800-1000 เมตรขึน้ไป และอณุหภูมิ
ที่เหมาะสม ในประเทศไทยนิยมปลกูทางตอนเหนือ เช่น เชียงใหม่ เชียงราย น่าน และแม่ฮ่องสอน 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%94%E0%B9%83%E0%B8%9A
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เป็นตน้ โดยนิยมน ามาคั่ว บด ชงและกรองกากออก ปัจจุบนันิยมเรียกว่า "กาแฟสด" เนื่องจากมี
กลิ่นและรสชาติที่กลมกล่อม หอมละมุน มีปริมาณของคาเฟอีนค่อนข้างต ่า และมีความเป็น
เอกลกัษณเ์ฉพาะตวัในแต่ละพืน้ที่ปลูก จึงท าใหเ้ป็นที่นิยมของผูบ้ริโภคเครื่องด่ืมกาแฟเป็นอย่าง
มาก 

3. อุตสาหกรรมกาแฟในประเทศไทย 
ขอ้มูลทางสถิติจาก Euromonitor International ปี พ.ศ. 2562 ระบุว่า คนไทยด่ืมกาแฟ

เพิ่มขึน้เฉลี่ย 15% ต่อปี หรือด่ืมประมาณ 300 แกว้ต่อคนต่อปี ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าความตอ้งการ
บริโภคกาแฟในไทยมีแนวโน้มเติบโตมากขึ ้นสอดคล้องกับปริมาณการน า เข้ากาแฟจาก
ต่างประเทศที่เพิ่มขึน้ต่อเนื่อง เพราะการผลิตในประเทศยงัไม่เพียงพอต่อความตอ้งการบริโภค ใน
ปัจจุบันพฤติกรรมการบริโภคกาแฟของคนไทยที่เปลี่ยนไปส่งผลให้มีความต้องการกาแฟที่มี
คุณภาพมากขึน้ ท าใหท้ั้งรา้นกาแฟระดับพรีเมี่ยมที่เป็นแฟรนไชส ์และรา้นกาแฟทอ้งถิ่นที่เนน้
กาแฟคณุภาพสงูยงัคงตอ้งการเมล็ดกาแฟที่มีคณุภาพภายในประเทศ อีกทัง้มีการจา้งงานในสาย
อาชีพอุตสาหกรรมกาแฟเพิ่มมากขึน้ ได่แก่ บาริสตา้ คนท าการแปรรูปกาแฟ และคนคั่วกาแฟ 
รวมถึงมีจ านวนของผูเ้ชี่ยวชาญด้านกาแฟ (Q-Grader) ที่ผ่านการรับรองโดยสถาบันคุณภาพ
กาแฟขึน้จ านวนมาก ดงันัน้กาแฟที่ดีมีคณุภาพจึงเป็นที่ตอ้งการเป็นจ านวนมากทัง้ในประเทศและ
ต่างประเทศ 

4. ส่วนประกอบของเมล็ดกาแฟ 
ผลกาแฟ หรือ เชอรี่กาแฟ มีคุณลักษณะ รูปร่าง สี แตกต่างกันขึน้อยู่กับสายพันธุ์ของ

กาแฟ โดยสว่นใหญ่แลว้มีองคป์ระกอบหลกั ดงันี ้
1. เปลือกกาแฟ (cherry pulp) 

เปลือกกาแฟเป็นองคป์ระกอบหลักของผลกาแฟคิดเป็น 29% ของน า้หนัก
แหง้ โดยมีสว่นประกอบของ ผิว (outer skin) และ เนือ้ผลกาแฟ (pulp) โดยสีของผิวจะแตกต่างกนั
ตามชนิดของกาแฟ หรือระดบัความสกุของกาแฟ ซึ่งเริ่มจากสีเขียวไปจนถึงสีแดงเมื่อผลกาแฟสกุ 
นับไดว้่าเป็นเนือ้เยื่อชัน้แรกที่คอยปกป้องเมล็ดกาแฟ เปลือกกาแฟประกอบไปดว้ย โปรตีน 4%-
12% ลิพิด 1%-2% แร่ธาต ุ6%-10% คารโ์บไฮเดรต 45%-89% รวมไปถึงสารประกอบฟีนอลและ
คาเฟอีน 1.3% (1, 2) 
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2. เมือกกาแฟ (mucilage) 
มิวซีเลจหรือเมือก เป็นชัน้เนื ้อเยื่อห่อหุม้กะลาไว ้มีลกัษณะเป็นเมือกลื่นและมี

ความหวานสงู ซึ่งประกอบดว้ย น า้ 84.2% โปรตีน 8.9% น า้ตาลรีดิวซ ์4.1% และเพกติน 0.91% 
ซึ่งเป็นแหลง่อาหารส าคญัส าหรบัการเจรญิของจลุินทรียใ์นกระบวนการหมกักาแฟ ซึ่งเชือ้จลุินทรีย์
จะใชส้ารอินทรียเ์หล่านีใ้นการเจริญและสรา้งสารที่ใหก้ลิ่นรสที่ เฉพาะ ท าใหก้าแฟอะราบิกามี
ความหลากหลายมากยิ่งขึน้ (3) 

3. กะลากาแฟ (parchment) 
พารช์เมนตห์รือกะลา เป็นชัน้ในสดุของผลกาแฟ ท าหนา้ที่ปกป้องเมล็ดกาแฟที่

อยู่ด้านในทั้งก่อนและหลังจากกระบวนการหมัก กะลาจะมีลักษณะคล้ายกับกระดาษ แห้ง  
และเปราะ มีส่วนประกอบของลิกโนเซลลูโลสเป็นหลกั ซึ่งประกอบไปดว้ยไฟเบอร ์89-91% ของ
น า้หนกัแหง้ (1) 

4. เยื่อกาแฟ (silver skin) 
เยื่อกาแฟ เป็นเนือ้เยื่อบางๆ ห่อหุม้เมล็ดกาแฟ ซึ่งเป็นของเหลือทิง้จากโรงคั่ว

กาแฟ โดยมีองคป์ระกอบของไฟเบอรส์ูงถึง 62.4% และในไฟเบอรม์ีส่วนประกอบของ เซลลูโลส 
เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน โดยเฮมิเซลลโูลสของเยื่อกาแฟพบกลุ่มน า้ตาลโมเลกุลเด่ียวไดแ้ก่ ไซโลส 
กาแลคโตส อะราบิโนส และแมนโนส เป็นหลกั (1, 2) 

5. เมล็ดกาแฟ (bean) 
เป็นส่วนที่ใชส้ะสมอาหารส าหรบัเอ็มบริโอซึ่งเป็นส่วนที่สะสมสารอาหารต่างๆ ที่

จะถูกน าไปใชโ้ดยเอ็มบริโอส้  าหรบัการเจริญเติบโตเป็นกาแฟตน้ใหม่ และก็ยงัเป็นส่วนส าคัญต่อ
รสชาติของกาแฟ เพราะสารอินทรียท์ี่ถูกสะสมไวส้  าหรบัเอ็มบริโอจะถูกเปลี่ยนไปเป็นรสชาติของ
กาแฟระหว่างกระบวนการคั่ว 
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ภาพประกอบ 1 สว่นประกอบของผลกาแฟ 

5. องคป์ระกอบของเมือกกาแฟ 
เมือก (mucilage) อยู่ระหว่างผิวและกะลากาแฟ มีลกัษณะเป็นเมือกเหนียว สีใส ติดกับ

เมล็ด ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่ส  าคญัของเมล็ดกาแฟ โดยมีสารประกอบอินทรียช์นิดต่างๆ แสดงดงั
ตารางที่ 1 องคป์ระกอบหลกัของเมือกกาแฟคือ เพกติน และน า้ตาล โดยจุลินทรียจ์ะท าการสรา้ง
เอนไซมอ์อกมาย่อยเพกตินและใชน้ า้ตาลที่บรเิวณเมือกเพื่อเป็นแหลง่อาหารในการเจรญิ และผลิต
สารเมแทบอไลตต่์างๆ ออกมา มีงานวิจยักล่าวว่าจุลินทรีย์ที่ย่อยเพกตินไดน้ัน้มีการผลิตเอนไซม์ 
เพกตินไลเอส โพลีกาแลคทูโรเนส และเพกตินเอสเทอเรส ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มของเอนไซมเ์พกติเนส 
โดยปลดปล่อยออกมานอกเซลล ์และนอกจากการย่อยเพกตินเพื่อใชเ้ป็นแหล่งอาหารแลว้ยงัช่วย
ในเรื่องของการก าจดัเมือกและลดความเป็นกรดและความขมในเครื่องด่ืมกาแฟ (4) จากรายงานใน
ปี 2014 ไดอ้ธิบายว่าการก าจดัเมือกออกนัน้ช่วยใหบ้รเิวณรอบเมล็ดกาแฟมีเมือกที่บางลงและสาร
เมแทบอไลตต่์างๆ สามารถแทรกซึมเขา้สู่ตัวเมล็ดไดเ้พิ่มขึน้และส่งผลต่อรสชาติของเครื่องด่ืม
กาแฟ (5) นอกจากนีย้ังมีรายงานว่าแบคทีเรียและยีสตท์ี่แยกไดจ้ากกระบวนการก าจดัเมือก หรือ
กระบวนการหมกัเมล็ดกาแฟสามารถย่อยสลายเพกตินได ้แต่อย่างไรก็ตามพบว่าจุลินทรียท์ี่แยก
ไดจ้ากเมือกของเมล็ดกาแฟไม่จ าเป็นตอ้งมีความสามารถในการย่อยสลายเพกตินได ้(6) เนื่องจาก
เชือ้จุลินทรียท์ี่อยู่รวมกันในกระบวนการหมักนัน้อาจจะใชน้ า้ตาลที่มีอยู่และน า้ตาลที่ไดจ้ากการ
ย่อยพอลิแซคคาไรดใ์นการเจรญิ และสง่เสรมิการสรา้งกลิ่นรสที่ดีใหก้าแฟไดเ้ช่นกนั 

เมือกภายในเมล็ดกาแฟมีน า้ตาลเป็นองคป์ระกอบหลกั ซึ่งเป็นแหล่งอาหารส าคัญของ
เชือ้จุลินทรีย์ในกระบวนการหมักกาแฟเพื่อใชใ้นการเจริญเติบโตและสรา้ง เมแทบอไลต์ต่างๆ
ออกมา โดยน า้ตาลที่อยู่ภายในเมล็ดกาแฟในพืน้ที่หรือภูมิภาคที่เพาะปลูกต่างกัน ส่งผลใหช้นิด
และปริมาณของน า้ตาลภายในเมล็ดกาแฟแตกต่างกันออกไป โดยจุลินทรียแ์ต่ละกลุ่มมีขอ้จ ากัด
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ในการใชน้ า้ตาลแต่ละชนิด ดงันัน้จึงท าใหจ้ลุินทรียท์อ้งถิ่นในกาแฟแต่ละพืน้ที่แตกต่างกนั น า้ตาล
ในเมล็ดกาแฟและเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมักเป็นปัจจัยหลกัที่มีผลต่อคุณภาพของกาแฟ
ทางดา้นกลิ่นและรสชาติ ปี 2015 มีการรายงานว่าพบน า้ตาลกลูโคส 35.65 กาแลคโตส 36.67 
และแลคโตส 1.06 กรมัต่อลิตร ซึ่งพบในเมือกกาแฟสายพันธุ์อะราบิกาที่ไดจ้าก เมืองราสโรซาส 
ทางตอนใตข้องประเทศเม็กซิโก (7) และงานวิจยัในปี 2000 เมือกกาแฟอะราบิกาจากเมืองฮาลาปา 
ประเทศเม็กซิโก ที่ท าการปลอกเปลือกกาแฟดว้ยมือพบว่ามีน า้ตาลแรมโนส 9.6 % ฟรุกโตส 1.3 
% อะราบิโนส 52.5 % ไซโลส 8.9 % แมนโนส 0.8 % กาแลคโตส 19.7 % และ กลโูคส 7.8 %Mole 
ของ constituent monosaccharides (8)  
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ตาราง 1 แสดงองคป์ระกอบของเมือกกาแฟอะราบิกา 

Parameter Mucilage 
Physical  
pH 5.6 ± 0.32 
Moisture (%) 94.39 ± 0.51  
Chemical composition   
Protein (g/100g) 0.67 ± 0.21 
Non reducing sugar (g/100g) 1.01 ± 0.42 
Reducing sugar (g/100g) 3.78 ± 0.51 
Pectin (g/100g) 3.0 ± 0.83 
Cellulose (g/100g) 0.29 ± 0.01 
Total ash (g/100g) 0.36 ± 0.01 
Crude fiber (g/100g) 2.26 ± 0.02 
Fat (g/100g)  2.2 ± 0.34 
Carbohydrate by difference (mg/mL) 2.6 ± 0.32 
Calorific value (Kcal/100g) 33.32 ± 1.24 
Minerals  
Iron (mg/100 mL) 1.36 ± 0.01 
Sodium (mg/100 mL) 5.3 ± 0.21 
Calcium (mg/100 mL) 32.63 ± 2.11 
Magnesium (mg/100 mL) 4.63 ± 0.62 
Potassium (mg/100 mL) 90.0 ± 3.29 
Zinc (mg/100 mL) 0.36 ± 0.01 
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6. กระบวนการหมักกาแฟ  
ในกระบวนการผลิตกาแฟมี 3 กระบวนการหลักที่นิยมใช้ในการแปรรูปกาแฟ ได้แก่ 

กระบวนการหมักแบบเปียก (Wet process) แบบแห้ง (Dry process) และแบบกึ่งแห้ง (Semi 
process) กระบวนการหมกัแบบเปียก (Wet process) คือ การน าผลกาแฟสกุปอกเปลือกและแช่
น า้เพื่อเริ่มตน้กระบวนการหมกั โดยมีจุลินทรียเ์ขา้มาบทบาทในการเปลี่ยนเมือกและน า้ตาลที่ติด
อยู่บริเวณกาแฟกะลาเป็นสารเมแทบอไลต์ต่างๆ ท าให้เกิดสารระเหย (Volatile compound) 
ภายในเมล็ดกาแฟ โดยกระบวนการหมกัแบบเปียกนีท้  าใหไ้ดก้าแฟคณุภาพสงู ช่วยลดปัญหาการ
เน่าเสียของเมล็ดกาแฟระหว่างการตาก มีรสชาติที่ซบัซอ้นและรสชาติที่สะอาดกว่าแบบอ่ืนๆ ซึ่ง
ช่วยลดปัญหาเรื่องรสชาติที่ไม่พึ่งประสงค์ กระบวนการหมักแบบแหง้ (Dry process) คือ การน า
ผลกาแฟสกุโดยไม่มีการปอกเปลือกน าไปตากแดด เมื่อแหง้แลว้น ามาปอกเปลือก โดยดัง้เดิมแลว้
กระบวนการหมักแบบแหง้นิยมใชก้ับกาแฟสายพันธุ์โรบัสตา้ ซึ่งไม่ตอ้งการคุณภาพกาแฟที่สูง
เนื่องจากมีขัน้ตอนนอ้ย และประหยัดตน้ทุน ต่อมามีการน ามาประยุกตใ์ชก้ับการหมกักาแฟสาย
พนัธุอ์ะราบิกา กระบวนการหมกัแบบแหง้จะยงัคงลกัษณะกลิ่นและรสชาติของกาแฟไวไ้ดม้ากจึง
เหมาะกบัการน าเสนอความหลากหลายทางดา้นกลิ่นและรสชาติของกาแฟที่แตกต่างกนัในแต่ละ
แหลง่เพาะปลกูหรือสายพนัธุท์ี่แตกต่างกนั กระบวนการหมกัแบบก่ึงแหง้ (Semi process) คือ การ
น าผลกาแฟสุกปอกเปลือกและกาแฟกะลาที่ยังคงมีเมือกติดอยู่ไปตาก โดยกาแฟที่ผ่าน
กระบวนการหมกัแบบกึ่งแหง้นัน้จะมีรสชาติความหวานแบบตามธรรมชาติ เนื่องจากมีน า้ตาลของ
เมือกกาแฟเคลือบที่เมล็ดกาแฟระหว่างการตาก โดยวิธีนีน้ิยมใชก้นัอย่างแพรห่ลายในทวีปอเมริกา
กลางเพื่อใชใ้นการแปรรูปกาแฟ 

7. การประเมินคุณภาพของกาแฟทางด้านกล่ินและรสชาติของกาแฟ 
การประเมินคณุภาพของกาแฟทางดา้นกลิ่นและรสชาติอา้งอิงตามแบบฟอรม์การทดสอบ

การชิมกาแฟโดยสมาคมกาแฟพิเศษ (SCA หรือ Specialty Coffee Association) ซึ่งเป็นสมาคมที่
ไม่แสวงหาก าไร โดยรวบรวมสมาชิกผูท้ี่มีความเชี่ยวชาญทางดา้นกาแฟทัง้เกษตรกรผูเ้พาะปลูก
กาแฟ บาริสตา้ รวมไปถึงนักคั่วกาแฟ ซึ่งเป็นการผนวกความรูข้องผูเ้ชี่ยวชาญในดา้นต่างๆ เพื่อ
ขับเคลื่อนอุตสาหกรรมกาแฟให้ดียิ่งขึน้ การประเมินคุณภาพของกาแฟของ SCA ส าหรับการ
ประเมินและการคดัแยกคณุภาพเมล็ดกาแฟสารนัน้ เริ่มมาจากโครงการสง่เสรมิของ International 
Coffee Organization เมื่อปีพ.ศ. 2542 ซึ่งแบบฟอรม์ถูกจัดเป็นเครื่องมืออ้างอิงที่เชื่อถือได้ซึ่ง
ก่อตัง้ขึน้โดยผูเ้ชี่ยวชาญในสาขาวิชาที่มีความรู ้ 



  

 
 

11 

โดยแบบแบบฟอร์มการคัปป้ิงกาแฟ SCA นั้น ประกอบการประเมินไปด้วย 10 
คณุลกัษณะของคณุภาพกาแฟ ไดแ้ก่  

1.กลิ่น (Fragrance / Aroma) หมายถึง ความรูส้ึกถึงกลิ่นหอมของผงกาแฟที่บดไว้
ไม่เกิน 15 นาที และกลิ่นหอมของกาแฟที่ระเหยออกมาเมื่อท าการเทน า้รอ้นลงยังผงกาแฟ เป็น
เวลานาน 3-4 นาท ี

2. รสสมัผสั (Flavor) หมายถึง ความรูส้กึถึงรสสมัผสัของกาแฟ เมื่อเราไดส้ดู (Slurp) 
กาแฟเขา้ไป เริ่มประเมินที่เวลา 8-10 นาท ีเริ่มนบัจากการเทน า้รอ้นลงบนกาแฟ ณ อณุหภมูิหอ้งที่ 
25 องศาเซลเซียส 

3. ความคงคา้ง (Aftertaste) หมายถึง ความยาวนานของกลิ่นรสที่ยงัคงคา้งอยู่ในลม
หายใจ หลังจากที่เรากลืนกาแฟเข้าไปแลว้หรือว่าบ้วนออกมา หากความรูส้ึกนั้นสั้น หรือเป็น
ความรูส้กึที่ไม่ดี คะแนนจะถกูจดัอยู่ในเกณฑต์ ่า เริ่มประเมินที่เวลา 8-10 นาท ี

4. ความเปรีย้ว (Acidity) หมายถึง ลกัษณะความเป็นกรดในกาแฟ ในคณุลกัษณะนี ้
ต้องระบุทั้งในส่วนที่เป็นคุณภาพและความเข้มข้นของความเป็นกรดของกาแฟด้วย โดยเริ่ม
ประเมินที่เวลา 10-12 นาท ี

5. ความหนาหนัก (Body) หมายถึง การประเมินเมื่อของเหลวเขา้ไปในปากและใช้
ความรูส้กึระหว่างส่วนกลางของลิน้กบัเพดานปาก ในหวัขอ้นีจ้ะมีการระบุทัง้ในสว่นที่เป็นคณุภาพ
และความเขม้ขน้ของเนือ้สมัผสั โดยเริ่มประเมินที่เวลา 10-12 นาท ี

6. ความสมดลุ (Balance) หมายถึง ความสมดลุหรือความรูส้ึกถึงสดัส่วนที่เท่าๆกัน
ของ กลิ่น รสสมัผัส ความคงคา้ง ความเปรีย้ว และความหนาหนักของกาแฟ  เริ่มประเมินที่เวลา 
10-12 นาท ี

7. ความสม ่าเสมอ (Uniformity) หมายถึง ความไม่แตกต่างจากกัน โดยในหนึ่ง
ตัวอย่างกาแฟ จะแบ่งออกเป็น 5 แก้ว แก้วที่มีความแตกต่างจากแก้วอ่ืน ๆ จะถูกตัดคะแนน
ออกไปจากสกอรช์ีท (1 แกว้ เท่ากบั 2 คะแนน) เริ่มประเมินที่เวลา 20 นาท ี

8. ความสะอาด (Clean cup) หมายถึง ความรูส้กึสะอาดในรสชาติกาแฟ ซึ่งหมายถึง
กาแฟตอ้งไม่มีขอ้บกพร่องที่เกิดขึน้กบัเมล็ดกาแฟสาร ไม่ว่าจะเป็นขัน้ตอนของเพาะปลกู การเก็บ
เก่ียว การแปรรูป หรือการจดัเก็บเพื่อรกัษาก่อนการน าไปคั่ว แกว้ที่มีกลิ่นหรือรสอนัมาจากความไม่
สะอาดนัน้จะถูกตดัคะแนนออกไปจากสกอรช์ีท (1 แกว้ เท่ากบั 2 คะแนน) เริ่มประเมินที่เวลา 20 
นาท ี
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9. ความหวาน (Sweetness) หมายถึง ความหวานในรสกาแฟ อันเกิดจากแป้งที่
เปลี่ยนแปลงดว้ยความรอ้นเป็นน า้ตาล โดยแกว้ที่มีขอ้บกพร่องอย่างรุนแรง แกว้ที่เปรีย้วฝาด หรือ
แกว้ที่มีกลิ่นเหม็นเขียว แกว้นัน้ๆจะถูกตัดคะแนนออกไปจากสกอรช์ีท (1 แกว้ เท่ากบั 2 คะแนน) 
เริ่มประเมินที่เวลา 20 นาท ี

10. คะแนนโดยรวม (Overall) หมายถึง คะแนนโดยรวมหรือคะแนนจากนักชิม 
(Cupper Point) ซึ่งนักชิมให้คะแนนตามคุณลักษณะส าคัญโดยรวมของกาแฟ โดยไม่มีความ
เก่ียวขอ้งกบัความชื่นชอบหรือความคิดเห็นส่วนบุคคลของนกัชิม 

ส่วนที่1-6 เป็นการประเมินคุณลักษณะทางกายภาพต่าง ๆ ของเมล็ดกาแฟ และส่วนที่ 
7-9 เป็นการประเมินถึงคุณภาพของเมล็ดกาแฟสาร ซึ่งหมายถึงคุณภาพของการเพาะปลูก การ
เก็บเก่ียว การแปรรูป และรวมไปถึงการจดัเก็บเพื่อรกัษาคณุภาพของกาแฟก่อนการน าไปคั่ว 
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8. เชือ้จุลินทรียท์ีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการหมักกาแฟแบบเปียก 
ตัง้แต่ปี ค.ศ. 1900 มีการรายงานชนิดของจุลินทรียท์ี่เก่ียวขอ้งในกระบวนการหมกักาแฟ

แบบเปียก ดงันี ้
ตาราง 2 แสดงชนิดของจลุินทรียใ์นกระบวนการหมกักาแฟแบบเปียก 

จุลินทรีย ์ สปีชีส ์

แบคทีเรีย Klebsiella ozaenae 
Klebsiella oxytoca 
Erwinia herbicola 
Erwinia dissolvens 
Hafnia spp. 

