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บทคดัยอ 
การตรวจหาปริมาณยีสตที่แยกไดจากกระบวนการหมักเตาหูย้ี ต้ังแตเริ่มตนการหมักจนถึงสิ้นสุดกระบวนการหมักเปนเวลา 9 เดือน 

บนอาหารแข็ง Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ที่เติม tetracycline 20 /ml และเกลือ (NaCl) ความเขมขนตางๆ กัน สามารถตรวจ 
พบยีสตตลอดการหมัก และมีปริมาณอยูระหวาง 4.9-6.9, 5.8-6.9 และ 5.4-6.9 log CFU/g บนอาหารทีเ่ติมเกลอืความเขมขน 0, 5 และ 
10% ตามลําดับ และไดแยกยีสตทั้งหมด 65 สายพันธุ เปนยีสตทนเกลือความเขมขนระหวาง 10-20% และมี 7 สายพันธุ (10.8%) 
ที่สามารถผลิตเอนไซมยอยโปรตีนหรือไขมัน แตไมมียีสตสายพันธุใดที่สามารถยอยแปง และไดคัดเลือกยีสตที่มีศักยภาพในการใหกลิ่น 
เฉพาะคลายเตาหูย้ีมา 11 สายพันธุ โดยนํามาระบุชนิดดวยวิธีการตรวจหา % ความเหมือนกันของลําดับเบส 26S rDNA พบวาเปนยีสต C. 
versatilis 4 สายพันธุ (PS1505, PS1503, PS1544 และ PS15108), C. parapsilosis 1 สายพันธุ (PS1524), P. farinosa 4 สายพันธุ 
(PS1534, PS1539, PS1593 และ PS15102) และ Z. rouxii 2 สายพันธุ (PS1522 และ PS1578) และไดคัดเลอืกยีสตเพียง 5 สายพันธุ 
ไดแก C. versatilis PS1505, C. parapsilosis PS1524, P. farinosa PS1534 และ PS15102 และ Z. rouxii PS1578 เพื่อ 
ศึกษาการผลิตกลิ่นรสของเตาหูยี้ในรูปสารระเหย โดยการสกัดสารดวยวิธี solid phase micro-extraction (SPME) และวิเคราะหชนิดดวย 
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) ผลปรากฏวายีสตสามารถผลิตสารระเหยไดทั้งหมด 11 ชนิด ประกอบดวย alcohols 2 
ชนิด, esters 6 ชนิด  และสารอื่นๆ อีก 3 ชนิด โดยสาร esters ที่ผลิตในปริมาณมาก คือ ethyl octanoate (15.8%) และ isobutyl phthalate 
(15.7%) 

คําสําคัญ: ยีสต  เตาหูย้ี Candida, Pichia, Zygosaccharomyces 

Abstract 
A number of yeasts were isolated from fermenting soybean curds (sufu) and quantitated on Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

added with 20     /ml tetracycline and salt (NaCl) at various concentrations. The yeasts found from the beginning until the end of 
fermentation for nine months were between 4.9-6.9, 5.8-6.9 and 5.4-6.9 log CFU/g on media containing salt concentrations of 0, 
5 and 10%, respectively. All of the isolated yeasts (65 strains) were halotolerant of salt concentrations between 10-20%. Interestingly, 
only 7 strains (10.8%) of the yeasts could exhibit proteolytic or lipolytic activity but none of those showed amylolytic activity. 
Moreover, the potential 11 yeast strains were selected for further identification by % identity of DNA sequence of 26S rDNA 
according to the frequently found and produced most typical aroma of soybean curd on solid and liquid media. They were identified 
as C. versatilis PS1505, PS1503, PS1544 and PS15108 (4 strains), C. parapsilosis PS1524 (1 strain), P. farinosa PS1534, 
PS1539, PS1593 and PS15102 (4 strains) and Z. rouxii PS1522 and PS1578 (2 strains). The five potential strains of C. versatilis 
PS1505, C. parapsilosis PS1524, P. farinosa PS1534 and PS15102, and Z. rouxii PS1578 were selected and evaluated a role in 
the production of aroma as volatile compounds using solid phase micro-extraction (SPME) and analyzed by gas chromatography-mass 
spectrometry (GC-MS). A total of 11 compounds were detected as alcohols (2 compounds), esters (6 compounds) and other 
compounds  (3 compounds), of  which, ethyl octanoate (15.8%)  and isobutyl phthalate (15.7%) were the highest quantity of esters. 
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บทนํา 

เตาหูย้ี หรือ Sufu เปนอาหารหมักพื้นเมืองของชาวจีน 
ทํามาจากเตาหูซึง่เปนแหลงโปรตนี ไขมัน แรธาตุ และวติามิน 
เตาหูย้ีมีรสชาติ กลิ่น สีท่ีดี จึงนิยมบริโภคกันอยางแพร 
หลายในเอเซีย กระบวนการผลิตเตาหูย้ีมีหลายวิธีซึ่งแตก 

