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บทคัดย่อ 

 
คอมบูชาจัดเป็นเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพ ผลิตด้วยวิธีการหมักน้ าชาผสมน้ าตาลทรายด้วยเชื้อ

แบคทีเรียและยีสต์ งานวิจัยนี้มุ่งหวังในการพัฒนากระบวนการหมักคอมบูชาโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่แยก

ได้จากกระบวนการหมักคอมบูชาก่อนหน้านี้  และน ากระเจี๊ยบแดงซึ่งเป็นสมุนไพรไทยมาผสม 

เพ่ือปรับปรุงรสชาติของคอมบูชา นอกจากนี้ยังมุ่งหวังที่จะพัฒนาลักษณะของคอมบูชาให้เป็นรูปแบบ

ผงและได้รับการยอมรับจากผู้บริโภค จากการศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของเชื้อ แบคทีเรีย 

Acetobacter pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Zygosaccharomyces bailii YN403 ในการ

หมักคอมบูชาเป็นเวลา 10 วัน พบว่าปริมาณเชื้อแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว เชื้อยีสต์เพ่ิมขึ้นอย่าง

รวดเร็วในวันที่ 3 และช้าลงในวันที่ 7 ปริมาณน้ าตาลลดลง พีเอชลดลง ในขณะที่ปริมาณกรดและเอ

ทานอลเพ่ิมขึ้น อีกทั้งสารประกอบชีวภาพและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระเปลี่ยนแปลงตลอด

ระยะเวลาการหมัก คอมบูชาหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Z. bailii 

YN403 อัตราส่วน 8:2 มีค่า IC50 ของ DPPH และ ABTS สูงสุดเท่ากับ 2.84±0.21 มิลลิกรัมสมมูล

กรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร และ 2.37±0.03 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังนั้น

จึงท าการเลือกอัตราส่วนเชื้อแบคทีเรียต่อยีสต์ 8:2 ไปศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของชาด าต่อ

กระเจี๊ยบเพ่ือปรับปรุงคุณภาพและรสชาติของคอมบูชาพบว่า คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ

อัตราส่วน 8:2 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS สูง โดยมีค่า IC50 3.06±0.07 

มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร และ 3.44±0.22 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ 

ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ จากการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมี ปริมาณสารประกอบทางชีวภาพ และเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ พบว่าคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบอัตราส่วน 8:2 เป็นเวลา 

10 วัน มีคุณสมบัติเหมาะสมที่จะน าไปผลิตเป็นเครื่องดื่มต่อไป และจากการศึกษาการแปรรูป 

คอมบูชาเป็นผงเครื่องดื่มโดยผสมกับมอลโตเด็กซ์ทริน พบว่าคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่ผสม

มอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 15 สามารถรักษาสารประกอบชีวภาพได้ดี และยังมีความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระสูง นอกจากนี้เมื่อท าการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสพบว่าผู้บริโภคส่วนใหญ่ 

ให้คะแนนความชอบและความพึงพอใจในผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่น ามาละลาย  

โดยได้รับคะแนนสูงสุดทั้งในด้าน ความใส สี กลิ่น รสชาติ และความชอบโดยรวม 
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Abstract 

 
 Kombucha is a functional beverage made from the fermentation of sweet 

tea by bacteria and yeast. The aim of the present study is to improve a kombucha 

fermentation process using isolated microorganisms from the fermentation process. 

Furthermore, roselle is used to improve the characteristics and flavor of kombucha. 

Lastly, it aims to prepare kombucha powder and investigate its properties with 

customer acceptance. The optimal bacterium Acetobacter pasteurianus AJ605 and the 

yeast Zygosaccharomyces bailii YN403 ratios for kombucha production were 

investigated. On the day 3rd , the bacterial colony rapidly increased. The yeast culture 

rapidly grew at first, but then slowed on the day 7th . Sugar and pH levels declined, 

while acid and ethanol levels increased. Furthermore, during the fermentation process, 

the bioactive compounds and antioxidant activity changed. Kombucha is produced 

through the fermentation using different ratio of bacteria and yeast. The DPPH and 

ABTS IC50 of A. pasteurianus AJ605 and yeast strain Z. bailii YN403 were 2.84±0.21 mg 

ascorbic acid equivalent/ml and 2.37±0.03 mg troloxe equivalent/ml, respectively, in 

an 8:2 ratio. The result showed that an 8:2 bacteria-to-yeast ratio was optimal and 
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chosen. The roselle affects the chemical quality of kombucha when investigating the 

optimal ratio of roselle to improve the quality and the taste of kombucha. After 10 

days of fermentation, kombucha made from 8:2, ratio of black tea and roselle showed 

a high antioxidant capacity, DPPH, and ABTS, with IC50 values of 3.06±0.07 mg ascorbic 

acid equivalent/ml and 3.44±0.07 mg ascorbic acid equivalent/ml, respectively. Based 

on chemical quality analysis, bioactive compounds, and antioxidant capacity, it was 

discovered that kombucha made from black tea and roselle in an 8:2 ratio for 10 days 

was suitable for further beverage production. For a powdered drink, kombucha is 

combined with maltodextrin-based powder. It was discovered that kombucha made 

from roselle black tea and 15% maltodextrin could effectively preserve bioactive 

compounds and showed a high antioxidant capacity. Furthermore, when sensory 

quality was evaluated, it was discovered that the majority of consumers preferred and 

were satisfied with the dissolved black tea mixed with roselle kombucha powder. It 

got the highest marks for clarity, color, smell, taste, and overall likeness. 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ปัจจุบันผู้บริโภคสนใจเลือกรับประทานอาหารและเครื่องดื่มที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพเพ่ิมขึ้น 

คอมบูชาจัดเป็นเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพ ซึ่งเกิดจากการน้าน้้าชาผสมกับน้้าตาลและหมักด้วย

เชื้อจุลินทรีย์ ท้าให้ได้เครื่องดื่มที่มีรสชาติหวาน และมีความเปรี้ยวจากกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ 

มีแอลกอฮอล์เล็กน้อยที่จุลินทรีย์สร้างขึ้น กระบวนการหมักคอมบูชาจะเป็นการท้างานร่วมกัน 

ของเชื้อแบคทีเรียอะซิติก เช่น Komagataibacter xylinum, Gluconacetobacter hansenii และ

เชื้อยีสต์  เช่น Saccharomyces sp., Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces 

kombuchensis (Villarreal-Soto et al., 2019) คอมบูชามีคุณสมบัติ ในการต้านอนุมูล อิสระ  

ลดภาวะเครียดจากการออกซิเดชั่น  นอกจากนี้คอมบูชายังมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญ 

ของเซลล์มะเร็งล้าไส้ ใหญ่  (Kaewkod et al., 2019) ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคเบาหวาน  

ลดปริมาณคลอเรสเตอรอลและระดับไขมันไตรกลีเซอไรด์ (Cardoso et al., 2020)  

 การหมักคอมบูชานิยมใช้หัวเชื้อคอมบูชาทางการค้า ซึ่งมีชนิดและปริมาณของจุลินทรีย์

มากมายที่ไม่สามารถระบุสายพันธุ์และปริมาณได้แน่ชัด ส่งผลให้คุณภาพคอมบูชาที่ได้ไม่คงที่และ 

อาจมีจุลินทรีย์ ก่อโรคปนเปื้ อนได้  จุลินทรีย์ เป็นหนึ่ ง ในปัจจัยส้าคัญในการเปลี่ยนแปลง 

ของสารประกอบชีวภาพ และคุณสมบัติทางเคมีชีวภาพระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชา 

(Chakravorty et al., 2016) เช่น ปริมาณกรดกลูคูโรนิคที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย มีปริมาณสูงขึ้น 

ในคอมบูชาที่หมักด้วยเชื้อที่แยกได้ และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่เพ่ิมขึ้น 

(Nguyen et al., 2015 ; Malbasă et al., 2011)  

 ชาด้า (Black Tea) เป็นเครื่องดื่มที่มีการบริโภคมายาวนาน และเป็นที่นิยมในหลายพ้ืนที่ 

ทั่วโลก ประกอบด้วยสารประกอบชีวภาพหลายชนิด เช่น โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก 

กรดอะมิโน และวิตามิน (Naveed et al., 2018) การบริโภคชาด้ามีส่วนช่วยป้องกันโรคท้องเสีย  

ลดไขมันในเลือด ลดคลอเรสเตอรอล รวมถึงช่วยต้านอนุมูลอิสระในร่างกาย (Naveed et al., 2018 ; 

Zhao et al., 2019) โพลีฟีนอลจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์และเกิดเป็นสารประกอบทางชีวภาพขึ้น เช่น 

สารกลุ่มทีฟลาวิน (Theflavins) ซึ่งจะส่งผลต่อรสชาติที่เฉพาะตัวของชาด้า (Zhang et al., 2019) 

สารประกอบชีวภาพในชาด้ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคหลายชนิด เช่น

Streptococcus mutants (Naderi et al., 2011) Bacillus cereus แบคทีเรียก่อโรคในอาหารกลุ่ม 
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Facultative anaerobe (Friedman et al., 2006) ส้าหรับกระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa L.) 

ส่วนที่น้ามาใช้บริ โภคคือ ส่วนของกลีบเลี้ยง (Calyxes) ซึ่ งมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น  

แอนโทไซยานิน ฟลาโวนอยด์ (Maciel et al., 2018) สารในกลุ่มโพลีฟีนอล ฟลาโวนอล ท้าให้

กระเจี๊ยบมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ์คอมบูชาให้มีคุณภาพสม่้าเสมอ ลดการปนเปื้อน

จากจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการ ด้วยการใช้จุลินทรีย์ที่แยกได้จากกระบวนการหมักคอมบูช  ่าก่อนหน้านี้  

และมีการใช้ชาด้าร่วมกับกระเจี๊ยบในอัตราส่วนต่างๆ ในกระบวนการหมัก เพ่ือหาอัตราส่วน 

ที่เหมาะสมมาผลิตเป็นคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง และผลิตคอมบูชาในลักษณะผงแห้ง

ส้าหรับชงดื่มตอบสนองการใช้ชีวิตของผู้บริโภคในปัจจุบัน เพ่ิมความสะดวกในการพกพา การเก็บ

รักษาและการขนส่ง ซึ่งสามารถขยายการผลิตลงสู่ระดับชุมชนหรืออุตสาหกรรมได้ 

 

1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 
1.   ศึกษาศักยภาพในการน้า ชาด้า กระเจี๊ยบแดง และชาด้าผสมกระเจี๊ยบแดงมาใช้เป็นวัตถุดิบใน

การหมักคอมบูชา 

2. พัฒนากระบวนการหมักคอมบูชาโดยใช้จุลินทรีย์ที่แยกได้จากกระบวนการหมัก เปรียบเทียบ    

กับการใช้หัวเชื้อดั้งเดิมหรือหัวเชื้อทางการค้า มีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ฤทธิ์ในการ

ต้านอนุมูลอิสระ และทดสอบทางประสาทสัมผัสระหว่างกระบวนการหมัก 

3. ศึกษาปริมาณมอลโตเด็กซ์ทรินที่เหมาะสมในการท้าแห้งด้วยวิธี Freeze dry ของเครื่องดื่มคอม

บูชาที่ผลิตได้จากการใช้เชื้อบริสุทธิ์ และศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางจุลินทรีย์

ของผลิตภัณฑ์ที่ได้ รวมทั้งทดสอบทางประสาทสัมผัส เพ่ือดูการยอมรับของผู้บริโภค 

 

1.3  ขอบเขตของงำนวิจัย 
 หมักคอมบูชาด้วยชาด้า ชาด้าร่วมกับกระเจี๊ยบแดง และกระเจี๊ยบแดงด้วยการใช้เชื้อบริสุทธิ์

ของเชื้อยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกที่แยกได้จากกระบวนการหมักคอมบูชาในอัตราส่วนของเชื้อ 

ที่แตกต่างกัน หมักเป็นเวลา 10 วัน เก็บตัวอย่างในวันที่ 0 3 7 และ 10 วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลง

ของเชื้อจุลินทรีย์ พีเอช ปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด ปริมาณ

แอลกอฮอล์ ปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS 

รวมทั้งทดสอบการยอมรับของผู้บริโภค จากนั้นคัดเลือกอัตราส่วนของเชื้อผสมที่เหมาะสม  ที่ท้าให้

คอมบูชามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง และรสชาติเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค น้ามาท้าผงคอมบูชา

แห้งด้วยวิธีการ Freeze drying ศึกษาปริมาณสารมอลโตเด็กซ์ทรินที่เหมาะสมผสมในคอมบูชา 
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จากนั้นศึกษาคุณภาพทางกายภาพ เคมี และจุลินทรีย์ รวมทั้งทดสอบทางประสาทสัมผัสขอ ง

ผลิตภัณฑ์คอมบูชาในลักษณะผงแห้ง 

 

1.4  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
1.   สามารถผลิตเครื่องดื่มคอมบูชาจากชาด้าผสมกระเจี๊ยบแดงโดยใช้เชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได้จาก

กระบวนการหมักคอมบูชา 

2. สามารถควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มคอมบูชาให้มีคุณภาพที่สม่้าเสมอในการผลิตทุก

ครั้ง   

3.   ผลิตภัณฑ์คอมบูชาที่มีรสชาติแตกต่างจากเดิม และเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  คอมบูชา (Kombucha) 
 

       2.1.1  ลักษณะของคอมบูชา  
  คอมบูชา เป็นชื่อสามัญของน ้าชาผสมน ้าตาลที่หมักด้วยเชื อแบคทีเรียอะซิติกร่วมกับเชื อ
กลุ่มออสโมฟิลิกยีสต์ มีรสชาติหวานเล็กน้อย และมีรสชาติเปรี ยวจากกรดอะซิติก (Kumar and 
Joshi, 2016) ถูกจัดว่าเป็นเครื่องดื่มทางเลือกเพ่ือสุขภาพ (Functional Beverage) ผลิตด้วย
กระบวนการหมักโดยเชื อแบคทีเรียและยีสต์ (Villarreal-Soto et al., 2018) การผลิตคอมบูชา
เตรียมโดยเติมหัวเชื อลงในน ้าชาผสมน ้าตาลเพ่ือให้เกิดการหมัก วัตถุดิบที่ใช้ผลิตที่พบได้ในการท้า
คอมบูชาทั่วไปคือชาด้า เพ่ิมความหวานด้วยน ้าตาลซูโครส ผลผลิตที่ได้จากกระบวนการหมักจะ
แบ่งเป็น 2 ส่วน คือแผ่นเซลลูโลส (Tea fungus) ที่ลอยอยู่ผิวหน้า และส่วนของน ้าหมัก (Fermented 
tea broth) โดยจะพบเชื อแบคทีเรียและยีสต์อยู่ทั งส่วนแผ่นเซลลูโลสและส่วนของน ้าชาหมักด้านล่าง 
ดังแสดงในรูปที่ 2.1 คอมบูชามีสารประกอบหลักคือ กรดอะซิติก และเอทานอล ซึ่งเกิดขึ นภายหลัง
กระบวนการหมักเป็นเวลา 7-10 วัน จะได้เครื่องดื่มที่มีความซ่า รสชาติเปรี ยวเล็กน้อย ให้ความรู้สึก
สดชื่น และประกอบด้วยกรดหลายชนิด กรดอะมิโน วิตามิน และเอนไซม์ต่างๆ ส่งผลให้คอมบูชามี
สารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพและมีสรรพคุณทางยาด้วย คอมบูชาสามารถท้าบริโภคเองได้ที่บ้านท้าให้
ความนิยมของคอมบูชามีการกระจายออกเป็นวงกว้างเหมือนกับเครื่องดื่มดั งเดิมชนิดอ่ืนๆ 
(Jayabalan et al., 2014 ; Villarreal-Soto et al., 2018 ) 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.1 ลักษณะการหมักคอมบูชา 
ที่มา : https://www.news-medical.net/life-sciences/Microbiology-of-   
        Kombucha.aspx สืบค้นวันที่ 8 พฤษภาคม 2563) 
 
 

Tea Fungus (แผ่นเซลลูโลส) 

Tea Fermented broth (น ้าชาหมัก) 
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 2.1.2  ประวัติที่มาของเครื่องดื่มคอมบูชา 
  มีการน้าคอมบูชาไปใช้รักษาโรคในเอเชียตะวันออก คอมบูชามีต้นก้าเนิดจากตอนเหนือ
ของจีน (แมนจูเรีย) โดยในสมัยราชวงศ์ฉิน (220 ปีก่อนคริสตกาล) น้าไปใช้ส้าหรับการล้างพิษและให้
พลังงาน เมื่อเส้นทางการค้าขยายมากขึ น มีการพบข้อมูลว่าคอมบูชา (ชื่อทางการค้า Mo-Gu โมกุ) 
แพร่ขยายไปที่รัสเซีย (เรียกว่า Cainiigrib, Cainii kvass, Japonskigrib, kombucha, Jsakvasska) 
หลังจากนั นราวศตวรรษที่ 20 จึงได้มีการเผยแพร่ไปยังยุโรปตะวันออก ดังเช่นปรากฏที่ประเทศ
เยอรมัน (เรียกว่า Heldenpilz, Kombuchaschwamm) พฤติกรรมการดื่มชาหมักเริ่มมีการยอมรับ
ในยุโรปตั งแต่ช่วงสงครามโลกครั งที่ 2 และในปี ค.ศ. 1960 นักวิทยาศาสตร์ประเทศสวิสเซอร์แลนด์
รายงานว่าการดื่มคอมบูชาให้ประโยชน์คล้ายคลึงกับการรับประทานโยเกิร์ต  และมีแนวโน้มนิยม
บริโภคคอมบูชามากขึ น ปัจจุบันคอมบูชามีวางจ้าหน่ายในร้านค้าทั่วไปและมีหลากหลายรสชาติ อีก
ทั งหัวเชื อยังมีจ้าหน่ายตามเว็บไซต์ออนไลน์ (Jayabalan et al., 2014) 
 