Enterobacter aerogenes  
Bacillus pumilus 
Lysinibacillus fusiformis 
Brevibacillus parabrevis 
Psychrobacillus psychrotolerans 
Paenibacillus illinoisensis 
Paenibacillus konsidensis 
Rhizobium radiobacter 
Rhodococcus pyridinivorans 
Pantoea vagans 
Pantoea agglomerans 
Microbacterium paraoxydans 
Microbacterium testaceum 

แบคทีเรียกรดแลคติก Leuconostoc mesenteroides 
Lactobacillus brevis 
Lactobacillus rhamnosus  
Lactobacillus plantaru  
Paenibacillus cookii 
Paenibacillus lactis 
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ตาราง 2 (ต่อ) 

จุลินทรีย ์ สปีชีส ์
ยีสต ์ Kloeckera apiculata var. apis 

Candida guilliermondii 
Candida tropicalis 
Candida parapsilosis 
Cryptococcus albidus 
Cryptococcus laurentii 
Pichia kluyveri 
Hanseniaspora uvarum 
Saccharomyces cerevisiae 
Debaryomyces hansenii 
Torulaspora delbrueckii 
Rhodotorula mucilaginosa 
Wickerhamomyces anomalus 
Saccharomycopsis fibuligera 
Papiliotrema flavescens 
Pichia kudriavzevii 

 
นอกจากนี ้มีรายงานว่าเชื ้อจุลินทรีย์ที่แยกได้จากเมล็ดกาแฟอะราบิกาของประเทศ

เม็กซิโกที่ผ่านการหมักส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบในกลุ่มชอบอากาศ (Aerobic Gram-
negative bacteria) ไดแ้ก่ Erwinia, Klebsiella และพบแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสตม์ากที่สุด
เมื่อใชอ้าหาร pectin medium ในการคัดแยกเชือ้จุลินทรียร์ะหว่างกระบวนการหมักกาแฟ โดย
แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบมาก ไดแ้ก่ Leuconostoc mesenteroides และ Lactobacillus brevis 
ในขณะที่ยีสตท์ี่พบมาก ไดแ้ก่ K. apiculata var. apis, Crytococcus laurentii, Cryptococcus 
albidus และ Candida guilliermondii ซึ่งแบคทีเรียและยีสตเ์หล่านีส้ามารถย่อยสลายเพกตินได ้
แต่ก็พบว่าจลุินทรียท์ี่แยกไดจ้ากเมือกกาแฟไม่จ าเป็นตอ้งมีความสามารถในการย่อยสลายเพกติน
ได ้(6)  
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ปี2018 มีงานวิจัยศึกษาเก่ียวกับ pectinolytic microflora จากกระบวนการหมักกาแฟ 
เนื่องจากมีบทบาทในการส่งเสริมการย่อยเมือกกาแฟ โดยพบ pectinolytic microflora ได้แก่ 
Klebsiella spp., Erwinia spp., Aerobacter spp., Escherichia spp. และ  Bacillus spp. เ ป็น
ต้น และยีสต์ ได้แก่ S. marxianus, S. banyanus, S. cerevisiae และ Schizosaccharomyces 
spp. เป็นตน้ ในกระบวนการย่อยเมือกกาแฟนีส้่งผลต่อปฏิกิริยา Caramelization และ Maillard 
reactions ในขัน้ตอนการคั่วกาแฟเนื่องจากการย่อยเมือกกาแฟนัน้มีผลต่อปริมาณน า้ตาลที่อยู่ใน
เมล็ดกาแฟสด ท าใหเ้ครื่องด่ืมกาแฟนัน้มีความหวาน กลิ่น และรสชาติที่แตกต่างออกไป และในปี 
2018 นกัวิจยัท าการคดัแยกเชือ้แบคทีเรียจากเปลือกกาแฟจากประเทศเอธิโอเปียที่มีคณุสมบติัใน
การผลิตเอนไซม์เพกติเนสพบจุลินทรีย์ ได้แก่  Bacillus methylotrophicus, B. pumilus, B. 
subtilis, B. amyloliquefaciens, Exiguobacterium sp., Pusillimonas ginsengisoli, แ ล ะ
Staphylococcus sp. (9) 

ปี 2014 มีนักวิจัยได้ท าการคัดแยกยีสต์ในระหว่างกระบวนการหมักแบบเปียกของ
กาแฟอะราบิกาจากประเทศบราซิลพบว่าเป็น Candida glabrata, Saccharomyces sp., Pichia 
gulliermondii, Pichia caribbica และ Hanseniaspora opuntiae (5) งานวิจัยที่เก่ียวขอ้งกับการ
ใชห้วัเชือ้จุลินทรียใ์นการหมกัเพื่อปรบัปรุงคณุภาพของกาแฟในปี 2014 มีนกัวิจยัใชห้วัเชือ้ยีสต ์4 
สายพันธุ์ ได้แก่  Saccharomyces cerevisiae UFLA YCN727, S. cerevisiae UFLA YCN724, 
Candida parapsilosis UFLA YCN448 และ Pichia guilliermondii UFLA YCN731 ที่แยกไดจ้าก
ผลกาแฟในกระบวนการผลิตกาแฟแบบแห้งและกึ่งแห้ง  มาใช้ในการหมักกาแฟอะราบิกาที่
ประเทศบราซิลพบว่ายีสตส์ามารถเจริญไดใ้นกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟจนกระทั่งสิน้สุดการ
หมัก จากการตรวจสอบเมล็ดกาแฟหลงัการคั่วไม่ พบกรดโพรพิโอนิกและบิวไทริก นอกจากนีย้งั
พบสารระเหยทัง้หมด 48 ชนิด ซึ่งส่วนใหญ่จัดเป็นสารในกลุ่มแอลกอฮอล ์ฟูแรน แอลดีไฮด ์โดย
กาแฟที่หมักโดยใชห้ัวเชือ้ยีสตพ์บว่า มีรสชาติที่ดีกว่าการทดลองควบคุมโดยพบกลิ่นคาราเมล 
สมนุไพร และผลไมใ้นกาแฟ (10) 

งานวิจัยในปี 2014 นักวิจัยศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายของประชากรยีสต์ใน
กระบวนการหมักกาแฟประเทศบราซิลโดยพบว่าประชากรของยีสต์หลังการหมักเป็นเวลา  
48 ชั่วโมง เพิ่มขึน้จาก 6.60 เป็น 7.89 log CFU/g โดยมีการใชน้ า้ตาลจากเปลือกกาแฟและผลิต
กรดอินทรีย ์โดยผลิตกรดอะซิติกและกรดแล็กติกเป็นหลกั และผลจากการศึกษาความหลากหลาย
ของสายพันธุ์ยีสตก์่อนและหลังกระบวนหมักพบว่าเริ่มต้นกระบวนการหมักพบประชากรยีสต์
ทั้งหมด  35 สายพันธุ์ ได้แก่  Saccharomyces sp. 17 สายพันธุ์, Torulaspora delbrueckii 6  
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สายพันธุ์ , Pichia kluyveri 7 สายพันธุ์ , Hanseniaspora uvarum 2 สายพันธุ์ , Meyerozyma 
caribbica 1 สายพันธุ์ และ Torulaspora sp. 1 สายพันธุ์ เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักพบเหลือ
เพียง Saccharomyces sp. และ Pichia kluyveri เป็นหลัก นอกจากนี ้ยังพบ Hanseniaspora 
vineae โดย H. Vineae ถกูพบมากในองุ่นซึ่งสามารถผลิตสารกลุม่ acetate ester ในปรมิาณมาก 
เช่น 2-phenylethyl acetate และ ethyl ซึ่งช่วยเพิ่มกลิ่นและรสชาติในขั้นตอนกระบวนการหมัก
องุ่นเพื่อผลิตไวน ์(5) 

โดยการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัเชือ้จุลินทรียท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการหมกัเมล็ดกาแฟในประเทศไทย
มีไม่มากนัก เช่น Nasanit และคณะ พบว่าเชือ้จุลินทรียท์ี่แยกไดจ้ากตัวอย่างกาแฟที่เก็บบริเวณ  
จังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย เพชรบูรณ ์และตากนัน้ เป็นแบคทีเรีย  Enterobacter agglomerans, 
Erwinia dissolvens, Escherichia coli และ Klebsiella pneumonia แบคทีเรียกรดแลคติก เช่น 
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis, Lactococcus plantarum แ ล ะ 
Enterococcus casseliflavus แบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ Bacillus subtilis และ Bacillus cereus 
ในขณะที่ ยี สต์ที่ แยกได้  ได้แก่  Candida, Pichia, Debaryomyces, Kluyveromyces และ 
Saccharomyces (11) 

9. การปรับปรุงคุณภาพกาแฟด้านกล่ินรสโดยใช้เชือ้จุลินทรีย ์
การปรบัปรุงคุณภาพกาแฟนั้นมีแนวทางที่หลากหลาย แสดงดังภาพประกอบที่ 2 โดย

วิธีการทางชีวภาพสามารถเพิ่มมลูค่าของกาแฟได ้
กาแฟขีช้ะมด (Kopi Luwak) ซึ่งเป็นกาแฟชนิดที่มีราคาแพง มีจุดก าเนิดมาจากหมู่เกาะ

จาวา สุมาตรา และสุราเวสี ประเทศอินโดนิเซียซึ่งมีราคาประมาณ 500 เหรียญต่อปอนด์ 
เนื่องมาจากกระบวนการผลิตที่เฉพาะตัว (12) กาแฟชนิดนีผ้ลิตจากเมล็ดกาแฟที่ชะมดกินและ
ขับถ่ายออกมา โดยมีการผสมกรด เอนไซม ์ที่เกิดจากกระบวนการหมักในระบบย่อยอาหารของ
ชะมด ซึ่งเอนไซมด์ังกล่าวจะช่วยย่อยโปรตีนท าใหเ้อนไซมช์นิดอ่ืนๆ ซึมผ่านเขา้ไปใน endocarp 
ของเมล็ดกาแฟไดส้่งผลใหม้ีการเปลี่ยนแปลงองคป์ระกอบของกรดอะมิโนซึ่งท าใหเ้ปลี่ยนแปลง
กลิ่นรสของกาแฟไดใ้นระหว่างการคั่ว นอกจากนีย้งัพบว่าการย่อยสลายโปรตีนท าใหช้่วยลดความ
ขม และท าใหก้าแฟขีช้ะมดมีรสชาติเบาและมีรสเปรีย้ว  

Black ivory coffee พบว่ามีราคาสูงถึง 800 เหรียญต่อปอนด ์ซึ่งกระบวนการผลิตกาแฟ
ท าจากอจุาระของชา้งซึ่งกระบวนการผลิตคลา้ยกบักาแฟชะมดคือการใหช้า้งกินเมล็ดกาแฟและใช้
ระบบการย่อยของช้างในการหมักเมล็ดกาแฟ แต่พบว่า กรด เอนไซม์ และกระบวนการหมัก
แตกต่างจากกาแฟชะมด เนื่องจากระบบการย่อยของชา้งและชะมดแตกต่างกนั 
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วิธีการผลิตกาแฟแบบ monsooning เป็นกระบวนการที่เริ่มตน้จากประเทศอินเดีย(13) โดย
เป็นกระบวนการผลิตกาแฟเกิดจากการเก็บเมล็ดกาแฟในคลงั ในช่วงมรสมุท าใหเ้กิดความชืน้และ
มีเชือ้จุลินทรียเ์จริญไดท้ี่ผิวหนา้ของเมล็ดกาแฟ ซึ่งเมื่อท าการศึกษาพบว่าพบเชือ้แบคทีเรีย 108 
CFU/g และรา 105 CFU/g ซึ่งมีสูงกว่าเมล็ดกาแฟที่ไม่ใช่ monsooned coffee (13) โดยราที่พบ
ไดแ้ก่ Aspergillus spp., Penicillium spp., Absidia spp., Syncephalastrum spp., Mucor spp. 
และ Rhizopus spp.  

ในขณะที่ยีสตแ์ละแบคทีเรียมีรายงานว่าสามารถหมักน า้ตาลที่ไดจ้ากเมล็ดกาแฟแลว้
สรา้งกลิ่นรสที่ดีได ้แต่พบว่าการใชย้ีสตใ์นการหมกัมกัเกิดแอลกอฮอลซ์ึ่งท าใหไ้ดก้ลิ่นรสของกาแฟ
ที่ไม่ตอ้งการ ในปี 2003 มีนกัวิจยัใชย้ีสตท์ี่ไม่สามารถผลิตแอลกอฮอลใ์นการหมกักาแฟที่อุณหภูมิ 
22 องศาเซลเซียส พบว่าเมื่อน ากาแฟที่หมักไดไ้ปคั่วและชงด่ืมมีกลิ่นรสของผลไมแ้ละดอกไมใ้น
กาแฟ เนื่องจากมีการเปลี่ยนสาร 2- และ 3-methylbutanal ไปเป็นแอลกอฮอล ์thiol และสดุทา้ย
เปลี่ยนเป็น thioacetates และ diketones ดังนั้นการศึกษาเก่ียวกับกระบวนการหมักเมือกของ
เมล็ดกาแฟ จึงเป็นที่น่าสนใจในการพฒันาคณุภาพทางดา้นกลิ่นรสของกาแฟ (14) 
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ภาพประกอบ 2 แนวทางการปรบัปรุงคณุภาพดา้นกลิ่นรสของกาแฟตัง้แต่หลงัการเก็บเก่ียวจนถึง
มือผูบ้รโิภค โดยเสน้ทบึเป็นแนวทางที่มีการศึกษาวิจยัแลว้ เสน้ประเป็นแนวทางที่ควรศกึษาวิจยั
ในอนาคต 
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จากภาพประกอบ 2 แสดงแผนภูมิสรุปสารตัง้ตน้ที่เก่ียวขอ้งในการสรา้งกลิ่นรสในกาแฟที่
เกิดจากกระบวนการหมักดว้ยเชือ้จุลินทรีย ์โดยพบว่าเอนไซมแ์ละกรดอินทรียท์ี่ผลิตไดจ้ากการ
หมักด้วยราหรือยีสต์ และแบคทีเรียกรดแลคติก มีผลในการช่วยย่อยสารโมเลกุลใหญ่ 
เช่น คารโ์บไฮเดรต โปรตีน พอลีฟีนอล ใหไ้ดเ้ป็นสารตัง้ตน้ในการสรา้งสารกลิ่นรสในกาแฟ เช่น 
น า้ตาลรีดิวซ ์กรดอะมิโน กรดคลอโรเจนิก รวมทัง้สารเมแทบอไลตท์ุติยภูมิที่เชือ้ผลิตไดร้ะหว่าง
การหมกัสามารถท าใหเ้กิดกลิ่นรสไดเ้ช่นกัน ในปัจจุบนันีพ้บรายงานสิทธิบตัรเพียงแค่ 2 รายงาน
เท่านั้นที่ใชเ้อนไซมห์รือเชือ้จุลินทรียใ์นการปรบัปรุงกลิ่นรสของกาแฟ โดย Small และ Asquith 
(1989) พบว่าการคั่วกาแฟที่ผ่านการทรีทดว้ยเอนไซมย์่อยสลายคารโ์บไฮเดรต เอนไซมโ์ปรติเอส 
ไลเปส และฟีนอล อ๊อกซิเดส ท าใหไ้ดก้ลิ่นรสที่ดีและมีความขมที่นอ้ยลง ในขณะที่  Pei-Jung Li, 
2010 พบว่าการปรบัปรุงกลิ่นรสของกาแฟสามารถท าไดโ้ดยใชก้ารหมักเมล็ดกาแฟแบบของแข็ง 
(solid state fermentation) โดยใชร้า Antrodia camphorata เป็นเวลา 15-60 วนั ที่ 15-30 องศา
เซลเซียสโดยพบว่ามีสารใหก้ลิ่นรส เช่น เทอพีน และ เซสควิเทอพีน ผลิตขึน้หลงักระบวนการหมกั
และน ากาแฟไปคั่ว(15) แต่อย่างไรก็ตามไม่มีการวิเคราะหผ์ลหรือการวิจารณผ์ลการวิจยัในสิทธิบตัร
ดงักลา่ว 
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ภาพประกอบ 3 แสดงภาพรวมของบทบาทของสารตัง้ตน้ในการสรา้งกลิ่นรสในกาแฟในระหว่าง
การคั่วและจากการสรา้งสารเมแทบอไลตท์ติุยภมูิจากกระบวนการหมกักาแฟดว้ยจลุินทรีย ์
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ในปี  2020 ประเทศสิ งคโปร์ ได้ท าการวิจัย เ ก่ียวกับการใช้หัว เชื ้อผสม ได้แก่  
Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveri และ Lactococcus lactis subsp. cremoris หมกั
เมล็ดกาแฟสาร (green coffee bean) ปราศจากเชือ้ จากผลการทดลองพบว่าในกระบวนการหมกั
ดว้ยหวัเชือ้ผสมระหว่าง S. cerevisiae และ P. kluyveri หรือสภาวะ FYco ผลิต Isoamyl acetate, 
2-phenylethyl acetate, และ ethyl octanoate เท่ากับ 5.76, 1.35 และ 0.54 มิลิกรมัต่อกิโลกรมั 
ตามล าดบั และการหมกัดว้ยหวัเชือ้ยีสตผ์สมและ Lc. lactis subsp. cremoris หรือสภาวะ FLYco 
เพิ่มการผลิต acetate ester มากว่าสภาวะ FYco ถึงสองเท่า โดย ester ที่ผลิตใน FYco และ 
FLYco บางสว่นหลงัจากกระบวนการคั่วท าใหก้าแฟคั่วที่มีกลิ่นผลไมแ้ละไวนเ์พิ่มขึน้ และการหมกั
กรดแลคติกของ Lc. lactis subsp. Cremoris ช่วยเพิ่มความเป็นกรดให้กับเมล็ดกาแฟสารซึ่ง
ส่งผลใหเ้กิดเฟอรฟ์ูรสัที่ท าใหเ้กิดกลิ่นคาราเมล ดงัภาพประกอบ 4 การใชห้วัเชือ้ผสมที่เหมาะสม
กันอาจส่งผลใหเ้กิดการท างานร่วมกันที่ช่วยเพิ่มกิจกรรมในการปรบัเปลี่ยนกลิ่นและรสชาติและ
เพิ่มความซบัซอ้นของรสชาติของกาแฟที่ไดอี้กดว้ย(16) แสดงดงัภาพประกอบ 4  

 

 

ภาพประกอบ 4 กลไกการปรบัเปลี่ยนรสชาติของกาแฟโดยการหมกัแบบหวัเชือ้ยีสตผ์สมและ 
Lc. lactis subsp. cremoris 
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งานวิจยัในปี 2020 มีการใชห้วัเชือ้ยีสตผ์สม ไดแ้ก่ Saccharomyces cerevisiae CCMA 
0543, Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 และ Candida parapsilosis CCMA 0544 เป็นหวั
เชือ้จุลินทรียเ์พื่อในกระบวนการหมักกาแฟแบบแหง้ ของเมล็ดกาแฟที่ท าการเพาะปลูกในระดบั
ความสูงต ่า(17) ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยที่พบว่าระดับความสูงของพืน้ที่เพาะปลูกมีผลต่อความ
หลากหลายของจุลินทรีย์และยังส่งผลต่อสารประกอบในเมล็ดกาแฟอีกด้วย (18)  และอีกหนึ่ง
งานวิจัยการศึกษาระดับความสูงพืน้ที่เพาะปลูกที่สูงมีความสมัพันธ์ระหว่างจุลินทรียก์ลุ่มฟังไจ
และแบคทีเรียมากกว่าพืน้ที่เพาะปลูกระดับความสูงที่ต  ่าดังนัน้ผูว้ิจัยจึงสนใจการน าหัวเชือ้ยีสต์
แบบผสมใชเ้ป็นหวัเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมกักาแฟเพื่อแกปั้ญหาคณุภาพของเมล็ดกาแฟที่
เพาะปลูกในพืน้ที่ที่ระดับความสูงต ่า ผลการทดลองพบว่าการใช้หัวเชือ้ยีสต์ผสมระหว่าง C. 
parapsilosis CCMA 0544 และ T. delbrueckii CCMA 0684 มีคะแนนจากการชิมสูงที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับการทดลองชุดการหมักแบบอ่ืนๆ และการทดลองควบคุมที่ไม่มีการเติมหัว
เชือ้จลุินทรีย ์และในทกุชดุการทดลองที่มีการเติมหวัเชือ้ C. parapsilosis CCMA 0544 พบว่าช่วย
เพิ่มกลิ่น ถั่ว และอลัมอนด์(19) 