ตางกันไปตามสูตรของแตละโรงงานเนือ่งจากไดรับการถาย 
ทอดมาในระบบครอบครัว แตสําหรับการผลิตเตาหูย้ีแบบ 
ดั้งเดิมนั้น ทําโดยการเตรียมหัวเชื้อราจากขาวท่ีหุงสุกแลว 
ท้ิงใหเย็น เกลี่ยลงบนกระดง วางท้ิงไวในหองเฉพาะซึ่งมี 
เชื้อราประจําถ่ินเปนเวลา 7-15 วัน จากนั้นเตรียมเตาหู 
โดยใชถ่ัวเหลือง แชน้ํา 6 ชั่วโมง นําไปบดในโมหิน ตมให 
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เดอืดในน้ํา กรองเอาเปลอืกออกแลวใสดเีกลอื (magnesium 
sulfate) วางท้ิงไวใหตกตะกอนในบล็อก เม่ือเตาหูแข็งตัว 
นําไปแชน้ําเกลือ แลวตัดเตาหูเปนชิ้นขนาด 3 x 3 x 2.5 
ซม. นําเตาหูและหัวเชื้อท่ีเตรียมไวเรียงใสโองท่ีมีฝาปด 
โดยวางเรียงสลับกัน ระหวางเตาหูและหัวเชื้อพรอมโรย 
เกลือ แลวหมักท้ิงไวกลางแดดเปนเวลา 9 เดือน จะได 
เตาหูย้ีท่ีมีกลิ่นรสชาติท่ีดีและ มีสีเหลือง (ประเสริฐ และ 
คณะ, 2548) สวนการผลิตเตาหูย้ีเเดงนั้น ใหใสขาวแดง 
(อังก๊ัก) ท่ีมีเชื้อรา Monascus purpureus ซึ่งใหสารสีแดง 
ของ monascarubrin แลวบมตอ อีก 40-60 วัน จะทํา 
ใหเตาหูย้ีเกิดสีแดงมีกลิ่นรสท่ีนารับประทานย่ิงข้ึน จาก 
นั้ นบรรจุลงขวดแกวปากกวางเเละตมในน้ําเดือดหรือ 
พาสเจอร ไรส เพื่ อฆ าเชื้ อกอนนําไปจําหนาย สวนเชื้ อ 
จุลินทรียท่ีตรวจพบในกระบวนการหมักเตาหูย้ี พบวามี 
ปริมาณแบคทีเรีย รา และ ยีสตอยูระหวาง 10 1 -10 5 , 10 1 - 
10 5 และ 10 3 -10 5 CFU/g ตามลําดับ (ประเสริฐ และ 
คณะ, 2548) เชื้อราท่ีตรวจพบ ไดแก Actinomucor 
elegans, Mucor sufu, M. hiemalis, M. silvaticus, M. 
subtilissimus, A. taiwanensis (Chou et al., 1988) และ 
Rhizopus spp. (Han et al., 2001) สวนเชื้อแบคทีเรีย 
ท่ีตรวจพบ ไดแก Bacillus และ Micrococcus spp. (Han 
et al., 2001; Han et al., 2004; Shi & Fung, 2000) 
และเม่ือเร็วๆ นี้ ประเสริฐ และคณะ (2548) ไดรายงาน 
ชนิดของจุลินทรียท่ีตรวจพบจากกระบวนการหมักเตาหูย้ี 
ไดแก Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Bacillus, 
Pediococcus เเละ Saccharomyces spp. และสามารถตรวจ 
พบยีสตในปริมาณมาก (10 3 -10 5 CFU/g) จึงนํามา 
ซึ่งความสนใจในการศึกษาปริมาณและสมบัติของยีสตท่ี 
แยกไดจากกระบวนการหมักเตาหูย้ี ดังนั้น การวิจัยนี้จึง 
เปนการตรวจหาปริมาณและระบุชนิดของยีสตในกระบวน 
การหมักเตาหู ย้ีและตรวจหาสมบัติของยีสตในการผลิต 
เอนไซมยอยโปรตีน แปงและไขมัน รวมท้ังตรวจหาชนิด 
ของสารระเหยท่ีใหกลิน่รสของยีสตท่ีแยกไดระหวางการหมัก 

วิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอยางเตาหูยี ้
เก็บตัวอยางเตาหูย้ีประมาณ 100 กรัม จากตุมหมักใบ 

เดยีวกันของโรงงานเตาหูย้ี อ.เมือง จ.สงขลา โดยเก็บตวัอยาง 
ทุกเดือนตั้งแตเร่ิมตนจนกระท่ังสิ้นสุดกระบวนการหมัก 9 
เดือน รวมท้ังหมด 9 ตัวอยาง และทุกการทดลองไดทํา 2 
ซ้ํา แลวหาคาเฉลี่ย 

2. การตรวจหาปริมาณยีสต 
การตรวจนับปริมาณยีสต โดยชั่งตัวอยางเตาหูย้ี 25 

กรัม ใสในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ บีบใหเตาหูย้ีละเอียด 
แลวเติมอาหารเหลว Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 
(Difco) ( SDB ปริมาตร 1 ลติรประกอบดวย peptic digest 
of animal tissue 5.0 กรัม pancreatic digest of casein 
5.0 กรัม และ dextrose 20.0 กรัม pH 5.6) ท่ีเติมมีเกลือ 
(NaCl) 5% จํานวน 225 มล. แลวเจือจางแบบ 10 เทาใน 