 2.1.3  วัตถุดิบและวิธีการผลิตคอมบูชา 
  การผลิตคอมบูชาวัตถุดิบที่ใช้หลักจะเป็นชาด้าซึ่งมีสารประกอบอินทรีย์ที่มีประโยชน์
หลายชนิด เติมน ้าตาลซูโครสเพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนให้กับเชื อจุลินทรีย์ และเป็นสารให้ความหวาน
ส้าหรับคอมบูชาด้วย มีการเติมแผ่นเซลลูโลสและส่วนของน ้าหมักจากหัวเชื อเดิม (Mother culture) 
ซึ่งประกอบไปด้วยเชื อแบคทีเรียและยีสต์ (Consortium) ลงในน ้าชาเพ่ือให้เกิดการหมัก และยังส่งผล
ให้คอมบูชามีค่าความเป็นกรด-เบสลดลง ยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการ (Chan et al., 
2006 ; Jayabalan et al., 2014 ; John et al., 2014 ; Zhang et al., 2019)   ปิดฝาภาชนะด้วย
ผ้าสะอาดเพ่ือกันแมลงแล้วน้าไปวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง  เมื่อผ่านไป 2-3 วัน แผ่นเซลลูโลสจะเริ่มสร้าง
และลอยอยู่บริเวณผิวหน้าของชาหมักลักษณะเป็นแผ่นเจลบางๆ ซึ่งจะกลายเป็นหัวเชื อ เซลลูโลสใหม่
ที่สร้างบนแผ่นหัวเชื อเดิมที่ได้ท้าการเติมลงไปในตอนเริ่มแรกของการหมัก ชาหมักจะเริ่มมีกลิ่นเฉพาะ
และมีฟองแก๊สที่เกิดจากการเปลี่ยนกรดคาร์บอนิกระหว่างกระบวนการหมัก หลังจากผ่านไป 10-14 
วันแผ่นหัวเชื อเซลลูโลสจะสร้างสมบูรณ์ที่ผิวหน้าของน ้าชาหมัก มีลักษณะเป็นแผ่นหนา แผ่ปิดคลุม
ผิวหน้าของชาหมัก เมื่อครบจ้านวนวันของการหมักจะท้าการแยกส่วนของแผ่นหัวเชื อเซลลูโลสและ
น ้าชาหมักออกเก็บไว้ปริมาณเล็กน้อยส้าหรับเป็นหัวเชื อต่อไป ในส่วนของน ้าชาหมักที่เหลือน้าไป
กรองและเก็บใส่ขวดปิดฝาให้สนิทแช่ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Jayabalan et al., 2014) ทั งนี ใน
แต่ละภูมิภาคจะมีการใช้ปริมาณของหัวเชื อจุลินทรีย์ ชา ชนิดและปริมาณของน ้าตาล (แหล่งคาร์บอน) 
แตกต่างกันไป ซ่ึงล้วนแต่มีผลต่อคุณภาพและลักษณะชาหมักท่ีได้ (Amarasinghe et al., 2018)   
  แผ่นหัวเชื อเซลลูโลส (Tea fungus) ของแต่ละภูมิภาคหรือแต่ละพื นที่จะมีความแตกต่าง
กันทั งในแง่ของสายพันธุ์และปริมาณของเชื อจุลินทรีย์ที่ประกอบอยู่ในหัวเชื อ ซึ่งปัจจัยเหล่านี ส่งผลถึง
ลักษณะองค์ประกอบทางเคมีของคอมบูชาที่ได้ (Chen et al., 2000 ; Marsh et al., 2014) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



6 
 

  ปัจจุบันเริ่มมีการปรับเปลี่ยนวัตถุดิบหลักจากชาด้าเป็นวัตถุดิบชนิดอ่ืนเพ่ือเพ่ิม
คุณประโยชน์ เพ่ิมความหลากหลาย และลดต้นทุนในการผลิต เช่น Jayabalan et al., (2007) ได้น้า
ชาด้า ชาเขียว และกากชาที่เหลือทิ งจากโรงงานมาใช้เป็นวัตถุดิบในการหมักคอมบูชา และทดสอบ
เปรียบเทียบ ปริมาณสารอินทรีย์ โปรตีน และการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของคอมบูชาที่ได้จากชาหมัก
ทั ง 3 ชนิด Fu et al., (2013) น้าชาเขียว ชาด้า และผงชาท้าการหมักคอมบูชาและเปรียบเทียบฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระระหว่างคอมบูชาจากวัตถุดิบทั ง 3 ชนิด Velićanski et al., (2014) ใช้ส่วนใบ
ของต้นเลมอนบาล์ม ซึ่งเป็นพืชวงศ์เดียวกับสะระแหน่มาท้าการทดสอบหมักคอมบูชาเปรียบเทียบกับ
คอมบูชาจากชาด้า มีการทดสอบฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระและความสามารถในการยับยั ง
เชื อจุลินทรีย์ และเริ่มมีงานวิจัยท้าการน้าพืชชนิดอ่ืนมาผสมกับชาด้าเพ่ือเพ่ิมสารประกอบที่มี
ประโยชน์ในผลิตภัณฑ์คอมบูชามากขึ น เช่น Sun et al., (2014) ได้น้าชาด้ามาผสมกับต้นอ่อนข้าว
สาลีในอัตราส่วนต่างๆ พบว่าที่อัตราส่วนน ้าชาด้าต่อน ้าต้นอ่อนข้าวสาลี 1 ต่อ 1 ร้อยละโดยปริมาตร 
ให้ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด 
  ในส่วนของแหล่งคาร์บอนมีรายงานการทดลองปรับเปลี่ยนชนิดของแหล่งคาร์บอนเพ่ือ
หาชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม มีองค์ประกอบสารอินทรีย์หลากหลาย และท้าให้คอมบูชา     
มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง Muhialdin et al., (2018) รายงานว่าควรใช้น ้าตาลมะพร้าวใน    
การหมักคอมบูชาเพ่ือให้เครื่องดื่มมีประโยชน์ต่อสุขภาพสูงสุด น ้าตาลมะพร้าวและกากน ้าตาลเป็น
ทางเลือกท่ีน่าสนใจที่จะน้ามาใช้ทดแทนน ้าตาลซูโครสซึ่งใช้อยู่เดิมในการหมักคอมบูชา 
 
 2.1.4  การท างานของเชื้อจุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก 
  เชื อในกลุ่มแบคทีเรียอะซิติก (Acetic acid bacteria : AAB) ที่พบในชาหมักส่วนใหญ่
อยู่ในแฟมิลี่ Acetobacteraceae  เช่น Acetobacter xylinum (Sievers et al., 1995) และยังพบ
เชื อแบคทีเรียในแฟมิลี่ Lactobacteriaceae  อีกเล็กน้อย ในส่วนของเชื อยีสต์ ส่วนใหญ่จะพบได้ใน
กระบวนการหมัก เช่น จีนัส Dekkera จีนัส Hansenispora และจีนัส Zygosaccharomyces 
(Coton et al., 2017) โดยแบคทีเรียอะซิติกจะสร้างแผ่นเซลลูโลสลอยอยู่บนผิวหน้าของน ้าหมัก อีก
ทั งยังท้าหน้าที่ในการสร้างกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ  เช่น  กรดอะซิติก (Acetic acid) กรดกลูโคนิก 
(Gluconic acid) กรดทาร์ทาริก (Tartaric acid) และกรดมาลิก (Malic acid) ซึ่งเป็นกรดที่พบได้
มากในกระบวนการหมักคอมบูชา และพบว่ าแบคทีเรียอะซิติกยังมีการผลิตกรดซิตริกบ้างใน
กระบวนการหมัก ความสามารถในการผลิตกรดนี ส่งผลให้คอมบูชามีรสชาติเปรี ยว (Villarreal-Soto 
et al., 2018)  
  ในขณะที่เชื อยีสต์ได้เปลี่ยนน ้าตาลซูโครสไปเป็นน ้าตาลฟรุกโตสและกลูโคสเพ่ือเข้าสู่
กระบวนการสร้างเอทานอล ซึ่งแบคทีเรียอะซิติกจะออกซิไดซ์เอทานอลให้เป็นกรดอะซิติกต่อไป 
มีรายงานว่าทั งเอทานอลและกรดอะซิติกมีความสามารถในการยับยั งเชื อก่อโรคและช่วยป้องกัน 
การปนเปื้อนของเชื อจุลินทรีย์อ่ืนในคอมบูชา (Dufresne and farnworth, 2000) ซึ่งตลอดระยะ 
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เวลาของกระบวนการหมักพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงชนิดของเชื อจุลินทรีย์ และส่งผลต่อสารที่เกิดขึ น
ในกระบวนการหมัก รวมทั งการเปลี่ยนแปลงทางเคมีด้วย (Chakravoty et al., 2016) 

 2.1.4.1  แบคทีเรีย 
  แบคทีเรียอะซิติกเป็นแบคทีเรียที่พบในหัวเชื อคอมบูชา ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีการใช้อากาศ 
และสามารถออกซิไดซ์แอลกอฮอล์เป็นกรดอะซิติก แบคทีเรียชนิดนี มีพฤติกรรมที่แตกต่างกับยีสต์  
คือ ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโตและใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม โดยกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมนั นจะเป็นการเปลี่ยนเอทานอนให้เป็นสารอะซิทัลดีไฮด์ (Acetaldehyde) และเปลี่ยน
สารอะซิทัลดีไฮด์ไฮเดรต (Acetaldehyde hydrate) ให้เป็นกรดอะซิติก โดยใช้เอนไซม์อะซิทัลดีไฮด์  
ดีไฮโดรจีเนส (Acetaldehyde dehydrogenase) (Villarreal-Soto et al., 2018)  
   มีแบคทีเรียบางกลุ่มที่สามารถสร้างแผ่นเซลลูโลสได้ เช่น Aerobacter, Azotobacter, 
Agrobacterium, Rhizobium และ Gluconacetobacter ในส่วนของจีนัส Acetobacter ที่มีเชื อ
ตัวส้าคัญ เช่น Acetobacter xylinum  ซึ่งมีการระบุชื่อใหม่เป็น Gluconacetobacter xylinus 
และปัจจุบันระบุเป็นชื่อ Komagataeibacter xylinus (Yamada et al., 2012) กระบวนการทาง
ชีวเคมีที่เกิดขึ นโดยเซลล์แบคทีเรียจะสังเคราะห์สารยูริดีนไดฟอสโฟกลูโคส (Uridine diphospho-
glucose : UDP-Glc) ซึ่งเป็นสารตั งต้นที่ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์เซลลูโลส ข้อดีของการผลิต
เซลลูโลสในลักษณะนี คือเชื อแบคทีเรียสามารถเจริญได้เร็ว และสามารถสร้างเซลลูโลสจากแหล่ง
คาร์บอนหลากหลายชนิดไม่ว่าจะเป็น กลูโคส เอทานอล ซูโครส และกลีเซอรอล (Villarreal-Soto et 
al., 2018)  

  2.1.4.2  ยีสต์ 
   ในกระบวนการหมักคอมบูชา ยีสต์จะย่อยสลายน ้าตาลและผลิตเอทานอล ยีสต์
ที่พบได้บ่อย เช่น Saccharomyces cerevisiae ซึ่งมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสูง ทั งนี ยีสต์
สายพันธุ์อ่ืนๆ ในกลุ่ม non-Saccharomyces ก็ได้มีการน้ามาใช้ในอุตสาหกรรมเพ่ิมมากขึ น เช่น  
ในการหมักไวน์ เตกิลา (tequila) เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมกลิ่นเฉพาะที่ซับซ้อนของผลิตภัณฑ์สุดท้าย  
การท้างานร่วมกันของยีสต์กับแบคทีเรียอะซิติกในหัวเชื อคอมบูชาท้าให้เกิดลักษณะที่ต้องการขึ นใน
ผลิตภัณฑ์คอมบูชา 
    มีรายงานสายพันธุ์ของยีสต์ที่พบในหัวเชื อคอมบูชา เช่น จีนัส Candida 
Zygosaccharomyces, Saccharomyces, Kloeckera, Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia, 
Brettanomyces/Dekkera, Lachancea, Saccharomycoides, Shizosaccharomyces แ ล ะ 
Kluyveromyces (Villarreal-Soto et al., 2018) 
    March et al., (2013) ได้ท้าการตรวจสอบเชื อจุลินทรีย์ในแผ่นเซลลูโลสและ
ส่วนน ้าหมักของหัวเชื อคอมบูชาจากประเทศแคนาดา สหรัฐอเมริกา อังกฤษ และไอร์แลนด์ ในวันที่ 3 
และ 10 ของการหมัก พบว่าแบคทีเรียที่พบส่วนใหญ่คือ Gluconacetobacter ซึ่งพบมากกว่าร้อย
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ละ 85 ของจ้านวนตัวอย่างทั งหมด และพบจีนัส Acetobacter อีกเล็กน้อยประมาณร้อยละ 2 ของ
ตัวอย่าง มีการพบแบคทีเรียจีนัส Lactobacillus ในตัวอย่างประมาณร้อยละ 30 ในส่วนของเชื อยีสต์
ส่วนใหญ่ที่พบคือ Zygosaccharomysces ร้อยละ 95 ของตัวอย่างส่วนน ้าหมัก และยังพบได้มากใน
แผ่นเซลลูโลสด้วย 
    Gaggìa et al., (2018) ศึกษาชนิดของเชื อจุลินทรีย์ ในน ้ าหมักและแผ่น
เซลลูโลสของคอมบูชาจากชาด้า ชาเขียว และคอมบูชาจากต้นรอยอิโบส (Rooibos) ในวันที่ 7 และ 
14 ของกระบวนการหมัก โดยแบคทีเรียอะซิติกกลุ่มหลักที่พบอยู่ในจีนัส Komagataeibacter spp. 
และ Gluconobacter spp. ยีสต์ที่พบมากที่สุดในตัวอย่างคือ Brettanomyces bruxellensis และ 
Zygosaccharomyces parabailli ซึ่งการท้างานร่วมกันของเชื อจุลินทรีย์แสดงได้ตามรูปที่ 2.2 

 

  

   
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2.2 วิถีการท้างานร่วมกันระหว่างเชื อแบคทีเรีย A. xylinum และเชื อยีสต์ 
Zygosaccharomyces sp. ในกระบวนการหมักคอมบูชา 
ที่มา :  ดัดแปลงจาก Sievers et al., (1995) 
 
 2.1.5  บทบาทของจุลินทรีย์ในการเกิดสารส าคัญในกระบวนการหมัก 
  สารประกอบที่ให้กลิ่นรสในคอมบูชาสามารถแบ่งเป็น 3 กลุ่ม ตามแหล่งที่มาของ
สารประกอบ คือ 1) องค์ประกอบในใบชาและอ่ืนๆ ที่เติมลงไป 2) น ้าตาล 3) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
กระบวนการเมแทบอลิซึมของเชื อจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมัก (Zhao et al., 2018) 
  Zhao et al., (2018) รายงานว่าสารโพลีฟีนอลในชาเป็นสารประกอบที่พบได้ใน     
คอมบูชาตั งแต่ยังไม่เกิดการหมัก ซึ่งสารกลุ่มนี เป็นสารกลุ่มหลักที่ท้าให้เกิดรสชาติขม ฝาด โดยสาร  
โพลีฟีนอลค่อยๆ เพ่ิมขึ นจากวันที่ 0 จนถึงวันที่ 5 ของกระบวนการหมักและลดลงในวันถัดมา        
ซึ่งแนวโน้มที่เกิดขึ นคล้ายกับแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมัก
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คอมบูชา การเพ่ิมขึ นของสารโพลีฟีนอลในน ้าชาหมักอาจเป็นเพราะการสลายตัวของโมเลกุล 
โพลีฟีนอลขนาดใหญ่ เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซมท์ี่สร้างโดยแบคทีเรียและยีสต์ หรือการรวมตัวกัน
ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ในทางกลับกันสาเหตุการเพ่ิมขึ น และลดลงของปริมาณโพลีฟีนอลอาจ
เกิดจากการออกซิเดชันของสารโพลีฟีนอลโดยอนุมูลอิสระของออกซิเจนจากจุลินทรีย์ภายใต้สภาวะ 
พีเอชต้่า ซึ่งคล้ายคลึงกับการสลายตัวของสารคาเทชินที่พบตลอดกระบวนการหมัก (รูปที่ 2.3) 

 
รูปที่ 2.3 การเปลี่ยนแปลงของสารประกอบชีวภาพส้าคัญในชาระหว่างกระบวนการออกซิเดทีฟ 
(กระบวนการหมัก) 
ที่มา :  Pinto (2013) 
 
  ปัจจัยส้าคัญที่ท้าให้เกิดรสชาติในคอมบูชาที่ส่งผลให้ผู้บริโภครู้สึกสดชื่น มาจากกรด 
อะมิโน (Amino acid) และความรู้สึกขมมาจากสารคาเฟอีน เนื่องจากในตอนเริ่มต้นของกระบวนการ
หมักไม่ได้มีการเติมแหล่งไนโตรเจนลงในน ้าชาหวาน จากการวิเคราะห์พบว่าปริมาณกรดอะมิโน
เพ่ิมขึ นอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาการหมัก และมีรายงานว่าแบคทีเรียบางสายพันธุ์สามารถหลั่ง
เอนไซม์เพ่ือย่อยโปรตีนจนกลายเป็นกรดอะมิโน ซึ่งอาจเป็นเหตุผลของการเพ่ิมขึ นของกรดอะมิโน 
โดยกรด อะมิโนมีความส้าคัญโดยเป็นตัวปรับปรุงรสชาติของคอมบูชา  
  จากการศึกษาของ Zhao et al., (2018) พบว่าสารประกอบอะโรมาติกลดลงต่อเนื่อง 
พร้อมกับการเพ่ิมขึ นของปริมาณจุลินทรีย์ตลอดระยะเวลาการหมัก ในงานวิจัยระบุว่าจากการ
วิเคราะห์สารระเหยที่เป็นส่วนที่ท้าให้เกิดรสชาติในชาหมัก แบ่งออกได้เป็น 7 กลุ่มคือ แอลกอฮอล์ 
(Alcohol) แอลดีไฮด์ (Aldehyde) คีโตน (Ketone) กรด (Acid) เอสเทอร์ (Ester) เบนซีนอยด์
(Benzenoid) และอ่ืนๆ ซึ่งในกลุ่มของสารระเหยเหล่านี จะมีสารเมแทบอไลต์หลัก เช่น กรดอะซิติก 
กรดฟีนิลอะซิติก (Phenylacetic acid) กรดซิตริก (Citric acid) กรดดี-กลูคูโรนิก (D-glucuronic 
acid) กรดซัคซินิก (Succinic acid) และกรดอินทรีย์อ่ืนๆ กรดเหล่านี ท้าให้คอมบูชามีรสชาติเปรี ยว
และมีคุณประโยชน์ และกรดอินทรีย์เหล่านี ส่งผลต่อปริมาณกรดทั งหมดและการลดลงของค่าพีเอช 
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  องค์ประกอบของสารระเหย หรือสารที่ท้าให้เกิดรสชาติมีการเปลี่ยนแปลงเนื่องมาจาก
กระบวนการหมักท้าให้เกิดแอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ และกรด โดยเกิดขึ นในช่วงเริ่มต้นไปจนถึงช่วง
กลางของการหมัก กรดอะซิติกและเอสเทอร์ค่อยๆ เพ่ิมขึ นในช่วงกลางไปจนถึงจุดสิ นสุดของการหมัก 
สารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (Secondary metabolites) ที่สร้างขึ นโดยเชื อจุลินทรีย์ในคอมบูชาเป็น
สาเหตุหลักท้าให้เกิดรสชาติ  อีกทั งปฏิกิริยาทางชีวเคมี การสร้างแอลกอฮอล์และแอลดีไฮด์  
การเปลี่ยนโครงสร้างของสาร เป็นผลมาจากการท้างานของเชื อจุลินทรีย์ในระหว่างกระบวนการหมัก
คอมบูชา แสดงให้เห็นว่าเชื อจุลินทรีย์ในคอมบูชามีบทบาทส้าคัญในการสร้างรสชาติระหว่าง
กระบวนการหมักของคอมบูชา (Zhao et al., 2018) 
  Jayabalan et al., (2010) รายงานว่ากรดอะมิโนเพ่ิมขึ นตามเวลาการหมัก โดยชนิด
ของกรดอะมิโนจ้าเป็นที่พบมากท่ีสุดคือ ไอโซลิวซีน (Isoleucine) และลิวซีน (Leucine) รองลงมาคือ 
ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) วาลีน (Valine) เมทไธโอนีน (Methionine) ทรีโอนีน (Threonine) 
และทริปโตเฟน (Tryptophan) โดยกรดอะมิโนเหล่านี มาจากการย่อยสลายของโปรตีนจากผนังเซลล์
ยีสต์ และเมื่อระยะเวลาการหมักเพ่ิมขึ น พบว่ามีการเพ่ิมขึ นของแร่ธาตุจ้าพวก แม็กนีเซียม (Mg) 
เหล็ก (Fe) แมงกานีส (Mn) สังกะสี (Zn) 
  Chen and Liu (2000) พบว่ายีสต์สามารถใช้โมเลกุลของน ้าตาลฟรุกโตสและกลูโคส
เพ่ือผลิตเอทานอลและกลีเซอรอลผ่านวัฏจักรไกลโคไลซิส โดยในส่วนของกลูโคสจะเป็นสารตั งต้น   
ในการผลิตกรดอินทรีย์ เช่น กรดกลูโคนิก และใช้ในการสังเคราะห์เซลลูโลส 
 