10. การผลิตเอนไซมเ์พกติเนสในการเพ่ิมคุณภาพกล่ินและรสของกาแฟ 
เอนไซมเ์พกติเนสมีความส าคญัเป็นอย่างมากในกระบวนการหมักกาแฟ ซึ่งในปี 2018 มี

งานวิจยัของประเทศเอธิโอเปีย ท าการคดัแยกเชือ้จุลินทรียจ์ากเปลือกกาแฟ โดยพบเชือ้จุลินทรีย์
ทัง้หมด 95 สายพนัธุ ์แบ่งเป็นแอคติโนมยัซีทแบคทีเรีย 21.06% แบคทีเรียทั่วไป 65.26% และฟัง
ไจ 13.68% โดยมีจ านวนเชือ้จุลินทรีย์ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์เพกติเนสเท่ากับ 31.58% จาก
ทัง้หมด โดยผูว้ิจยัไดอ้ธิบายไว้ว่าเนื่องจากบริเวณเปลือกกาแฟมีองคป์ระกอบของ โปรตีน เพกติน 
น า้ตาล และแร่ธาตุต่างๆ ท าใหเ้ชือ้จุลินทรียก์ลุ่ม pectinolytic microorganisms เจริญไดดี้และ
ผลิตเอนไซม์ต่างๆออกมา (9) และนอกจากนี ้ยังมีงานวิจัยที่น าเชื ้อจุลินทรีย์สายพันธุ์  Bacillus 
subtillis สายพันธุ์ Btk27 ที่ท าการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์เพกติเนสมาประยุกต์ใชใ้นการ
ก าจดัเมือกบนเมล็ดกาแฟ โดยน าเชือ้จุลินทรียห์มกัร่วมกับเมล็ดกาแฟเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า
เมือกกาแฟลดลงเมื่อเทียบกบัชุดควบคมุที่ไม่มีการหมกักาแฟรว่มกบัจลุินทรีย์(20) และงานวิจยัในปี 
2019 จากประเทศเกาหลี ไดท้ าการแยกและจดัจ าแนกเชือ้ยีสตจ์ากขัน้ตอนของการหมกักาแฟเพื่อ
ใชเ้ป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมักกาแฟ พบว่าจากเชือ้ทั้งหมด 28 สายพันธุ์ มี 8 สายพันธุ์ที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เพกติเนส ไดแ้ก่ Wickerhamomyces anomalus KNU18Y3, 
Saccharomycopsis fibuligera KNU18Y4, Papiliotrema flavescens KNU18Y5 แ ล ะ 
KNU18Y6, Pichia kudriavzevii KNU18Y7 และ KNU18Y8 และSaccharomyces cerevisiae 
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KNU18Y12 และ KNU18Y13 เมื่อน ามาเพาะเลีย้งในอาหาร coffee pulp media และ synthetic 
pectin media พบว่า S. fibuligera KNU18Y4 และ W. anomalus KNU18Y3 มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์ polygalacturonase และ pectin lyase ซึ่งทั้งสองเอนไซม์จัดอยู่ในกลุ่มของ
เอนไซม์เพกติเนสจึงเหมาะกับการน าไปผลิตเป็นหัวเชื ้อเพื่อใช้ในกระบวนการหมักกาแฟ (3) 

นอกจากนีย้งัมีการศกึษาการคดัแยกและผลิตหวัเชือ้ยีสตเ์พื่อใชใ้นการกระบวนการหมกักาแฟแบบ
เปียกในประเทศบราซิล ปี 2014 โดยจากผลการวิจัยพบว่า Pichia fermentans YC5.2 มี
ความสามารถในการเพิ่มสารระเหย (volatile compound) มากที่สุด เช่น ethyl acetate และ 
isoamyl acetate เป็นต้น เมื่อเปรียบเทียบกับเชื ้อยีสต์อีก 9 สายพันธุ์ที่ท าการทดสอบ และ
นอกจากนีผ้ลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์พกติเนสพบว่า เชือ้ยีสตส์ายพนัธุ์ Saccharomyces 
sp. YC9.15 มีกิจกรรมของเอนไซมม์ากที่สดุ ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงน าเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุด์งักล่าวท าการ
ผลิตเป็นหัวเชือ้ยีสตเ์พื่อใชใ้นกระบวนการหมักกาแฟ โดยด าเนินการหมักแบบเชือ้เด่ียวของ  P. 
fermentans YC5.2 และเชือ้ผสมของ P. fermentans YC5.2 และ Saccharomyces sp. YC9.15 
พบว่าการใชห้ัวเชือ้ที่เป็นเชือ้ผสมสามารถเพิ่มกลิ่นของกาแฟไดดี้กว่าการหมักที่ไม่ไดท้ าการเติม
หวัเชือ้จุลินทรีย ์และผลการจากการชิมพบว่ามีกกลิ่นของผลไม ้เนย และ กลิ่นหมกั ที่เพิ่มมากขึน้
อีกดว้ย(5) 

11. การศึกษาการกลายพันธุเ์ชือ้ยีสต ์
จลุินทรียท์ี่ใชใ้นอตุสาหกรรมมีทัง้จลุินทรียท์ั่วไปที่คดัเลือกมาจากธรรมชาติและจลุินทรียท์ี่

มีการดดัแปลงทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคต่างๆ เพื่อใหไ้ดป้ระสิทธิภาพที่ดียิ่งขึน้ โดยการใชจ้ลุินทรีย์
เหล่านี ้มีความเสี่ยงต ่า และเป็นที่ยอมรับว่าไม่เป็นอัตรายต่อมนุษย์และสิ่ งแวดล้อม ยกเว้น
จุลินทรียท์ี่ใชใ้นอตุสาหกรรมการแพทย ์โดยแนวทางปฏิบติัเพื่อความปลอดภยัทางชีวภาพส าหรบั
การใช้จุลินทรีย์ดัดแปลงพันธุกรรมในสภาพควบคุมเพื่อใช้ในระดับโรงงานต้นแบบและ
อุตสาหกรรมได้อธิบายว่า จุลินทรีย์ที่ เกิดจากเทคนิค mutagenesis ที่ไม่เก่ียวข้องกับการน า
ชิ ้นส่วนดีเอ็นเอหรือยีนจากสิ่งมีชีวิตอ่ืน (non-homologous DNA) ถือว่าไม่จัดเป็นจุลินทรีย์
ดัดแปลงพันธุกรรม หรือ Genetically modified microorganism (GMMs) คือ จุลินทรีย์ที่ถูกตัด
ต่อพันธุกรรมใหต่้างจากเดิมที่ไม่สามารถพบไดต้ามธรรมชาติทั่วไป โดยการกลายพันธุ์ดว้ยการ
ฉายรังสี  และการปฏิบัติทางด้านเคมี  จะไม่ ถือว่า เ ป็น GMMs โดยเชื ้อยีสต์สายพันธุ์  
Wickerhamomyces anomalus เป็นตวัอย่างจุลินทรียท์ี่ใชใ้นอตุสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว ์
ที่ มี ก า รอ้า ง อิ ง จาก  European Food Safety Authority (EFSA) และ  Technical Rules for 
Biological Agents (TRBA) โดยใช้กับงานประ เภท  Good Industrial Large Scale Practice 
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(GILSP) มีการอธิบายว่าเป็นงานที่ใชจ้ลุินทรียท์ี่จดัว่าไม่มีอนัตรายและใชแ้นวทางปฏิบติัที่ดีในการ
ใชจุ้ลินทรียท์ี่ไม่มีอันตรายในระดับโรงงานตน้แบบและอุตสาหกรรม ควรใชร้ะดับสภาพควบคุม
อย่างนอ้ยระดบั GILSP งานที่จดัเป็นงานประเภท GILSP เป็นงานที่ใชจุ้ลินทรียท์ี่ปลอดภยัและมี
ประวัติการใชม้ายาวนาน โดยตัวอย่างจุลินทรียท์ี่อยู่ในประเภท GILSP ไดแ้ก่ Bacillus subtilis, 
Bacillus megaterium, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, 
Streptococcus thermophilus และ Wickerhamomyces anomalus เป็นตน้ ซึ่งการฉายรงัสียูวี 
พบว่า รงัสีประเภทนีม้กัท าใหเ้บสไทมีนจบักนัเองเป็นไทมีนไดเมอร ์ท าใหโ้ครงสรา้งดีเอ็นเอผิดปกติ 
ส่งผลให้กระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอเกิดความผิดพลาด และเกิดการกลายพันธุ์แบบ 
frameshift หรือ point mutation Transition mutation การใชส้ารเคมี EMS เป็นการเปลี่ยนแปลง
ล าคบัคู่เบสในดีเอนเอประเภทเดียวกนั ไดแ้ก่ เปลี่ยนจากเบสพิวรีนเป็นเบสพิวรีน เช่น เปลี่ยนเบส 
อะดีโนซีนเป็นเบสกวานีน เป็นตน้ และเปลี่ยนจากเบสไพริมิดีนเป็นเบสไพริมิดีน เช่น เปลี่ยนเบส 
ไซโทซีน เป็นเบสไทมีน เป็นตน้ เกิดกลายพนัธุ ์Transversion mutation คือการเปลี่ยนแปลงล าคบั
คู่เบสในเอนเอต่างชนิดกนั ไดแ้ก่ เปลี่ยนจากเบสพิวรีนเป็นเบสไพริมิดีน เช่น เปลี่ยนเบสอะดีโนซีน
เป็นเบสไทมีน เป็นตน้ และปลี่ยนจากเบสไพรมิิดีน เป็นเบสพิวรีน เช่น เปลี่ยนเบสไซโทซีน เป็นเบส 
กวานีน เป็นตน้ โดย W. anomalus ถูกน ามาศึกษาเก่ียวกับการกลายพันธุโ์ดยวิธีการฉายรงัสียูวี
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตกลีเซอรอล ผลจากการศึกษาครัง้นีพ้บว่าการผลิตกลีเซอรอล
เพิ่มขึน้ถึง 16.97% (21) แต่อย่างไรก็ตามการใชเ้ทคนิคการกลายพันธุ์ ส  าหรบัใชใ้นกระบวนการ
หมกักาแฟอะราบิกาเพื่อใหไ้ดก้ลิ่นรสที่ดียงัไม่มีการศกึษามาก่อนหนา้นี ้
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บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณแ์ละสารเคมี 
1. เครื่องมือที่ใชใ้นการทดลอง 

ตาราง 3 เครื่องมือที่ใชก้ารทดลอง 

 
 
 

เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง บริษัท 

1. เครื่องชั่งสารเคมี รุน่ EK-i Series 

(Dual range analytical balance) 
AND 

2. ตูป้ลอดเชือ้ รุน่ BBS-DDC 

(Biosafety cabinet: laminar flow) 
BIOBASE 

3. ตูบ้่มเชือ้ รุน่ C1565 

(Incubator) 
Shel-lab 

4. ตูบ้่มเชือ้แบบเขย่าควบคมุอณุหภมูิ รุน่ ZWYR-211C 

(Shaking incubator) 
Labwit 

5. หมอ้นึ่งความดนัไอ รุน่ ES-315 

(Autoclave) 
TOMY 

6. เครื่องวดัพีเอช รุน่ SP-2100 

(pH meter) 
Suntex 

7. เครื่องป่ันเหวี่ยง รุน่ Model 3700 

(High speed centrifuge) 
KUBOTA 

8. อ่างน า้ควบคมุอณุหภมูิ รุ่น WNE 22 

(Water bath) 
Memmert 

9. เครื่องวดัค่าการดดูกลืนแสง รุน่ UV1280 

(UV-visible Spectrophotometer) 
SHIMADZU 

10. เครื่องผสมสารละลาย รุ่น G560E 

(Vortex) 
Scientific Industries 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

 

 2. อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 
ตาราง 4 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง 

เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง บริษัท 

11. กลอ้งจลุทรรศน ์รุน่ E202Ti/LED 

(Light microscope) 
Olympus 

12. ตูฉ้ายรงัสียวูีปลอดเชือ้ 

(Sterile UV box) 
- 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บริษัท ย่ีห้อ 

1. ยีสตส์กดั (Yeast extract) Himedia Laboratories Himedia 

2. มอลตส์กดั (Malt extract) Himedia Laboratories Himedia 

3. เปปโตน (Peptone) Sisco Research 
Laboratories Pvt, Ltd. 

SRL 

5. เพกติน (Pectin) Wako Chemicals USA 
Inc. 

FUJIFILM 

6. ไนโตเจนยีสตเ์บส  
(Nitrogen yeast base) 

Himedia Laboratories Himedia 

7. plate count agar (PCA) Himedia Laboratories Himedia 

8. de Man Rogosa Sharpe (MRS)  Himedia Laboratories Himedia 

9. โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

10. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

11. แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

12. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(NaH2PO4) 

Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

13. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(Na2HPO4) 

Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 
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อาหารเลีย้เชือ้และสารเคมี บริษัท ย่ีห้อ 

14. กลโูคส (Glucose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

15. ฟรุตโตส (Fructose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

16. มอลโตส (Maltose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

17. แมนโนส (Mannose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

18. อะราบิโนส (Arabinose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

19. แลคโตส (Lactose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

20. แรมโนส (Rhamnose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

21. ไซโลส (Xylose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

22. กาแลคโตส (Galactose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

23. ซูโคส (Sucrose) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

24. โซเดียมไนเตรต (NaNO3) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

25. โซเดียมไทโอซลัเฟต  
(Sodium thiosulfate) 

Ajax Finechem Pty, Ltd. Univer 

26. สารละลายไอโอดีน  
(Gram’s iodine solution) 

Wako Chemicals USA 
Inc. 

FUJIFILM 

27. สียอ้ม Lactophenol Cotton Blue - Q RëC™ 

28. สารเอทิลเมทานิซลัโฟเนต  
(Ethyl methanesulphonate: EMS 
reagent) 

Sigma-Aldrich Co. LLC SIGMA-ALDRICH 

29. สารอะซีโตไนไตรล ์ 
(Acetonitrile for HPLC) 

- Q RëC™ 

ตาราง 4 (ต่อ) 
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วิธีการด าเนินงานวิจัย 
1. การศึกษาอัตราการเจริญของ Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

น า W.anomalus YWP1-3 เพาะเลีย้งลงบนอาหาร yeast extract-malt extract agar 
(YMA) (ภาคผนวก ก ขอ้ 2) บ่มที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายเชือ้
ลงในอาหาร yeast extract-malt extract broth (YMB) (ภาคผนวก ก ขอ้ 1) เพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้ บ่ม
ที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
ครบก าหนดปรบัปริมาตรหวัเชือ้ใหม้ีความเขม้ขน้ที่ค่าการดดูกลืนแสง 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 
ถ่ายเชือ้ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร YMB 50 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอย่างทุก 6 
ชั่วโมง และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นน ามาสรา้งกราฟแสดงอัตราการ
เจริญเติบโต ณ ช่วงเวลาต่างๆ และหาค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate; µ) และ
อตัราการเจรญิจ าเพาะสงูสดุ (maximum specific growth rate; µmax) 

2. การกลายพันธุแ์ละการคัดเลือกเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลาย 
2.1 การกลายพันธุด์้วยวิธีการฉายรังสียูวี  

น า W. anomalus YWP1-3 เพาะเลีย้งในอาหาร YMB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใน
หลอดทดลองและบ่มที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้ โดยถ่ายหวัเชือ้ 10 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยปริมาตร หรือเท่ากบัปริมาตร  
5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร YMB 50 มิลลิลิตร เลีย้งเชือ้เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน าน า้เลีย้ง
เชือ้ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ถ่ายลงหลอดเซนทริฟิวจ์และท าการป่ันเหวี่ยงความเร็ว 8,000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 10 นาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ทิง้สว่นใสและลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลาย 
NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และป่ันเหวี่ยง 
ท าซ า้สองครัง้ จากนั้นละลายตะกอนเซลลใ์นสารละลาย สารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 
เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าสารละลาย 10 มิลลิลิตร ถ่ายลงสู่จาน
เพาะเชือ้ที่ปลอดเชือ้และใส่ขดลวดปราศจากเชือ้ขนาด 1 นิว้ วางบนเครื่องกวนภายในตูฉ้ายรงัสียู
วีปลอดเชือ้ (Sterile UV box) ที่มีหลอดยูวี (TOSHIBA UV lamp GL15) โดยวางจานเพาะเชือ้ตัง้
ฉากกับหลอดยูวีห่างจากหลอดยูวี 30 เซนติเมตร และฉายรงัสียูวีเป็นเวลา 2 นาทีจากนั้นเก็บ
ตวัอย่างเพื่อท าการเจือจางและเกลี่ยลงบนอาหาร pectin agar (ภาคผนวก ก ขอ้ 4) เพื่อคดัเลือก
เชือ้พนัธุก์ลาย 
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ภาพประกอบ 5 ฉายรงัสียูวีปลอดเชือ้ (Sterile UV box) 

2.2 การกลายพันธุด์้วยวิธีการใช้สารเคมี  
น า W. anomalus YWP1-3 เพาะเลีย้งในอาหาร YMB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใน

หลอดทดลอง บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้ เมื่อครบก าหนดน าหวัเชือ้ 10 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยปริมาตร หรือ
เท่ากับปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร YMB 50 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากบั 2×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร ดว้ย
น า้กลั่นปราศจากเชือ้ ท าการป่ันเหวี่ยงความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลาย sodium phosphate buffer pH 7 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ้ 3) และเติมสาร Ethyl methanesulphonate (EMS) ที่ความเขม้ขน้ 
20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการบ่มเป็นเวลา 1 ชั่ วโมง ที่ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่า
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เมื่อครบก าหนดหยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย Sodium thiosulfate 
ความเขม้ขน้ 5 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อปรมิาตร ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร และท าการป่ันเหวี่ยงความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที และลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลาย sodium phosphate 
buffer pH 7 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ซ า้สองครัง้ ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยน า้
กลั่นปราศจากเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท าการเจือจาง และเกลี่ยลงบนอาหาร pectin agar เพื่อ
คดัเลือกเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย  

2.3 การคัดเลือกและการทดสอบเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลาย  
โดยคัดเลือกจากคุณสมบัติในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสบนอาหาร pectin 

agar และทดสอบคุณสมบัติดังกล่าวด้วยวิธี Gram’s Iodine assay ท าได้โดยเติมสารละลาย 
Gram’s Iodine (ภาคผนวก ข ขอ้ 1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงจานเพาะเชือ้เป็นเวลา 5 นาที และ
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ลา้งดว้ยน า้กลั่น จากนัน้วัดขนาดโคโลนีและขนาดของบริเวณใสรอบโคโลนี  และท าการคัดเลือก
เชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายจากขนาดบริเวณใสรอบโคโลนีใหญ่กว่าสายพนัธุด์ัง้เดิม โดยเชือ้ยีสตส์าย
พนัธุก์ลายที่คดัเลือกจะถกูน าไปทดสอบ 

3.การศึกษาคุณสมบัติของเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลาย 
3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

น าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลายคดัเลือกจ านวน 6 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ 
UV22-2, UV22-3, UV41-1, UV32-1, UV49-2 และ EMS146 เพาะเลีย้งลงบนอาหาร YMA บ่มที่
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาศึกษารูปร่างลกัษณะตวัเซลล ์ภายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (Light microscope) ที่ก าลงัขยาย 1,000 เท่า และศกึษาลกัษณะโคโลนีของ
เชือ้ยีสตบ์นอาหาร YMA  

3.2 การศึกษาการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสบนอาหาร 
น าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายคดัเลือกทัง้ 6 สายพนัธุ ์และสายพนัธุด์ัง้เดิม เพาะเลีย้ง

ในอาหาร YMB บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหม้ีค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1 โดย
เจือจางดว้ยอาหาร YMB จากนัน้น าเชือ้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร pectin agar ที่
กลางจานเพาะเชือ้และบ่มเป็นเวลา 4 วนั และทดสอบการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสดว้ยวิธี Gram’s 
Iodine assay วิธีดังแสดงในขอ้ 2.3 จากนัน้ท าการวัดขนาดโคโลนีและขนาดของบริเวณใสรอบ
โคโลนี เพื่อใช้ในการค านวณร้อยละดัชนีการย่อยสลายเพกติน (Pectin degradation index ; 
PDI%) โดยมีวิธีค านวน ดงันี ้

รอ้ยละดชันีการย่อยสลายเพกตนิ =
ขนาดของบรเิวณใสรอบโคโลนี (เซนติเมตร) -ขนาดโคโลนี (เซนตเิมตร)

ขนาดของโคโลนี (เซนติเมตร)
×100 

 
3.3 การศึกษาการเจริญของเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลายในอาหารชนิดต่างๆ 

เชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายคัดเลือกทัง้ 6 สายพันธุ์ และสายพันธุ์ดัง้เดิมบนอาหาร 
YMA ที่บ่มอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร YMB เพื่อใชเ้ป็น
หัวเชือ้ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน าหวัเชือ้ปรบัความเขม้ขน้ใหม้ีค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เท่ากบั 
0.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถ่ายเชือ้ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหาร YMB, pectin broth 
(ภาคผนวก ก ข้อ 4) และ mucilage broth (ภาคผนวก ก ข้อ 5) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มที่
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อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเก็บ
ตวัอย่างทุก 6 ชั่วโมง และวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนัน้น ามาสรา้งกราฟแสดง
การเจริญเติบโต ณ ช่วงเวลาต่างๆ และหาค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate; µ) 
และอตัราการเจรญิจ าเพาะสงูสดุ (maximum specific growth rate; µmax) 

3.4 การศึกษากิจกรรมเอนไซมเ์พกติเนส เซลลูเลส และอะไมเลสในอาหาร
เหลว mucilage broth 

3.4.1 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเ์พกติเนส 
ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เพกติเนสด้วยวิ ธี  The dinitrosalicylic acid 

(DNS) method โดยเพาะเลีย้งเชื ้อสายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์กลาย 6 สายพันธุ์ ในอาหาร 
mucilage broth บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างปริมาตร 5 
มิลลิลิตร และป่ันหวี่ยงความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
น าส่วนใสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายเพกตินความเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อ
ปริมาตร ในสารละลาย sodium phosphate buffer pH 7 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบก าหนดเติมสารละลาย DNS 
ปรมิาตร 0.75 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) แลว้น าไปตม้เดือดเป็นเวลา 5 นาที หยดุปฏิกิรยิาดว้ย
การแช่ในน า้แข็งเป็นเวลา 5 นาที วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร แลว้น ามาเทียบกบักราฟ
มาตรฐานกลโูคส โดยก าหนดให ้1 หน่วยยนูิตของเอนไซมเ์พกติเนส หมายถึง ปรมิาณของเอนไซม์
ที่ท าใหเ้กิด 1 ไมโครโมลของน า้ตาลรีดิวซจ์ากการย่อยสบัเสตรท ในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่
ก าหนด ส าหรบัการค านวณกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ วิเคราะหป์ริมาณโปรตีนในสารละลาย
เอนไซม์ด้วยวิธี Lowry method โดยน าเอนไซม์ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และสารละลาย NaOH 
ความเขม้ขน้ 2 นอรม์อล ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอดทดลองและน าไปตม้ในน า้
เดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตั้งทิง้ไว้ให้เย็นและเติม 1 มิลลิลิตรของสารละลาย complex-
forming reagent (ภาคผนวก ข ขอ้ 4) ตั้งทิง้ไว ้10 นาที เมื่อครบก าหนดเติมสาร Folin reagent 
ปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตร และตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร แลว้
น าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานโปรตีน (Bovine serum albumin: BSA) สรา้งกราฟมาตรฐาน
โดยค่าการดูดกลืนแสง 750 นาโนเมตรกับความเข้มข้นของโบวินซีรัมอัลบูมินและ วิเคราะห์
ปรมิาณโปรตีนในตวัอย่างเอนไซม ์
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3.4.2 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
ศกึษากิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลเูลสดว้ยวิธี DNS method โดยเพาะเลีย้งเชือ้

สายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์กลาย 6 สายพันธุ์ ในอาหาร mucilage broth บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตวัอย่างปรมิาตร 5 มิลลิลิตร และป่ันหวี่ยงความเรว็ 8,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส น าสว่นใสปรมิาตร 0.5 มิลลิลิตรผสมกบั
สารละลาย Carboxymethylcellulose (CMC) ความเขม้ขน้ 0.5 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อปริมาตร 
ในสารละลาย sodium phosphate buffer pH 7 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
บ่มที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบก าหนดเติมสารละลาย DNS ปรมิาตร 
0.75 มิลลิลิตร แลว้น าไปตม้เดือดเป็นเวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ยการแช่ในน า้แข็งเป็นเวลา  
5 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร แลว้น ามาเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส โดย
ก าหนดให ้1 หน่วยยนูิตของเอนไซมเ์ซลลเูลส หมายถึง ปรมิาณของเอนไซมท์ี่ท าใหเ้กิด 1 ไมโครโม
ลของน า้ตาลรีดิวซจ์ากการย่อยสบัเสตรท ในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่ก าหนด และวิเคราะห์
ปรมิาณโปรตีนในตวัอย่างเอนไซมด์งัวิธีขา้งตน้ 

3.4.3 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสด้วยวิธี  DNS method โดยท าการ

เพาะเลีย้งเชือ้สายพันธุ์ดัง้เดิม และสายพันธุ์กลาย 6 สายพันธุ์ ในอาหาร mucilage broth บ่มที่
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตวัอย่าง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และป่ันหวี่ยงความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส น าสว่นใสปรมิาตร 0.5 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลาย soluble starch ความเขม้ขน้ 
0.5 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อปริมาตร ในสารละลาย sodium phosphate buffer pH 7 ความเขม้ขน้ 
0.1 โมลาร ์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบ
ก าหนดเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร แล้วน าไปต้มเดือดเป็นเวลา 5 นาที  
หยุดปฏิกิริยาดว้ยการแช่ในน า้แข็งเป็นเวลา 5 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร แลว้
น ามาเทียบกบักราฟมาตรฐานกลโูคส โดยก าหนดให้ 1 หน่วยยูนิตของเอนไซมอ์ะไมเลส หมายถึง 
ปริมาณของเอนไซมท์ี่ท าใหเ้กิด 1 ไมโครโมลของน า้ตาลรีดิวซจ์ากการย่อยสับเสตรท ในเวลา 1 
นาที ภายใตส้ภาวะที่ก าหนด และวิเคราะหป์รมิาณโปรตีนในตวัอย่างเอนไซมด์งัวิธีขา้งตน้ 
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3.5 การศึกษาความสามารถในการใช้น ้าตาลชนิดต่างๆ 
น าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายคดัเลือกทัง้ 6 สายพนัธุ ์และสายพนัธุด์ัง้เดิมเพาะเลีย้ง

ในอาหาร Nitrogen yeast base (YNB) ที่ประกอบดว้ยน า้ตาลกลโูคส ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซ็นต์
โดยมวลต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก ข้อ 6.1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 24 ชั่ วโมง ณ 
อณุหภูมิหอ้ง จากนัน้ถ่ายหวัเลีย้งเชือ้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหาร YNB ที่ประกอบดว้ย
น ้าตาลชนิดต่างๆที่ความเข้มข้น 0.5 เปอรเ์ซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร  (ภาคผนวก ก ข้อ 6.2) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยท าการทดสอบน า้ตาลทัง้หมด 10 ชนิด ไดแ้ก่ กลโูคส ฟรุกโตส มอลโทส 
แมนโนส อะราบิโนส แลคโตส แรมโนส ไซโลส กาแลคโตส และซูโครส  บ่มเป็นเวลา24-48 ชั่วโมง 
ณ อณุหภูมิหอ้ง เมื่อครบก าหนดท าการวดัการเจริญของเชือ้ดว้ยการวัดค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 
นาโนเมตร 

4. กระบวนการหมักกาแฟด้วยหัวเชือ้ยีสตพั์นธุก์ลาย 
4.1 การเตรียมหัวเชือ้ส าหรับการหมักกาแฟ 

น าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายคดัเลือกทัง้ 6 สายพนัธุ ์และสายพนัธุด์ัง้เดิมเพาะเลีย้ง
เชือ้ในอาหาร YMA บ่มที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร YMB บน
เครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บเซลลโ์ดยการป่ัน
เหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาที เทสว่นใสทิง้และน าส่วนตะกอนเซลลไ์ปใช้
เป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกักาแฟต่อไป 

4.2 การทดสอบการใช้หัวเชือ้จุลินทรียใ์นกระบวนการหมักกาแฟ 
น าหวัเชือ้จลุินทรียท์ี่เตรียมไวม้าท าการหมกัเมล็ดกาแฟ โดยออกแบบการทดลอง

ดงันี ้
• เติมหวัเชือ้ยีสตท์ี่สายพนัธุก์ลาย 6 สายพนัธุ ์
• เติมหวัเชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิม 
• การทดลองควบคมุโดยการไม่เติมหวัเชือ้จลุินทรีย ์(natural fermentation) 

ท าการถ่ายเชื ้อที่ เตรียมไว้ตามการออกแบบการทดลองที่ความเข้มข้น 10 
เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวล ลงในถงัพลาสติกขนาด 10 ลิตร ที่มีการเติมเมล็ดกาแฟอะราบิกาที่ปอกเปลือก
แลว้จ านวน 7 กิโลกรมั เติมน า้ใหท้่วมเมล็ดกาแฟ 6 ลิตร กวนผสมใหห้วัเชือ้ น า้ และเมล็ดกาแฟ
ผสมใหเ้ขา้กนั ตัง้ไวท้ี่อณุหภูมิหอ้ง ณ วิสาหกิจชุมชน ต.เทพเสด็จ อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม่ เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ทุก 6 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน า้หมักกาแฟ 3 จุด โดยเก็บตัวอย่างบริเวณตรงกลาง
ของชัน้น า้ของถงัหมกั เพื่อใชใ้นการทดสอบต่อไป  



  

 
 

34 

4.3 การเก็บเกี่ยวเมล็ดกาแฟหลังจากการหมักและการคั่วกาแฟ 
เมื่อครบก าหนดเวลาเทน า้ที่ใชห้มักเมล็ดกาแฟทิง้และเก็บเมล็ดกาแฟมาท าให้

แหง้ โดยตากแดดใหม้ีระดับความชืน้เท่ากับ 10-12% เมื่อไดร้ะดับความชืน้ที่เหมาะสม ท าการ
กระเทาะเปลือก และน าไปคั่วที่อณุหภูมิ 240 องศาฟาเรนไฮต ์โดยมีค่าสีประมาณ 55-65 Agtron 
เป็นระยะเวลา 9-10 นาที ตามวิธีการมาตรฐานของ SCAA cupping protocol จากนั้นน าไป
ตรวจสอบคณุภาพการชิมโดย Q-Arabica grader และวิเคราะหด์ว้ยวิธีการทางเคมีต่อไป 

5. การวิเคราะหก์ารเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรีย ์และชีวเคมีของกระบวนการ
หมักกาแฟอะราบิกา 

5.1 การวัดค่าพีเอช ค่าปริมาณของแข็งที่ละลายได้ และค่าบริกซ ์
เก็บตัวอย่างน า้หมักกาแฟ 5 มิลลิลิตร ทุก 6 ชั่วโมง น ามาวัดค่าบริกซ ์ (ºBrix) 

ดว้ยเครื่อง Refractometer วดัค่าปรมิาณของแข็งที่ละลายได ้(Total dissolved solids; TDS) ดว้ย
เครื่องวดั TDS Meter และวดัค่าพีเอชดว้ยเครื่องวดัค่า pH Meter 

5.2 การนับจ านวนจุลินทรียก์่อนและหลังกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟ 
น าตวัอย่างน า้หมักกาแฟมาเจือจางในสารละลาย Normal saline ความเขม้ขน้ 

0.85 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยมวลต่อปรมิาตร ใหไ้ดร้ะดบัการเจือจางเท่ากบั 10-1-10-8 จากนัน้ท าการหยดลง
บนอาหารปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยอาหาร YMA ใชส้  าหรบันับจ านวนเชือ้ยีสต ์อาหาร plate 
count agar (PCA) (ภาคผนวก ก ข้อ7) ใช้ส  าหรับนับจุลินทรีย์รวมทั้งหมด บ่มที่อุณหภูมิห้อง
เท่ากับ 25-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24- 48 ชั่ วโมง และอาหาร de Man Rogosa Sharpe 
(MRS) agar (ภาคผนวก ก ขอ้ 8) ใชส้  าหรบันับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติก บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส สภาวะไรอ้ากาศ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

5.3 การวิเคราะหช์นิดและปริมาณน ้าตาลในน ้าหมักเมล็ดกาแฟ 
น าตัวอย่างน า้หมักกาแฟมาวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณของน า้ตาล 10 ชนิด 

ไดแ้ก่ กลโูคส ฟรุกโตส มอลโทส แมนโนส อะราบิโนส แลคโตส แรมโนส ไซโลส กาแลคโตส และ
ซูโครส โดยน าตวัอย่างน า้หมกักาแฟปริมาตร 1 มิลลิลิตร กรองผ่านจุกกรองที่มีขนาดรูพรุนเท่ากบั 
0.22 ไมโครเมตรใส่ใน vial ที่ ใช้ส  าหรับเครื่อง  High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ในระบบ reversed phase และใช้
คอลมันช์นิด High Performance Carbohydrate Column (WAT044355) ยี่หอ้ Waters ขนาด 4.6 
× 250 มิลลิเมตร โดยมีสารละลายตัวพาประกอบดว้ย สารละลายที่มีอัตราส่วนของ acetonitrile 
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ในน า้กลั่นเท่ากับ 25 ต่อ 75 รอ้ยละโดยปริมาตร อัตราการไหลของสารละลายตัวพา 1 มิลลิลิตร
ต่อนาที ตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 195 นาโนเมตร ปริมาตรที่ฉีดสารละลาย 10 ไมโครลิตร ใชเ้วลา
ในการทดสอบ 15 นาท ีและอณุหภมูิของคอลมัน ์30 องศาเซลเซียส 

5.4 การวิเคราะหส์าร volatile compound ในเมล็ดกาแฟคั่ว 
ท าการวิเคราะหส์าร volatile compound ในเมล็ดกาแฟคั่วทัง้ 3 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ 

ตัวอย่างเมล็ดกาแฟคั่วที่หมักร่วมกับหัวเชือ้ยีสต ์ไดแ้ก่ เชือ้สายพันธุ์ดัง้เดิม และสายพันธุ์กลาย 
UV22-2 โดยเปรียบเทียบกับกาแฟคั่วที่ไม่ไดเ้ติมเชือ้ในกระบวนการหมัก และกาแฟทางการคา้  
โดยใช้ เค รื่ อ ง  Headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) ที่ เ ชื่ อม ต่อกับ  gas 
chromatography–mass spectrometry (GC-MS) โดยเตรียมตวัอย่างเมล็ดกาแฟคั่วท าใหเ้ป็นผง
ดว้ยเครื่องบดเย็น (CryoMill) และน าผงกาแฟที่ไดป้ริมาณ 1 กรมัใส่ขวดที่มีฝาปิดสนิทท าการ
วิเคราะห์ volatile compound โดยเปรียบเทียบ volatile compound ที่ไดจ้ากการหมักในแต่ละ
สภาวะ 

6. การประเมินคุณภาพของเมล็ดกาแฟคั่วด้วยการทดสอบประสาทสัมผัส 
ท าการประเมินรสชาติของกาแฟที่ท าการคั่วและบดละเอียด ภายใน 24 ชั่ วโมง 

หลังจากการคั่ว โดยแช่น า้ที่อุณหภูมิ 92-94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที จากนั้นชิมโดย  
Q- Arabica grader จ านวน 3 ท่าน ที่ไดร้บัใบรบัรองจากสถาบัน coffee quality institute (CQI) 
เพื่อประเมินรสชาติของกาแฟแต่ละชนิดที่ท าการทดลอง ท าการประเมินในดา้นความหวาน ความ
เปรีย้ว ความสะอาด ความสมดุล ความคงคา้งของกาแฟหลงัจากการด่ืม เนือ้สมัผัส และความ
เหมือนกนัของรสชาติ ในแต่ละถว้ยตวัอย่าง  

7. การศึกษาล าดับดีเอ็นเอทัง้หมดของยีสตส์ายพันธุก์ลายทีม่ีศักยภาพในการหมัก
กาแฟอะราบิกา 

ท าการศกึษาล าดบัดีเอ็นเอทัง้หมด (whole genome sequencing) ของเชือ้ยีสตส์าย
พันธุ์กลาย  UV22-2 ที่ มีศักยภาพในการหมักกาแฟ  โดยการใช้เทคนิค next generation 
sequencing น าขอ้มูลเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดั้งเดิมของเชือ้ยีสตท์ี่ใช้เป็นหัวเชื ้อในการหมัก
กาแฟอะราบิกา ขัน้ตอนในการสกัด genomic DNA น าโคโลนียีสตส์ายพันธุ์กลายและสายพันธุ์
ดัง้เดิม 1 ลูป ละลายใน lysis buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และน าไปตม้ในน า้เดือดเป็นเวลา 
15 นาที เมื่อครบก าหนดเติมสารละลาย potassium acetate pH 7.5 ความเข้มข้น 2.5 โมลาร ์
ผสมใหเ้ขา้กนั และแช่ในน า้แข็ง 1 ชั่วโมง เก็บสว่นของเหลวท าการป่ันเหวี่ยงความเรว็ 13,000 รอบ
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ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เติมสารละลาย Chlofrom:Isoamyl alcohol 
ที่อตัราสว่น 24:1 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร โดยท าซ า้สองรอบ จากนัน้เติม isopropanol ที่เย็น ปรมิาตร 
1 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไวท้ี่อณุภมูิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เมื่อครบก าหนดน าไปป่ันเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 14,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 นาที ทิง้ส่วนใสและลา้งตะกอนดีเอ็นเอด้วย
สารละลาย ethanol ความเขม้ขน้ 70 เปอรเ์ซ็นต์โดยปริมาตร ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท าการล้างซ า้อีกครั้งด้วยสารละลาย ethanol ความเข้มข้น 90 
เปอรเ์ซ็นตโ์ดยปริมาตร จากนั้นตั้งทิง้ไวใ้หแ้หง้และละลายตะกอนดีเอ็นเอบริสุทธิ์ด้วยน า้กลั่น
ปราศจากเชือ้ปริมาตร 20-30 ไมโครลิตร โดยตวัอย่าง genomic DNA ท าการตรวจสอบคุณภาพ
โดย gel electrophoresis และวัดปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน 
(Nano drop) ก่อนน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเทคนิค next generation sequencing 

8. การวิเคราะหข์้อมูลทางสถิติ 
การวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉลี่ยในชุดข้อมูลโดยใช้การวิเคราะห์ความ

แปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) พรอ้มทัง้จัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างซึ่งท า
การทดสอบหลังการวิเคราะห์ (post hoc test) โดยใช้สถิติ Least -Significant Different (LSD) 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p-value<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS Statistics 24 (2016)   
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

1. การศึกษาอัตราการเจริญ ลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนี และลักษณะสัณฐานวิทยา
เซลลภ์ายใต้กล้องจุลทรรศนข์องเชือ้ Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 

W. anomalus YWP1-3 เป็นสายพนัธุด์ัง้เดิมที่แยกมาจากกระบวนการหมกักาแฟ ณ ดอย
ผาตัง้ อ าเภอเวียงแก่น จังหวัดเชียงราย ซึ่งมีคุณสมบติัในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนส จึงน ามาใช้
เป็นสายพนัธุด์ัง้เดิมในการศึกษาการกลายพนัธุใ์นงานวิจยันี ้ท าการเลีย้งเชือ้ในอาหาร  YMB เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง และวดัการเจริญของเชือ้ดว้ยการวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากผล
การทดลองพบว่า ช่วงระยะเวลา 0-6 ชั่ วโมง เป็นการเจริญของเชื ้อในช่วง lag phase ช่วง
ระยะเวลา 6-54 ชั่วโมง เป็นการเจรญิของเชือ้ในช่วง log phase ช่วงระยะเวลาหลงัจาก 54 ชั่วโมง 
เป็นการเจริญของเชือ้ในช่วง stationary phase แสดงดงัภาพประกอบ 6 โดยสายพนัธุ ์YWP1-3 มี
อตัราการเจรญิจ าเพาะสงูสดุในช่วงเวลา 6-12 ชั่วโมง เท่ากบั 0.51 ต่อชั่วโมง 

 

 

ภาพประกอบ 6 การเจรญิของ W. anomalus YWP1-3 สายพนัธุด์ัง้เดิม ในอาหาร YMB ที่
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
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จากการคึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของโคโลนี W. anomalus YWP1-3 ที่เพาะเลีย้งบน
อาหาร YMA เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่ามีลกัษณะดังนี ้โคโลนีขนาดปานกลาง สีครีม เนือ้สมัผัส
เรียบ รูปทรงกลม ลกัษณะโคง้นูนเล็กนอ้ย ขอบเรียบ ผิวหนา้ขรุขระ แสดงดังภาพประกอบ 7(ก) 
และจากการศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์พบว่ามีลักษณะทรงรี มีการแบ่งเซลลแ์บบแตกหน่อ 
แสดงดงัภาพประกอบ 7(ข) 

      

ภาพประกอบ 7 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของโคโลนีของ W. anomalus YWP1-3 บนอาหาร YMA 
(ก) และภาพลกัษณะสณัฐานเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์ที่ก าลงัขยาย 1000 เท่า (ข) 

  

1000 X 

(ก) (ข) 
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2. การกลายพันธุ ์W. anomalus YWP1-3 ด้วยการฉายรังสียูวีและการใช้สารเคมี 
จากการกลายพันธุ์ W. anomalus YWP1-3 ดว้ยวิธีการกลายพันธุ์ 2 วิธี คือ การกลาย

พนัธุด์ว้ยการฉายรงัสียวูี และการใชส้ารเคมี EMS  
การกลายพนัธุด์ว้ยวิธีการฉายรงัสียูวี เป็นเวลา 120 วินาที และเก็บตวัอย่างทุก 30 วินาที 