SDB ท่ีเติมเกลือ 5% และดูดมา 0.1 มล. กระจายเชื้อ 
บนอาหารแข็ง SDA ท่ีเติม tetracycline (Fluka) 20 g/ 
ml (เพื่อยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย) และมีเกลือความเขมขน 0, 
5 และ 10% ตามลําดับ บมท่ีอุณหภูมิ 30 ํ C เปนเวลา 
1-5 วัน โดยตรวจดูผลทุกวัน ทําการนับจํานวนและคัด 
เลอืกเชือ้ยีสตท่ีมีลักษณะตางกันโดยดูลกัษณะโคโลนี สีและ 
ขนาด แลวทําเชื้อใหบริสุทธิ ์และเก็บไวที่ -70 Cํ ในอาหาร 
SDB ท่ีเติม 15% glycerol เพื่อศึกษาตอไป 

3. การทดสอบสมบัติของยีสตที่แยกได 
3.1 การทดสอบการเติบโตของยีสตในอาหารท่ีเติม 

เกลือความเขมขนตางๆ โดยเพาะเชื้อยีสตท่ีแยกไดบน 
อาหาร SDA ท่ีมีเกลือความเขมขน 0, 5, 10, 15 และ 
20% บมเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 30 Cํ เปนเวลา 1-2 สปัดาห ตรวจ 
ดูผลการเติบโตทุกวัน 

3.2 การทดสอบการเติบโตของยีสตในอุณหภูมิ 
ตางๆ โดยเลีย้งเชื้อในอาหารเหลว SDB และบมท่ีอุณหภูมิ 
25, 30, 35, 40 และ 45 ํ C เปนเวลา 5 วัน ตรวจ 
ดูผลการเติบโตของเชื้อโดยการดูความขุนดวยตาเปลา 
เปรียบเทียบกับอาหารที่ไมเติมเชื้อ 

3.3 การทดสอบการเติบโตของยีสตใน pH ตางๆ 
โดยถายเชื้อท่ีตองการทดสอบลงในอาหารเหลว SDB ท่ี 
ปรับ pH เร่ิมตนเทากับ 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 
และ 8.0 บมท่ีอุณหภูมิ 30 ํC เปนเวลา 5 วัน ตรวจดูผล 
การเติบโตของเชื้อโดยการดูความขุนดวยตาเปลาเปรียบ 
เทียบกับอาหารที่ไมเติมเชื้อ 

3.4 การทดสอบความสามารถของยีสตในการผลติ 
เอนไซมยอยโปรตีน แปง และไขมัน โดยใชไมจิ้มฟน 
ปราศจากเชื้อปายเชื้อท่ีตองการทดสอบความยาวประมาณ 
1 ซม. ลงบนอาหารแข็ง GM medium (GM ปริมาตร 1 
ลิตร ประกอบดวย yeast extract 0.5 กรัม, peptone 10.0 
กรัม D-glucose 10 กรัม และ agar 15.0 กรัม pH 6.2) 
โดยการเติมแหลงคารบอนแทน glucose ไดแก 1% skim 
milk, 1% corn starch หรือ 1% tween 80 เพื่อทดสอบ 
การยอยโปรตีน แปง หรือ ไขมัน ตามลําดบั แลวนําไปบมท่ี 
อุณหภูมิ 30 Cํ เปนเวลา 5 วัน แลววัดระดับการยอยสลาย 
(degree of hydrolysis) โดยการวัดเสนผาศูนยกลางของ 
วงใส (มม.) หารดวยเสนผาศูนยกลางของโคโลนี (มม.) 

4. การระบุชนิดของยีสตที่แยกได 
นํายีสต ท่ี แยกไดจากเตาหู ย้ี มาจําแนกตามวิ ธีของ 

Yarrow (1998) โดยศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
SDA สังเกตสี ขอบ รูปราง ผิวหนา และการเปนเมือกของ 
โคโลนี ศึกษาลักษณะการเติบโตท่ีผิวหนาอาหารเหลว 
(pellicle) หรือตกตะกอน (flocculation) ท่ีกนหลอด 
ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน โดยนํา 
เซลลมายอมดวย lactophenol cotton blue ศึกษาการสราง 
ascospore โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร McClary’s Acetate 
agar, Gorodkowa agar, Corn meal agar และ 5% Malt 
extract agar (Difco) และบมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 ํC อาน 
ผลทุกวันจนครบ 7 วัน 

สวนการระบุชนิดของยีสตในระดับสปชีสโดยใชวธิีการ 

µ
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ตรวจความเหมือนกันของลําดับเบส 26S rDNA (large 
subunit 26S rDNA) โดยการสกัด genomic DNA จากยีสต 
แลวเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA เฉพาะสวนท่ีตองการ ดวย 
เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช 
forward primer NL-1 (F63) (5’-CATATCAATAA 
GCGGAGGAAAAG) และ reverse primer NL-4 (LR- 
3) (5’-GGTCCGTGTTTCAAGGACGG) ซึ่ งเปน 
conserved sequence บริเวณ D1/D2 region ของ 26S 
rDNA (Kurtzman & Robnett, 1997) แลวทํา PCR 
reaction และตรวจลําดับเบสของ DNA product ดวยเคร่ือง 
Automated DNA Sequencing จากนั้นนําลําดับเบสของ 
DNA ท่ีอานไดไปเทียบเคียงกับฐานขอมูลของ NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, 2007) 
จากนั้นเลือกท่ี nucleotide-nucleotide blast ซึ่งจะทําให 
ทราบเปอรเซ็นตความเหมือนกัน (% identity) ระหวาง 
เชื้อตัวอยางกับเชื้ออ่ืนๆ ท่ีมีในฐานขอมูล 