 2.1.6  ประโยชน์ของเครื่องดื่มคอมบูชา 
  คอมบูชาได้ถูกรายงานว่าเป็นเครื่องดื่มที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพและมีประโยชน์ในด้าน
อ่ืนๆ จากการศึกษาประโยชน์ของคอมบูชา ปัจจุบันมีการรายงานถึงประโยชน์ของคอมบูชาในด้าน
ต่างๆ ไว้ดังนี  

  1.  การต้าน หรือการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ 
  คอมบูชามีความสามารถในการยับยั งการเจริญเชื อจุลินทรีย์ ได้หลายกลุ่ม เช่น 
Helicobacter pylori, E. coli, Entamoeba cloacae, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, 
และ Candida albicans โดยทั งกรดอะซิติก และสารคาเทชิน (catechins) เป็นสารที่สามารถยับยั ง
แบคทีเรีย คุณสมบัติในการยับยั งเชื อจุลินทรีย์โดยกรดอินทรีย์ที่อยู่ในคอมบูชา เป็นลักษณะการชักน้า
ให้ไซโทพลาสซึมของเซลล์มีสภาวะเป็นกรดและท้าลายเซลล์แบคทีเรียในที่สุด และมีความเป็นไปได้ที่
การยับยั งการเจริญของเชื อจุลินทรีย์มาจากสารอ่ืนๆ ที่พบในคอมบูชา เช่น แบคเทอริโอซิน โปรตีน 
เอนไซม์ หรือแม้กระทั งอนุพันธ์ของสารประกอบฟีนอลิกที่ออกมาจากชา เช่น แทนนิน (tannin) ล้วน
มีความเกี่ยวข้องกับการยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ทั งสิ น ดังนั นจะพบว่าคอมบูชาจึงอุดมไปด้วย
สารประกอบที่สามารถยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียก่อโรคได้ (Kaewkod et al., 2019) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



11 
 

  Cardoso et al., (2020) ได้รายงานความเข้มข้นน้อยที่สุดของคอมบูชาจาก   ชาเขียว
และชาด้าที่สามารถยับยั งการเจริญของเชื อจุลินทรีย์  E. coli, Salmonella, S. aureus, Listeria 
monocytogenes ได้ ผลการทดสอบพบว่าชาเขียวมีความสามารถในการยับยั งเชื อก่อโรคได้ทั งหมด 
และชาด้าสามารถยับยั งเชื อ S. aureus, L. monocytogenes ได้ 
  2.  สารต้านอนุมูลอิสระ 
  แนวโน้มความนิยมในเรื่องของการใช้พฤกษเคมีมาเป็นแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant) โดยใช้เป็นอาหารทางเลือกเพ่ือสุขภาพก้าลังได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ น มีงานวิจัยว่า
โมเลกุลของพฤกษเคมีมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายมนุษย์ อีกทั งยังมีการระบุถึง
ประโยชน์ของกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชา เช่น ป้องกันการเกิดมะเร็ง เพ่ิมภูมิคุ้มกัน และ
บรรเทาการอักเสบ  
  ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระในคอมบูชา คุณสมบัติในข้อนี ขึ นอยู่กับระยะเวลาที่ใช้ในการ
หมัก ชนิดของชาที่น้ามาใช้เป็นวัตถุดิบ และสายพันธุ์ของเชื อจุลินทรีย์ในหัวเชื อคอมบูชา ถึงแม้ว่า
คุณสมบัติเกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาจะขึ นอยู่กับเวลา แต่ไม่ควรหมักนาน
เกินไปเนื่องมาจากการเพ่ิมขึ นของกรดอินทรีย์ที่มากเกินไปอาจเป็นอันตรายต่อการบริโภคโดยตรงได้ 
ดังนั นควรที่จะปรับกระบวนการเมแทบอลิกเพ่ือให้ได้กระบวนการหมักที่เหมาะสม เช่น จ้าแนกชนิด
ของเอนไซม์ที่มีหน้าที่ในการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของสารประกอบระหว่างกระบวนการหมักคอม
บูชา และระบุสารเมแทบอไลต์ที่มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระเพ่ือที่จะอธิบายกลไกต่างๆ ใน
กระบวนเมแทบอลิซึมได้ เพ่ือให้ได้คอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง ( Jayabalan et al., 
2014)  
  Jayabalan et al., (2008) รายงานถึงฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชา ที่ผลิต
จากชาเขียว ชาด้า และกากชา บ่งชี ว่าสารประกอบฟีนอลิกทั งหมดมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH อนุมูลอิสระซูเปอร์ออกไซด์ (Superoxide) และกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
(Hydroxyl) เพ่ิมขึ นตามระยะเวลาที่ใช้ในการหมัก 
  Malbaša et al., (2011) ศึกษาการหมักคอมบูชาโดยใช้ชาด้าและชาเขียว ผลการ
ทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล พบว่าในคอมบูชาจากชาด้าที่ใช้หัว
เชื อ แบคทีเรียอะซิติกผสมกับเชื อยีสต์ Zygosaccharomyces sp. มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูง
เช่นเดียวกับคอมบูชาจากชาเขียวที่ใช้หัวเชื อทางการค้า 
  Cardoso et al., (2020) น้าชาด้า ชาเขียว คอมบูชาจากชาด้า และคอมบูชาจาก       
ชาเขียวตรวจสอบจ้านวนชนิดของสารประกอบฟีนอลิก พบว่าสารประกอบฟีนอลิกที่พบในคอมบูชา
จากชาด้ามีจ้านวน 27 ชนิด และจ้านวนสารประกอบฟีนอลิกมีความหลากหลายมากกว่า ส่งผลให้
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาในชาด้าสูงกว่าตัวอย่างอ่ืน 
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  3.  ป้องกันการถูกท าลายของเซลล์ตับ 
  คอมบูชาถูกใช้ในการศึกษาถึงคุณสมบัติในการป้องกันการถูกท้าลายของเซลล์ตับจาก
มลพิษทางสิ่งแวดล้อมต่างๆ ในเซลล์ของสัตว์ทดลอง และเซลล์ที่เพาะเลี ยงขึ นในห้องทดลอง ผลการ
ทดสอบแสดงให้เห็นว่าคอมบูชาสามารถป้องกันเซลล์ตับถูกท้าลายโดยปัจจัยที่เกิดจากมลพิษทาง
สิ่ งแวดล้อมได้  ซึ่ งผลจากการน้าคอมบูชาที่หมักโดยใช้ ชาด้าทดสอบกับพาราเซตามอล 
(Paracetamol) คาร์บอนเตตระคลอไรด์ (Carbontetrachloride) อะฟลาท็อกซิน บี1 (Aflatoxin 
B1) แคดเมียมคลอไรด์ (Cadmium chloride) เตตระ-บิวทิล ไฮโดรเพอร์ออกไซด์ (Terta-butyl 
hydroperoxide: TBHP) และอะซิตามิโนเฟน (Acetaminophen) แสดงให้ เห็นว่าผลกระทบ    
ความเป็นพิษของสารเคมีต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของเซลล์ตับลดลง งานวิจัยส่วน
ใหญ่สรุปว่าคอมบูชาอาจเป็นประโยชน์ในการป้องกันโรคตับ ซึ่งปัจจัยการเกิดโรคหลักมาจากภาวะ
เครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidative stress) (Jayabalan et al., 2014)  
  4.  การต้านมะเร็ง 
  สารอาหารที่ใช้ป้องกันมะเร็ง (Chemoprevention) เป็นการน้าอาหารที่จัดเป็น   พฤกษ
เคมีมาผ่านกระบวนการต่างๆ  ซึ่งจัดว่าเป็นวิธีการที่สามารถควบคุมเซลล์มะเร็งที่ประสบความส้าเร็จ
และผลข้างเคียงน้อย คอมบูชาถูกกล่าวถึงว่าเป็นเครื่องดื่มที่มีคุณสมบัติในการต้านมะเร็ง และได้รับ
การกล่าวถึงจากการศึกษาข้อมูลของประชากรรัสเซียโดย Central Oncological Research Unit 
และ Russian Academy of Sciences in Moscow (Jayabalan et al., 2014)  
  Villarreal-Soto et al., (2019) น้าคอมบูชาที่หมักโดยชาด้ามาทดสอบการยับยั ง
เซลล์มะเร็งล้าไส้มนุษย์ (HCT-116) พบว่าสามารถยับยั งเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 55.3 ที่ปริมาณ    
ความเข้มข้นสารสกัดคอมบูชา 50 µg/mL งานวิจัยนี ชี ให้เห็นว่าการหมักคอมบูชาโดยใช้ชาด้าช่วย
เพ่ิมศักยภาพของสารออกฤทธิ์ชีวภาพ และช่วยเสริมการท้างานร่วมกันระหว่างกระบวนการหมักเพ่ือ
สร้างสารเมแทบอไลต์และการท้างานของเชื อจุลินทรีย์ น้าไปสู่การสร้างสารประกอบที่น่าสนใจ  
  Kaewkod et al., (2019) หมักคอมบูชาจากชาเขียว ชาอู่หลง และชาด้า และน้าไป
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล้าไส้ใหญ่ พบว่าคอมบูชาจากชาเขียวและคอมบูชาจากชาด้า
ให้ผลเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล้าไส้ใหญ่ 
  กรดอินทรีย์ในคอมบูชา เช่น กรดอะซิติก กรดกลูคูโรนิก กรดกลูโคนิก สาร ดี-แซคคาริก
แอซิด-1,4-แลคโตน (D-saccharic acid-1,4-lactone : DSL) กรดแอสคอร์บิก และกรดซัคซินิก  
มีความสามารถในการยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็งบางชนิด ตัวอย่างเช่น สาร DSL มีความสามารถ
ในการยับยั งกิจกรรมของเอนไซม์กลูคูโรนิเดส (Glucuronidase) โดยเอนไซม์กลูคูโรนิเดสจะถูกย่อย
สลาย เกิดเป็นสารอะไกลโคน (Aglycones) ซึ่งเป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ในส่วนของกรด 
กลูคูโรนิก กรดกลูโคนิก กรดแอสคอร์บิก กรดแลคติก มีความสามารถในการลดการเกิดมะเร็ง
กระเพาะอาหารได้ (Kaewkod et al., 2019) 
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2.2  เช้ือแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus 

  2.2.1 ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus  
   แบคทีเรียอะซิติก เป็นแบคทีเรียแกรมลบ หรือ สามารถย้อมติดสีได้ทั งแกรมบวก
และแกรมลบ (Gram variable)  รูปร่างมีตั งแต่ลักษณะวงรี (ellipsoidal) จนถึงเป็นแท่ง (rod shape) 
ต้องการอากาศ (Strictly aerobic) อยู่ในแฟมิลี่ Acetobacteraceae คลาส Alphaproteobacteria 
มีความสามารถในการออกซิไดซ์เอทานอลให้เป็นกรดอะซิติก ปัจจุบันแบคทีเรียอะซิติกถูกค้นพบและ
จัดกลุ่มไว้ 19 จีนัสได้แก่ Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas, Gluconacetobacter, 
Asaia, Kozakia, Saccharibacter, Swaminathania, Neoasaia, Granulibacter, 
Tanticharoenia, Commensalibacter, Ameyamaea, Neokomagataea, 
Komagataeibacter, Endobacter, Swingsia, Nguyenibacter, และ Bombella (Sengun and 
Karabiyikli, 2011 ; Zheng et al., 2018) 

   Acetobacter pasteurianus ที่พบส่วนใหญ่นั นจัดเป็นแบคที เรียแกรมลบ         
มีเยื่อหุ้มเมมเบรนด้านนอกที่มีส่วนประกอบหลักคือ ลิโพพอลิแซ็คคาไรด์ Lipopolysaccharides: 
LPS) (Pallach et al., 2018) เชื อแบคทีเรียสายพันธุ์ Acetobacter และ Komagataeibacter ใช้
ในอุตสาหกรรมการผลิตกรดอะซิติกและน ้าส้มสายชูจ้านวนมาก ในประเทศแถบเอเชียและยุโรป เช่น 
จีน ญี่ปุ่น อิตาลีเนื่องจากความสามารถของแบคทีเรียในการออกซิไดซ์เอทานอลให้เป็นกรดอะซิติก 
และทนต่อเอทานอลความเข้มข้นสูงได้ มักถูกใช้ในการผลิตกรดอะซิติก (Zheng et al., 2018) 
   Acetobacter pasteurianus และ Acetobacter aceti เป็นแบคทีเรียที่มักถูก
กล่าวถึงอันดับแรกๆ ในกลุ่มจีนัส Acetobacter นอกจากความสามารถในการผลิตกรดอะซิติกแล้ว 
เชื อ A. pasteurianus ยังสามารถผลิตสารประกอบอ่ืนได้อีก เช่น กลุ่มเอสเทอร์ อะซีโทอิน 
(3-hydroxy-2-butanone) ซึ่งส่งผลต่อกลิ่นรสของน ้าส้มสายชู (Zheng et al., 2018, Ha et al., 
2011) 
 
  2.2.2 ปฏิกิริยาการออกซิเดชันแอลกอฮอล์เพื่อผลิตกรดอะซิติก 
   A. pasteurianus ผลิตกรดอะซิติกโดยการออกซิไดซ์เอทานอล ในสภาวะที่มี
อากาศ  โดยมี เ อนไซม์   Pyrroloquinoline quinone-dependent alcohol dehydrogenase 
(PQQ-ADH)  เป็นตัว เร่ งปฏิกิริยา และเอนไซม์  Aldehyde dehydrogenase (ALDH) ช่วยใน
กระบวนการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอน อิเล็กตรอนจะถูกปล่อยจากซับสเตรท และขนย้ายโดย  
Ubiquinone (UQ) ไปยังออกซิเจนที่มีหน้าที่เป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย เชื อ A. pasteurianus 
ยังสามารถออกซิไดซ์กรดอะซิติกเกิดเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน ้าได้  โดยกระบวนการเกิด 
ในไซโทพลาสซึมผ่านวัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก (Tricarboxylic acid (TCA) cycle) ส่งผลให้เกิด
ภาวะที่เรียกว่า Overoxidation ซึ่งจะไปรบกวนกระบวนการหมักกรดอะซิติก อย่างไรก็ตามการเกิด 
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overoxidation จะเกิดขึ นต่อเมื่อแหล่งคาร์บอนและพลังงานในกระบวนการหมักถูกใช้จนหมดเท่านั น 
(Zheng et al., 2018) 
 
  2.2.3 ความทนกรดอะซิติก  
  แบคทีเรียอะซิติกมีกลไกที่ท้าให้ตัวเซลล์มีความสามารถในการทนต่อกรดอะซิติก  
การก้าจัดกรดอะซิติกออกจากเซลล์ (Detoxification) รวมไปถึงการป้องกันการซึมผ่านของกรด 
อะซิติก โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างองค์ประกอบของไขมันที่เยื่อหุ้มไซโตพลาสซึม ระบบ ABC-
transporter ท้าหน้าที่เสมือนตัวปั๊มประจุที่มีหน้าที่ปั๊มกรดอะซิติกออกจากเซลล์ และมีกลไก 
เ พ่ิมเติมเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนที่ เยื่อหุ้ม เช่น ฟอสฟาติดิลโคลิน
(Phosphatidylcholine) ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับความสามารถในการทนกรด 
  จีนัส Acetobacter มีการสร้างเพลิเคิลโพลิแซคคาไรด์ (Pellicle polysaccharides) 
ที่เยื่อหุ้มเซลล์ เปรียบเสมือนไบโอฟิลม์ที่ช่วยให้เชื อทนทานต่อยาและทนต่อกรดอะซิติก ซึ่งจาก
การศึกษาของ Kanchanarach et al., (2010) เลี ยงเชื อ A. pasteurianus ในอาหาร YPGD ที่มีการ
เติมเอทานอลร้อยละ 4 พบว่าเชื อมีการเจริญเติบโตแบ่งได้เป็น 3 ระยะ  คือ 1) เริ่มเจริญเติบโต 
และมีการออกซิไดส์เอทานอลเป็นกรดอะซิติกอย่างสมบูรณ์ (EO phase) 2) เชื อชะลอและหยุดการ
เจริญในอาหารเลี ยงเชื อที่มีกรดอะซิติกความเข้มข้นสูง (AR phase) 3) เริ่มมีการเจริญของเชื ออีกครั ง
โดยเซลล์จะออกซิไดซ์กรดอะซิติกท่ีสะสมอยู่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอน (AO phase) โดยในช่วงปลายของ
การเจริญระยะ EO และ AR พบว่าเชื อมีการสร้างเยื่อหุ้มเป็นชั น รูปร่างไม่แน่นอน จากผลการศึกษา
ชี ให้เห็นว่าชั นของโพลีแซ็คคาร์ไรด์ที่สร้างมาหุ้มเซลล์นั นสามารถชะลอการแพร่ของกรดอะซิติกเข้าไป
ยังเซลล์ ซึ่งส่งผลให้เซลล์มีความสามารถในการทนต่อกรดอะซิติกได้  
 