เพื่อหารอ้ยละอัตราการรอดชีวิตและอัตราการตาย จากนั้นคัดเลือกเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนส โดยคัดเลือกจากความสามารถในการสรา้งเอนไซม์
เพกติเนสบนอาหาร pectin agar จากผลการทดลองพบว่า การฉายรงัสียูวีเป็นเวลา 120 วินาที  
มีอตัราการรอดชีวิตอยู่ที่ 0.02% แสดงดงัภาพประกอบ 8(ก) น ายีสตท์ี่ไดจ้ากอตัราการรอดชีวิตนี ้
ไปใชใ้นการคดัเลือกเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลาย ซึ่งจากการคดัเลือกขัน้ปฐมภูมินีส้ามารถคดัเลือกสาย
พนัธุก์ลายไดท้ัง้หมด 167สายพนัธุ ์ 

การกลายพนัธุด์ว้ยวิธีการใชส้ารเคมี ท าโดยการบ่มสารเคมี EMS ร่วมกบั W. anomalus 
YWP1-3 เป็นเวลา 60 นาที และเก็บตัวอย่างทุก 10 นาที เพื่อหารอ้ยละอัตราการรอดชีวิตและ
อัตราการตาย โดยคัดเลือกจากความสามารถในการสรา้งเอนไซมเ์พกติเนสบนอาหาร pectin 
agar จากผลการทดลองพบว่า การบ่มสารเคมี EMS ร่วมกับเชือ้ยีสตเ์ป็นเวลา 60 นาที ทีมีอัตรา
การรอดชีวิตเท่ากบั 20 เปอรเ์ซ็นต ์แสดงดงัภาพประกอบ 8(ข) น ายีสตท์ี่ไดจ้ากอตัราการรอดชีวิต
นีไ้ปใชใ้นการคัดเลือกเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลาย ซึ่งจากการคัดเลือกขัน้ปฐมภูมินีส้ามารถคัดเลือก
สายพนัธุก์ลายไดท้ัง้หมด 38 สายพนัธุ ์ 

จากผลการทดลองการกลายพันธุท์ัง้ 2 วิธีขา้งตน้พบว่า เชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายจากการ
ฉายรงัสียูวีจ  านวนทัง้หมด 167 สายพันธุ์ คัดเลือกน าไปศึกษาต่อ 5 สายพันธุ์ แสดงดังตาราง 5
ไดแ้ก่ UV22-2, UV22-3, UV41-1, UV32-1 และ UV49-2 และจากการใชส้ารเคมี EMS พบว่าได้
เชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายจ านวนทัง้หมด 38 สายพนัธุ ์คดัเลือกน าไปศึกษาต่อ 1 สายพนัธุ ์แสดงดงั
ตาราง 5 ไดแ้ก่ EMS146 โดยเชือ้ยีสตท์ี่ถูกคดัเลือกทัง้ 6 สายพนัธุ ์นัน้มีความสามารถในการสรา้ง
เอนไซมเ์พกติเนสบนอาหาร pectin agar ไดสู้งกว่าสายพันธุ์ดัง้เดิม โดยมีค่า %PDI โดยมีค่าอยู่
ในช่วง 33.0 – 49.1% ยีสตส์ายพนัธุก์ลายทัง้ 6 สายพนัธุ ์ถูกน าไปศึกษาคณุสมบติัอ่ืนๆ เพื่อใชใ้น
กระบวนการหมกักาแฟต่อไป 
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ภาพประกอบ 8 การรอดชีวิตและการตายของ W. anomalus YWP1-3 หลงัการกลายพนัธุด์ว้ย
การฉายรงัสียวูี (ก) และการใชส้าเคมี EMS (ข) 
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ตาราง 5 ตารางแสดงจ านวนเชือ้หลงัการกลายพนัธุ์ 

วิธีการกลายพันธุ ์ จ านวนเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์
กลาย 

จ านวนเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์
กลายทีถู่กคัดเลือก 

การฉายรงัสียวูี 167 5 

การใชส้ารเคมี EMS 38 1 

3. การศึกษาคุณสมบัติของเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลายเพ่ือใช้เป็นหัวเชือ้ในกระบวนการหมัก
กาแฟอะราบิกาทีม่ีศักยภาพ 

3.1 การเปรียบเทยีบลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนี และลักษณะสัณฐานวิทยา
ของเซลลภ์ายใต้กล้องจุลทรรศนข์องเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลาย 

การคึกษาลักษณะโคโลนีของเชือ้ยีสต์สายพันธุ์กลายแสดงดังตารางที่  6 ท าการ
เพาะเลีย้งยีสตแ์ต่ละสายพนัธุ์บนอาหาร YMA เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ผลการทดลองพบว่าลกัษณะของโคโลนีของสายพนัธุ ์UV22-2, UV22-3 และ UV32-1 มีลกัษณะ
ดงันี ้ขนาดโคโลนีขนาดปานกลาง สีครีม เนือ้สมัผสัเรียบ รูปทรงกลม ลกัษณะโคง้นนูเล็กนอ้ย ขอบ
เรียบ ผิวหนา้เรียบ และจากการศึกษาภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนรู์ปรา่งเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์มี
ลกัษณะทรงรี มีการแบ่งเซลลแ์บบแตกหน่อ ลกัษณะโคโลนีของสายพันธุ์ UV41-1, UV49-2 และ 
EMS146 มีดังนี ้ขนาดโคโลนีขนาดกลาง สีครีม เนือ้สัมผัสเรียบ รูปทรงกลม ลักษณะโค้งนูน
เล็กน้อย ขอบเรียบ ผิวหน้าขรุขระ และจากการศึกษาภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์รูปร่างของเซลล์
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์โดยมีลกัษณะทรงรี มีการแบ่งเซลลแ์บบแตกหน่อ จากการทดลองพบว่า 
สายพันธุ์กลาย มีลักษณะสัณฐานวิทยาต่างจากสายพันธุ์ดั้งเดิม อาทิเช่น สายพันธุ์ UV22-2 
UV22-3 และ UV32-1 มีผิวหนา้เรียบต่างจากสายพันธุ์ดัง้เดิมที่มีผิวหนา้ขรุขระ แสดงดงัตาราง 6 
และภาพประกอบ 9  
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ตาราง 6 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของโคโลนี และลกัษณะสณัฐานวิทยาเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์
ของเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายเปรียบเทียบกบัสายพนัธุด์ัง้เดิม 

คุณลักษณะ 
สายพันธุย์ีสต ์

สายพันธุ์
ดั้งเดิม 

UV22-2 UV22-3 UV41-1 UV32-1 UV49-2 EMS146 

ขนาดโคโลนี กลาง กลาง กลาง กลาง กลาง กลาง กลาง 
สี ครีม ครีม ครีม ครีม ครีม ครีม ครีม 

เนือ้สัมผัส เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ 
ความสูง โคง้นนู โคง้นนู โคง้นนู โคง้นนู โคง้นนู โคง้นนู โคง้นนู 
รูปร่าง กลม กลม กลม กลม กลม กลม กลม 
ขอบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ 

ผิวหน้า ขรุขระ เรียบ เรียบ ขรุขระ เรียบ ขรุขระ ขรุขระ 
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ภาพประกอบ 9 ภาพลกัษณะสณัฐานเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์ที่ก าลงัขยาย 1000 เท่า ของ
เชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิม และสายพนัธุก์ลาย 6 สายพนัธุ ์  

wild-type UV22-2 UV22-3 

UV41-1 UV32-1 UV49-2 

EMS156 
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3.2 การศึกษาอัตราการเจริญของเชือ้ยีสตส์ายพันธุก์ลายในอาหาร YMB, pectin 
broth และ mucilage broth 

จากศึกษาการเจริญของเชือ้ในอาหารต่างชนิดกัน ไดแ้ก่ YMB , pectin broth และ 
mucilage broth เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และวัดการเจริญของเชือ้ดว้ยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร จากผลการทดลองพบว่า อัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุดในช่วงเวลา 6-12 ชั่วโมง 
ของเชือ้ยีสต์สายพันธุ์ดั้งเดิมและสายพันธุ์กลายทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ได้แก่ UV22-2, UV22-3, 
UV41-1, UV32-1, UV49-1 และ EMS146 ในอาหาร YMB เท่ากับ 0.51, 0.59, 0.59, 0.53, 0.54, 
0.54 และ 0.52 ต่อชั่วโมง ตามล าดบั แสดงดงัภาพประกอบ 10(ก) ในอาหาร pectin broth อตัรา
การเจริญจ าเพาะสงูสดุในช่วงเวลา 6-12 ชั่วโมง ของเชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุ์กลาย
ทัง้หมด 6 สายพันธุ์ เท่ากับ 0.56, 0.51, 0.52, 0.57, 0.50, 0.54 และ 0.55 ต่อชั่วโมง ตามล าดับ 
แสดงดังภาพประกอบ 10(ข) และในอาหาร mucilage broth อัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุดใน
ช่วงเวลา 18-24 ชั่วโมง ของเชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลายทัง้หมด 6 สายพนัธุ ์เท่ากบั 
0.47, 0.49, 0.47, 0.46, 0.47, 0.45 และ 0.44 ต่อชั่วโมง ตามล าดบั แสดงดงัภาพประกอบ 10(ค) 
จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่าเชือ้ยีสตท์ุกสายพนัธุเ์จริญไดดี้ในอาหาร YMB ในขณะที่การเจริญ
ในอาหาร pectin broth และ mucilage broth นอ้ยกว่า นอกจากนีย้ังพบว่า UV22-2 มีอัตราการ
เจริญจ าเพาะสงูสดุในอาหาร YMB และ mucilage broth และ UV41-1 มีอตัราการเจริญจ าเพาะ
สงูสดุในอาหาร pectin broth  
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ภาพประกอบ 10 กราฟการเจรญิของ W. anomalus YWP1-3 สายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลาย 
6 สายพนัธุใ์นอาหาร YMB (ก) pectin broth (ข) และ mucilage broth (ค) เมื่อท าการบ่มที่ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 รอบต่อนาที 
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3.3 การศึกษาการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสบนอาหาร 
จากการทดสอบคณุสมบติัในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสของเชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิม

และสายพนัธุก์ลายบนอาหาร pectin agar เป็นเวลา 4 วนัพบว่า ผลรอ้ยละดชันีการย่อยเพกตินข
องสายพันธุ์กลายทั้ง 6 สายพันธุ์ มีรอ้ยละดัชนีการย่อยเพกตินมากกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมอย่างมี
นัยส าคัญ สายพันธุ์ดั้งเดิมมีค่า%PDI เท่ากับ 22.3% และ UV22-2 มีค่าสูงที่สุดเท่ากับ 50.2% 
และเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายอ่ืนๆมีค่า %PDI อยู่ในช่วง 33.0 – 49.1% (ภาพประกอบ 11) 

 

ภาพประกอบ 11 การเปรียบเทียบรอ้ยละดชันีการย่อยเพกติน ของ W. anomalus YWP1-3 สาย
พนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลาย 6 สายพนัธุบ์นอาหาร pectin agar ที่ท าการบ่มเป็นเวลา 4 วนั 
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
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3.4 การศึกษากิจกรรมเอนไซม ์เซลลูเลส อะไมเลส และเพกติเนส ในอาหาร 
mucilage broth 

การศึกษาคุณสมบติัของยีสตใ์นการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส และเพกติเนส 
ท าไดโ้ดยเพาะเลีย้งเชือ้ยีสต์ในอาหาร mucilage broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที จากนั้นน าเอนไซมท์ี่ไดม้าวัดกิจกรรมของ
เอนไซมด์ว้ยวิธี DNS method และหาค่าปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Bradford Protein Assay เพื่อใช้
ในการค านวณหากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์พบว่าที่ 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้ ผลของกิจกรรม
เอนไซมแ์ละกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลเูลส สายพนัธุด์ัง้เดิมและเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายไม่
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั ยกเวน้สายพนัธุ ์UV41-1 ที่สามารถผลิตเอนไซมไ์ดน้อ้ยกว่าสายพนัธุ์
ดัง้เดิมอย่างมีนยัส าคญั ซึ่งกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลเูลสของ UV41-1 เท่ากบั 152.88 U/mL และสาย
พนัธุด์ัง้เดิม 180.24 U/mL เมื่อพิจารณาผลของการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและกิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซม์อะไมเลส พบว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมและเชื ้อยีสต์สายพันธุ์กลายไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ ยกเวน้สายพันธุ์ UV49-2 และ EMS146 ที่สามารถผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสได้น้อยกว่า
สายพนัธุด์ัง้เดิมอย่างมีนัยส าคญั โดยกิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสของ UV49-2 และ EMS146 มีค่า
เท่ากบั 363.72 และ 365.24 U/mL ตามล าดบั ในขณะที่สายพนัธุด์ัง้เดิมมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์
เท่ากับ 282.01 U/mL นอกจากนีพ้บว่าผลการวัดกิจกรรมของเอนไซมแ์ละกิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซม์เพกติเนสของเชือ้ยีสต์สายพันธุ์กลายทั้ง  6 สายพันธุ์ สูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมอย่างมี
นัยส าคัญ โดย UV32-1 มีค่าสูงที่สุดเท่ากับ 415.88 U/mL สายพันธุ์ UV22-2, UV22-3, UV41-1, 
UV49-2 และ  EMS149 มี ค่ า เท่ ากับ  332.32, 349.49, 387.79, 363.72 และ  354.24 U/mL 
ตามล าดบั โดยสายพนัธุด์ัง้เดิมมีค่าเท่ากบั 282.01 U/mL (ภาพประกอบ 12 และ 13) 
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ภาพประกอบ 12 กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลเูลส อะไมเลส และเพกติเนส ของ W. anomalus 
YWP1-3 สายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลาย 6 สายพนัธุเ์มื่อเพาะเลีย้งในอาหาร mucilage broth 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 รอบต่อนาที 

 

ภาพประกอบ 13 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลเูลส อะไมเลส และเพกติเนส ของ  
W. anomalus YWP1-3 สายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลาย 6 สายพนัธุเ์มื่อเพาะเลีย้งในอาหาร 
mucilage broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 
รอบต่อนาที 
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3.5 การศึกษาความสามารถในการใช้น ้าตาลชนิดต่างๆ 
จากการศกึษาการเจรญิของเชือ้สายพนัธุด์ัง้เดิมและสายพนัธุก์ลายทัง้ 6 สายพนัธุใ์น

อาหารท่ีมีการเติมน า้ตาลต่างชนิดกนั 10 ชนิด เพาะเลีย้งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง และวดัการเจรญิของ
เชือ้ด้วยการวัดความขุ่น ที่ค่าการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร พบว่าเชือ้สายพันธุ์กลายทั้ง 6  
สายพันธุ์มีการเจริญนอ้ยกว่าสายพนัธุ์ดัง้เดิมอย่างมีนัยส าคัญในน า้ตาลมอลโตส การเจริญของ
เชือ้ในอาหาร NYB ที่มีน า้ตาลอะราบิโนส ไซโลส และกาแลคโตส พบว่าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายทุก
สายพนัธุม์ีการเจรญิสงูกว่าสายพนัธุด์ัง้เดิมอย่างมีนยัส าคญั นอกจากนีก้ารเจรญิของเชือ้ในอาหาร
ที่มีน า้ตาลแลคโตส เชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายทุกสายพนัธุม์ีการเจริญสงูกว่าสายพนัธุ์ดัง้เดิมยกเวน้
สายพันธุ์ UV49-2 ที่ไม่แตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดัง้เดิมอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี ้
UV22-2 สามารถใชน้ า้ตาลไดห้ลากหลายชนิด ไดแ้ก่ น า้ตาลอะราบิโนส แลคโตส แรมโนส ไซโลส 
และกาแลคโตส โดยมีการเจรญิสงูกว่าสายพนัธุด์ัง้เดิมอย่างมีนยัส าคญั แสดงดงัภาพประกอบ 14
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4. การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีของกระบวนการหมักกาแฟอะราบิกา 
จากการศึกษาการใชห้วัเชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิมละและสายพนัธุก์ลายทัง้ 6 สายพนัธุ ์ใน

การหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกา และวดัค่าพารามิเตอรต่์างๆ ไดแ้ก่ ค่าพีเอช  (pH) ปริมาณของแข็ง
ละลายน า้ (TDS) และบริกซ ์(°Brix) พบว่าค่าต่างๆมีการเปลี่ยนแปลงที่แตกต่างกนั โดยค่า pH มี
แนวโน้มลดลง เริ่มต้นกระบวนการหมักมีค่าเท่ากับ  4.5-4.9 เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักมีค่า
เท่ากับ 4.4-4.2 แสดงดังภาพประกอบ15(ก) ค่า TDS มีแนวโน้มเพิ่มขึน้โดยเริ่มตน้มีค่าเท่ากับ 
118.7-249.0 ppm เมื่ อสิ ้นสุดกระบวนการหมักมี ค่า เท่ ากับ  303.2-360.3 ppm แสดงดัง
ภาพประกอบ15(ข) และค่าบริกซโ์ดยเริ่มตน้มีค่าเท่ากับ 0.33-0.63 เปอรเ์ซ็นต ์มีแนวโนม้เพิ่มขึน้
จนถึง 18 ชั่วโมง ซึ่งสูงถึง 0.70-1.17 เปอรเ์ซ็นต ์เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักมีค่าลดลงเล็กน้อย
เท่ากับ 0.57-0.930 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังภาพประกอบ15(ค)  นอกจากนี ้พบว่าเมื่อสิ ้นสุด
กระบวนการหมกัสายพนัธุก์ลายทกุสายพนัธุม์ีค่าพีเอช และค่าบรกิซส์งูกว่าสายพนัธุด์ัง้เดิมอย่างมี
นยัส าคญั 
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ภาพประกอบ 15 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอช (ก) ปรมิาณของแข็งละลายน า้ (ข) และบริกซ ์(ค) ใน
ระหว่างกระบวนการหมกักาแฟอะราบิกาดว้ยหวัเชือ้ W. anomalus YWP1-3 สายพนัธุด์ัง้เดิมและ
สายพนัธุก์ลาย 6 สายพนัธุ ์

 
 

0.0

100.0

200.0

300.0

400.0

0 6 12 18 24ปร
มิา
ณ
ขอ
งแ
ข็ง
ที่ล
ะล
าย
น า้
ได
 ้(p

pm
)

ระยะเวลาการหมกั (ชั่วโมง)

control wild type UV 22-2 UV 22-3

UV 41-1 UV 32-1 UV 49-2 EMS 146

(ข)

0.000

0.500

1.000

1.500

0 6 12 18 24

คา่
บร
กิซ
 ์(º

Br
ix)

ระยะเวลาการหมกั (ชั่วโมง)

control wild type UV22-2 UV22-3

UV41-1 UV32-1 UV 49-2 EMS 146

(ค)



  

 
 

54 

5. การศึกษาการเปล่ียนแปลงประชากรจุลินทรียใ์นกระบวนการหมัก 
จากการทดลองน าหัวเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์ดัง้เดิมและ สายพันธุ์กลายทัง้ 6 สายพันธุ์ หมัก

เมล็ดกาแฟอะราบิกา และเก็บตวัอย่างน า้หมกักาแฟเพื่อนบัจ านวนเชือ้ก่อนและหลงักระบวนการ
หมกั โดยนบัเชือ้จุลินทรียร์วมทัง้หมดบนอาหาร plate count agar (PCA) นบัจ านวนเชือ้ยีสตบ์น
อาหาร YMA และนบัจ านวนเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS agar โดยใชว้ิธีการ Serial 
dilution และ drop-plating ในการนับจ านวนเชื ้อ โดยบ่มเป็นเวลา 24-48 ชั่ วโมง จ านวน
เชือ้จุลินทรียร์วมทัง้หมด ของการทดลองควบคมุ สายพนัธุด์ัง้เดิม UV22-2 UV22-3 และ UV41-1 
เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั โดยมีจ านวนเชือ้ก่อนหมกัเท่ากบั 6.12, 6.34, 6.31, 6.23, และ 6.34 log 
CFU/mL ตามล าดับ และมีจ านวนเชื ้อหลังหมักเท่ากับ 6.56, 7.20, 6.81, 6.99 และ 7.19 log 
CFU/mL ตามล าดบั ซึ่งสายพนัธุด์ัง้เดิมพบจ านวนจุลินทรียร์วมทัง้หมดเพิ่มขึน้สงูจากจ านวนเชือ้
ก่อนหมกัเท่ากบั 0.86 log CFU/mL แสดงดงัภาพประกอบ16(ก) 

 จ านวนเชือ้ยีสตข์องการทดลองที่มีการเติมหัวเชือ้พบว่า มีเชือ้ยีสตก์่อนหมักเริ่มต้นอยู่
ในช่วง 6.06-6.82 log CFU/mL ซึ่งสงูกว่าอย่างมีนยัส าคญัเมื่อเทียบกบัการทดลองควบคมุเท่ากบั 
4.31 log CFU/mL หลงัจากกระบวนกาหมักพบว่าการทดลองที่มีการเติมหัวเชือ้มีจ านวนยีสตอ์ยู่
ในช่วง 6.03-6.82 log CFU/mL ซึ่งเป็นจ านวนใกลเ้คียงเมื่อเทียบกบัก่อนหมัก แต่จ านวนของเชือ้
หลงัการหมกัในการทดลองควบคมุที่เท่ากบั 6.73 log CFU/mL ซึ่งเพิ่มขึน้อย่างนยัส าคญัจากก่อน
กระบวนการหมกัประมาณ 2.42 log CFU/mL แสดงดงัภาพประกอบ16(ข) 