5. การตรวจสารระเหยที่ผลิตจากยีสตที่แยกได 
คัดเลือกยีสต ท่ีแยกไดจากกระบวนการหมักเตาหู ย้ี 

จํานวน 5 สายพันธุ ท่ีตรวจพบบอยในกระบวนการหมัก 
และใหกลิน่คลายเตาหูย้ี เม่ือเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง SDA 
(ทําการทดสอบโดยการดมกลิน่) ไดแก Candida versatilis 
PS1505, C. parapsilosis PS1524, Pichia farinosa 
PS1534 และ PS15102 Zygosaccharomyces rouxii 
PS1578 และ Saccharomyces cerevisiae MI201 (เชื้อ 
เปรียบเทียบ) แลวนําเชื้อมาทดสอบความสามารถในการ 
ผลิตสารใหกลิ่นรส โดยเพาะเลี้ ยงเชื้อในอาหาร SDB 
ปริมาตร 100 มล. ปรับ pH 5.6 แลวเติม 10% เชื้อเร่ิมตน 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิท่ี 30 ํC เขยาท่ี 90 รอบตอนาที เก็บ 
ตัวอยาง 10 มล. ท่ีชวงเวลา เวลา 0, 12, 24, 36 และ 
48 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 6,000 รอบตอ 
นาที จากนั้นกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 แลว 
นํา filtrate ไปทําการสกัดสารระเหย (volatile compounds) 
และกรดอินทรีย ดังนี้ ทําการสกัดสารระเหยท่ีใหกลิ่นรส 
ดวย solid phase microextraction (fibre 100 . 
polydimethylsiloxane coating) โดยแชตัวอยางสารในน้ํา 
อุ นอุณหภู มิ 50 ํ C เปนเวลา 45 นาที ตามวิธีของ 
Szkudlarz et al. (2003) นําสารระเหยท่ีเกาะติดอยูบน 
ไฟเบอร ไปฉีดเขาเครื่อง GC-MS (Chung et al., 2005) 
โดยใชคอลัมน HP-Innowax ความยาว 30 เมตร เสนผา 
ศูนยกลางภายใน 0.25 มม. และความหนาของฟลม 0.25 

โดยใชอุณหภูมิของหัวฉีดเทากับ 250 ํ C และมีกาซ 
ฮีเลยีม เปนตวัพา โดยตั้งอุณหภูมิเริ่มตนท่ี 40 Cํ เปนเวลา 
2 นาที แลวเพิ่มข้ึนดวยอัตรา 10 ํC ตอนาที จนถึง 200 
ํC หลังจากนั้นเพิ่มข้ึนดวยอัตรา 15 Cํ ตอนาที จนถึง 250 
ํC เปนเวลา 15 นาที สําหรับ mass range ของเคร่ือง mass 
spectrometer อยูในชวง 35-550 amu. (atomic mass 
units) สวนการระบุชนิดของสารระเหยท่ีตรวจพบทําได 
โดยการเทียบกับ standard library spectra จาก database 
Wiley 275.L สวนการตรวจหากรดอินทรียของยีสต โดย 
นํา filtrate มาเจือจางดวย methanol ในอัตราสวน 1:50 

แลวฉีดเขาเคร่ือง GC-MS ตามวิธีการท่ีกลาวมาขางตน 

ผลการทดลอง 

1. การตรวจหาปริมาณยีสตที่แยกจากตัวอยางเตาหูยี้ 
การตรวจหาปริมาณยีสตท้ังหมดท่ีแยกไดจากตัวอยาง 

เตาหูย้ีในกระบวนการหมักบนอาหาร SDA ท่ีเตมิ tetracycline 
20 /ml และเติมเกลือ 0, 5 และ 10% (รูปท่ี 1) พบ 
วายีสตมีปริมาณระหวาง 4.9-6.9, 5.8-6.9 และ 5.4- 
6.9 log CFU/g ตามลําดับ โดยบนอาหาร SDA ท่ีมีเกลือ 
0% มีเชื้อเร่ิมตน 6.9 log CFU/g แลวลดลงต่ําสุด 4.9 
log CFU/g ในเดือนท่ี 2 และเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ จนถึงเดือนท่ี 
9 สวนอาหาร SDA ท่ีมีเกลือ 5% มีจํานวนเชื้อเร่ิมตน 6.9 
log CFU/g แลวลดลง 5.8 log CFU/g ในเดือนท่ี 4 สวน 
ในเดือนท่ี 5-9 เชื้อจะมีจํานวนคงท่ี สวนบนอาหาร SDA 
ท่ีมีเกลือ 10% มีจํานวนเชื้อเร่ิมตน 6.9 log CFU/g แลว 
ลดลง 5.4 log CFU/g ในเดือนท่ี 4 สวนในเดือนท่ี 5-9 
เชื้อจะมีจํานวนคงท่ี 
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รูปท่ี 1 ปรมิาณยีสตในกระบวนการหมักเตาหูย้ีจากถังหมกัเดียวกนั 
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง SDA ที่เติมเกลือความเขมขน 
ตางๆ กัน บมที่อุณหภูมิ 30 ํC เปนเวลา 3-5 วัน: FSF1 
(1 เดือน), FSF2 (2 เดือน), FSF3 (3 เดือน), FSF4 (4 
เดือน), FSF5 (5 เดือน), FSF6 (6 เดือน), FSF7 (7 
เดือน), FSF8 (8 เดือน) และ FSF9 (9 เดือน) 