2.3  เช้ือยีสต์ Zygosaccharomyces bailii 

  พบได้มากในกระบวนการผลิตอาหารที่ต้องผ่านการหมัก เช่น ไวน์ คอมบูชา น ้าส้มสายชู 
โดยส่วนใหญ่มักพบได้ในอุตสาหกรรมเครื่องดื่ม มีการใช้เชื อ Z. bailii เพ่ือคุณสมบัติในเรื่องของกลิ่น
รส ตัวอย่างเช่นในอุตสาหกรรมไวน์มีการน้าเชื อ Z. bailii มาหมักร่วมกับ Saccharomyces 
cerevisiae เพ่ือเพ่ิมสารเอทิลเอสเตอร์ และพอลิแซ็คคาไรด์ (Polysaccharides) ในไวน์ ซึ่งส่งผล
โดยตรงต่อกลิ่นรส และลักษณะทางกายภาพของไวน์ (Xu et al., 2017) 
 
 2.3.1  ลักษณะของเชื้อยีสต์ Z. bailii  

  เซลล์มีลักษณะเป็นทรงกลมถึงรูปไข่ ขนาดประมาณ 3-9 × 3-13 ไมครอน โคโลนีที่
เจริญบนอาหาร YM agar มีสีขาวขุ่น (James and Stratford, 2011) เชื อ Z. bailii เป็นเชื อที่มี 
ความต้านทานต่อปัจจัยที่ ไม่ เหมาะสมบางอย่างในสิ่ งแวดล้อม  (Dato et al., 2008)  จีนัส 
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Zygosaccharomyces เป็น non-saccharomyces yeast ประกอบด้วย 6 สปีชีส์ ซึ่งเชื อกลุ่มนี  
สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะแวดล้อมที่มีความเข้มข้นของน ้าตาลและเอทานอลสูง ค่า aw ต่้า 
สามารถทนสภาวะที่เป็นกรด และสามารถเจริญในอาหารที่มีการเติมสารกันบูด เช่น กรดซอร์บิก หรือ
กรดเบนโซอิก เป็นเชื อกลุ่มที่สามารถใช้ ฟรุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอน (Fructophilic yeast) ได้ 
(Merico et al., 2003 ; Dato et al., 2008)  
 
 2.3.2  กระบวนการสร้างเอทานอล  
  หนึ่งในกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอทานอลที่ส้าคัญคือการเกิด Crabtree 
effect ซึ่งโดยปกติแล้วการผลิตเอทานอลจะเกิดในสภาวะที่ไม่มีอากาศและใช้น ้าตาลกลูโคสเป็น 
แหล่งคาร์บอนในกระบวนการสร้างเท่านั น แต่ในสภาวะที่น ้าตาลกลูโคสมีจ้ากัดท้าให้การผลิต 
เอทานอลลดต่้าลง และมีการใช้ฟรุคโตสมาผลิตเอทานอลแทน เรียกว่าการเกิด Crabtree effect  
ซึ่งดูได้จากปริมาณเอนไซม์ Acetyl-CoA synthetase ที่เพ่ิมขึ นตามปริมาณของน ้าตาลฟรุคโตส การ
เกิดขึ นของกระบวนการหมักภายใต้สภาวะที่มีอากาศก็จัดเป็นปรากฏการณ์ Crabtree effect เช่นกัน 
(Merico et al., 2003) 
 
  2.3.3  ปัจจัยท่ีมีผลต่อการสร้างเอทานอล (Azhara et al., 2017) 
   1.  อุณหภูมิ 
    การเจริญของเชื อยีสต์ขึ นอยู่กับอุณหภูมิในการหมัก ดังนั นอุณหภูมิจึงมีผลต่อ
ปริมาณเอทานอลที่เชื อสร้างได้ ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมของเชื อแต่ละชนิดแตกต่างกัน โดยอุณหภูมิที่
เหมาะในการเจริญของเชื อยีสต์อยู่ในช่วง 20 ถึง 35 องศาเซลเซียส นอกเหนือจากการเจริญของเชื อ
ยีสต์ อุณหภูมิยังส่งผลต่อการท้างานของเอนไซม์เช่นกัน 
   2.  ความเข้มข้นของน้ าตาล 
    ความเข้มข้นของน ้าตาลสูงท้าให้อัตราการหมักเพ่ิมสูงขึ น แต่หากความเข้มข้นของ
น ้าตาลสูงเกินไปจะท้าให้กระบวนการหมักหยุดนิ่ง เนื่องจากน ้าตาลได้แพร่เข้าไปในเซลล์ของยีสต์  
   3.  ค่ากรด-เบส 
      ค่ากรด-เบสที่ไม่เหมาะสมอาจท้าให้เกิดการปนเปื้อนของเชื อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน 
นอกจากนี ยังส่งผลต่อการเจริญของยีสต์ อัตราการหมัก และการเกิดผลพลอยได้ของกระบวนการหมัก 
อย่างไรก็ตามช่วงค่ากรด-เบสที่เหมาะสมในการอยู่รอดของยีสต์อยู่ระหว่าง 2.75 – 4.25 
   4.  ระยะเวลาในการหมัก 
     ส่งผลกระทบต่อการเจริญของเชื อยีสต์ เช่น ระยะเวลาการหมักที่สั น ท้าให้
กระบวนการหมักไม่มีประสิทธิภาพเนื่องจากเชื อยีสต์ยังเจริญเติบโตไม่เพียงพอ ในขณะเดียวกั น  
หากระยะเวลาการหมักที่นานเกินไป อาจเกิดภาวะเป็นพิษที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื อยีสต์ 
   5.  ปริมาณหัวเชื้อ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



16 
 

     ปริมาณหัวเชื อส่งผลโดยตรงต่อการใช้น ้าตาลในกระบวนการหมัก  ซึ่งจะส่งผล
ต่อเนื่องไปยังการผลิตเอทานอลของเชื อยีสต์ และเมื่อปริมาณหัวเชื อมากระยะเวลาในการหมักจะสั น
ลง 
 

2.4  ชา (Tea) 

  ชาเป็นเครื่องดื่มที่นิยมบริโภคมากท่ีสุดในโลก สามารถพบได้ในอาหารหลายประเภท และมีส่วน
ส้าคัญในการใช้บรรเทาหรือป้องกันอาการป่วย การบริโภคชาสามารถส่งผลต่างๆ ต่อร่างกาย อาทิ 
ป้องกันอาการแพ้ (Anti-allergic) การต้านมะเร็ง ป้องกันโรคอ้วน ต้านการกลายพันธุ์ (Anti-
mutagenic) ป้องกันการเสื่อมของเซลล์ประสาท ควบคุมระดับน ้าตาลในเลือด ต้านอนุมูลอิสระ 
ต้านเชื อจุลินทรีย์ และต้านการอักเสบ  
  เนื่องจากในชานั นมีสารประกอบทางชีวภาพหลายชนิด เช่น คาเฟอีน (Caffeine) ทีโอโบรมีน 
(Theobromine) อัลคาลอยด์ (Alkaloids) ที่นอกจากจะมีความเกี่ยวข้องกับการป้องกันโรคต่างๆ 
ยังส่งผลต่อระบบประสาทส่วนกลาง ลดอัตราการเกิดโรคพาร์คินสัน ป้องกันภาวะซึมเศร้า 
ต้านการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ และลดการบริโภคเครื่องดื่มแอลกอฮอล์และการสูบบุหรี่  
 ชามีปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มโพลีฟีนอล (Polyphenols) ในปริมาณมาก โดยเฉพาะ
กรดฟีนอลิก (Phenolic acids) ซึ่งกรดฟีนอลิกนี มีประโยชน์ต่อสุขภาพหลายประการ เช่น ป้องกัน
การติดเชื อที่ทางเดินปัสสาวะ และแผลในกระเพาะอาหาร รักษาสุขภาพช่องปาก สารโพลีฟีนอล 
ยังช่วยในการลดความเสี่ยงของการเกิดหลอดเลือดตีบ (Stroke) และควบคุมระดับน ้าตาลกลูโคส 
ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน จากการศึกษาเกี่ยวกับชาที่ผ่านมาพบว่าชนิดของชาที่ต่างกันจะมีองค์ประกอบ
ของสารประกอบฟีนอลิก และสารเมธิลแซนทีนต่างกัน (Azevedo et al., 2019) 
 ในปัจจุบันชาเป็นเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพและไม่มีแอลกอฮอล์ที่ได้รับความนิยมบริโภคเป็นอันดับ
สองรองจากน ้าเปล่า จากรายงานการส้ารวจพบว่าร้อยละ 78 ของการผลิตและการบริโภคชาทั่วโลก
เป็นชาด้า รองลงมาคือชาเขียวซึ่งมีการผลิตและบริโภคร้อยละ 20 ส้าหรับชาอู่หลงมีการผลิตและ
บริโภคประมาณร้อยละ 2 (Naveed et al., 2018) 
 
 2.4.1  แหล่งก าเนิดชา (Habtemariam, 2019) 
  ต้นชา (Camellis sinensis หรือ Thea sinensis) มีต้นก้าเนิดอยู่ในแถบเขตร้อนและ
เขตอบอุ่นของทวีปเอเชีย อเมริกาใต้ และยังพบได้ในประเทศแอฟริกัน พืชชนิดนี อยู่ในแฟมิลี่ 
Theaceae โดยชาด้าและชาเขียวมีองค์ประกอบทางเคมีที่คล้ายคลึงกัน แต่จะเกิดการเปลี่ยนแปลง
ทางเคมีในชาแต่ละชนิดระหว่างกระบวนการผลิต มีผลท้าให้ชาด้า ชาเขียว ชาอู่หลง และชาขาว 
มีความแตกต่างกัน (Naveed et al., 2018)  
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 2.4.2 อนุกรมวิธาน และข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ของชา 
  แฟมิลี่ Theaceae แบ่งย่อยออกได้ 9 สกุล และแบ่งย่อยลงไปได้ 460 ชนิด ซึ่งชนิดที่มี
ความส้าคัญในเชิงเศรษฐกิจมากที่สุดคือ Camellia sinensis โดยมีการน้าไปเพาะปลูกเพ่ือผลิตเป็น
เครื่องดื่มมาหลายศตวรรษ แต่ชนิดอ่ืนนอกเหนือจาก C. sinensis ก็มีการน้าไปใช้เป็นเครื่องดื่ม สกัด
น ้ามัน (Cooking oil camellia (C. oleifera)) และปลูกเป็นไม้ประดับ (สกุล Camellia, Franklinia, 
Gordonia และ Stewartia) โดยการจัดล้าดับอนุกรมวิธานของชาได้ดังนี  

   อาณาจักร Plantae  

   ดิวิชัน  Tracheophyta  

   คลาส  Magnoliopsida  

   อันดับ  Ericales 

   วงศ์  Theaceae 

   สกุล  Camellia L. 

   ชนิด  Camellia sinensis (L.) Kuntze 

  ซึ่งก่อนหน้านี  Camellia sinensis (L.) Kuntze เป็นที่รู้จักกันในชื่อ Thea sinensis L. 
ถึงแม้ว่าต้นชาจะมีด้วยกันหลากหลายสายพันธุ์ แต่สายพันธุ์ที่ส้าคัญในเชิงเศรษฐกิจมีอยู่ 2 สายพันธุ์ 
ดังนี  
  1)  Camellia sinensis var.assamica ลักษณะใบขนาดใหญ่ ต้นสูง เจริญเติบโตเร็ว 
เติบโตได้ดีในเขตอบอุ่น สายพันธุ์นี มีชื่อเรียกอีกอย่างว่า ชาอัสสัม “Assam tea” ซึ่งชาอัสสัมเป็นชา
พื นเมืองของเมืองอัสสัมประเทศอินเดีย (รูปที่ 2.4) มีความโดดเด่นกว่าสายพันธุ์อ่ืนๆ ที่พบในเขตทาง
ใต้และตะวันออกเฉียงใต้ของทวีปเอเชีย รวมไปถึง มาเลเซีย และออสเตรเลีย มักจะถูกน้าไปใช้ผลิต
เป็นชาด้า (Black tea) ที่รู้จักกันดีคือชาผู่เอ๋อร์ (Pu-erh) พบได้ท่ีมณฑลยูนนาน ประเทศจีน 
  2)  Camellia sinensis var. sinensis ลักษณะใบมีขนาดเล็ก ต้นเป็นทรงพุ่ม สามารถ
ทนต่อสภาพอากาศเย็นได้ดี เป็นที่รู้จักในชื่อ “ชาจีน – China tea” ต้นของชาสายพันธุ์นี มีการปลูก
อย่างกว้างขวางในประเทศจีน ญี่ปุ่น และไต้หวัน ซึ่งมีการใช้ชาสายพันธุ์นี ผลิตเป็นชาเขียว ชาขาว 
เป็นส่วนมาก รองลงมาคือน้าไปผลิตเป็นชาด้าและชาอู่หลงบางส่วน 
 
 2.4.3  กระบวนการผลิตชา 
  สายพันธุ์ของชาที่มีการใช้บริโภคหลักๆ มีอยู่ 2 ชนิด คือชาจีน Camellia sinensis var. 
sinensis และชาอัสสัม Camellia sinensis var. assamica ประเภทของชาสามารถแบ่งได้ตาม
กระบวนการผลิตโดยแบ่งออกเป็น 3 ประเภทคือ  
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รูปที่ 2.4 การปลูกต้นชาเพ่ือเก็บเก่ียวในประเทศอินเดีย 
ที่มา : Habtemariam, (2019) 

 
  2) ชาที่ผ่านกระบวนการหมักบางส่วน เรียกว่า ชาอู่หลง กระบวนการผลิตชาชนิดนี     
ใบชาสดบางส่วนต้องผ่านการหมักก่อนเข้าสู่กระบวนการอบแห้ง 
  3) ชาที่ผ่านกระบวนการหมักสมบูรณ์ เรียกว่า ชาด้า และ ชาผู่เอ๋อร์ ซึ่งชากลุ่มนี ผ่าน
ขั นตอนการหมักหลังการเก็บเกี่ยวโดยใช้เวลาในการหมักนานที่สุดในบรรดาชาทั ง 3 กลุ่ม ก่อนที่จะ
น้าไปนึ่งและท้าให้แห้ง การหมักของชาด้าท้าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยมีเอนไซม์โพลีฟีนอล   
ออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ในขณะที่ชาผู่เอ๋อร์จะมีจุลินทรีย์เป็นตัวหลักส้าคัญในกระบวนการหมัก 
(Bansal et al., 2013) 
 
 2.4.4  ชาด า (Black Tea) 
  ชาด้ามีสารประกอบมากมายเช่น ฟลาโวนอยด์ คาเทชิน ธีฟลาวิน (Theaflavins:TFs) 
และ ธีรูบิกิน (Thearubigins:TRs)) กรดฟีนอลิก เมทิลแซนทีน (คาเฟอีน) กรดอะมิโน (ทีอะนีน) 
คาร์โบไฮเดรต ไขมัน โปรตีน เบต้าแคโรทีน สารประกอบฟลูออไรด์ระเหยง่าย และวิตามิน A C K  
อีกเล็กน้อย รวมไปถึงโฟเลต ชาด้าประกอบไปด้วยสารประกอบฟีนอลิก 6 กลุ่ม คือ กรดฟีนอลิก   
ฟลาโวนส์ (Flavones) ฟลาโวนอลส์ (Flavonols) แอนโทไซยานิน (Anthocyanins) ฟลาวานอลส์ 
(Flavanols) และไฮดรอกซิล -4-ฟลาวานอลส์ (Hydroxyl-4 flavanols) นอกจากนั นยังมีสาร 

แอลทีอานิน (L-Theanine) หรืออีกชื่อ แกรมม่า-กลูต้าไมเลทธิลเอไมด์ (γ-glutamylethylamide) 
เป็นกรดอะมิโนเฉพาะที่พบได้ในชาด้าซึ่งคิดเป็นปริมาณร้อยละ 50 ของกรดอะมิโนทั งหมด ซึ่งกรด 
อะมิโนชนิดนี พบได้ในชา สกุล Camellia และพบในเห็ดบางสายพันธุ์เท่านั น การสร้างกลิ่นรสของชา
ด้าเป็นผลมาจากการสลายตัวของสารทีอานีน และกรดอะมิโนบางชนิดเช่น อะลานีน (Alanine)  
อาร์จินีน (Arginine) ท้าให้เกิดรสขมในชา (Naveed et al., 2018) 
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 2.4.5 ข้อมูลทางเภสัชวิทยา และคุณสมบัติในการรักษาโรค (Naveed et al., 2018) 
  ประโยชน์ของชาด้าต่อสุขภาพมีหลากหลาย เช่น ป้องกันโรคท้องเสีย ป้องกันความดัน
โลหิตสูง ฟันผุ ปัญหาการย่อยอาหารเนื่องจากระบบไหลเวียนโลหิตไม่ดี ลดไขมัน LDL และต้านอนุมูล
อิสระ ท้าให้ชาด้าเป็นที่รู้จักในแง่ชาที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ  
   
  1. การต้านอนุมูลอิสระ และต้านการอักเสบ 
   ชาด้ามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง เนื่องมาจากชาด้าประกอบด้วยสารต้านอนุมูล
อิสระ เช่น สารกลุ่มโพลีฟีนอล มีหลายงานวิจัยบ่งชี ว่าสารธีฟลาวิน-3 (TF-3) และ สารธีฟลาวิน-4 
(TF-4) มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงคล้ายกับการท้างานของสาร อีพิแกลโลคาเทชิน แกลเลต ((-)-
Epigallocatechin gallate : (-)-EGCG) ในชาเขียว สารธีฟลาวินยังมีบทบาทส้าคัญในการยับยั ง
เซลล์มะเร็งหลายชนิด ต้านการอักเสบ และการแตกหักของโครโมโซม (Clastogenesis) นอกจากนั น
สารคาเทชินที่พบได้ในชาด้าจัดเป็นสารที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงเช่นกัน และสามารถใช้ใน
การยับยั งการเจริญของเนื องอก ลดระดับน ้าตาลในเลือด และป้องกันการงอกของเส้นเลือดเนื่องจาก
การกระตุ้นของเซลล์เนื องอก (angiogenesis) 

  2. ชาด ากับเซลล์มะเร็ง 
   สารโพลีฟีนอลในชาด้าสามารถควบคุมวัฏจักรการขยายตัวของเซลล์มะเร็ง และชักน้า
ให้เกิดการเสื่อมสลายของเซลล์ที่ตายแล้ว  

  3. โรคหัวใจและหลอดเลือด 
   ชาด้ามีฤทธิ์ในการช่วยขยายหลอดเลือด นอกจากนั นปริมาณสารโพลีฟีนอลในชาด้า    
ยังช่วยลดความเสี่ยงในการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด (CVD) โดยเพ่ิมประสิทธิภาพของระบบที่
เกี่ยวข้องกับการขยายตัวของหลอดเลือดแดง ยับยั งการก่อตัวของลิ่มเลือด เพ่ิมภาวะการขยายตัวของ
หลอดเลือด ชาด้ายังเป็นแหล่งของแมกนีเซียม ซึ่งการบริโภคอาหารที่มีแมกนีเซียมมีผลช่วยป้องกัน
โรคหลอดเลือดสมองและหัวใจล้มเหลว  