จ านวนเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติก ก่อนหมักพบว่าอยู่ในช่วง  7.11-7.37 log CFU/mL 
หลงัจากกระบวนการหมักในการทดลองที่มีการเติมหัวเชือ้ลงไปหมักร่วมดว้ยพบว่าปริมาณเชือ้
แบคทีเรียกรดแลคติกลดลง โดยมีจ านวนเชื ้อเท่ากับ 5.69-6.66 log CFU/mL แต่การทดลอง
ควบคุมหลงัสิน้สุดกระบวนการหมักมีการลดลงของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกเพียงเล็กนอ้ย จาก 
6.68 log CFU/mL ลดลงเหลือ 6.63 CFU/mLแสดงดงัภาพประกอบ16(ค) 
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ภาพประกอบ 16 จ านวนจลุินทรียร์วมทัง้หมด (ก) ยีสต ์(ข) และแบคทีเรียแลกติก (ค) ที่ไดจ้าก
กระบวนการหมกักาแฟอะราบิกาที่ 0 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง 
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6. การวิเคราะหป์ริมาณน ้าตาลในน ้าหมักเมล็ดกาแฟ 

จากการทดสอบหาชนิดและปริมาณน า้ตาลในน า้หมักเมล็ดกาแฟ วิเคราะหด์ว้ยเครื่อง 
HPLC โดยหมกัเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตวัอย่างทกุ 6 ชั่วโมง จากการวิเคราะหน์ า้ตาลทัง้ 10 
ชนิด พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของน า้ตาลทัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ฟรุกโตส กลโูคส และอะราบิโนส ใน 4 
ช่วงเวลา ไดแ้ก่ 24, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง จากผลการวิเคราะหพ์บว่ามีปริมาณน า้ตาลฟรุกโตสที่  
24 ชั่วโมง อยุ่ในช่วง 0.067-0.258 g/L เมื่อระยะเวลาผ่านไปปรมิาณน า้ตาลฟรุกโตสลดลง จนบาง
สภาวะไม่พบน า้ตาลฟรุกโตสเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมัก แสดงดงัภาพประกอบ17(ก) ไดแ้ก่ การ
ทดลองที่ไม่มีการเติมหวัเชือ้ UV41-1 UV32-1 และ EMS146 และการหมกักาแฟดว้ยหัวเชือ้ สาย
พนัธุด์ัง้เดิม และ UV 49-2 มีปริมาณของน า้ตาลฟรุกโตสที่ 72 ชั่วโมงสงูขึน้โดยมีค่าเท่ากับ 0.435 
และ 0.293 g/L ตามล าดับ จากการวิเคราะหน์ า้ตาลกลูโคสพบว่าที่ 24 ชั่วโมงของกระบวนการ
หมักมีปริมาณน ้าตาลกลูโคสอยู่ในช่วง 0.191-0.595 g/L และที่  72 ชั่ วโมงมีปริมาณเพิ่มขึน้
เล็กน้อย แต่สภาวะที่เติมหัวเชือ้พันธุ์กลาย UV32-1 มีปริมาณของน า้ตาลกลูโคสสูงสุดเท่ากับ 
21.201 g/L แสดงดงัภาพประกอบ16(ข) และที่ 60 ชั่วโมงพบว่าภายในน า้หมักกาแฟที่มีการเติม
หวัเชือ้พนัธุก์ลาย UV49-1 มีปรมิาณของน า้ตาลอะราบิโนสสงูเท่ากบั 8.732 g/L และสภาวะอ่ืนๆมี
ปริมาณน า้ตาลอะราบิโนสอยู่ในช่วง 1.028-1.618 g/L แสดงดังภาพประกอบ16(ค) จากผลการ
ทดลองจะเห็นไดว้่ายีสตส์ายพนัธุก์ลายมีความสามารถในการใชน้ า้ตาลในการเจรญิและสรา้งกลิ่น
รสต่างกนั 
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ภาพประกอบ 17 ปรมิาณน า้ตาลฟรุกโตส (ก) กลโูคส (ข) และอะราบิโนส (ค) ในน า้หมกัเมล็ด
กาแฟที่วิเคราะหด์ว้ยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
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7. การประเมินคุณภาพของเมล็ดกาแฟด้วยการทดสอบประสาทสัมผัส 
จากการประเมินคุณภาพของเมล็ดกาแฟด้วยการทดสอบประสาทสัมผัสของตัวอย่าง

เมล็ดกกาแฟคั่วทัง้ 4 ตวัอย่างไดแ้ก่ กาแฟที่หมักโดยเกษตรกร กาแฟที่หมกัแบบไม่เติมเชือ้ กาแฟ
ที่หมกัแบบเติมเชือ้สายพนัธุด์ัง้เดิม และกาแฟที่หมกัแบบเติมเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-2 ผล
การทดสอบพบว่า มีคะแนนการชิม โดย Q-Arabica grader เท่ากบั 72.5, 75.5, 80.25 และ 83.5 
คะแนน ตามล าดบั โดยพบว่าตวัอย่างกาแฟคั่วที่หมกัแบบเติมเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-2 มี
คะแนนที่สงู และกลิ่นที่โดดเด่นมากกว่าตวัอย่างอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ถั่ว แอปเปิลเขียว สบัปะรด คาราเมล 
แอปเปิลไซเดอร ์ดอกไมส้ีเหลือง น า้ผึง้ เป็นตน้ แสดงดงัตาราง 7 
 
ตาราง 7 ตารางคะแนนการทดสอบชิมและการประเมินกลิ่น 

  

ตัวอย่างกาแฟ คะแนนการชิม กล่ินและรสชาติ 
กาแฟที่หมกัโดย

เกษตรกร 
72.5 หญา้แหง้ ถั่ว เครื่องเทศ เมล็ดเขียว 

กาแฟที่หมกัแบบไม่
เติมเชือ้ 

75.5 ดอกไม ้วานิลลา พรกิหยวก ผกัใบเขียว ฟางขา้ว ถั่ว มี
ความหวาน กรดไม่ชดัเจน รสที่คงคา้งสัน้มาก มีความ
ขมมาก 

กาแฟที่หมกัแบบ
เติมเชือ้สายพนัธุ์

ดัง้เดิม 

80.25 ดอกไม ้วานิลลา คาราเมล มอลต ์โกโก ้พรุน น า้ผึง้ ช๊อค
โกแลต แอปเปิลแดง ดอกไมส้ีเหลืองและขาว มีความ
เป็นกรดสงู มีความหวานมาก มีความคงคา้งยาวนาน 

กาแฟที่หมกัแบบ
เติมเชือ้ยีสตส์าย
พนัธุก์ลาย UV22-2 

83.5 ถั่ว แอปเปิลเขียว สบัปะรด คาราเมล แอปเปิลไซเดอร ์
ดอกไมส้ีเหลือง น า้ผึง้ กาแฟที่มีความเปรีย้วสว่าง แต่
ความเปรีย้วต ่า มีความหวานชดัเจน รสที่คงคา้งสัน้ 
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8. การวิเคราะหส์ารเมแทบอไลตใ์นเมล็ดกาแฟคั่ว 
ผ ล ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  volatile compound ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Headspace solid-phase 

microextraction (HS-SPME) ที่ เชื่อมต่อกับ gas chromatography–mass spectrometry (GC-
MS) ของตวัอย่างเมล็ดกาแฟคั่วที่หมกัร่วมกบัหวัเชือ้ยีสต ์ไดแ้ก่ เชือ้สายพนัธุด์ัง้เดิม และสายพนัธุ์
กลาย UV22-2 โดยเปรียบเทียบกับกาแฟคั่วที่ไม่ไดเ้ติมเชือ้ในกระบวนการหมัก และกาแฟทาง
การคา้ วิเคราะหโ์ดยการเปรียบเทียบแมสสเปกตรมัเชิงคณุภาพกบัฐานขอ้มลูแมสสเปกตรมั Wiley 
โดยใช ้match factor ที่สงูกว่า 80% ผลการวิจยัพบว่า volatile compound profile และการจ าแนก
สารของตัวอย่างทั้งหมดมีความคล้ายคลึงกัน ซึ่ง volatile compound ที่มีปริมาณมากที่สุดใน
ตวัอย่าง ไดแ้ก่ furan (49.91-51.85%) รองลงมาคือ pyrazines (22.32-27.98%) ketones (2.76-
4.06%) pyrroles (1.27-1.77%) และ aldehydes (0.51% -0.97%)  

โดย volatile compound ที่ตรวจพบในกาแฟคั่วของการทดลองควบคุม พบว่ามี furan 
มากที่สุดเท่ากับ 50.95% รองลงมาคือ pyrazines เท่ากับ 25.64%, ketones เท่ากับ 3.33%, 
pyrroles เท่ากบั 1.47% และ aldehydes เท่ากบั 1.00% ในทางเดียวกนั กาแฟคั่วเชิงพาณิชยพ์บ 
furan (47.52%) เป็น volatile compound หลกั ตามดว้ย pyrazines (23.75%) ketones (3.03%) 
pyrroles (2.74%) และ aldehydes (0.34%) โดยตัวอย่างกาแฟคั่ว ที่หมักด้วยเชือ้ UV22-2 มี
เปอรเ์ซ็นตพ์ืน้ที่รวมของ furan ในตัวอย่าง เท่ากับ (51.85%) สูงกว่าชุดควบคุม (50.95%) และ
กาแฟคั่วเชิงพาณิชย ์(47.52%) และชนิดของ furan ที่มีมากที่สดุใน UV22-2 คือ furfuryl alcohol 
(16.56%) รองลงมาคือ furfural (11.64%) และ furfuryl acetate (8.79%)  

Pyrazines เ ป็น volatile compound อันดับสองที่พบได้ในกาแฟทุกตัวอย่าง  โดย 
Alkylpyrazines พบในตัวอย่างกาแฟของการทดลองควบคุมและกาแฟเชิงพาณิชยม์ีปริมาณสูง
ที่สดุ และการศึกษานีย้งัตรวจพบ ketones ในกาแฟคั่วทุกชุดการทดลอง จากตวัอย่างเมล็ดกาแฟ
ที่หมักกับหัวเชือ้สายพันธุ์ดั้งเดิมพบว่ามีปริมาณ ketones สูงสุด (4.06%) เช่น 1-acetyloxy-2-
butanone และ 2,3-butanedione นอกจากนีย้ังพบ volatile compounds อ่ืนๆ ได้แก่ pyrroles 
aldehydes acetic acid และ pyridine ในทกุตวัอย่าง แสดงดงัตาราง 
 
 



 
 

 

 
 

ตาราง 8 ค่าพืน้ที่ใตก้ราฟของสาร volatile compound ที่พบในเมล็ดกาแฟคั่วที่ไดจ้ากการหมกั
กาแฟอะราบิกาดว้ยหวัเชือ้ยีสต ์

RT สารประกอบ 

Relative percentages of peak area (%area) 

กาแฟเชิง
พาณิชย ์

กาแฟชุด
ควบคุม 

กาแฟทีเ่ติมหัวเชือ้ยีสต ์

commercial control WT UV22-2 

  Ketones         

1.9571 2,3-Butanedione  0.4116 0.3612 0.3442 

12.093 2-Butanone, 1-(acetyloxy)- 1.0781 1.2637 1.7 1.2241 

2.9321 2,3-Pentanedione  1.2658 1.3172 1.158 

3.1628 2-Butanone, 3-hydroxy-  0.3931 0.5 0.41 

17.744 Ethanone, 1-(1-cyclohexen-1-yl)- 1.9527    

22.185 4-(4'-Fluorophenyl)-3-butyn-2-one   0.1857  

  รวม 3.0308 c 3.3342 b 4.0641a 3.1363 b 

  Furans     

2.0494 Furan, 2-methyl- (furfuryl alcohol) 1.1252 0.7468 0.7958 0.7124 

6.3994 Furfural 2.5824 11.8999 11.6369 11.6403 

7.6608 2-Furanmethanol 18.606 15.7443 16.6515 16.5628 

9.214 2-Furylmethyl formate 1.3969 0.951 0.8986 1.082 

11.322 1-(2-Furyl)-2-propanone 0.7096 0.4288 0.4077 0.4881 

11.885 
2-Furancarboxaldehyde, 5-
methyl- 

3.8747 9.622 8.2485 9.6145 

13.395 
2-Furanmethanol, acetate  
(Furfuryl acetate) 

15.4963 8.6445 6.9459 8.7904 

17.467 Furan, 2,2'-methylenebis- 1.423 0.6314   

18.589 2,5-Furandione, 3-ethyl-4-methyl- 0.4019    

61 
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ตาราง 8 (ต่อ)  

RT สารประกอบ 

Relative percentages of peak area (%area) 
กาแฟเชิง
พาณิชย ์

กาแฟชุด
ควบคุม 

กาแฟทีเ่ติมหัวเชือ้ยีสต ์

commercial control WT UV22-2 

22.305 
2, 3-Dihydro-6-
methylthieno[2,3c]furan 

   0.1843 

27.694 Furan, 2,2'-[oxybis(methylene)]bis- 0.1953    

5.4042 3(2H)-Furanone, dihydro-2-methyl- 1.155 1.483 2.3075 1.9803 

11.028 2,5-Dimethyl-3(2H )furanone 0.5531 0.8032 0.8626 0.7982 

  รวม 47.5194 d 50.9549 b 48.755 c 51.8533 a 

  Pyrazines     
3.6348 Pyrazine (CAS) 0.295 0.3849  0.3331 

5.9127 2-methyl pyrazine 4.9234 6.7311 6.4241 6.2458 

9.454 Pyrazine, 2,5-dimethyl- 9.83 14.4 11.1018 13.22 

9.5083 Pyrazine, ethyl- 2.9168    

9.6735 Pyrazine, 2,3-dimethyl- 2.2699 1.3495 1.4409 1.3531 

13.461 Pyrazine, 2-ethyl-5-methyl-   0.8934  

13.564 Pyrazine, 2-ethyl-3-methyl-   0.7266  

13.529 Pyrazine, trimethyl- 2.3121 1.9868 1.248 1.8228 

17.219 Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- 1.2015 0.7852 0.4897 0.6911 

  รวม 23.7487 b 25.6375 a 22.3245 c 23.6659 b 

  Phenols     
26.624 Guaiacol, 4-ethyl- 0.2527    

28.205 
2-Methoxy-4-vinylphenol (4-vinyl 
guaiacol) 

0.3789    

  รวม 0.6316 a    
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ตาราง 8 (ต่อ) 

RT สารประกอบ 

Relative percentages of peak area (%area) 
กาแฟเชิง
พาณิชย ์

กาแฟชุด
ควบคุม 

กาแฟทีเ่ติมหัวเชือ้ยีสต ์

commercial control WT UV22-2 

  Pyrroles     
3.7533 1H-Pyrrole, 1-methyl- 0.2296 0.2256  0.1899 

13.65 
1H-Pyrrole-2-carboxaldehyde, 1-
methyl- 

1.5015 0.9545 1.1357 1.0434 

16.772 Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl)- 0.49    

16.967 
Ethanone,1-(1-methyl-1H-pyrrole-
2-yl)- 

0.52    

22.177 1H-Pyrrole, 1-(2-furanylmethyl)-  0.2861 0.19 0.3251 

  รวม 2.7411 a 1.4662 c 1.3257 d 1.5584 b 

  Aldehydes     
2.4501 Butanal, 3-methyl- 0.3448 0.5455 0.5142 0.4224 

15.481 Benzeneacetaldehyde  0.4559  0.4672 

  รวม 0.3448 d 1.0014 a 0.5142 c  0.8896 b 

  Others     
2.3781 Acetic acid 3.0866 5.0537 5.0591 5.0476 

3.891 Pyridine 4.0877 0.764 0.9382 1.0252 

18.894 2-Indanone, hexahydro, trans- 0.26    

12.97 
1,6-Octadiene, 7-methyl-3-
methylene- 

   0.2625 

 beta-Myrcene 0.35  0.2487  

22.306 3-Ethyl-2-formylthiophene 0.17 0.1859 0.18  

  รวม 7.9543 a 6.0036 d 6.426 b 6.3353 c  
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9. การวิเคราะหล์ าดับดีเอ็นเอทัง้หมดของยีสตส์ายพันธุก์ลายทีม่ีศักยภาพในการหมัก
กาแฟอะราบิกา 

เมื่อท าการวิเคราะหจ์ีโนมทั้งหมด (whole genome sequencing) เปรียบเทียบกับยีสต์ 
W. anomalus สายพนัธุด์ัง้เดิมพบว่าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-2 มีล  าดบัดีเอ็นเอแตกต่างจาก
ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิมดงันี ้

1. บริเวณเอกซอน (exon) และดาวนส์ตรีม (downstream) ของยีนที่สรา้งเอนไซม1์,3-β-

D-glucan endohydrolases, 1,3;1,4-β-D-glucan endohydrolases และ 1,3 1,3-β-D-glucan 
exohydrolase จากสายพนัธุ ์UV22-2 มีการกลายพนัธุท์ัง้ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหสัโคดอนที่ไม่
ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (synonymous) และการกลายพนัธุท์ี่เกิดการเปลี่ยนแปลงของรหสัโคดอน
ที่ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน(nonsynonymous)  

2.บริเวณเอกซอน (exon) และ การกลายพนัธุท์ี่เกิดขึน้การเปลี่ยนแปลงของรหสัโคดอนที่
ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (nonsynonymous)  

3. บริ เ วณเอกซอน  (exon)  ของยีนที่ ส ร้า ง  α-amylase (EC 3.2.1.1) ; oligo-1,6-

glucosidase (EC 3.2.1.10) ; α-glucosidase (EC 3.2.1.20) ; pullulanase (EC 3.2.1.41) ; 

cyclomaltodextrinase (EC 3.2.1.54); maltotetraose-forming α-amylase (EC 3.2.1.60) และ 
isoamylase มีการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ไม่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยน 
(synonymous) 

4. บริเวณเอกซอน (exon) และดาวน์สตรีม (downstream) ของยีนที่สร้างเอนไซม์ 
transglycosylase จากสายพันธุ์ UV22-2 มีการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่
ไม่ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (synonymous) 

5. บริเวณเอกซอน (exon) ของยีนที่สร้างเอนไซม์ ในกลุ่ม Cellulase family A ได้แก่ 

endoglucanase หรื อ  cellulase,  endomannanase, exoglucanases, exomannanases,  β-

glucosidase และ β-mannosidase โดยมีการกลายพนัธุท์ัง้ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหสัโคดอนที่
ไม่ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (synonymous) และ การกลายพนัธุท์ี่เกิดขการเปลี่ยนแปลงของรหสัโค
ดอนที่ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (nonsynonymous) และ เกิดการกลายพนัธุ์ที่เปลี่ยนโคดอนอย่าง
นอ้ยหนึ่งเบส น าไปสู่การหยุดโคดอนก่อนเวลาอนัควร (ไดโ้คดอน "หยุด") ในทางกลบักนั ส่งผลให้
การแปล RNA ของผูส้ง่สารไปเป็นโปรตีนก่อนเวลาอนัควร และมกัเป็นผลิตภณัฑโ์ปรตีนที่ไม่เสถียร
และไม่สามารถท างานได ้(stop gain) 
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6. บริ เวณเอกซอน (exon)  ของยีนที่ สร้าง เอนไซม์  keratan-sulfate endo-1,4-β-

galactosidases (EC 3.2.1.103) , endo-1,3-β-galactanases (EC 3.2.1. - ) , endo-1,3-β-

glucanases (EC 3. 2. 1. 39) , endo-1, 3( 4) - β-glucanases (EC 3. 2. 1. 6) , licheninases 

(EC 3. 2. 1. 73) , β-agarases (EC 3. 2. 1. 81) , ( β-porphyranases (EC 3. 2. 1. 178) , κ-
carrageenases (EC 3.2.1.83)  และ endo-xyloglucanases (EC 3.2.1.151)  จากสายพันธุ์  
UV22-2 โดยมีการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ไม่ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน 
(synonymous)  

7. บริเวณเอกซอน (exon) และอพัสตรีม (upstream) ของยีนที่สรา้งเอนไซม ์exo-acting 

α-mannosidases โดยมีการกลายพนัธุท์ัง้ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหสัโคดอนที่ไม่ท าใหก้รดอะมิ
โนเปลี่ยน (synonymous) และ การกลายพันธุ์ที่เกิดขการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ท าให้
กรดอะมิโนเปลี่ยน (nonsynonymous)  

9. บริเวณเอกซอน (exon) ของยีนที่สรา้งเอนไซมเ์อ็นโด endo-acting α-mannanases 
โดยมีการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ ไม่ท าให้กรดอะมิ โนเปลี่ยน 
(synonymous)  

8. บริเวณเอกซอน (exon) และดาวน์สตรีม (downstream) ของยีนที่สรา้งเอนไซม์ α-
mannosidases โดยมีการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ไม่ท าใหก้รดอะมิโน
เปลี่ยน (synonymous)  

9. บริ เ วณเอกซอน  (exon)  ของยีนที่ ส ร้า ง เอนไซม์  Mannosyl oligosaccharide 
glucosidase โดยมีการกลายพันธุ์ทั้งที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ไม่ท าใหก้รดอะมิโน
เปลี่ยน (synonymous) และ การกลายพนัธุท์ี่เกิดขการเปลี่ยนแปลงของรหสัโคดอนที่ท าใหก้รดอะ
มิโนเปลี่ยน (nonsynonymous)  

10. บริ เ วณเอกซอน  (exon)  ของยีนที่ ส ร้า ง เอนไซม์  sucrase-isomaltase และ 
lysosomal alpha-glucosidase โดยมีการกลายพันธุ์ทัง้ที่มีการเปลี่ยนแปลงของรหัสโคดอนที่ไม่
ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (synonymous) และ การกลายพันธุ์ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงของรหัสโค
ดอนที่ท าใหก้รดอะมิโนเปลี่ยน (nonsynonymous) 
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สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