2. การศึกษาสมบัติของยีสตที่แยกได 
ยีสตท่ีแยกไดจากกระบวนการหมักเตาหูย้ี มีท้ังหมด 

65 สายพันธุ แลวนํามาศึกษาสมบัติดังนี้ 
2.1 การเตบิโตของยีสตบนอาหารท่ีเติมเกลือความ 

เขมขนตางๆ กัน (ตารางท่ี 1) พบวายีสต ท้ัง 65 สายพันธุ 
(100%) เติบโตไดดีบนอาหารท่ีมีการเติมเกลือ 0 และ 
5 และ 10% มี 60 สายพันธุ (92.3%) เติบโตไดดีบน 
อาหารท่ีมีการเตมิเกลอื 15% และมี 54 สายพนัธุ (83.1%) 
เติบโตไดดีในอาหารท่ีมีเกลือ 20% ซึ่งจัดยีสตท่ีแยกได 
ท้ังหมดเปนยีสตทนเกลือ (halotolerant yeasts) 

2.2 การทดสอบการเตบิโตของยีสตบนอาหารเหลว 
SDB ท่ีอุณหภูมิตางๆ กัน พบวายีสตสามารถเติบโตดีที่ 
อุณหภูมิ 25 ํC มี 61 สายพันธุ (93.9%) ท่ีอุณหภูมิ 30 
ํ C มี 65 สายพันธุ (100%), ท่ีอุณหภูมิ 35 ํ C มี 62 

µm
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สายพันธุ (95.4%), ท่ีอุณหภูมิ 40 ํ C มี 51 สายพันธุ 
(78.5%) และ ท่ีอุณหภมิู 45 Cํ มี 46 สายพันธุ (70.8%) 

2.3 การทดสอบการเตบิโตของยีสตบนอาหารเหลว 
SDB ท่ี pH ตางๆ กัน พบวามียีสตที่เติบโตไดอยูในชวง 
pH 2 - pH 8 โดยยีสตที่สามารถเติบโตท่ี pH 2 มี 34 
สายพันธุ (52.3%), ท่ี pH 3 มี 46 สายพันธุ (70.8%), 
ท่ี pH 4 มี 61 สายพนัธุ (93.9%), ท่ี pH 5 มี 65 สายพันธุ 
(100%), ท่ี pH 6 มี 64 สายพันธุ (98.5%), ท่ี pH 7 มี 
50 สายพันธุ (76.9%) และ ท่ี pH 8 มี 43 สายพันธุ 
(66.2%) 

2.4 การทดสอบยอยโปรตีน ไขมัน และแปง พบวา 
ยีสตสามารถยอยโปรตีน ได 7 สายพันธุ (10.8%) โดยมี 
degree of hydrolysis อยูระหวาง 1.3 - 12 สวนอีก 7 
สายพันธุ (10.8%) สามารถยอยไขมัน tween 80 โดยมี 
degree of hydrolysis เทากับ 2.4 และ 2.3 แตไมมีสาย 
พันธุใดท่ีสามารถยอยแปงได 

ตารางท่ี 1 สมบัติของยสีตทีแ่ยกได 65 สายพันธุ จากตัวอยางเตาหูย้ี 

สมบัติ 
%จํานวนสายพันธุที่ 

ใหผลบวก 
การเติบโตบนอาหารที่มีเกลือ 0% 
การเติบโตบนอาหารที่มีเกลือ 5% 
การเติบโตบนอาหารที่มีเกลือ 10% 
การเติบโตบนอาหารที่มีเกลือ 15% 
การเติบโตบนอาหารที่มีเกลือ 20% 

100 (65/65) 
100 (65/65) 
100 (65/65) 
92.3 (60/65) 
83.1 (54/65) 

การเติบโตที่ อุณหภูมิ 25 ๐ C 
การเติบโตที่ อุณหภูมิ 30 ๐ C 
การเติบโตที่ อุณหภูมิ 35 ๐ C 
การเติบโตที่ อุณหภูมิ 40 ๐ C 
การเติบโตที่ อุณหภูมิ 45 ๐ C 

93.9 (61/65) 
100 (65/65) 
95.4 (62/65) 
78.5 (51/65) 
70.8 (46/65) 

การเติบโตที่ pH 2 
การเติบโตที่ pH 3 
การเติบโตที่ pH 4 
การเติบโตที่ pH 5 
การเติบโตที่ pH 6 
การเติบโตที่ pH 7 
การเติบโตที่ pH 8 

52.3 (34/65) 
70.8 (46/65) 
93.9 (61/65) 
100 (65/65) 
98.5 (64/65) 
76.9 (50/65) 
66.2 (43/65) 

การยอยโปรตีน skim milk 10.8 (7/65) 
การยอยแปง corn starch 0 (0/65) 
การยอยไขมัน tween 80 10.8 (7/65) 

3. การระบุชนิดของยีสตที่แยกได 
ไดคัดเลือกยีสต 11 สายพันธุ โดยอาศัยสมบัติของยีสต 

ท่ีตรวจพบบอยในกระบวนการหมักและใหกลิน่เฉพาะคลาย 
เตาหูย้ีบนอาหารแข็งและอาหารเหลวซึ่งทดสอบโดยการ 
ดมกลิ่น โดยนํายีสตไปทําการตรวจหาลําดับเบสของ 26S 
rDNA (ตารางท่ี 2) พบวาสามารถเทียบเคียงชนิดของ 
ยีสตเปน C. versatilis 4 สายพันธุ (PS1505, PS15103, 