  4. ลดปริมาณคอเลสเตอรอล 
   ชาด้ามีส่วนช่วยในการลดระดับคอเลสเตอรอลรวม (Total cholesterol : TC) และ   
คอเรสเตอรอลที่ไม่ดี (low density lipoprotein : LDL) โดยสารฟลาโวนอยด์ในชาจะช่วยลดความ
เข้มข้นของไขมันที่ไม่ดี และสารโพลีฟีนอลช่วยลดระดับไตรกลีเซอไรด์ (TG) ระดับคอเรสเตอรอลรวม 
และไขมันที่ไม่ดี  

  5. โรคเบาหวานและโรคอ้วน 
   สารฟลาโวนอยด์ในชาช่วยเพ่ิมอัตราส่วนอินซูลินต่อกลูโคส ซึ่งช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ
การท้างานของอินซูลิน เช่นเดียวกับสารโพลีฟีนอลที่มีผลต่อการออกฤทธิ์ของอินซูลินที่ท้าให้เกิดการ
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ควบคุมระดับน ้าตาลในเลือด ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคเบาหวานชนิดไม่พ่ึงอินซูลิน (Non-insulin-
dependent diabetes mellitus : NIDDM)  

  6. โรคระบบทางเดินอาหารและการยับยั้งจุลินทรีย์ 
   มีรายงานว่าชาด้ามีศักยภาพในการรักษาแผลในช่องปากและกระเพาะอาหาร      
โดยชาด้าสามารถยับยั งการติดเชื อ Helicobacter pylori ซึ่งก่อให้เกิดโรคแผลในกระเพาะอาหาร 
บางรายงานยังบ่งชี ว่าการใช้ชาด้ากลั วคอมีผลต่อการป้องกันการติดเชื อ Haemophilus influenzae 
สารโพลีฟีนอลช่วยยับยั งการท้างานของเอนไซม์ยูรีเอสในการเปลี่ยนยูเรียเป็นแอมโมเนีย เป็นการ
ยับยั งแบคทีเรียจากการย่อยแอมโมเนียเป็นอาหารโดยน ้าย่อย ซึ่งผลที่ได้คือช่วยยับยั งการเจริญของ
แบคทีเรียในกระเพาะอาหาร  

  7. โรคหอบหืดและโรคภูมิแพ้ 
   สารสกัดชาด้ายังมีฤทธิ์ต้านฮีสตามีนในมาสท์เซลล์เยื่อบุช่องท้องของหนู (murine 
peritoneal mast cells : PMCs) และยับยั งการท้างานของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ยับยั งการผลิต
ฮีสตามีนในเซลล์หนูขาวได้ถึงร้อยละ 90 โดยชาด้ามีปริมาณสารเควอซิทิน (Quercetin) ซึ่งเป็นสาร
ประเภทฟลาโวนอลไกลโคไซด์อยู่ประมาณร้อยละ 54 - 71 มีรายงานว่าสารเควอซิทินมีคุณสมบัติใน
การต้านการอักเสบและเป็นสารป้องกันการอักเสบที่มีประสิทธิภาพ  
 

2.5  กระเจ๊ียบแดง (Roselle) 

  กระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa L.) เป็นพืชที่เหมาะส้าหรับเพาะปลูกในกลุ่มประเทศที่
ก้าลังพัฒนาเนื่องจากพืชชนิดนี เจริญเติบโตง่าย ปลูกร่วมกับพืชชนิดอ่ืนได้ และสามารถใช้เป็นแหล่ง
อาหารและเส้นใย ในประเทศจีนมีการใช้เมล็ดผลิตเป็นน ้ามัน และส่วนต้นน้าไปใช้เป็นยา ในขณะที่
ประเทศแถบแอฟริกาตะวันตกใช้ใบและเมล็ดบดเป็นผงไปประกอบอาหาร นอกจากนี กระเจี๊ยบแดง
ยังน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมยาและอุตสาหกรรมอาหารด้วย (Da-Costa-Rocha et al., 2014) 

  กระเจี๊ยบแดงเป็นพืชสมุนไพรที่ส้าคัญใช้เป็นแหล่งของสารแอนโทไซยานินและกรดชนิดต่างๆ 
ในแพทย์แผนโบราณมีการใช้สารสกัดจากกระเจี๊ยบแดงส้าหรับรักษาอาการเจ็บป่วยหลายอย่างรวมถึง
ความดันโลหิตสูง โรคตับ และอาการไข้ สารแอนโทไซยานินมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ   
มีบทบาทส้าคัญในการป้องกันเซลล์จากการเข้าสู่ภาวะชราและต่อสู้กับโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง    โรค
ทางระบบประสาท โรคหัวใจและหลอดเลือด การอักเสบ โรคเบาหวาน และโรคจากการติดเชื อ
แบคทีเรีย  
 ปัจจุบันชากระเจี๊ยบแดงได้ถูกเพ่ิมเข้าในรายการบัญชียาหลักแห่งชาติ (Thai National List of 
Essential Medicines) ใช้เป็นยาขับปัสสาวะ โดยมีการพัฒนากระเจี๊ยบแบบอัดเม็ดส้าหรับผู้ป่วย 
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ที่มีความดันโลหิตสูงและโรคเบาหวาน นอกจากนั นยังมีการพัฒนาสารสกัดกระเจี๊ยบส้าหรับ 
ยา อาหารและเครื่องส้าอางมากขึ น (Sukkhaeng et al., 2018) 

 2.5.1  แหล่งก าเนิด 
  กระเจี๊ยบมีการปลูกแพร่หลายในกลุ่มประเทศก้าลังพัฒนา แต่เดิมนั นกระเจี๊ยบมีถิ่น
ก้าเนิดที่ประเทศอินเดีย และมีการน้าไปกระจายเพาะปลูกในภูมิภาคต่างๆ มีชื่อเรียกแตกต่างกันไป 
เช่น Roselle ในภาษาอังกฤษ Congo ในภาษาฝรั่งเศส Jamaica เป็นชื่อเรียกในประเทศเม็กซิโก 
สเปน (Riaz and Chopra, 2018) 

 2.5.2  อนุกรมวิธาน และข้อมูลทางพฤกษศาตร์ของกระเจี๊ยบ  
  กระเจี๊ยบ มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ Hibiscus sabdariffa อยู่ในวงศ์ Malvaceae เป็น

ไม้ล้มลุกปีเดียว (ไม้ล้มลุกมีอายุไม่เกิน 1 ปี) หรือไม้ล้มลุกอายุหลายปี มีพุ่มย่อยสูง 2 – 2.5 เมตร ใบ

รูปร่างเหมือนมือมี 3 – 5 แฉก ยาว 8 – 15 เซนติเมตร ใบเรียงสลับกันบนล้าต้น โดยล้าต้นมีสีแดงรูป

ทรงกระบอก ดอกของกระเจี๊ยบ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 – 10 เซนติเมตร ใช้เวลาในการเจริญ

เต็มที่ประมาณ 6 เดือน โดยสามารถเก็บเกี่ยวส่วนของกลีบเลี ยงประมาณ 3 สัปดาห์ภายหลังต้น

กระเจี๊ยบออกดอก (Riaz and Chopra, 2018) ซึ่งลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกระเจี๊ยบแสดงดังรูป

ที่ 2.5 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.5 ลักษณะของต้นกระเจี๊ยบ (ซ้าย) และกลีบเลี ยงของดอกกระเจี๊ยบ (ขวา) 
 
   สกุล Hibiscus (Malvaceae) มีมากกว่า 300 ชนิด โดยกระเจี๊ยบแดงมีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Hibiscus sabdariffa เรียกย่อๆ ว่า Hs มีชื่อเรียกในภาษาอังกฤษมากมายเช่น 
roselle, hibiscus, Jamaica, sorrel หรือ red sorrel (Rocha et al., 2014)  
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  อาณาจักร Plantae  

  ดิวิชัน Tracheophyta 

  คลาส Magnoliopsida  

  อันดับ Malvales 

  วงศ์  Malvaceae 

  สกุล Hibiscus L. 

  ชนิด Hibiscus sabdariffa L. 
 
   กระเจี๊ยบแดง 2 สายพันธุ์หลักในไทยคือ Hibiscus sabdariffa var. altissima 
Wester โดยสายพันธุ์นี มักจะปลูกเพ่ือใช้ประโยชน์ในเรื่องของเส้นใยมีกลีบเลี ยงสีเขียว สีแดงมี
ลวดลาย ส่วนของกลีบเลี ยงไม่สามารถรับประทานได้ และอีกสายพันธุ์คือ Hibiscus sabdariffa var. 
sabdariffa กลีบเลี ยงสามารถรับประทานได้ และยังให้เส้นใยด้วย (Rocha et al., 2014) 
 2.5.3  พฤกษเคมีของกระเจี๊ยบแดง 
  องค์ประกอบทางโภชนาการของกระเจี๊ยบแสดงดังตารางที่ 2.1  
ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบทางโภชนาการของกระเจี๊ยบแดง  

องค์ประกอบทางโภชนาการ ปริมาณที่พบ หน่วย 
โปรตีน  1.9 กรัม ต่อ 100 กรัม 
ไขมัน  0.1 กรัม ต่อ 100 กรัม 
คาร์โบไฮเดรต  12.3 กรัม ต่อ 100 กรัม 
กากใย  2.3 กรัม ต่อ 100 กรัม 
ธาตุเหล็ก  57 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 
วิตามินซี  14 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 
แคลเซียม  1.72 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 
เบต้าแคโรทีน  300 ไมโครกรัม ต่อ 100 กรัม 

 

ที่มา : Rocha et al., (2014) 
 
 2.5.4 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในกระเจี๊ยบ 
  สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส้าคัญในกระเจี๊ยบประกอบไปด้วย สารกลุ่มพอลิแซ็คคาไรด์ 
กรดอินทรีย์ ฟลาโวนอยด์ และแอนโทไซยานิน  
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  สารสกัดจากกระเจี๊ยบแดงประกอบไปด้วยกรดอินทรีย์ เช่น กรดซิตริก กรดแอสคอร์บิก 
กรดมาลิก กรดฮิบิสคัส (Hibiscus acid) กรดออกซาลิก กรดทาร์ทาริก นอกจากนี ยังมีสาร 
ไฟ โ ต ส เ ตอรอล  (Phytosterols)  ส า ร โพลี ฟี น อล  (Polyphenols)  ส า ร แอน โท ไซย านิ น 
(Anthocyanins) และสารต้านอนุมูลอิสระที่สามารถละลายในน ้าได้ (Riaz and Chopra, 2018) 

  1. กรดอินทรีย์ 
   กระเจี๊ยบแดงอุดมไปด้วยกรดอินทรีย์  โดยกรดชนิดหลักที่พบคือ กรดซิตริก          
กรดไฮดรอกซีซิตริก (Hydroxycitric acid) กรดฮิบิสคัส (Hibiscus acid) กรดมาลิก และกรด       
ทาร์ทาริก (Tartaric acid) ชนิดของกรดที่พบรองลงมาคือ กรดออกซาลิก (Oxalic acid) และ            
กรดแอสคอร์บิก หรือวิตามินซี (Ascorbic acid) กรดไฮดรอกซีซิตริกพบได้ที่กลีบเลี ยงของกระเจี๊ยบ 
โครงสร้างของกรดมีความแตกต่างจากกรดไฮดรอกซีซิตริกที่สกัดได้จากพืชชนิดอ่ืน (Rocha et al., 
2014) 
  2. โพลีฟีนอลและฟลาโวนอยด์ 
   สารโพลีฟีนอลและฟลาโวนอยด์หลายชนิดพบได้ในส่วนกลีบเลี ยงของกระเจี๊ยบแดง 
ซึ่งช่วยเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกระเจี๊ยบ ฟีนอลิกที่พบ
ในพืชส่วนใหญ่ประกอบด้วยสารฟลาโวนอยด์ เช่น กอสซีเพทีน (Gossypetine) ฮิบิสเซทิน 
(Hibiscetin)  สารแอนโทไซยานิน เช่น เดลฟินิดิน -3-กลู โคไซด์ (Delphinidin-3-glucoside)  
แซมบูไบโอไซด์ (Sambubioside) และ ไซยานิดีน-3-แซมบูไบโอไซด์ (Cyanidin-3-sambubiside)  
(Riaz and Chopra, 2018) 
  3. แอนโทไซยานิน (Anthocyanins) 
   สารแอนโทไซยานินอยู่ในกลุ่มอนุพันธุ์ของสารฟลาโวนอยด์ เป็นสารสีธรรมชาติใน
กลีบเลี ยง โดยชนิดของสารแอนโทไซยานินที่พบส่วนใหญ่ในกระเจี๊ยบแดงคือ Delphinidin-3-
sambubioside แ ล ะ  Cyanidin-3-sambubioside ส่ ว น ส า ร  Delphinidin-3-glucoside แ ล ะ 
Cyanidin-3-glucoside จะพบได้ เล็กน้อย (Rocha et al., 2014)  โดยโครงสร้างโมเลกุลสาร 
แอนโทไซยานินง่ายต่อการสลาย ความคงตัวของสารขึ นอยู่กับค่าพีเอช อุณหภูมิ เอนไซม์ แสง และ
สารโลหะชนิดอ่ืนๆ (Wu et al., 2018) การใช้ตัวท้าละลายในการสกัดสารจากกระเจี๊ยบแดงต่างกัน
ท้าให้สารแอนโทไซยานินและสารฟีนอลิกที่สกัดออกมาแตกต่างกัน และส่งผลถึงคุณสมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดนั นด้วย (Riaz and Chopra, 2018)   
  4. กลุ่มสารพอลีแซ็คคาไรด์ และคาร์โบไฮเดรต  
   พอลิแซ็คคาไรด์เป็นกลุ่มสารส้าคัญที่มีปริมาณมากในกลีบเลี ยง เช่น อะราบิโนส 
(Arabinose) กาแลคโตส (Galactose) กลูโคส และยังมีกรดกาแลคทูโรนิก (Galacturonic acid)    
กรดกลูคูโรนิก (Glucuronic acid) แมนโนส (Mannose) และไซโลส (Xylose) อีกเล็กน้อย (Riaz 
and Chopra, 2018)   
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  5. สารระเหย 
   สารระเหยในกระเจี๊ยบแดงท้าหน้าที่เป็นสารให้กลิ่นซึ่งพบในเมล็ดมากกว่า 25 ชนิด
และพบในส่วนกลีบเลี ยง 37 ชนิด ส่วนใหญ่อยู่ในรูปไฮโดรคาร์บอนไม่อ่ิมตัว แอลกอฮอล์ แอลดีไฮด์ 
อนุพันธุ์ของกรดไขมัน อนุพันธุ์ของน ้าตาล เทอร์พีนส์ (Terpenes) อนุพันธุ์ของฟีนอลิก เช่น ยูจีนอล 
(Eugenol) และสารประกอบไขมันอ่ืนๆ  (Rocha et al., 2014) 
 
 2.5.5  การใช้งานกระเจี๊ยบแดง (Riaz and Chopra, 2018)   
   กระเจี๊ยบเป็นพืชที่สามารถน้ามาใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วน ไม่ว่าจะเป็นส่วนของใบ ดอก 
กลีบเลี ยง ล้าต้น หรือแม้กระทั่งส่วนเมล็ดก็มีการน้าไปใช้งาน โดยการใช้ประโยชน์ของกระเจี๊ยบ   
แบ่งออกเปน็ การใช้เป็นอาหาร และการใช้ในการรักษา 

  1.  ใช้เป็นอาหาร 
    ยอดอ่อนของกระเจี๊ยบแดงสามารถรับประทานแบบดิบได้โดยใส่ในสลัด ส่วนเมล็ด
ซึ่งอุดมไปด้วยโปรตีน ประเทศจีนมีการน้าไปสกัดน ้ามัน ในแอฟริกามีการน้าไปใช้แทนเมล็ดกาแฟ 
และสกัดเป็นน ้ามัน 
    กลีบเลี ยงกระเจี๊ยบสามารถแปรรูปได้หลายวิธีไม่ว่าจะน้าไปแช่แข็งหรือตากแห้งเพ่ือ
เก็บไว้รับประทานนอกฤดู ท้าเป็นเครื่องดื่ม แยม เจลลี่ ซอส ไวน์ และน้าไปผลิตเป็นสารแต่งสีใน
อาหาร เนื่องจากกลีบเลี ยงของกระเจี๊ยบแดงเป็นแหล่งของสารเพคตินจึงมีการแนะน้าให้ใช้กลีบเลี ยง
ในอุตสาหกรรมถนอมผลไม ้

  2.  ใช้ในการรักษาโรค 
    กระเจี๊ยบถูกน้าไปใช้ในต้ารายาแผนโบราณเพ่ือรักษาอาการไข้ ปวดฟัน การติดเชื อ
ในกระเพาะปัสสาวะ เป็นต้น ในประเทศไทยมีการขึ นทะเบียนในต้ารับยาแผนโบราณส้าหรับการ
รักษานิ่วในไตและกระเพาะปัสสาวะ เช่นเดียวกับในประเทศอินเดียมีการใช้กระเจี๊ยบแดงในการรักษา
โรค ใช้บรรเทาอาการปวดในการขับปัสสาวะ และช่วยรักษาอาการอาหารไม่ย่อย การน้ากลีบเลี ยงมา
แช่ หรือที่เรียกว่า  ชาซูดาน (Sudan Tea) ถูกน้ามาใช้บรรเทาอาการและลดอุณหภูมิในร่างกาย การ
ดื่มชากระเจี๊ยบยังช่วยรักษาโรคตับ อาการไข้ โรคไขมันในเลือดสูง ความดันโลหิตสูง แก้อาการเกร็ง 
(Antispasmodic) และเป็นสารยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ (Riaz and Chopra, 2018)   
 

2.6  สารอนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอิสระ และดัชนีชีว้ัด 

 2.6.1  สารอนุมูลอิสระ (Free radical) 
  ระหว่างกระบวนการเมแทบอลิซึมและการสัมผัสกับสิ่งแวดล้อม จะมีการสร้างสารอนุมูล
อิสระขึ นในร่างกาย แล้วเข้าจู่โจมโมเลกุลชีวภาพขนาดใหญ่จ้าพวกโปรตีน ไขมัน และกรดนิวคลีอิก 
ท้าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์และเนื อเยื่อหรือส่งผลให้ยีนเกิดการกลายพันธุ์ ความเข้มข้นสูงของเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อนุมูลอิสระในร่างกายสามารถก่อให้เกิดภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidative stress) 
โดยการท้าลายสมดุลปฏิกิริยารีดอกซ์ เป็นสาเหตุในการเกิดโรคเรื อรังหลายชนิด มีงานวิจัยหลายชิ น
ยืนยันว่าอนุมูลอิสระและความไม่สมดุลของปฏิกิริยารีดอกซ์ภายในเซลล์มีความเกี่ยวข้องกับการเกิด
มะเร็ง ภาวะหลอดเลือด เบาหวาน ต้อกระจก โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคพาร์กินสัน โรคอัลไซเมอร์
และโรคข้ออักเสบ ดังนั นอนุมูลอิสระจึงเป็นต้นเหตุส้าคัญท่ีส่งผลต่อสุขภาพมนุษย์  (Li et al., 2014) 
  การออกซิเดชันสามารถเกิดได้ทั งในอาหารและกับร่างกายมนุษย์ โดยในอาหารสามารถ
เกิดได้ตั งแต่กระบวนการเก็บเกี่ยวไปจนถึงการจัดเก็บ ซึ่งการเกิดออกซิเดชันนี ส่งผลต่อรสชาติ 
ลักษณะอาหาร สารอาหาร รวมไปถึงความเป็นพิษที่อาจเกิดขึ นได้เมื่ออาหารถูกออกซิไดส์ ในส่วนของ
ร่างกายมนุษย์นั นการออกซิเดชันสามารถก่อให้เกิดโรคต่างๆ อาทิเช่น โรคมะเร็ง การอักเสบภายใน
ร่างกาย และการเสื่อมสภาพของเซลล์ (Cirillo and Lemma, 2012) 
 