Wickerhamomyces anomalus YWP1-3 เป็นยีสตท์ี่แยกไดจ้ากกระบวนการหมักกาแฟ 
ณ ดอยผาตัง้ จงัหวดัเชียงราย โดยจากรายงานก่อนหนา้นีพ้บว่า W. anomalus YWP1-3 สามารถ
เพิ่มคุณสมบติัทางดา้นกลิ่นรสของกาแฟอะราบิกา ซึ่งมีคะแนนการชิมสูงเท่ากับ 84.75 คะแนน
เมื่อเทียบกบัการทดลองควบคมุที่มีคะแนนเท่ากับ 73.75 คะแนน(22) และอีกหนึ่งงานวิจยัของการ
หมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกาดว้ยหวัเชือ้ผสมไดแ้ก่ Pichia kluyveri YWP1-5, YMP1-1, YML1-1 และ 
W. anomalus YWP1-3 พบว่ามีคะแนนการชิมเท่ากับ 82.4 คะแนน(23) ดงันัน้จึงน ามาใชเ้ป็นสาย
พนัธุด์ัง้เดิมในการพฒันาสายพนัธุก์ลายดว้ยวิธีการฉายรงัสียวูีและการใชส้ารเคมีเพื่อใชเ้ป็นหัวเชือ้
ส  าหรบัใชใ้นกระบวนการหมกักาแฟอะราบิกา จากการศึกษาอตัราการเจริญจ าเพาะของเชือ้ยีสต์
สายพันธุ์ดัง้เดิม พบว่าสูงสุดที่ 6-12 ชั่วโมง เท่ากับ 0.51 ต่อชั่วโมง และมีลกัษณะโคโลนีดังนี ้ มี
ขนาดปานกลาง สีครีม เนือ้สมัผัสเรียบ รูปทรงกลม ลกัษณะโคง้นูนเล็กน้อย ขอบเรียบ ผิวหน้า
ขรุขระ จากงานวิจยัในปี 2019 ศกึษาการแยกและจดัจ าแนกเชือ้ยีสตท์ี่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซม์เพกติเนส เพื่อใช้เป็นหัวเชื ้อหมักกาแฟ พบว่า W. anomalus KNU18Y3 ที่แยกได้มี
ลักษณะโคโลนี ทรงกลม สีขาว โคง้นูน ผิวหน้าเรียบ และ ขอบเรียบ (3) ซึ่งมีความแตกต่างเพียง
เล็กนอ้ยกบัลกัษณะโคโลนีของ W. anomalus YWP1-3  

ในงานวิจยัครัง้นี ้จากการกลายพนัธุด์ว้ยรงัสียูวีสามารถคัดเลือกสายพนัธุ์กลายไดท้ัง้สิน้  
6 สายพันธุ์ จากวิธีการฉายรังสียูวี 5 สายพันธุ์ ได้แก่ UV22-2 UV22-3 UV41-1 UV32-1 และ 
UV49-2 และจากวิธีการจากวิธีการใชส้ารเคมี 1 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ EMS146 จากงานวิจยัในปี 2019 
น า W. anomalus HH16 กลายพนัธุด์ว้ยวิธีฉายรงัสียูวีเพื่อเพิ่มการผลิตกลีเซอรอล (21) และอีกหนึ่ง
งานวิจยัรายงานว่าการย่อยวตัถุดิบแปง้แบบเชิงกล 2 ขัน้ตอนเพื่อแปรสภาพแปง้เป็นน า้ตาลโดยใช้
เชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายที่ไดจ้ากการฉายรงัสียูวีส  าหรบัการหมักน า้ตาลเป็นสาโทพบว่าเอทานอล
เพิ่มขึน้(24) นอกจากนีก้ารกลายพันธุ์แบบสุ่มในยีสต์ด้วยสารเคมีหรือการฉายรังสียูวี เป็นวิธีที่
น าไปใชใ้นการปรบัปรุงการผลิตไขมนั(25) การผลิตเอทานอล (26) และการผลิตน า้ตาลแอลกอฮอล์(27) 
อีกดว้ย ในงานวิจยัครัง้นีพ้บว่าการกลายพนัธุด์ว้ยวิธีการฉายรงัสียูวีหลงัการฉายรงัสีเป็นเวลา 30 
นาทีจ านวนอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 10% และเมื่อฉายรงัสีเป็นเวลา 60 วินาที อตัราการรอดชีวิต
เท่ากบั 3% และที่ 120 วินาที อตัราการรอดชีวิตลดลงเหลือ 0.02% จากรายงานผลการทดลองการ
กลายพันธุ์ W. anomalus HH16 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกลีเซอรอล แสดงใหเ้ห็นว่าเมื่อ
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ระยะเวลาการฉายรงัสีเพิ่มขึน้ส่งผลใหอ้ัตราการรอดชีวิตลดลงเท่ากับ 12% ในการฉายรงัสีเป็น
เวลา 5 นาที และเมื่อผ่านไป 10 นาที ลดลงเท่ากบั 5% และที่ 15 และ 20 นาที ไม่พบโคโลนีเชือ้(21) 
และอีกหนึ่งงานวิจยัที่อธิบายศึกษาการกลายพันธุ์เชือ้ Bacillus subtilis ดว้ยการฉายรงัสียูวีและ
การใชส้ารเคมีเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต เอนไซม ์β-glucosidase โดยคดัเลือกเชือ้สายพันธุ์
กลายที่คุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์ β -glucosidase บนอาหารที่มีส่วนประกอบของ  X-
glucoside จากความเขม้สีและขนาดของโคโลนี พบว่าจากการคัดเลือกปฐมภูมิการกลายพันธุ์
ด้วยวิธีการฉายรังสียูวีได้เชื ้อสายพันธุ์กลาย 3 สายพันธุ์ วิธีการใช้สารเคมี 8 สายพันธุ์ และ
วิธีการใช้สารเคมีร่วมกับการฉายรังสียูวี 9 สายพันธุ์ จากนั้นศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ β -
glucosidase มีเชือ้สายพนัธุก์ลายที่มีประสิทธิภาพสงูกว่าสายพนัธุด์ัง้เดิมเพียง 3 สายพนัธุเ์ท่านัน้ 
ไดแ้ก่ PS-UM1,PS-CM5 และ PS-CM5-UM3 (28) 

การกลายพันธุ์แบบชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์ ( Induced Mutation) เป็นวิธีการกลาย
พันธุ์ที่ง่ายและมีประสิทธิภาพมากที่สุด การกลายพันธุ์ดว้ยวิธีการฉายรงัสียูวีและการใชส้ารเคมี  
EMS สามารถเปลี่ยนแปลงรหัสพันธุกรรมได ้ซึ่งส  าคัญต่อกระบวนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึน้ใน
สิ่งมีชีวิต ส่งผลใหส้ิ่งมีชีวิตดัง้เดิมกลายเป็นสิ่งมีชีวิตชนิดใหม่ การฉายรงัสียูวีพบว่า รงัสีประเภทนี ้
มักท าให้เบสไทมีนจับกันเองเป็นไทมีนไดเมอร์ ท าให้โครงสร้างดีเอ็นเอผิดปกติ ส่งผลให้
กระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอเกิดความผิดพลาด และเกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift หรือ 
point mutation โดยการใชส้ารเคมี EMS อยู่ในกลุม่ alkylating agents ซึ่งสารกลุม่นีจ้ะเขา้ไปเติม
หมู่  methyl หรือ ethyl ให้กับเบส ท าให้การจับคู่ เบสผิดปกติไป เมื่อโครงสร้างของโมเลกุล
เปลี่ยนแปลง ท าใหเ้กิดการแทนที่คู่เบสแบบ transition ดงันัน้การใชส้าร EMS จึงถูกน ามาใชเ้ป็น
สารก่อกลายพนัธุท์างเคมีที่ใชบ้่อยที่สดุในการทดลองการกลายพนัธุ ์ในการศกึษาการปรบัปรุงสาย
พนัธุข์องยีสตใ์นงานวิจยันีเ้ลือกใชว้ิธีการกลายพนัธุด์ว้ยวิธีการฉายรงัสียูวีและการใชส้ารเคมี EMS 
เ นื่ อ ง จ าก ไม่ จั ดอยู่ ใ นป ระ เภทจุ ลิ นท รี ย์ดั ด แปลงพัน ธุ ก ร รม  (Genetically Modified 
Microorganism, GMM) การกลายพันธุ์ทั้งสองวิธีนีส้ามารถควบคุมและจัดการไดง้่ายในระดับ
หอ้งปฏิบติัการ ซึ่งไม่เป็นอนัตรายต่อผูป้ฏิบติังาน มีรายงานมากมายเก่ียวกับการกลายพันธุ์ดว้ย
วิธีการฉายรงัสียวูีและการใชส้ารเคมี EMS เพื่อปรบัปรุงการผลิตผลิตภณัฑอ์ตุสาหกรรม แต่ยงัไม่มี
ไม่มีรายงานการกลายพนัธุย์ีสตเ์พื่อผลิตเป็นหวัเชือ้ส  าหรบัการหมกักาแฟอะราบิกา 

การศึกษาคุณสมบัติของเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายเพื่อเป็นหัวเชือ้พบว่าลกัษณะโคโลนี มี
ลกัษณะแตกต่างกนัเล็กนอ้ยโดยส่วนใหญ่พบว่า โคโลนีขนาดกลาง สีครีม เนือ้สมัผสัเรียบ รูปทรง
กลม ลกัษณะโคง้นูนเล็กนอ้ย ขอบเรียบ ผิวหนา้ขรุขระ ยกเวน้ UV22-2 UV22-3 และ UV32-1 ที่มี



  

 
 

71 

ผิวหนา้เรียบ และลกัษณะสณัฐานวิทยาเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศนข์องเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย มี
ลกัษณะทรงรี มีการแบ่งเซลลแ์บบแตกหน่อ นอกจากนีเ้มื่อท าการศึกษาการวดัการเจรญิในอาหาร 
3 ชนิด ไดแ้ก่ YMB, pectin broth และ mucilage broth การเจริญของเชือ้ในอาหาร YMB พบว่า 
UV22-2 และ UV22-3 มีอตัราการเจริญจ าเพาะสงูที่สดุโดยมีค่าเท่ากับ 0.59 ต่อชั่วโมง ในอาหาร 
pectin broth สายพนัธุ์ UV41-1 มีอตัราการเจริญจ าเพาะสงูที่สุดโดยมีค่าเท่ากับ 0.57 ต่อชั่วโมง 
และ mucilage broth สายพนัธุ ์UV22-2 มีอตัราการเจรญิจ าเพาะสงูที่สดุโดยมีค่าเท่ากบั 0.49 ต่อ
ชั่วโมง การเจริญของเชือ้แตกต่างกันเพราะแต่ละอาหารมีองคป์ระกอบแตกต่างกนั อาหาร YM มี 
yeast extract และ malt extract ที่เซลลน์ าไปใชไ้ดง้่าย ท าใหเ้ชือ้เจริญไดอ้ย่างรวดเร็ว ในขณะที่
อาหาร pectin broth เชือ้จ าเป็นต้องสรา้งเอนไซม์มาย่อยสลายองค์ประกอบของเพกตินก่อน
น าไปใช ้และในอาหาร mucilage broth มีน า้ตาลที่จุลินทรียใ์ชไ้ดง้่ายไม่มากนัก จึงจ าเป็นตอ้ง
สรา้งเอนไซม์ออกมาย่อยเช่นกัน มีการรายงานว่าในกาแฟเชอรี่มีสารอาหารส าหรับจุลินทรีย์
หลากหลายชนิด ดัง้นัน้การเจริญในอาหาร mucilage broth เป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญในคัดเลือก
เชือ้ในขัน้ปฐมภมูิส  าหรบัใชใ้นกระบวนการหมกักาแฟ (22) 

ผลการศึกษาการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสบนอาหารพบว่าค่ารอ้ยละดัชนีการย่อยสลาย
เพกตินของ UV22-2 มีค่าสูงที่สุดเท่ากับ 50.2% และเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายอ่ืนๆมีค่า %PDI อยู่
ในช่วง 33.0 – 49.1% ซึ่งค่า%PDI ของสายพันธุ์กลายทั้งหมดสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมอย่างมี
นัยส าคัญ และเมื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมแ์ละกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์พบว่าเชือ้ยีสตส์าย
พนัธุก์ลายทกุสายพนัธุม์ีค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ละกิจกรรมเอนไซมจ์ าเพาะ ของเอนไซมเ์ซลลเูลส 
และอะไมเลส ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ แต่กิจกรรมของเอนไซมแ์ละกิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซมเ์พกติเนสแสดงใหเ้ห็นว่าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายทัง้ 6 สายพนัธุ ์มีค่าสงูกว่าสายพนัธุด์ัง้เดิม
อย่างมีนยัส าคญั โดย UV32-1 มีค่าสงูที่สดุเท่ากับ 415.88 U/mL เมื่อเทียบกับสายพันธุ์ดัง้เดิมมี
ค่าเท่ากบั 282.01 U/mL  

การคดัเลือกเชือ้ยีสตส์ายพนัธุกลายในการศึกษานี ้คดัเลือกจากความสามารถในการผลิต
เอนไซมเ์พกติเนส โดยชัน้เมือกของเมล็ดกาแฟที่ปลอกเปลือกแลว้ ประกอบดว้ยน า้ 84.2% โปรตีน 
8.9% น า้ตาล 4.1% เพกติน 0.91% และเถา้ 0.7%(29) และจากการการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของ
พอลิแซ็กคาไรดเ์พิ่มเติมพบว่าสว่นประกอบที่ไม่ละลายน า้ประกอบดว้ยเพกติน 30% เซลลโูลส 8% 
และ non-cellulosic polysaccharides 18% ซึ่งประกอบด้วยโมโนแซ็กคาไรด์ เช่น อะราบิโนส 
ไซโลส กาแลคโตส และน า้ตาลเชิงเด่ียวอ่ืนๆ(30) โดยสารตัง้ตน้ของการเกิดกลิ่นที่ส  าคญัคือ น า้ตาล 
โปรตีน กรดอะมิโน และสารประกอบฟีนอล ซึ่งมีอยู่ในสารกาแฟและมีบทบาทในการสรา้งกลิ่นของ
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กาแฟ การย่อยสลายเมือกโดยการใชจ้ลุินทรียใ์นการหมกัแบบเปียกท าใหเ้กิดเอนไซมอ์อกมานอก
เซลล์เพื่อย่อยสลายเมือก เช่น เพคติเนส โปรตีเอส และเซลลูเลส (31) โดยเอนไซม์ที่ส  าคัญที่
เก่ียวข้องกับกระบวนการหมักกาแฟได้ คือ polygalacturonase (PG), pectin lyase (PL) และ
pectin methylesterase (PME)(3) โดยทั้งสามเอนไซมม์ีความสามารถในการย่อยเพกตินให้เป็น 
galacturonic acid ในงานวิจยั ปี 2022 ใชเ้ชือ้ยีสตท์ี่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนส 
การเจริญไดดี้ในอาหาร mucilage broth และ ความสามารถในการใชน้ า้ตาลหลากหลายชนิด
ผลิตหวัเชือ้จุลินทรียส์  าหรบัการหมกักาแฟอะราบิกา แสดงใหเ้ห็นว่าสายพนัธุ ์YWP1-3 มีคะแนน
การชิมสูง (22) และมีการรายางานว่า Wickerhamomyces anomalus KNU18Y3 ที่แยกได้จาก
กระบวนการหมกักาแฟแบบเปียก และมีความสามรถในการผลิตเอนไซมสงู โดยประกอบไปดว้ย
เอนไซม ์polygalacturonase และ pectin lyase(3) 

ในการทดสอบการวัดเอนไซม์ เซลลูเลส อะไมเลส และ เพกติเนส ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
mucilage broth จากผลการทดลองพบว่ากิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสของสายพันธุ์กลายและสาย
พันธุ์ดัง้เดิมไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ เนื่องจากในเมือกกาแฟประกอบไปดว้ยเซลลูโลสใน
ปริมาณน้อยมาก ส่งผลให้การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในอาหารเลีย้งเชื ้อ mucilage broth ไม่
แตกต่างกันในทางสถิติ(30) โดยเซลลูเลสเป็นเอนไซมท์ าหนา้ที่ท าลายพนัธะโมเลกุลของเซลลโูลส
และไดน้ า้ตาลโมเลกุลเด่ียว หรือ simple sugars เช่น เบตา้-กลโูคส หรือ พอลีแซคคาไรดส์ายสัน้ 
และ โอลิโกแซคคาไรด์(32) นอกจากนีย้งัมีการรายงานว่าการกลายพนัธุด์ว้ยการฉายรงัสียูวีและการ
ใชส้ารเคมีไม่ไดส้ง่ผลต่อนิวคลีโอไทดข์อง encode ที่ผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลส การกลายพนัธุต์  าแหน่ง
ที่ตรงกนัและหยุดการกลายพันธุ์อาจส่งผลใหม้ีการผลิตเอนไซมเ์ท่ากนั แต่ UV41-1 และUV32-1 
แสดงกิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสสงูกว่าสายพนัธุด์ัง้เดิม ส าหรบัเอนไซมเ์พกติเนสจากผลการทดลอง
พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากับ 300-400 U/mL โดยสายพันธุ์กลาย UV32-1 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์เพกติเนสในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ mucilage broth สูงที่สุดเท่ากับ 415.88 U/mL ซึ่งจาก
ความสามารถในการผลิตเอนไซมส์อดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้นีพ้บว่า เชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย 
JU-A10-T สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได้สูงกว่า wild type สายพันธุ์ 114-2 ปริมาณ 9 เท่า 
เอนไซมไ์ซลาเนสไดสู้งกว่า 8 เท่า และผลิตโปรตีนไดสู้งกว่าถึง 8 เท่าในอาหาร cellulose-wheat 
bran (CW) medium(33)  และจากงานวิจัยในปี 1993 แสดงให้เห็นว่าเชื ้อราสายพันธุ์กลาย 
Aspergillus niger dgrAW99-iii สามารถผลิตเอนไซมเ์พกติเนสจากกระบวนการหมกัแบบแหง้ได้
สงูกว่าสายพนัธุ ์wild type ถึง 300% (34) และมีการรายงานว่าเชือ้ราสายพนัธุก์ลาย M03 และ M05 
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มีขนาดของ pectin degradation zones สงูกว่า wild type จึงถูกเลือกเพื่อใชส้  าหรบักระบวนการ
ผลิตเอนไซม ์pectin lyase ในอาหาร liquid medium (35) 

จากนัน้เชือ้ยีสตส์ายพนัธุด์ัง้เดิมและเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์กลายทัง้ 6 สาย น าไปผลิตเป็นหวั
เชือ้หมกักาแฟ และท าการวัดค่าพารามิเตอรต่์างๆ โดย ค่าพีเอช มีแนวโนม้ลดลงโดยเริ่มตน้มีค่า
เท่ากับ 4.5-4.9 เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักมีค่าเท่ากับ 4.4-4.2 ค่า TDS มีแนวโน้มเพิ่มขึน้โดย
เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 118.7-249.0 เมื่อสิน้สุดมีค่าเท่ากับ 303.2-360.3 และค่าบริกซเ์ริ่มต้นมีค่า
เท่ากับ 0.33-0.63 มีแนวโน้มเพิ่มขึ ้นถึง 18 ชั่ วโมง สูงถึง 0.70-1.17 และลดลงเมื่อสิ ้นสุด
กระบวนการหมักมีค่าเท่ากับ 0.57-0.93 จากงานวิจัยปี 2013 ที่ศึกษาเก่ียวกับการเปลี่ยนแปลง
ของค่าพีเอชในกระบวนการหมกักาแฟที่เติมโดยพบว่าทุกชุดการทดลองมีการลดลงของค่าพีเอช
เล็กน้อย จาก 5.43 ลดลงเหลือ 4.71 เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมัก โดยการลดลงของค่าพีเอช
เนื่องจากการย่อยเมือกกาแฟของจุลินทรีย ์และไดน้ า้ตาลโมเลกุลเด่ียว ซึ่งท าใหจุ้ลินทรียเ์กิดการ
ผลิตกรดในกระบวนการหมัก(36) Total dissolved solids คือ ปริมาณของแข็ง สารอนินทรียแ์ละ
อินทรียท์ัง้หมดที่ละลายอยู่ในน า้ โดยค่า TDS สามารถแสดงปริมาณน า้ตาลทัง้หมดที่เป็นของแข็ง
ที่สารละลายได ้ดังนัน้ค่า TDS จะแปรผันใกลเ้คียงกับปริมาณของน า้ตาลที่อยู่ในน า้หมักกาแฟ
จากการศึกษาเก่ียวกับการน าเมล็ดกาแฟแช่ในน า้ที่มีเอนไซมเ์พกติเนสเป็นส่วนประกอบพบว่า
หลงัจากแช่เป็นเวลา 4 ชั่วโมง มีค่า TDS เพิ่มขึน้ เนื่องจากเอนไซมเ์พกติเนสย่อยสลายเมือกกาแฟ 
ได้ galacturonic acid และเกิดน า้ตาลธรรมชาติหลายชนิด เช่น กาแลคโตส อะราบิโนส และ
ไซโลส ดังนั้นการย่อยเพกตินสามารถเพิ่มปริมาณของ Total dissolved solids ในกระบวนการ
หมักกาแฟ(37) การลดลงของค่าบริกซส์ามารถอธิบายถึงปริมาณน า้ตาลที่เกิดขึน้ในกระบวนการ
หมกัและจุลินทรียม์ีบทบาทในการใชน้ า้ตาล เนื่องจากมีการใชน้ า้ตาลเป็นแหล่งคารบ์อนส าหรบั
การเจริญเติบโต โดยการลดลงของน า้ตาลระหว่างการหมกัจะมาพรอ้มกบัการสะสมของกรด เช่น 
กรดแลกติก กรดอะซิติก และกรดซคัซินิก(38) 