PS1544 และ PS15108) (ความเหมือนกัน 100%), C. 
parapsilosis 1 สายพันธุ (PS1524) (ความเหมือนกัน 
99%), P. farinosa 4 สายพันธุ (PS1534, PS1539, 
PS1593 และ PS15102) (ความเหมือนกัน 99%) และ 
Z. rouxii 2 สายพันธุ (PS1522 และ PS1578) (ความ 
เหมือนกัน 100%) 

ตารางท่ี 2 การจําแนกยีสต 11 สายพันธุทีแ่ยกไดจากตัวอยางเตาหูย้ี 
ซึ่งระบุชนิดโดยวิธีการตรวจหาลําดับเบส 26S rDNA 

ชื่อเชื้อยีสต จํานวน 
สายพันธุ 

ความหมือน 
กัน (%) 

C. versatilis 
PS1505, PS1503, 
PS1544, PS15108 

4 100 

C. parapsilosis PS1524 1 99 
P. farinosa 
PS1534, PS1539, 
PS1593, PS15102 

4 99 

Z. rouxii PS1522, 
PS1578 

2 100 

4. การตรวจหาสารระเหยที่ผลิตจากยีสตที่แยกได 
การตรวจหาสารระเหยโดย GC-MS นั้ น ในการ 

ทดลองนี้ ระบุชนิดเฉพาะสารระเหยท่ีมีปริมาณมากกวา 
80% quality และวัดปริมาณของสารแบบก่ึงปริมาณ 
(semi-quantitative) เนื่องจากไมไดทํากราฟมาตรฐาน 
ของสารตัวอยางท่ีตรวจพบ และผลปรากฎวายีสต 5 สาย 
พันธุท่ีแยกไดจากตัวอยางเตาหูย้ี ผลิตสารระเหยท้ังหมดมี 
11 ชนิด (สารที่ซ้ํากันนับเปนชนิดเดียว) (ตารางท่ี 3) 
ประกอบดวย alcohols 2 ชนดิ, esters 6 ชนดิ และสารอ่ืนๆ 
อีก 3 ชนิด โดยสาร esters ท่ีผลิตในปริมาณมาก คือ ethyl 
octanoate (15.8%) และ isobutyl phthalate (15.7%) 
ซึ่งสารระเหยท่ีผลิตโดยเชื้อ C. versatilis PS1505 มี 
esters 5 ชนิด, C. parapsilosis PS1524 มี alcohol 1 
ชนิด และสารอ่ืน 1 ชนิด, P. farinosa PS1534 มี esters 
2 ชนิด, P. farinosa PS15102 มี esters 3 ชนดิ, Z. rouxii 
PS1578 มี alcohol 1 ชนดิ และสารอ่ืน 2 ชนดิ สวนยีสตท่ี 
นํามาเปรียบเทียบ S. cerevisiae MI201 ผลิตสารระเหย 
ท้ังหมด 14 ชนิด ไดแก alcohols 5 ชนิด hydrocarbons 3 
ชนิด และ esters 6 ชนิด
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เชื้อยีสต สารระเหย (%) 
1. C. versatilis 
PS1505 

Ethyl octanoate (15.8%), 
Isobutyl phthalate (11.0%), 
Methyl hexanoate (6.5%), 
Methyl dodecanoate (6.5%), 
Methyl octadecanoate (2.2%) 

2. C. parapsilosis 
PS1524 

1-Pentadecanol (1.3%), 
Octyl phenol isomer (13.9%) 

3. P. farinosa 
PS1534 

Isobutyl phthalate (15.7%), 
Methyl octadecanoate (3.2%) 

4. P. farinosa 
PS15102 

Butyl 2-ethylhexyl phthalate 
(10.7%), Isobutyl phthalate 
(10.7%), Methyl octadecanoate 
(3.3%) 

5. Z. rouxii 
PS1578 

Isoamyl alcohol (5.2%), 
Phenol 3,5-bis(1,1-dimethylethyl) 
(9.6%), 2,6,10,14,18,22- 
Tetracosahexane,2,6,10,15,19,23- 
hexamethyl (0.8%) 

6. S. cerevisiae 
MI201 

Isoamyl alcohol (14.1%), 
1-Hexadecanol (4.1%), 
1-Heptadecanol (4.1%), 
1-Pentadecanol (4.1%), 
1-tetradecanol (4.1%), 
Cyclohexadecene (4.1%), 
Cyclotridecene (4.1%), 
9-Octadecene (4.1%), 
Butyl 2-ethylhexyl phthalate 
(5.9%), Isobutyl phthalate (6.0%), 
Methyl hexanoate (9.7%), 
Methyl dodecanoate (5.4%), 
Methyl hexadecanoate (9.7%), 
1-Methylethyl tetradecanoate 
(4.1%) 