 2.6.2  สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 
   สารต้านอนุมูลอิสระ คือ สารที่มีผลในการชะลอหรือป้องกันการเกิดออกซิเดชันใน   
สารตั งต้นได้ มีความเข้มข้นต่้าเมื่อเทียบกับสารตั งต้นที่ออกซิไดส์ได้ สามารถพบสารต้านอนุมูลอิสระ
เป็นส่วนประกอบในอาหารหลายชนิด ซึ่งมีผลในการลดผลข้างเคียงของสารอนุมูลอิสระ  โดยสาร  
ต้านอนุมูลอิสระสามารถแบ่งได้ เป็น 3 ชนิด คือ สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติ  (Natural 
antioxidant) สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (Synthetic antioxidant) และสารต้านอนุมูลอิสระ
เลียนแบบธรรมชาติ (Nature-identical antioxidant) ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระชนิดเลียนแบบ
ธรรมชาติใช้ในการป้องกันการเกิดออกซิไดซ์ในอุตสาหกรรมอาหารเท่านั น (Cirillo and Lemma, 
2012 ; Li et al., 2014)  
  อย่างไรก็ตามมีการประเมินว่าการใช้สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์สามารถก่อ      
ความเป็นพิษได้  สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติจึงถูกน้ามาใช้เป็นหลักเพราะไม่เพียงแต่มีบทบาท
ส้าคัญในการป้องกันและการรักษาโรค แต่ยังสามารถหลีกเลี่ยงอาการไม่พึงประสงค์ของสุขภาพมนุษย์
ได้ (Li et al., 2014) 

  2.6.2.1  การท างานของสารต้านอนุมูลอิสระ 
    สารต้านอนุมูลอิสระจะเข้าไปขัดขวางกระบวนการออกซิเดชันโดยการให้
อะตอมไฮโดรเจน หรือให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระเพ่ือให้ตัวอนุมูลมีความเสถียร (Cirillo and 
Lemma, 2012) ซึ่งสารต้านอนุมูลมีลักษณะการท้างานดังนี  

   1. Free radical scavenging หรือการท างานแบบ Chain-breaking 
     การปล่อยประจุให้แก่สารอนุมูลอิสระอย่างต่อเนื่องจนกว่ากระบวนการเกิด
อนุมูลอิสระจะสิ นสุดลง หรือจนกว่าตัวสารอนุมูลอิสระจะมีความเสถียร เนื่องมาจากโมเลกุลของสาร     
ต้านอนุมูลอิสระเองจ้าเป็นต้องให้ประจุแก่อนุมูลข้างเคียงต่อเนื่องไป จากกระบวนการนี ท้าให้เกิด
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อนุมูลอิสระอ่ืนขึ นอีกอย่างต่อเนื่อง ดังนั น สารต้านอนุมูลอิสระจึงมีหน้าที่ปล่อยประจุแก่อนุมูลอิสระ
อย่างต่อเนื่องโดยลักษณะการท้างานนี พบในวิตามินอี วิตามินซี เบต้าแคโรทีน เป็นต้น 

    2. Singlet oxygen quenching 
     ลักษณะการยับยั งการท้างานของอนุมูลอิสระออกซิเจน (1O2

-) โดยเปลี่ยน 
ให้อยู่ในรูป Triplet oxygen (3O2) ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระเช่น สารแคโรทีนอยด์ (Carotenoids) 
ไลโคปีน (Lycopene) 

    3. Metal chelating 
     กลไกการท้างานของสารต้านอนุมูล อิสระในลักษณะเข้าไปจับกับ 
สารโลหะหนักเช่น Fe2+ Cu2+ เพ่ือชะลอการเกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งโลหะหนักเหล่านี สามารถเร่งการเกิด
อนุมูลอิสระได้หลายชนิด เช่น อนุมูลอิสระออกซิเจน อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล ตัวอย่างสารต้านอนุมูล
อิสระ ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ กรดแอสคอร์บิก กรดซิตริก เป็นต้น 

   4. ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ (Enzyme inhibitor) 
    การเข้ายับยั งการท้างานของเอนไซม์ที่สามารถเร่งปฏิกิริยาการเกิดอนุมูล
อิสระ โดยเข้าจับกับ Cofactor เพ่ือให้เอนไซม์ดังกล่าวไม่สามารถท้างานได้ ตัวอย่างสารต้านอนุมูล
อิสระ เช่น กรดฟีนอลิก สารแกลเลต สารประกอบฟีนอลิกบางชนิด เป็นต้น (Vertuani et al., 2004) 
   
  2.6.2.2  สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติ (Natural antioxidant)  
    กลุ่มสารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติสามารถพบได้แพร่หลาย โดยสร้างจากพืช
เป็นส่วนใหญ่ และสามารถพบได้จากการสร้างของเชื อจุลินทรีย์ เห็ดรา รวมทั งสร้างโดยร่างกายของ
มนุษย์เอง ทั งนี สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติสามารถแบ่งออกเป็นสารกลุ่มเอนไซม์ (Enzymatic) 
และสารที่ไม่ใช่เอนไซม ์(Non-enzymatic) (Atta et al., 2017) 

   1.  สารกลุ่มเอนไซม์ (enzymatic) 
     เอนไซม์ที่ท้าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระจะท้างานโดยท้าให้อนุมูลอิสระเสถียร 
ยับยั งการท้างานของอนุมูลอิสระก่อนที่จะเข้าไปท้าลายเซลล์ มีการให้อิเล็กตรอนเพ่ือท้าให้อนุมูล
อิสระเสถียร รวมทั งรบกวนการออกซิ ไดซ์แบบห่วงโซ่ของอนุมูล อิสระ  ประกอบไปด้วย  
1) Superoxide dismutase (SOD) 2) Catalase (CAT) 3) Glutathione peroxidase (GPx)  
4) Glutathione Reductase (GR) 
   2.  สารที่ไม่ใช่เอนไซม์ (Non-enzymatic) 
     สารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มที่ไม่ใช่เอนไซม์ แบ่งออกเป็น สารต้านอนุมูลอิสระ
ที่ออกฤทธิ์โดยตรง ซึ่งมีความส้าคัญอย่างยิ่งในการป้องกันภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล สารกลุ่มนี 
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ประกอบด้วย กรดแอสคอร์บิก กรดไลโปอิก (lipoic acid) สารโพลีฟีนอล และแคโรทีนอยด์            
ซึ่งสารเหล่านี ล้วนพบได้ในอาหาร  

     2.1  วิตามินอี (Vitamin E) 
   วิตามินอี เป็นอนุพันธุ์ของฟีนอลิกที่ละลายในไขมัน ประกอบด้วย
หมู่ไฮดรอกซิลซึ่งเป็นส่วนส้าคัญของความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ มีความสามารถปกป้อง  
เยื่อหุ้มทางชีวภาพของร่างกายมนุษย์รวมไปถึงกรดนิวคลีอีกในเซลล์จากอนุมูลอิสระ โดยวิตามินอี
สามารถยับยั งอนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ (O2

-)  ยับยั งการท้างานของ singlet oxygen และเอนไซม์
ซูปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (Superoxide dismutase : SOD) กลไกการยับยั งอนุมูลอิสระเป็นใน
ลักษณะการให้โปรตรอนไปยับยั งปฏิกิริยาลูกโซ่ Lipid peroxidationและสร้างระบบสารต้านอนุมูล
อิสระร่วมกับเอนไซม์กลูตาไทโอน เพอร์ออกซิเดส (Glutathione peroxidase : GSH-Px) (Atta et 
al., 2017 ; Denisov and Afanasev, 2006) 
    2.2  วิตามินซี (Vitamin C) 
   วิตามินซี หรือ กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) เป็นวิตามินที่
สามารถละลายในน ้า พบได้มากในผักผลไม้ จัดเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ออกฤทธิ์โดยตรง โดยการท้า
ปฏิกิริยากับอนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ (O2

-) และ Singlet oxygen เช่น อนุมูลไฮโดรเปอร์ออกซิล (HOO-) 
อนุมูลไฮดรอกซิล (OH-) โดยกระบวนการ Dehydrogenation เกิดเป็นสาร Dehydroascorbate  
และสามารถออกฤทธิ์โดยอ้อมโดยการให้อะตอมไฮโดรเจนแก่วิตามินอีเพ่ือลดการออกซิไดซ์วิตามินอี
ลง (Denisov and Afanasev, 2006 ; Li et al., 2014)  
     
    2.3  โพลีฟีนอล (Polyphenol) 
   โพลีฟีนอลเป็นสาร Secondary metabolite ของพืช พบในอาหาร
ของมนุษย์ โครงสร้างเป็นการเชื่อมต่อกันของฟีนอลิก รวมไปถึงพอลิเมอร์ของฟลาโวนอยด์ (Cirillo 
and Lemma, 2012) 
     2.3.1  สารประกอบฟีนอลิก 
   ฟีนอลิกมีคุณสมบัติในการป้องกัน รักษา ท้าหน้าที่เป็น 
สารสี พบได้ในส่วนต่างๆ ของพืช เช่น ดอก ใบ ผล (Cirillo and Lemma, 2012) มีคุณสมบัติในการ
ยับยั งอนุมูล ROS (Reactive oxygen species) ซึ่งชักน้าให้เกิดการท้าลาย DNA โปรตีน ไขมัน 
(Prasanth et al., 2019)  โดยชนิดของฟีนอลิกที่พบมากที่สุดในน ้ าชาคือ กรดคลอโรเจนิก 
(Chlorogenic acids : CGA) กรดแกลลิก (Gallic acid : GA) ซึ่งปริมาณกรดแกลลิกที่พบในชาด้า  
สูงกว่าชาเขียว (Li et al., 2020) Zhao et al., (2019) รายงานว่าปริมาณฟีนอลิกทั งหมดของ 
ชา 30 แหล่งมีความเกี่ยวข้องกับค่า FRAP และ TEAC ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
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ที่สูงส่งผลต่อกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ ลดกิจกรรมของอนุมูลอิสระลง นอกจากนั นกรดแกลลิกยังมี
ความสามารถในการยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH มากกว่าวิตามินซีอีกด้วย   
     2.3.2  ฟลาโวนอยด์ (Flavonoid)  
   เป็นสารที่พบได้มากในพืช มีฤทธิ์ทางยา มีโครงสร้างที่
คล้ ายคลึ งกับ อีก 2 กลุ่ ม  คือ ไอโซฟลาโวนอยด์  ( Isoflavonoid)  และ นี โอฟลาโวนอยด์  
(Neoflavonoid) (Grotewold, 2006) โดยฟลาโวนอยด์แบ่งเป็น 6 กลุ่ม คือ Flavone (Apigenin), 
Flavonol (Quercetin), Flavanone (Naringenin), Flavanol (Catechin), Anthocyanin, 
Isoflavone (Genistein) (Pascual-Teresca et al., 2010) ซ่ึงแต่ละกลุ่มต่างกันท่ีโครงสร้างต้าแหน่ง
ของหมู่ไฮดรอกซิล การออกฤทธิ์ของสารกลุ่มนี มี 2 แบบ คือ 1) ท้าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
โดยจับกับอนุมูลเปอร์ออกซิล อนุมูลไฮดรอกซิล และอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ และจับกับกลุ่มเอนไซม์
เ พ่ือยับยั งกิจกรรมการสร้างอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ 2) ท้าหน้าที่ เหมือนโลหะคีเลต (metal 
chelators)  

   1. แอนโทไซยานิน (Anthocyanin)  
   พบได้ในผัก ผลไม้ เช่น องุ่น ราสเบอร์รี่ กระเจี๊ยบแดง กะหล่้าม่วง เป็นต้น 
(Wu et al., 2018) Tsai et al., (2002) น้ากระเจี๊ยบแดงแห้งต้มในน ้าเดือด ตรวจปริมาณสาร   
พฤกษเคมี และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ FRAP (Ferric reducing ability of plasma) ORAC 
(Oxygen redical absorbance capacity) TAS (Total activity status) พบว่าเมื่อเพ่ิมเวลาในการ
ต้ม และปริมาณดอกกระเจี๊ยบที่มากขึ น จะมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงขึ น ความสัมพันธ์ระหว่าง
กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP และ ORAC มีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงกับปริมาณแอนโทไซ
ยานินที่มากขึ น Wu et al., (2018) รายงานว่าสารสกัดกระเจี๊ยบแดงอุดมไปด้วยสารแอนโทไซยานิน
และมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูง  
    
   2. คาเทชิน (Cathechin) 
    คาเทชินมีชื่อทางเคมีว่า Flavan-3-ols พบในชาด้าประมาณร้อยละ 10 
ของน ้าหนักใบชาด้าแห้ง โดยมี Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) เป็นสารประกอบหลัก  
สารคาเทชินเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีฤทธิ์สูง สามารถยับยั งการเจริญของเซลล์มะเร็ง ลดปริมาณ
น ้าตาลในเลือด (Naveed et al., 2018) 
 
   3. ธีฟลาวิน (Theaflavin :TFs)  
   สารธีฟลาวินพบในชาด้าประมาณร้อยละ 3 ของน ้าหนักใบชาด้าแห้ง 
(Naveed et al., 2018) เกิดขึ นระหว่างกระบวนการออกซิเดทีฟในการผลิตชาด้า โดยเกิดจากการ
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ออกซิไดส์สารคาเทชิน (Flavan-3-ols) ได้เป็นสารธีฟลาวิน ซึ่งสารนี ท้าให้น ้าชาเกิดสีส้มแดงและ     
มีรสชาติฝาด (Pinto, 2013) 
 
   4. ธีรูบิกิน (Thearubigin : TRs) 
   เกิดขึ นระหว่างกระบวนการออกซิเดทีฟในการผลิตชาด้า  พบในชาด้า
ประมาณร้อยละ 12 ของน ้าหนักใบชาด้าแห้ง (Naveed et al., 2018)  
 
 2.6.3 ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (Total Antioxidant Capacity) 
(โอภา, 2550) 
  การวัดปริมาณการเกิดสารชีวโมเลกุลที่ถูกอนุมูล อิสระท้าให้ เสียหาย  รวมทั ง
องค์ประกอบทั งหมดหรือภาวะรีด็อกซ์โดยรวม โดยหลักการวิเคราะห์ส้าคัญมีอยู่ 2 ประเภทคือ 
  1) การวิเคราะห์จากการส่งผ่านอะตอมไฮโดรเจน (Hydrogen atom transfer: HAT) 
เช่น วิธี Oxygen radical absorbance capacity assay (ORAC) และวิธี Total radical-trapping 
antioxidant parameter (TRAP) 
  2) การวิเคราะห์จากการส่งผ่านอิเล็กตรอนเดี่ยว (Electron transfer: ET หรือ SET) 
ไ ด้ แ ก่  วิ ธี  The Ferric reducing ability of plasma assay (FRAP) วิ ธี  Trolox equivalent 
antioxidant capacity assay (TEAC) และ Diphenyl-1-picrylhydrazyly assay (DPPH) เป็นต้น  
  2.6.3.1 วิธี TEAC  
   ใ ช้ ส า ร  2,2-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid radical 

(ABTS) เป็นสารให้ก้าเนิดอนุมูล ABTS·+ ที่มีสีและมีความคงตัว วัดการขจัด ABTS·+ เปรียบเทียบ 
กับสารโทรร็อกซึ่งเป็นอนุพันธ์ของวิตามินอีที่ละลายน ้า เมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไปจะท้าให้ 

มีสีลดลง ซึ่งปฏิกิริยาการก้าจัดอนุมูล ABTS·+ แสดงดังรูปที่ 2.6 ผลวิเคราะห์จะค้านวณเป็นค่าที่
สมมูลกับสารต้านอนุมูลมาตรฐานโทรร็อก 

   ข้อดีของวิธี TEAC คือ ท้าได้ง่าย อนุมูล ABTS˙+ จะท้าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็ว

กับสารต้านอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์ท้าได้ในช่วงพีเอชกว้าง และอนุมูล ABTS˙+ สามารถละลายได้
ทั งในน ้าและสารละลายอินทรีย์  จึงสามารถใช้วิเคราะห์หาความสามารถในการต้านออกซิเดชัน 
ของสารต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นสารที่ละลายน ้า หรือสารละลายในลิพิด และสามารถศึกษากลไกได้ 
โดยละเอียด ข้อเสียคือ ABTS ไม่จัดเป็นสารตามธรรมชาติที่ก่อให้เกิดอนุมูลในเซลล์หรือร่างกาย 
  2.6.3.2 วิธี DPPH 

   อนุมูล DPPH˙ เป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว มีสีม่วงอยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้ว 
โดยไม่ต้องท้าปฏิกิริยาเพ่ือให้เกิดอนุมูล การวัดความสามารถในการรีดิวซ์โดยวัดการลดลงของสีเมื่อ
เติมสารต้านอนุมูลลงไป  
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   ข้อดีของวิธีนี คือง่ายและสามารถในเครื่องมือทั่วไปในการวัด นิยมใช้เป็นวิธี
เบื องต้นในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารธรรมชาติ ยกเว้นสารกลุ่ มแคโรทินอยด์ที่มีการ
ดูดกลืนแสงในช่วงเดียวกัน อนุมูลชนิดนี มีความคงตัวไม่ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลที่เกิดในเซลล์หรือ 

 
รูปที่ 2.6 ปฏิกิริยาการขจัดอนุมูลอิสระ  ABTS˙+ 

ที่มา : Huang et al., (2005) 
 

  ในร่างกาย นอกจากนี อิเล็กตรอนเดี่ยวของ DPPH˙ จะถกูบดบงัดว้ยวงเบนซีน 3 วง และหมู่
ไนโตรเจนในโครงสร้าง ท้าให้สารต้านอนุมูลอิสระที่มีฤทธิ์แรงแต่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถเข้าไปท้า
ปฏิกิริยา หรือเกิดปฏิกิริยาขจัดอนุมูลอิสระได้ช้ากว่าความเป็นจริง (โอภา, 2550) โดยกลไกการขจัด