จากการทดลองการหมักเมล็ดกาแฟร่วมกับหัวเชือ้ยีสตส์ายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์
กลายทัง้ 6 สายพนัธุ ์ท าการเก็บตวัอย่างน า้หมกักาแฟเพื่อนบัจ านวนเชือ้ก่อนและหลงักระบวนการ
หมัก โดยท าการนับเชือ้จุลินทรียร์วมทัง้หมดบนอาหาร PCA นับจ านวนเชือ้ยีสตบ์นอาหาร YMA 
และนบัจ านวนเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS agar โดยใชว้ิธีการ serial dilution และ 
drop-plating ในการนบัจ านวนเชือ้โดยบ่มเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง จากการวดัจ านวนเชือ้จลุินทรีย์
รวมทัง้หมดในระหว่างกระบวนการหมกักาแฟพบว่าการทดลองควบคมุ และสภาวะที่มีการเติมหวั
เชือ้ยีสต ์UV22-2, UV22-3 และ 41-1 มีแนวโนม้เพิ่มขึน้จนสิน้สุดกระบวนการหมัก จากการวิจัย
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ก่อนหน้านีพ้บว่าแบคทีเรีย เช่น Enterobacteriaceae และ LAB บางชนิดไดร้ับการระบุว่าเป็น 
pectinolytic bacteria ซึ่งมีอยู่ทั่วไปตลอดกระบวนการหมกั(11) 

ผลการทดลองการนับจ านวนเชือ้ยีสตเ์ริ่มตน้ของการทดลองที่เติมหัวเชือ้พบว่ามีจ านวน
เชือ้ยีสตส์งูขึน้เท่ากบั 6.06-6.82 CFU/ mL และเมื่อสิน้สดุกระบวนการหมกัทุกชุดการทดลองของ
ที่มีการเติมหัวเชือ้ยีสตม์ีจ านวนใกลเ้คียงเมื่อเทียบกับก่อนหมัก แต่ชุดการทดลองควบคุม ก่อน
หมักมีจ านวนเชือ้เท่ากับ 4.31 log CFU/mL และหลงัหมกัมีจ านวนเพิ่มขึน้เท่ากับ 6.73 CFU/mL 
ซึ่งสอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้นี ้การใช ้W. anomalus YWP1-3 ในกระบวกการหมกักาแฟเพิ่ม
ปริมาณของจ านวนเชือ้ยีสตป์ระมาณ 1 log CFU/mL(23) นอกจากนีง้านวิจยัการใชเ้ชือ้ยีสต ์6 สาย
พนัธุใ์นกระบวนการหมกักาแฟ พบว่าก่อนหมกัมีจ านวนประชากรของยีสตป์ระมาณ 4 log CFU/g 
และเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักเป็นเวลา 36 ชั่วโมงเพิ่มขึน้เท่ากับ 5.5 log CFU/g (39) จากการ
รายงานการเพิ่มขึ ้นของ pectinolytic yeasts ได้แก่  S. cerevisiae KNU18Y13 เมื่ อสิ ้นสุด
กระบวนการหมกัเพิ่มสงูขึน้เท่ากบั 8.23 log CFU/mL เมื่อหมกัเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ยีสตท์ี่พบ
ในกระบวนการหมักสามารถปรบัตัวและอยู่รอดไดใ้นสภาพแวดลอ้มที่รุนแรงที่ เช่น สภาวะที่เป็น 
hypertonic ความรอ้นที่ค่อนขา้งสงู ค่า pH ต ่า และการสะสมของกรดอินทรียแ์ละแอลกอฮอล์(5)  

จ านวนเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกหลงัจากการหมกัพบว่าการทดลองที่เติมหวัเชือ้ยีสตห์มกั
รว่มดว้ยมีปริมาณเชือ้ลดลง ยกเวน้การทดลองควบคมุมีจ านวนเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกก่อนและ
หลงักระบวนการหมกัไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั ซึ่งอาจเป็นไปไดว้่าการเติมหวัเชือ้ยีสตเ์ขา้ไป
ในกระบวนการหมกัสง่ผลต่อจ านวนประชากรของแบคทีเรียกรดแลคติกสง่ผลใหจ้ านวนเชือ้ลงลด  

จากการวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณน ้าตาลในน ้าหมักเมล็ดกาแฟ พบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของน า้ตาล 3 ชนิด ไดแ้ก่ ฟรุกโตส กลโูคส และอะราบิโนส โดยปกติน า้ตาลที่พบใน
เมือกกาแฟ ไดแ้ก่ มอลโตส ฟรุตโตส อะราบิโนส แลคโตส แรมโนส กลูโคส ไซโลส กาแลกโตส 
และซูโคส ในปี 2015 มีการรายงานว่าเมือกจากการวิเคราะหก์าแฟอะราบิกา พบว่ามีน า้ตาล
กลูโคส 35.65 (g/L) กาแลตโตส 36.67 (g/L) และแลคโตส 1.06 (g/L)(7) นอกจากนี ้ยังมีการ
รายงานน า้ตาลในเมือกกาแฟจากประเทศแมกซิโก พบน า้ตาลแรมโนส 6% ฟรุตโตส 1.3% อะราบิ
โนส 52.5% ไซโลส 8.9% แมนโนส 0.8% กาแลคโตส 19.7% และกลโูคส 7.8%(8) ความสามารถ
ในการใชน้ า้ตาลเป็นอีกหนึ่งคณุสมบติัของเชือ้การคดัเลือกเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายส าหรบัผลิตหวั
เชือ้หมกักาแฟที่มีประสิทธิภาพ เคยมีการรายงานว่าความสามารถในการใชน้ า้ตาลของยีสตท์ี่ใช้
ส  าหรบัหมกักาแฟนัน้เป็นปัจจยัส าคญัในการคดัเลือกเชือ้เพื่อใชส้  าหรบัหมกักาแฟ(22) 
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จากรายงานก่อนหนา้นีน้  าหัวเชือ้ YWP1-3 ถูกน าไปหมกัเมล็ดกาแฟอะราบิกาปริมาณ 7 
กิโลกรมั และผลการทดสอบการชิมมีคะแนนเท่ากับ 79.7 ใหก้ลิ่น พริกไทย ถั่ว สมุนไพร น า้หอม
กหุลาบ ดอกไม ้คาราเมล พรกิหยวก ถั่วฝักยาว กลิ่นคั่ว สม้ และแอปเปิลเขียว(23) ซึ่งมีคะแนนและ
ผลการประเมินกลิ่นใกลเ้คียงกับผลการทดลองของงานวิจัยครัง้นี ้ โดยมีคะแนนเท่ากับ 80.25 
คะแนน ใหก้ลิ่น ดอกไม ้วานิลลา คาราเมล มอลต ์โกโก ้พรุน น า้ผึง้ ช็อคโกแลต แอปเปิลแดง และ
จากผลการวิเคราะห์ volatile compound ด้วยเครื่อง HS-SPME ที่ เชื่อมต่อกับ GC-MS ของ
ตัวอย่างเมล็ดกาแฟคั่วที่หมักร่วมกับหัวเชื ้อยีสต์ พบว่า volatile compound profile และการ
จ าแนกสารของตัวอย่างทั้งหมดมีความคล้ายคลึงกัน โดย volatile compound ที่ตรวจพบใน
เปอรเ์ซ็นตพ์ืน้ที่รวมของ furan ในตัวอย่าง UV22-2 สูงกว่าชุดควบคุม และกาแฟคั่วเชิงพาณิชย ์
furfuryl alcohol และ furfuryl acetate รสชาติที่มีลกัษณะเฉพาะของ furfuryl alcohol และ furfuryl 
acetate เป็นที่รูจ้กักนัในรสหวาน กลิ่นผลไม ้กลิ่นคลา้ยคาราเมล และรสคั่ว(40) ซึ่งสอดคลอ้งกบัผล
การทดสอบประสาทสมัผสัของ Q-Arabica grader ในการศึกษาครัง้นี ้โดยพบว่าในตวัอย่างของ 
UV22-2 มีกลิ่นหอมหวาน ผลไม ้และคลา้ยคาราเมล จึงอาจเป็นไปไดว้่าเกิดจากอนพุนัธข์อง furan 
เหลา่นีใ้นการช่วยเพิ่มกลิ่น อีกทัง้ยงัพบ Pyrazines เป็น volatile compound อนัดบัสองที่พบไดใ้น
ตวัอย่างกาแฟทุกตัวอย่าง โดย Alkylpyrazines พบในตวัอย่างกาแฟของการทดลองควบคุมและ
กาแฟเชิงพาณิชย์มีปริมาณสูงที่สุด ซึ่งมีส่วนท าให้เกิดกลิ่นโกโก้ กลิ่นถั่ ว และกลิ่นคั่ว (41) ใน
การศึกษาปี 2006 ยงัตรวจพบ ketones ในกาแฟคั่วทุกชุดการทดลอง ซึ่งใหร้สชาติคลา้ยเนยและ
คาราเมล (42) จากตัวอย่างที่มีการเติมหัวเชื ้อสายพันธุ์ดั้งเดิมพบว่ามีปริมาณ ketones สูงสุด 
(4.06%) เช่น 1-acetyloxy-2-butanone และ 2,3-butanedione ซึ่งมีส่วนท าใหเ้กิดกลิ่นเนยและมี
กลิ่นหอมคล้ายคาราเมลมากกว่าตัวอย่างอ่ืนๆ และยังพบ volatile compounds อ่ืนๆ ได้แก่ 
pyrroles aldehydes acetic acid และ pyridine ในทุกตัวอย่าง โดนสารประกอบเหล่านีพ้บใน
ปรมิาณนอ้ย จึงอาจไม่สง่ผลกระทบอย่างมีนยัส าคญัต่อกลิ่นและรสชาติของกาแฟ 

จากการวิเคราะหล์  าดบัดีเอนเอทัง้หมดของเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-2 เปรียบเทียบ
กบัสายพนัธุด์ัง้เดิมพบว่า มียีนหลายต าแหน่งที่เปลี่ยนแปลงไป ยกตวัอย่างเช่น ยีนที่เก่ียวขอ้งกับ
การผลิตเอนไซม ์sucrase-isomaltase, lysosomal alpha-glucosidase, cellulase family A และ

α-amylase ซึ่งเอนไซมด์งักล่าวมีความส าคญัเป็นอย่างมากเก่ียวกบัการย่อยสลายองคป์ระกอบ
ของเมือกกาแฟ เช่น เพกติน คารโ์บไฮเดรต แปง้ และน า้ตาลชนิดต่างๆ จากงานวิจยัในปี 2020 ได้
ศึกษาเก่ียวกับการกลายพันธุ์ดว้ยการฉายรงัสียูวีเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพเอนไซม ์ endoglucanase 
ของ Bacillus amyloliquefaciens SS35 จากผลการศึกษาพบว่า บริเวณยีนBaGH5 ซึ่งเก่ียวขอ้ง
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กบัการผลิตเอนไซม ์endoglucanases ของสายพนัธุก์ลาย UV2 เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบ
กบัสายพนัธุด์ัง้เดิม ซึ่งเป็นการกลายพนัธุแ์บบ single transition mutation จากเบสอะดีนีนถกูแทน
ทีด้วยเบสกวานีน และส่งผลให้โคดอน GAC เปลี่ยนเป็น GGC จากกรดอะมิโนแอสปาร์ติก 
เปลี่ยนเป็นไกลซีน โดยการแทนที่ไกลซีนช่วยเพิ่มเสถียรภาพในสภาวะที่ค่าพีเอชอยู่ในช่วงที่เป็น
กรด และยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมเ์นื่องจากไกลซีนเป็นกรดอะมิโนที่
บริเวณ side chain ไม่มีขัว้(43) นอกจากนีย้ังมีการรายงานว่า การฉายรงัสียูวีและการใชส้ารเคมี  

EMS ในการกลายพันธุ์เพื่อเพิ่มการผลิตเอนไซม์ α-amylase ผลการศึกษาพบว่า gene copy 
number เพิ่มขึน้และสง่ผลต่อการแสดงออกของยีน(44) 

W. anomalus YWP1-3 ถูกน ามาใช้เ ป็นสายพันธุ์ดั้ง เดิมส าหรับการกลายพันธุ์ใน
การศึกษาครัง้นี ้จากการกลายพันธุ์ดว้ยวิธีการฉายรงัสียูวี และการใชส้ารเคมี คัดเลือกเชือ้สาย
พันธุ์กลายที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์พกติเนสไดท้ั้งหมดจ านวน 6 สายพันธุ์ ไดแ้ก่ 
UV22-2 UV22-3 UV41-1 UV32-1 UV49-2 และ EMS146 จากการศึกษาคุณสมบติัของหัวเชือ้ที่
มีประสิทธิภาพในการหมกักาแฟ พบว่าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-3 UV22-2 และ UV32-1 มี
ลกัษณะโคโลนีต่างจากสายพันธุ์อ่ืนๆ คือผิวหนา้โคโลนีเรียบ และค่าดัชนีการย่อยเพกติเนสบน
อาหาร pectin agar แสดงให้เห็นว่า UV22-2 มีค่าสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม และสูงที่สุดโดยค่า
เท่ากบั 50.2% จากนัน้น าไปศึกษากิจกรรมของเอนไซมเ์พกติเนสพบว่าเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายทกุ
สายพันธุ์มีกิจกรรมเอนไซม์เพกติเนสสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม โดย UV32-1 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 
415.88 U/ml แต่กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสและเซลลเูลสมีค่าใกลเ้คียงกบัสายพนัธุด์ัง้เดิม ผล
การทดสอบความสามารถในการใชน้ า้ตาลสรุปไดว้่าสายพันธุ์ UV22-2 สามารถใชน้ า้ไดท้ั้ง 10 
ชนิด โดยเฉพาะน า้ตาลอะราบิโนส แลคโตส แรมโนส ไซโลส และกาแลคโตส ที่มีค่าการเจริญสูง
กว่าสายพนัธุด์ัง้เดิมและเชือ้ยีสตส์ายพนัธุก์ลายอ่ืนๆอย่างมีนยัส าคญั จากผลการศึกษาคณุสมบติั
ของเชือ้ UV22-2 เหมาะส าหรบัการผลิตเป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกักาแฟเนื่องจากค่า %PDI ที่
สงูและกิจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากับ 332.32 U/mL รวมถึงความสามารถในการใชน้ า้ตาลไดห้ลาย
ชนิดจึงถูกน าผลิตหวัเชือ้เพื่อใชใ้นกระบวนการหมกั ผลจากการวิเคราะหส์าร volatile compound 
ในเมล็ดกาแฟคั่ว การประเมินรสชาติทางประสาทสมัผสัพบว่า ยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-2 จาก
ผลการทดสอบพบว่ามีคะแนนการชิมสูงที่สุดเท่ากับ 83.5 คะแนน และมีกลิ่น ถั่ว แอปเปิลเขียว 
สบัปะรด คาราเมล แอปเปิลไซเดอร ์ดอกไมส้ีเหลือง น า้ผึง้ ซึ่งตรงกบัผลการทดสอบการวิเคราะห ์
volatile compound พบสารกลุ่ม  furan ได้แก่  furfuryl alcohol และ furfuryl acetate สูงกว่า
ตวัอย่างกาแฟคั่วจากการทดสอบควบคมุ และกาแฟเชิงพาณิชย ์โดยสารดงักล่าวเป็นที่รูจ้กักนัใน
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รสหวาน กลิ่นผลไม ้กลิ่นคลา้ยคาราเมล และรสคั่ว และผลจากการวิเคราะหล์  าดบัดีเอ็นเอทัง้หมด
ของยีสตส์ายพนัธุก์ลาย UV22-2 พบว่ามีกลายพนัธุห์ลายต าแหน่งที่เก่ียวขอ้งกบัการผลิตเอนไซม ์

เช่น sucrase-isomaltase, lysosomal alpha-glucosidase, Cellulase family A และα-amylase 
เป็นตน้ ดงันัน้ UV22-2 จึงเหมาะส าหรบัการผลิตเป็นหวัเชือ้หมกัส าหรบักาแฟที่มีประสิทธิภาพใน
ดา้นการเพิ่มคณุภาพทางดา้นกลิ่นและรสชาติของกาแฟได ้
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ภาคผนวก ก 



 
 

 

 
 

ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Yeast malt broth (YMB) 
yeast extract      3 กรมั 
malt extract      3 กรมั 
peptone      5 กรมั 
glucose      10 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดจน
เขา้กนั จากนัน้น านึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
ระยะเวลา 15 นาที 

2. Yeast malt agar (YMA) 
yeast extract      3 กรมั 
malt extract      3 กรมั 
peptone      5 กรมั 
glucose      10 กรมั 
agar       15 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดจน
เขา้กนั จากนัน้น านึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
ระยะเวลา 15 นาที 
  



  

 
 

3. Pectin broth 
NaNO3       1 กรมั 
KCl       1 กรมั 
K2HPO4      1 กรมั 
MgSO4      0.5 กรมั 
Yeast extract      0.5 กรมั 
Citrus pectin      10 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดจน
เขา้กนั จากนัน้น านึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
ระยะเวลา 15 นาที 

4. Pectin agar 
NaNO3       1 กรมั 
KCl       1 กรมั 
K2HPO4      1 กรมั 
MgSO4      0.5 กรมั 
Yeast extract      0.5 กรมั 
Citrus pectin      10 กรมั 
Agar       15 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดจน
เขา้กนั จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
ระยะเวลา 15 นาที 

5. Mucilage broth 
น าน า้จากการลา้งเมือกเมล็ดกาแฟหลงัจากการปลอกเปลือกกรองผ่านผา้ขาวบาง และน าไปน่ึง
ฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ ระยะเวลา 15 นาท ี
  



  

 
 

6. Nitrogen yeast base media 
6.1ส าหรับเตรียมหัวเชือ้ 
Nitrogen yeast base     0.67 กรมั 
Glucose      0.1 กรมั 
Distilled water      100 มิลลิลิตร 
ละลายสว่นประผสมทัง้หมดจนเขา้กนั และท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีการกรองผ่านจกุกรองขนาด 
0.22 ไมโครเมตร 

6.2 ส าหรับท าการทดสอบ 
Nitrogen yeast base     0.67 กรมั 
Sugars      0.5 กรมั 
Distilled water      100 มิลลิลิตร 
ละลายสว่นประผสมทัง้หมดจนเขา้กนั และท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีการกรองผ่านจกุกรองที่มี
ขนาดรูพรุนเท่ากบั 0.22 ไมโครเมตร 

7. Plate count agar  
อาหารส าเรจ็รูป Plate count agar   23.5 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดจน
เขา้กนั จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
ระยะเวลา 15 นาที 

8. MRS agar medium 
อาหารส าเรจ็รูป Lactobacillus MRS broth  55.5 กรมั 
CaCO3       10 กรมั 
Agar       15 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดจน
เขา้กนั จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
ระยะเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

1 Gram’s iodine solution 
Iodine      1 กรมั 
Potassium iodide     2 กรมั 
Distilled water      300 มิลลิลิตร 
ละลายสว่นผสมทัง้หมดจนเขา้กนั เก็บในขวดสีชาและหลีกเลี่ยงแสง 

2. DNS reagent 
Potassium tetrahydrate    30 กรมั 
dinitrosalicylic acid (DNS)    1 กรมั 
2N sodium hydroxide     20 มิลลิลิตร 
ท าการละลาย DNS 1 กรมั ในน า้กลั่นปรมิาตร 30 มิลลิลิตร จากนัน้ค่อยๆท าการเติม Potassium 
tetrahydrate 30 กรมักบัสารละลาย DNS ที่อณุหภมูิ 90-95 องศาเซลเซียส เมื่อสารละลายเขา้กนั 
ท าการเติม2N sodium hydroxide 20 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาและหลีกเลี่ยงแสง 

3. 0.1M sodium phosphate buffer pH 7 
Na2HPO4·7H2O     15.487 กรมั 
NaH2PO4·H2O      5.827 กรมั 
ท าการปรบัปรมิาตรสดุทา้ยดว้ยน า้กรองจนครบปรมิาตร 1 ลิตร และท าการปรบัค่าพีเอชสดุทา้ย
เท่ากบั 7 โดยใช ้HCl และ NaOH 

4. สารเคมีทีใ่ช้ในการวิเคราะหโ์ปรตีน ด้วยวิธี Lowry method 
เตรียม complex-foming reagent โดย อตัราสว่นของสารละลาย A: B: C เท่า 100: 1: 1 
ตามล าดบั 
สารละลาย A: 2% (w/v) Na2CO3 
สารละลาย B: 1% CuSO4·5H2O 
สารละลาย C: 2% (w/v) Potassium sodium tartrate •4H2O 

 
 



 
 

 

 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล เยาวภา มีอ าพนัธ ์
วัน เดือน ปี เกิด 8 เมษายน 2540 
สถานทีเ่กิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒกิารศึกษา - ปี2561 จบการศึกษาในระดบัปรญิญาตรี สาขาวิชาจลุชีววิทยา 

หลกัสตูรวิทยาศาสตรบณัฑิต (วท.บ.) จากมหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ 
กรุงเทพมหานคร  
- ปี2562 ศกึษาในระดบัปริญญาโท สาขาวิชาจลุชีววิทยาประยกุต ์จาก
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ กรุงเทพมหานคร 

ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 135/12 อาคาร9 ถ.อาจณรงค ์แขวงคลองเตย เขตคลองเตย 
กรุงเทพมหานคร รหสัไปรณีย ์10110 

รางวัลทีไ่ด้รับ จดสิทธิบตัรเชือ้ยีสตด์ดัแปลงพนัธุกรรม Wickerhamomyces anomalus   
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