วิจารณผลการทดลอง 

ยีสตที่แยกไดจากกระบวนการหมักเตาหูย้ีในการทดลอง 
นี้มีรูปแบบของปริมาณเชื้อยีสต แตกตางจากการรายงาน 
ของ ประเสริฐ และคณะ (2548) เนือ่งจากการทดลองนีไ้ด 
เตมิสารปฏิชวีนะ tetracycline ในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อยับย้ัง 
การเติบโตของแบคทีเรีย เชน Bacillus spp. ท่ีสามารถ 
ตรวจพบตลอดระยะเวลาการหมัก และยังสามารถเติบโต 
ไดดบีนอาหาร SDA (pH 5.6) ท่ีใชเปน selective medium 
สําหรับยีสต โดยแบคทีเรียเติบโตไดเร็วกวาทําใหไมเห็น 

โคโลนีของยีสต และสิ่งท่ีนาสนใจอีกประการหนึ่ง คือ การ 
ตรวจพบยีสตในเตาหูย้ีสําเร็จรูป จํานวน 1 ตวัอยาง (CSF1) 
จาก 9 ตัวอยาง (ไมไดแสดงขอมูล) ท้ังนี้อาจเนื่องจากเชื้อ 
ยีสตเหลอืรอดจากกระบวนการนึ่งฆาเชื้อกอนออกจําหนาย 
โดยปริมาณยีสตในเตาหูย้ีสําเร็จรูปท่ีเติมเกลือ 0, 5 และ 
10% ตรวจพบปริมาณยีสตท่ี 3.0, 3.1 และ 3.9 log 
CFU/g ตามลําดบั ซึ่งเหมือนกับการรายงานของ ประเสริฐ 
และคณะ (2548) ท่ีตรวจพบยีสตในเตาหูย้ีสาํเร็จรูป (ชนดิ 
เดียวกัน) มีปริมาณ 4.7 log CFU/g ซึ่งเกินมาตรฐาน 
ผลิตภัณฑชุมชนของเตาหูย้ี ซึ่งระบุวา ปริมาณยีสตและรา 
ไมเกิน 2 log CFU/กรัม (100 CFU/กรัม) และ Coliform 
จะตองนอยกวา 3 ตอตัวอยางตอกรัม โดยการตรวจดวยวิธี 
Most Probable Number (MPN) (มผช. 510/2547) 

ยีสตทีแ่ยกไดมีท้ังหมด 65 สายพันธุ เปนยีสตทนเกลือ 
ความเขมขนระหวาง 10-20% แตมีกิจกรรมของเอนไซม 
ยอยโปรตีนไดในปริมาณนอยโดยดูจากบริเวณวงใสท่ีเกิด 
ข้ึน ดังนั้น ยีสตท่ีแยกไดจึงนาจะมีบทบาทรวมกับแบคทีเรีย 
ในการยอยสลายสับสเตรท โดยมี Bacillus spp. ทําหนาท่ี 
หลักในการยอยโปรตีน แปง และไขมัน สวนเชื้อราท่ีเปน 
เชื้อเร่ิมตนมีบทบาทในการยอยสลายโปรตีนและแปงใน 
ระยะ 2 เดือนแรกของการหมัก แลวหลังจากนั้นจะตรวจไม 
พบเชื้อรา (ประเสริฐ และคณะ, 2548) แตเนื่องจากยีสต 
ท่ีแยกไดไมสามารถยอยแปงเปนแหลงคารบอน แตยัง 
สามารถดํารงชีวิตอยูไดในเตาหูย้ีโดยใชน้ําตาลกลูโคสท่ีได 
จากการยอยแปงโดยแบคทีเรียและรา และสามารถใช 
โปรตีนและกรดอะมิโนจากการยอยสลายรวมของกลุ ม 
จุลินทรีย (microbial consortia) 

การศึกษาบทบาทของยีสตท่ีมีตอการใหกลิ่นรสของ 
เตาหูย้ี โดยการตรวจวิเคราะหหาสารระเหยและกรดอินทรีย 
โดยการเพาะเลี้ยงยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อ SDB พบวามี 
ความแตกตางกันของสารระเหยท่ีผลิตจากยีสตท่ีเพาะใน 
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารระเหยท่ีตรวจพบในเตาหูย้ีสําเร็จ 
รูป (ไมไดแสดงขอมูล) ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเตาหูมีองค 
ประกอบของสารอาหารท่ีซับซอนและผลผลิตการหมักของ 
จุลินทรียเปนกลุมของสารท่ีเปน acids, alcohols, aromatic 
compounds และ esters ท่ีใหกลิ่นรสแตกตางกันไปตาม 
ชนิดของอาหารท่ีเปนสับสเตรทของจุลินทรีย ขอมูลนี้ 
สอดคลองกับการรายงานของ Chung et al. (2005) ท่ี 
ตรวจหาสารระเหยในเตาหูย้ีสําเร็จรูป โดยวิธี supercritical 
fluid extraction แลววิเคราะหสารดวยเคร่ือง GC-MS ซึ่ง 
พบสารระเหย 83 ชนิด และมี 68 ชนิด ท่ีตรวจพบบอย 
ไดแก กลุมของ acids 15 ชนิด alcohols 17 ชนิด และ 
esters 16 ชนิด โดยสารระเหยท่ีตรวจพบในเตาหูย้ีสําเร็จรูป 
ในการทดลองนื้ (ไมไดแสดงขอมูล) มี 5 ชนิด ท่ีเหมือน 
กับสารท่ีตรวจพบโดย Chung et al. (2005) ดังนี้ acetic 
acid, octadecanoic acid, ethanol, ethyl octanoate และ 
ethyl decanoate อีกประการหนึ่ง การตรวจพบสารระเหย 
ท่ีแตกตางกัน เนือ่งจากในการทดลองคร้ังนีไ้ดเลอืกรายงาน 
เฉพาะสารท่ีมีปริมาณมากกวา 80% quality ทําใหไมได 
ระบุชนิดสารท่ี มีปริมาณนอยกวาความเขมขนดังกลาว 