อนุมูลอิสระ DPPH˙ แสดงดังรูปที่ 2.7 
 

 
รูปที่ 2.7 ปฏิกิริยาการขจัดอนุมูลอิสระ DPPH˙ 

ที่มา : Alam et al., (2013) 

 

2.7  การท าแห้ง (Drying) 

  กระบวนการท้าแห้งแบบ Freeze drying หรือที่รู้จักกันอีกชื่อว่า กระบวนการไลโอฟิไลซ์ 
(Lyophilization) เป็นวิธีการผลิตที่ท้าให้ได้ผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผง และของแห้งคุณภาพสูง ซึ่งวิธีการ 
freeze drying เป็นวิธีการท้าแห้งที่เหมาะส้าหรับอาหารที่มีสารประกอบที่ไวต่ออุณหภูมิและง่ายต่อ
การเกิดออกซิเดชัน กระบวนการนี เกิดขึ นที่อุณหภูมิต่้าภายใต้สภาวะสุญญากาศ นิยมน้ามาใช้กับ
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อาหารจากพืช ผลไม้ โดยสามารถแบ่งประเภทของผลิตภัณฑ์จากพืชได้ดังนี  1) อาหารที่อยู่ในรูป
ของแข็ง เช่น ผลไม้ หรือผักที่ยังไม่ผ่านการดัดแปร 2) อาหารที่อยู่ในรูปของเหลวข้น สารละลาย เช่น 
น ้าผัก น ้าผลไม้ น ้าผลไม้เข้มข้น (Purees) น ้าเชื่อม (Syrup) เป็นต้น การใช้ Freeze drying ในการ
ท้าแห้งไม่ได้จ้ากัดแต่เพียงผัก หรือผลไม้เท่านั น มีการใช้ในผลิตภัณฑ์กลุ่มอ่ืนๆ ที่ผลิตจากพืชเช่นกัน 
เช่น ชา กาแฟ โดย Freeze dried ถูกน้ามาใช้ในการผลิตชาปรุงส้าเร็จ (Instant Tea) เนื่องจาก
สามารถเก็บรักษาสารระเหย และสารประกอบในชา (Bhatta et al., 2020) 
 
 2.7.1  หลักการ Freeze drying (Bhatta et al., 2020) 
  การเปลี่ยนแปลงของน ้าทั งสามสถานะ ของแข็ง ของเหลว และแก๊สในกระบวนการ 
freeze drying อาศัยหลักการระเหิด (sublimation) ของน ้า เนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของ   
ความดันและอุณหภูมิ โดยผลิตภัณฑ์ที่จะเข้ากระบวนการ freeze drying ต้องน้าไปแช่แข็งเพ่ือลด
อุณหภูมิ เปลี่ยนสถานะน ้าให้กลายเป็นของแข็ง หลังจากนั นจะเข้าสู่กระบวนการที่มีแรงดันสูงเพ่ือ
เปลี่ยนสถานะจากของแข็งให้เป็นไอ  
  กระบวนการ freeze drying ท้าให้เกิดการเปลี่ยนสถานะของแข็งของน ้า (น ้าแข็ง) 
ประกอบด้วย 3 ขั นตอน 1) การแช่แข็ง (Freezing) ตัวอย่าง 2) การท้าแห้งขั นต้น (primary drying) 
เพ่ือให้น ้าแข็งเกิดการระเหิดที่ความดันต่้ากว่าความดันบรรยากาศ และ 3) การท้าแห้งขั นที่สอง 
(secondary drying) เป็นการน้าส่วนของน ้าที่ยังไม่ถูกแช่แข็งที่หลงเหลืออยู่ออกจากอาหารส่วนที่
แห้งแล้ว  

  1.  การแช่แข็ง (Freezing) 
    การแช่แข็งเป็นส่วนส้าคัญที่ท้าให้เกิดการก่อตัวของโครงสร้างและขนาดของผลึก
น ้าแข็ง อัตราการแช่แข็งที่ช้าท้าให้เกิดโครงสร้างผลึกน ้าแข็งขนาดใหญ่ ซึ่งขนาดผลึกมีผลต่อการ    
ท้าแห้ง โดยขนาดผลึกน ้าแข็งที่ใหญ่เกิดการระเหิดได้ง่ายกว่า และช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการท้าแห้งใน
ขั นต้น (primary drying)  
  2.  Primary drying 
    ใช้ระบบสุญญากาศลดความดันบรรยากาศลงเพ่ือท้าให้อุณหภูมิสุดท้าย (Shelf 
temperature) เพ่ิมขึ นจนถึงจุดที่ท้าให้ผลึกน ้าแข็งในผลิตภัณฑ์เริ่มเกิดกระบวนการระเหิด โดย
อุณหภูมิผลิตภัณฑ์จะต้องต่้ากว่าอุณหภูมิการยุบสลายของโครงสร้างผลิตภัณฑ์ (Collapse 
temperature : tc) เพ่ือป้องกันโครงสร้างของผลิตภัณฑ์เสียหาย   
  3.  Secondary drying  
    เกิดขึ นเมื่อกระบวนการระเหิดก้าลังด้าเนินอยู่ โดยขั นตอนนี เป็นการเพ่ิมอุณหภูมิ
สุดท้ายเพ่ือดึงเอาน ้าส่วนที่ยังเหลืออยู่ออกจากผลิตภัณฑ์ แต่อุณหภูมิที่เพ่ิมขึ นจะต้องต่้ากว่าอุณหภูมิ
การเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (Glass transition temperature : tg) ของผลิตภัณฑ์แห้ง สิ่งที่ควรเฝ้า
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ระวังในขั นตอนนี คือหากอุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ นก่อนที่น ้าแข็งจะเกิดการระเหิด หรือก่อนจุดสิ นสุดของ
ขั นตอน Primary drying อาจท้าให้โครงสร้างของผลิตภัณฑ์เสียหายและส่งผลต่อคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์แห้งที่ได้  
 2.7.2  ปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพผลิตภัณฑ์สุดท้ายและสารส าคัญในผลิตภัณฑ์ 

  1.  การแช่แข็ง (Freezing)  
    อัตราเร็วในการแช่แข็งส่งผลถึงขนาดของผลึกน ้าแข็งที่ก่อตัวขึ น ซึ่งมีผลต่อเนื่องไป
ถึงการอบแห้งในขั นถัดไป โดยขนาดผลึกต้องสอดคล้องกับการถ่ายเทมวลความร้อนในขณะท้าแห้ง
เพ่ือให้รูพรุนที่เกิดขึ นมีความเหมาะสมและผลิตภัณฑ์สุดท้ายมีคุณภาพสม่้าเสมอ (Oetjen and 
Haseley, 2004 ; Bhatta et al., 2020) Harnkarnsujarit et al., 2012 ได้ศึกษาผลของอุณหภูมิใน
การแช่แข็งและสารประกอบที่เป็นของแข็งต่อโครงสร้างและคุณสมบัติของตัวอย่างเมื่อผ่านการ 
freeze drying โดยใช้อุณหภูมิแช่แข็งที่ -20 -40 และ -80 องศาเซลเซียส ซึ่งรูพรุนมีขนาดใหญ่ขึ น 
เมื่อลดอุณหภูมิลงเนื่องมาจากการแช่แข็งอย่างรวดเร็วในอุณหภูมิต่้า มีการเกิดผลึกน ้าแข็งอย่าง
รวดเร็ว และใช้เวลาน้อยในการขยายขนาดของผลึก ซึ่งกระบวนการแช่แข็งที่ต่างกันท้าให้ผลิตภัณฑ์
สุดท้ายมีความคงตัวต่างกัน  

  2.  Drying aid  
    การท้าแห้งด้วยวิธี Freeze drying จะต้องมีการเติมสารช่วยท้าให้แห้ง (Drying aid) 
เพ่ือป้องกันการจับตัวเป็นก้อนของผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Anti-caking) โดยมีหน้าที่ในการเพ่ิมค่า tg     
ลดความหนืด ท้าให้การผลิตผงแห้งท้าได้อย่างต่อเนื่อง ทั งยังส่งผลถึงคุณภาพภายหลังการจัดเก็บด้วย 
(Mosquera et al., 2010) สารที่น้ามาใช้เป็น Drying aid มีหลายชนิด เช่น มอลโตเด็กซ์ทริน 
(Aaltodextrins) กัมอะราบิก (Gum arabic) แป้งชนิดแว็กซี่  (Waxy starch) อินูลิน ( Inulin) 
เซลลูโลส (Cellulose) โดยสารมอลโตเด็กซ์ทรินเป็นสารที่นิยมน้ามาใช้ในกระบวนการ freeze 
drying (Michalska and Lech, 2018)  
   มอลโตเด็กซ์ทรินเป็นส่วนผสมของโอลิโกแซ็คคาไรด์ซึ่งเป็นอนุพันธุ์ของแป้ง  มีค่า
สมมูลของเด็กซ์โทรส (Dextrose Equivalent : DE) เฉลี่ยอยู่ระหว่าง 5-18 (ค่าเฉลี่ยผลิตภัณฑ์              
มอลโตเด็กซ์ทรินในท้องตลาด) พบได้ในผลิตภัณฑ์อาหารที่ถูกท้าแห้ง และสารละลายเข้มข้น มีรสชาติ
หวานปานกลาง (BeMiller, 2019) มอลโตเด็กซ์ทรินถูกน้ามาใช้อย่างกว้างขวางในการผลิตอาหาร
แบบผงเพ่ือยืดอายุของผลิตภัณฑ์ เนื่องมาจากความสามารถในการขึ นรูปเป็นแผ่นฟิล์มและคุณสมบัติ
คล้ายพลาสติกจึงสามารถป้องกันการเกิดออกซิเดชันในอาหารผงได้ โดยค่าสมมูลของเด็กซ์โทรส 
(Dextrose Equivalent : DE) ของมอลโตเด็กทรินส่งผลโดยตรงต่อต้นทุนและประสิทธิภาพการผลิต 
(Mosquera et al., 2010) 
   มอลโตเด็กซ์ทรินมีลักษณะเป็นผงสีขาว หรือเป็นของเหลวข้น ละลายน ้าได้ง่าย                
หากมีค่า DE ต่้าผู้บริโภคจะไม่ได้รับรสชาติหวานเมื่อรับประทาน มีค่าไกลซีมิคอินเด็กซ์ (Glycemic 
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index : GI) 105 – 110 มีการน้ามอลโตเด็กซ์ทรินมาใช้ทดแทนสารให้ความหวานในเครื่องดื่ม  
ท้าหน้าที่เป็น สารคงตัวในอาหาร ท้าให้อาหารมีความข้นเหนียว เพ่ิมความหนาแน่น (Bulk density)  
มักใช้ในผสมกับอาหารในการท้าแห้งแบบผง แป้งที่น้ามาใช้ผลิตมีหลายชนิด เช่น แป้งข้าวโพด แป้ง
สาลี แป้งมันส้าปะหลัง การผลิตมอลโตเด็กซ์ทรินเริ่มจากการน้าแป้งไปให้ความร้อนจนเกิดเจล 
(Gelatinization) และท้าการย่อยด้วยกรด หรือเอนไซม์ การผลิตโดยใช้กรดเพียงอย่างเดียวนั นท้าให้
ได้มอลโตเด็กซ์ทรินที่อุดมไปด้วยพอลิเมอร์สายโช่ตรงซึ่งท้าให้ง่ายต่อการคืนตัว จึงมีการใช้เอนไซม์   
อะไมเลสมาท้าการย่อยสารหลังจากผ่านการย่อยด้วยกรดเพ่ือให้มอลโตเด็กซ์ทรินที่ได้มีคุณสมบัติ       
ดูดความชื นต่้า (Low hygroscopicity) ความสามารถในการละลายน ้าสูง (Tiefenbacher, 2017) 
   Mosquera et al., (2009) ทดลองน้ามอลโตเด็กซ์ทรินที่มีค่า DE ต่างกันมาใช้ผสม
ก่อนเข้ากระบวนการท้าผงแห้งผลโบโรโจ และศึกษาคุณภาพหลังการจัดเก็บเปรียบเทียบกับการ 
ไม่ผสมมอลโตเด็กซ์ทรินพบว่า การเพ่ิมขึ นของ aw และค่าปริมาณความชื นสมดุลต่้ากว่าผลิตภัณฑ์ที่ 
ไม่มีการเติมมอลโตเด็กซ์ทริน ซึ่งช่วยให้ผลิตภัณฑ์มีความคงตัวมากกว่าผลิตภัณฑ์ผงแห้งที่ไม่มีการ
ผสมมอลโตเด็กซ์ทริน 

  3. องค์ประกอบทางเคมีในตัวอย่าง 
    ความเข้มข้นของน้ าตาล 
   ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ส่งผลต่อกระบวนการท้าแห้งแบบ freeze drying โดย
หากความเข้มข้นของน ้าตาลหรือไขมันสูงท้าให้คุณภาพของของผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ได้ต่้ากว่ามาตรฐาน  
   เมื่อมีน ้าตาลสูงในผลิตภัณฑ์ เช่น ผลิตภัณฑ์น ้าส้มเข้มข้น น ้าเชื่อม อุณหภูมิที่ใช้ใน
การแช่แข็ง (Freezing) จะต้องตั งค่าให้ต่้ากว่าระดับอุณหภูมิที่เหมาะสม อย่างไรก็ตามในขณะ       
ลดอุณหภูมิในขั นตอนการแช่แข็ง น ้าตาลอาจจะย้ายไปรวมอยู่ที่ผิวหน้าของผลิตภัณฑ์และเกาะตัว 
เป็นชั นปิดกั นการแพร่ของน ้า ซึ่งส่งผลต่อเนื่องไปยังขั นตอน Primary drying ชั นที่ก่อตัวขึ นนี จะขวาง  
การระเหิดของน ้า เมื่อท้าการลดความดันบรรยากาศชั นที่ปิดอยู่จะแตกออกและน ้าแข็งอาจจะละลาย
ท้าให้เกิดการระเบิดภายในโครงสร้างผลิตภัณฑ์ ซึ่งท้าให้คุณภาพผลิตภัณฑ์ไม่เป็นไปตามที่ต้องการ 
   ในผลิตภัณฑ์ที่เป็นของเหลวนั นมีปัจจัยที่ส่งผลต่อคุณภาพผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นภายหลัง
การ freeze dried คือองค์ประกอบทางเคมีที่มีอยู่ในผลิตภัณฑ์ ซึ่งองค์ประกอบทางเคมีเหล่านี ส่งผล
โดยตรงต่อ glass transition temperature และยังส่งผลถึงค่าความเข้มข้นของของแข็งในผลิตภัณฑ์
ด้วย  
   การน้าอาหารที่มีน ้าตาลเป็นส่วนประกอบสูงไปท้าการ Freeze drying เสี่ยงต่อการ
เกิดการดูดความชื นของน ้าตาลในตัวอย่าง เกิดปัญหาเรื่องการเหนียวติดเครื่องจักรขณะท้าการ 
Freeze drying  (Bhatta et al., 2020) 
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 2.7.3  ข้อดีและข้อเสียของกระบวนการท าแห้งแบบ freeze drying (Oetjen and  
  Haseley, 2004 ; สุนทรีย์, 2537 ) 

  ข้อดี 
  1.  การท้าแห้งด้วยอุณหภูมิต่้าช่วยลดความเสี่ยงในการเสียหายของผลิตภัณฑ์ 
   ที่ไม่ทนความร้อน 
  2.  สามารถควบคุมความชื นและก้าหนดคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑ์แห้งได้  
  3.  ผลิตภัณฑ์แห้งสามารถคืนรูปได้ง่าย  
  4.  สามารถรักษากลิ่นรส และสารส้าคัญในผลิตภัณฑ์ไว้ได้มาก Laokuldilok and 
Kanha (2015) น้าสารสกัดแอนโทไซยานินเข้มข้นท้าเป็นผงด้วยวิธี freeze drying โดยสามารถ 
ให้ปริมาณผลผลิตแห้งสูงอีกทั งยังสามารถรักษาสารแอนโทไซยานินไว้ได้มาก  

 
  ข้อเสีย 
  1.  ผลิตภัณฑ์จับเป็นก้อนได้ง่าย เนื่องจากผลิตภัณฑ์แห้งมีค่าความหนาแน่น (Bulk 
density) ต่้า และสามารถดูดความชื นได้ จึงต้องมีการปรับกระบวนการ Freeze drying ให้เหมาะสม 
และเติมสารช่วยป้องกันการจับตัวเป็นก้อน เพ่ือเพ่ิมคุณสมบัติทางกายภาพที่ดี ช่วยในการละลาย 

  2.  ลงทุนสูง ค่าใช้จ่ายในการจัดการและซ่อมแซมสูง 

  3.  กระบวนการท้างานของเครื่องซับซ้อน ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการควบคุมเครื่อง 
 

2.8  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

   เชื อจุลินทรีย์ที่มีบทบาทและมีความส้าคัญในกระบวนการหมักคอมบูชา คือ แบคทีเรียอะซิติก
และยีสต์ โดยแบคทีเรียที่พบเป็นชนิดต้องการอากาศในการเจริญเติบโตและสามารถสร้างเซลลูโลสที่มี
ลักษณะเป็นแผ่นคล้ายเห็ด กลุ่มยีสต์ที่มีบทบาทส้าคัญในกระบวนการหมัก คือกลุ่มยีสต์ที่สามารถ
ผลิตแอลกอฮอล์ (Greenwalt et al., 2000 ; Liu et al., 1996 ; Jayabalan et al., 2014) 
  
   ปิยวรรณ และคณะ  (2562) ท้าการแยกเชื อจุลินทรีย์จากหัวเชื อคอมบูชา  3 แหล่ง                            
คือ กรุงเทพมหานคร  นนทบุรี และ เชียงใหม่ ทดสอบความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ของยีสต์
และปริมาณกรดทั งหมดของแบคทีเรียในอาหารชาด้าหวาน พบว่าเชื อยีสต์ไอโซเลต YN403 สามารถ
ผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงสุด และทนพีเอชต่้าได้ดี เชื อแบคทีเรียไอโซเลต AJ605 สามารถผลิตปริมาณ
กรดได้สูงสุด เมื่อน้าจุลินทรีย์ทั งสองไอโซเลตไปท้าการจ้าแนกด้วยข้อมูลทางพันธุกรรม พบว่าเป็น
ยีสต์ Zygosaccharomyces bailii และเป็นแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus 
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  Liu et al., (1996) ได้แยกเชื อจุลินทรีย์ที่ใช้ผลิตคอมบูชาจากแหล่งผลิตในประเทศไต้หวัน       
3 แหล่ง ได้แก่ มลฑลไทเป (Tai pei) มลฑลชินจู (Hsinchu) และมณฑลเจียอี  (Chaiyi) พบว่ามีกลุ่ม
แบคทีเรีย Acetobacter และยีสต์ เมื่อน้าเชื อจุลินทรีย์ทั งสองกลุ่มที่ได้มาจ้าแนกโดยอาศัยความ
แตกต่างของคุณสมบัติทางชีวเคมีและทางสรีรวิทยา พบว่าเป็นแบคทีเรีย A. aceti, A. xylinum และ 
A. pasteurianus ซึ่งมีคุณสมบัติในการผลิตแผ่นเซลลูโลส ส้าหรับยีสต์ที่จ้าแนกได้จากเครื่องดื่ม   
คอมบูชา ได้แก่ S. cerevisiae และ Z. bailii ซึ่งสามารถเจริญได้ในอาหารที่มีความเป็นกรดและมี
น ้าตาลสูง 
 