ตารางท่ี 3 การผลิตสารระเหยของยีสตที่เพาะเลีย้งในอาหาร SDB 
บมที่อุณหภูมิ 30 ํ C โดยการเขยาที่ 90 รอบตอนาที 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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สวนกลิ่นรสของผลิตภัณฑอาหารหมักเปนสารระเหยและ 
สารอินทรียท่ีอยูในอาหารท่ีสามารถรับรูดวยประสาทสมัผัส 
ซึ่ งเกิดจากปฏิ กิ ริยาการยอยสลายของน้ําตาล ไขมัน 
และโปรตีนในอาหาร โดยเชื้อจุลินทรียซึ่งเปนเชื้อหลาย 
ชนิดผสมกัน (microbial consortia) ซึ่งไดแก เชื้อรา 
แบคทีเรีย และยีสต สวนกรดท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการหมัก 
อาหารมาจาก free fatty acid ท่ีไดจากการยอยสลายสาร 
ไขมันโดยเอนไซมยอยไขมันท่ีผลิตจากเชือ้ราและแบคทีเรีย 
Staphylococcus spp. สวนสารระเหย alcohols และ esters 
เปนกลุมของสารประกอบท่ีพบบอยและเปนผลผลิตใน 
เมแทบอลิซึมของกรดอะมิโน ไดเปน - keto acids, 
aldehydes, alcohols และ esters ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 
แลกติก (Kranenburg et al., 2002) สวน ethyl ester 
เปนสารประกอบท่ีเกิดจาก esterification ของ free fatty 
acids กับ ethanol, สารประกอบ furans อาจพบในเตาหูย้ี 
ใหกลิน่คลายถ่ัวเขียว แตรสหวานท่ีมีกลิน่ caramel เกิดจาก 
ปฏิกิริยา maillard reaction (Chung et al., 2005) สาร 
ประกอบ ketones มีกลิ่นเนยเกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซม 
และกลิ่นเฉพาะในอาหารท่ีอาจเกิดจากการยอยสลายกรด 
อะมิโน (Kranenburg et al., 2002) นอกจากนี้การระเหย 
ของสารท่ีใชอุณหภูมิสูงของเคร่ือง GC injector อาจเกิด 
artifacts ของสารท่ีไมเก่ียวกับกลิ่นรส แตอยางไรก็ตาม 
สารท่ีเกิดมีปริมาณนอย สวนสารท่ีใหกลิ่นรสเฉพาะ เชน 
acetic acid ใหรสเปร้ียว, 1-hexanol ใหรสหวานและ 
รสสมุนไพร, 2-methoxyphenol ใหกลิ่นรส alcohol, ethyl 
dodecanoate ใหรสสาหราย นอกจากนี ้ กรดอะมิโนอิสระ 
ท่ีอยูในอาหารหมักใหรสเฉพาะ เชน glutamic acid ใหรส 
คาวของเนือ้ (umami), aspartic acid ใหรสเปร้ียว, glycine, 
alanine, threonine, proline, serine และ glutamine ให 
รสหวาน สวน phenylalanine, tyrosine, arginine, leucine, 
isoleucine, valine, methionine และ histidine ใหรสขม 
เปนตน (Chung et al., 2005) สวนกลิ่นรสของเตาหูย้ี 
สําเร็จรูป (CSF1) ท่ีทําเปรียบเทียบในการทดลองนี้ (ไมได 
แสดงขอมูล) มีกลิ่ นเฉพาะของแอลกอฮอล (ethanol 
73.3%) กลิ่นคลายผลไมของ ester (isopropyl myristate 
73.3% และ ethyl octanoate 3%) และใหกลิ่นรสเปร้ียว 
ของกรด (octadodecanoic acid 16.8%) นอกจากนี้ 
Chung et al. (2005) ไดตรวจหาสารระเหยท่ีใหกลิ่นของ 
เตาหูย้ีสําเร็จรูป โดยวิธี GC-FID (Gas chromatography 
- flame ionization detector - olfactometry analyses) 
และไดระบุวาเตาหูย้ีสําเร็จรูปมีสาร 5 ชนดิท่ีใหกลิน่เฉพาะ 
ท่ีสําคัญและโดดเดน (dominant odour) คือ acetic acid, 
methional, ethyl (Z, Z)-9,12-octadecadienoate, ethyl 
(Z)-9-ocatadecenoate และ 3-methylbutanoic acid 

สรุปผลการทดลอง 

ยีสตที่แยกไดจากกระบวนการหมักเตาหูย้ี เปนยีสตทน 
เกลือความเขมขน 10-20% และมียีสตเพียง 10.8% ท่ี 
สามารถผลิตเอนไซมยอยโปรตีนหรือไขมัน แตไมมีสาย 

พันธุใดท่ีสามารถยอยแปง และยีสตที่แยกไดสามารถผลิต 
สารระเหยสําคัญในกลุม alcohols และ esters ซึ่งมีบทบาท 
ในการกระบวนการหมักเพื่อใหไดกลิ่นรสของเตาหูย้ี 
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