  Malbasá et al., (2011) ศึกษาอัตราส่วนของหัวเชื อคอมบูชาต่อฤทธิ์ในการยับยั งอนุมูลอิสระ 
โดย ใช้หั ว เชื อที่ คั ดแยกได้  3 ตั วอย่ า ง  คื อ  หั ว เชื อผสมระหว่ า งแบคที เ รี ยอะซิ ติ กและ 
Zygosaccharomyces sp. หัวเชื อผสมระหว่างแบคทีเรียอะซิติกและ S. cerevisiae และ หัวเชื อ
คอมบูชาดั งเดิม หมักชาด้าและชาเขียวที่มีน ้าตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 7 โดยน ้าหนัก 
ต่อปริมาตร หมักท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน จากนั นทดสอบฤทธิ์ในการยับยั งอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH) พบว่า หัวเชื อทั ง 3 ตัวอย่างสามารถใช้ในการหมักคอมบูชาและมีฤทธิ์ในการ
ยับยั งอนุมูลอิสระ คอมบูชาที่เตรียมจากชาด้าจะมีฤทธิ์ในการยับยั งอนุมูลอิสระสูงที่สุดเมื่อหมัก
ร่วมกับหัวเชื อผสมระหว่างแบคทีเรียอะซิติกกับ Zygosaccharomyces sp. และคอมบูชาที่เตรียม
จากชาเขียวจะมีฤทธิ์ในการยับยั งอนุมูลอิสระสูงสุดเมื่อหมักร่วมกับหัวเชื อดั งเดิม 
 
  Cali et al., (2014) พบว่าคอมบูชาที่หมักด้วยชาเขียว ชาด้า และเศษผงชาด้า มีฤทธิ์ในการ
ยับยั งอนุมูลอิสระ โดยคอมบูชาที่เตรียมจากชาเขียวมีฤทธิ์ในการยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH ซุปเปอร์
ออกไซด์ไอออน และอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลสูงสุด ในขณะที่ชาด้ามีความสามารถในการรีดิวซ์ของสาร
ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด 
 
  Sun et al., (2014) หมักคอมบูชาจากชาด้าร่วมกับต้นอ่อนข้าวสาลีคั นสดในอัตราส่วนผสม     
ที่แตกต่างกัน บ่มที่อุณหภูมิ 21±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วัน วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ     
ฟีนอลิกทั งหมดโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method ปริมาณฟลาโวนอยด์ รวมถึงศึกษา
ชนิดของสารประกอบฟีนอลิกด้วยเครื่อง HPLC และศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ในระหว่างกระบวนการหมัก พบว่า คอมบูชาจากชาด้าและต้นอ่อนข้าวสาลีมีส่วนประกอบของกรด                             
ฟีนอลิกหลายชนิด ซึ่งจะพบคาเฟอิก (Caffeic) เป็นส่วนใหญ่ พบกรดแกลลิก (Gallic acid) กรด 
คลอโรเจนิก (Chlorogenic aicd) กรดฟีรูลิก (Ferulic acid) รูทิน (Rutin) และคาเทชิน (Catechin) 
ซึ่งสารประกอบเหล่านี มีปริมาณสูงขึ นตามระยะเวลาการหมัก นอกจากนี คอมบูชาที่หมักร่วมกับชาด้า
และต้นอ่อนข้าวสาลีในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด 
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  กระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa L.) เป็นพืชที่จัดในวงศ์ชบา (Malvaceae) เป็นพืชที่มี 
การบริโภคกันอย่างกว้างขวาง โดยส่วนที่นิยมน้าไปใช้งานคือ กลีบเลี ยง (Calyxes) ซึ่งอุดมไปด้วย 
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น สารในกลุ่มโพลีฟีนอล ฟลาโวนอล และแอนโทไซยานิน เช่น  
สารเดลฟินิดิน -3-แซมบู โอไซด์  (Delphinidin-3-sambuoside)  สารไซยานิดิน -3-กลู โคไซด์  
(Cyanidin-3-glucoside) ท้าให้กระเจี๊ยบมีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ต้ านอนุมูลอิสระและยับยั ง
เซลล์มะเร็งได้ (Marcial et al., 2012) 
  Tsai et al., (2002) รายงานว่ากระเจี๊ยบแดงมีสารแอนโทไซยานิน กรดมาลิก กรดแอสคอร์บิก 
และแร่ธาตุโดยเฉพาะแคลเซียม ธาตุเหล็ก มีน ้าตาลกลูโคสปริมาณน้อย กระเจี๊ยบแดงอุดมไปด้วย
สารประกอบฟีนอลิก มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มีความสามารถในการยับยั งเชื อ Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Stapphylococcus aureus ATCC 6538 และ Escherichia coli ATCC 8739 
  
  Wu et al., (2018) น้ากลีบเลี ยงกระเจี๊ยบแดงสกัดสารและตรวจสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระ พบว่า สารสกัดจากกระเจี๊ยบแดงอุดมไปด้วยสารแอนโทไซยานิน และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง 
สารแอนโทไซยานินในกระเจี๊ยบแดงสามารถทนความร้อนได้ระดับหนึ่ง 
 
  มีการศึกษาเกี่ยวกับการท้าน ้าผลไม้ที่มีลักษณะผงแห้ง เช่น นันทนิตย์ (2016) ศึกษาการผลิต
เครื่องดื่มผงจากน ้าส้มสายชูหมักผสมน ้าผลไม้ พบว่า เครื่องดื่มประกอบด้วยน ้าผลไม้เข้มข้น น ้าผึ ง 
น ้าส้มสายชูหมักจากแอปเปิ้ลและน ้า ในสัดส่วนร้อยละ 13:8:4:75 โดยปริมาตร ตามล้าดับ                                      
น้าเครื่องดื่มนี ไปท้าให้เข้มข้นที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 150 นาที เพ่ือให้ได้ค่า TSS 
ประมาณ 75 ºbrix จากนั นเติมสารช่วยท้าให้แห้ง คือ มอลโตเด็กซ์ทริน (Maltodextrin) ในปริมาณ
ร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก น้าไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง     
บรรจุซอง ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีกรดอะซิติกร้อยละ 0.38 โดยน ้าหนักต่อปริมาตร ค่า aw 0.21 และค่าการ
ละลายร้อยละ 100 มีจ้านวนจุลินทรีย์ทั งหมดน้อยกว่า 10 CFU/g ไม่พบยีสต์รา ไม่พบจ้านวน 
โคลิฟอร์มทั งหมดและ Escherichia coli 
 
  Romero-González et al., (2020) ได้น้าพอลิแซ็คคาไรด์ชนิดต่างๆ เช่น มอลโตเด็กซ์ทริน    

อินนูลิน กัมอะราบิก ผสมกับสารสกัดมากี เบอร์รี่ (Maqui Berry) ในอัตราส่วนต่างๆ ก่อนเข้า

กระบวนการ Freeze drying และน้าตัวอย่างทดสอบปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ เช่น       

ฟีนอลิก แอนโทไซยานิน และศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และการเปลี่ยนแปลงทางเคมีต่างๆ 

รวมทั งศึกษาอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ พบว่าการเติมมอลโตเด็กซ์ทรินความเข้มข้นร้อยละ 10 

โดยน ้าหนักต่อปริมาตร ท้าให้ประสิทธิภาพการท้าแห้งสูงสุดและความเข้มข้นของสารพอลิแซ็คคาไรด์

ที่เติมลงไป ส่งผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพของผลิตภัณฑ์  
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บทท่ี 3 

 วิธีการด าเนินงานวิจัย  

3.1  วัตถุดิบ อุปกรณ ์และสารเคมี 
       3.1.1 วัตถุดิบ 
        3.1.1.1  ชาด าอบแห้ง จากต าบลวาวี อ าเภอแม่สรวย จังหวัดเชียงราย ประเทศไทย 
        3.1.1.2  ดอกกระเจี๊ยบแดงสด ปลูกท่ีต าบลหนองงูเหลือม อ าเภอเมือง จังหวัดนครปฐม  
                        ประเทศไทย             
        3.1.1.3  น  าตาลทรายขาว 
  3.1.1.4  มอลโตเด็กซ์ทริน 
 
       3.1.2  เชื้อจุลินทรีย์ 
     3.1.2.1  หัวเชื อคอมบูชาทางการค้า ซื อจากจังหวัดนนทบุรี 
     3.1.2.2  เชื อแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus AJ605 แยกได้จากกระบวนการ 
  หมักคอมบูชา (ปิยวรรณ และคณะ, 2019) 
        3.1.2.3  เชื อยีสต์ Zygosaccharomyces bailii YN403 ที่แยกได้จากกระบวนการหมัก 
  คอมบูชา (ปิยวรรณ และคณะ, 2019) 
 
       3.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
        3.1.3.1  อาหารเลี ยงเชื อ 
               1)  อาหาร DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar) 
  2)  อาหาร YPD Agar (Yeast Extract Peptone Dextrose Agar) 
  3)  อาหาร GYC Agar (Glucose, Yeast Extract, Calcium Carbonate  
          Agar) 
  4) อาหาร GYCE Broth (Glucose, Yeast Extract, Absolute Ethanol) 
  5)  อาหาร PCA (Plate Count Agar) 
  6)  Peptone 
        3.1.3.2  สารเคมี 
  1)  เอบีทีเอส (ABTS; 2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- 
    sulfonic acid) diammonium salt 
  2)  ดีพีพีเอช; ทู,ทู-ไดฟีนิล-วัน-พิคริลไฮดราซิล (DPPH; 2,2-diphynyl-1- 
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    picrylhydrazyl) 
  3)  แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 99.5% (Absolute ethyl alcohol) 
  4)  อะลูมิเนียม ไตรคลอไรด์ (Aluminium trichloride) 
  5)  เอทิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้นร้อยละ 70 (70% Ethyl alcohol) 
  6)  สารโฟลินไซโอแคลทิว (Folin-Ciocalteu reagent) 
  7)  กรดแกลลิค (Gallic acid) 
  8)  กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 
  9)  ฟีนอล (Phenol) 
  10)  ฟีนอฟทาลีน (Phenolpthalein) 
  11)  โพแทสเซียมคลอไรด์ (Potassium chloride) 
  12)  โพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (Potassium hydrogen phthalate) 
  13)  โพรพานอล (Propanol) 
  14)  เควอซิทิน (Quercetin) 
  15)  โซเดียมอะซิเตท (Sodium acetate) 
  16)  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) 
  17)  โซเดียมไนไตรต์ (Sodium nitrite) 
  18)  กรดซัลฟิวริก (Sulphuric acid) 
  19)  โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (Potassium persulfate) 
 
 3.1.4  เครื่องมือและอุปกรณ์ 
  3.1.4.1  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
  3.1.4.2  ขวดลดความดัน (Suction flask) ขนาด 1000 มิลลิลิตร 
  3.1.4.3  ไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) ขนาด 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
  3.1.4.4  ขวดพลาสติกฝาเกลียว ขนาด 60 มิลลิลิตร ส าหรับเก็บตัวอย่าง 
  3.1.4.5  หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
  3.1.4.6  ปิเปต (Pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
  3.1.4.7  ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 10 25 100 500 และ 1000  
       มิลลิลิตร 
  3.1.4.8  กรวยกรองบุชเนอร์ (Buchner funnel) ขนาด 47 และ 90 มิลลิเมตร 
  3.1.4.9  บิวเรตต์ (Burette) 
  3.1.4.10  โหลแก้วขนาด 250 400 1000 ลิตร ส าหรับกระบวนการหมัก 
  3.1.4.11  คิวเวทท์ชนิดควอทซ์ (Quartz-cuvette) 
  3.1.4.12  ไมโครเพลท 96 หลุม (96-well plate) 
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  3.1.4.13  ไมโครปิเปต (Micro pipette) ขนาด 10-100 20-200 และ 100-1000  
        ไมโครลิตร 
  3.1.4.14  กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และ เบอร์ 4 (Filter papers) 
  3.1.4.15  มีดผ่าตัดสแตนเลส เบอร์ 3 
  3.1.4.16  กรรไกรสแตนเลส 
  3.1.4.17  เครื่องวัดพีเอช (pH Meter) (Mettler Toledo  
        SevenCompactTM, USA) 
  3.1.4.18  เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (Shimadzu UV-1800,  
        Japan) 
  3.1.4.19  เครื่องชั่งน  าหนักทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Weight scale 4 digit) (Satorious  
        TE2145, Germany) 
  3.1.4.20  เครื่องชั่งน  าหนักทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Weight scale 2 digit) (Sartorious  
        BSA32025-CW, Germany) 
  3.1.4.21  ชุดปั๊มสุญญากาศ (Suction pump) (Jeiotech VG-11, Korea) 
  3.1.4.22  เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography-GC) (Shimadzu GC- 
        2014, Japan) 
  3.1.4.23  เครื่องอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท (Microplate reader) (BMG LABTECH  
        FLUOstar Omega, Germany) 
  3.1.4.24  หม้อนึ่งอัดแรงดัน (Autoclave) (TOMY ES315, Japan) 
  3.1.4.25  เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) (HERMILE Z383K, Germany) 
  3.1.4.26  ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Memmert UN110, Germany) 
  3.1.4.27  ตู้บ่มเชื อ (Incubator) (Memmert INB 500, Germany) 
  3.1.4.28  ตู้บ่มเชื อแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Static incubator shaker HASUC  
        HSYC-2112B, China) 
  3.1.4.29  ตู้ปลอดเชื อ (Laminar flow cabinet) (Astec Microflow ABS1200,  
        United Kingdom) 
  3.1.4.30  เครื่องตีป่น (Paddle blender-stomacher) 
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3.2  ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

 3.2.1  การเตรียมวัตถุดิบ 

 น ากระเจี๊ยบแดงมาล้างท าความสะอาด คว้านเอาส่วนเมล็ดออก จากนั นอบให้แห้งด้วย

ตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 3 วันหรือจนกว่าความชื น (Moisture content) จะเท่ากับ

ร้อยละ 10 (Amaya-Cruz et al., 2019 ; ส านักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2556)  

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 3.2.2  ศึกษาปริมาณเชื้อจุลินทรีย์เริ่มต้นในหัวเชื้อคอมบูชาทางการค้า 

 เตรียมหัวเชื อชาด าโดยดัดแปลงจาก Jayabalan et al., (2007) ต้มน  าให้ เดือด

ประมาณ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที หลังจากนั นเติมชาด าร้อยละ 0.4 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 

ทิ งไว้ 15 นาที กรองชาออกและเติมน  าตาลซูโครสร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ทิ งให้เย็น  

เติมหัวเชื อคอมบูชาเดิมที่เป็นส่วนของเหลวร้อยละ 10 โดยปริมาตร และเติมแผ่นเซลลูโลสจากหัวเชื อ

คอมบูชาเดิมร้อยละ 3 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ปิดด้วยผ้าขาวบางที่ผ่านการฆ่าเชื อ บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

10 วัน จากนั นตรวจนับปริมาณเชื อจุลินทรีย์ในกลุ่มยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกในส่วนของเหลวของหัว

เชื อด้วยเทคนิค Spread plate และวิเคราะห์เชื อในส่วนที่เป็นแผ่นเซลลูโลส โดยท าการตัดแผ่น

เซลลูโลสเป็นชิ นเล็กๆ เติมสารละลายเปปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ใส่ลง

ในถุงตีป่นและน าเข้าเครื่องตีป่น (Paddle Blender-Stomacher) ดัดแปลงจาก Teoh et al., 

(2004) ปิเปตตัวอย่างลงบนจานอาหาร Glucose Yeast extract Calcium carbonate agar (GYC 

agar) ส าหรับตรวจนับเชื อแบคทีเรียอะซิติก และ Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol 

agar (DRBC) ส าหรับตรวจนับเชื อยีสต์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน จากนั นตรวจนับ

ปริมาณเชื อจุลินทรีย์ที่เจริญบนผิวหน้าอาหารรายงานในหน่วย cfu/mL 

 3.2.3  ศึกษาความสัมพันธ์ของค่าการดูดกลืนแสง (Optical Density) กับปริมาณเซลล์

ขอ ง เ ชื้ อ  Acetobacter pasteurianus AJ605 และ  Zygosaccharomyces bailii YN403 

เพื่อเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้น  

 น าโคโลนีเดี่ยวของเชื อ Acetobacter pasteurianus AJ605 ซ่ึงแยกได้จากหัวเชื อทาง

การค้า (ปิยวรรณ และคณะ, 2562) เลี ยงในอาหาร Glucose Yeast Extract Ethanol broth (GYE 

broth) ในสภาวะเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง และเชื อ Zygosaccharomyces bailii YN403 ที่แยกได้จากหัวเชื อทางการค้า (ปิยวรรณ 

และคณะ, 2562) เลี ยงในอาหาร Yeast Extract Peptone Dextrose broth (YPD broth) ในสภาวะ

เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นปิเปต

ตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร มาท าการเจือจางด้วยสารละลายเปปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน  าหนักต่อ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ปริมาตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร บันทึกค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้ 

พร้อมกับท าการตรวจนับปริมาณเชื อจุลินทรีย์ (LOG cfu/mL) โดยน าตัวอย่างที่เจือจางไปท าการ 

Spread plate โดยเชื อแบคทีเรียตรวจวิเคราะห์บนอาหาร GYC  agar และเชื อยีสต์ตรวจวิเคราะห์

บนอาหาร DRBC agar 

 ท าการทดสอบ 3 ซ  าและหาค่าเฉลี่ย จะได้สมการความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

เชื อจุลินทรีย์กับค่าการดูดกลืนแสง (OD600)  

 3.2.4  ศึกษาการเจริญของเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 (Growth 

curve) ในอาหารชาด าหวาน 

 น าโคโลนีเดี่ยวของเชื อ A  pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 ซึ่งแยกได้จาก

หัวเชื อทางการค้า (ปิยวรรณ และคณะ, 2562) เลี ยงในอาหารชาด าหวานที่เตรียมโดยต้มน  าให้เดือด 

เติมชาด าความเข้มข้นร้อยละ 0.4 โดยน  าหนักต่อปริมาตร นาน 15 นาที จากนั นเติมน  าตาลทราย

ความเข้มข้นร้อยละ 10  แบ่งใส่ฟลาสก์ปริมาตรอาหาร 150 มิลลิลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 36 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 3 ชั่วโมง ท าการตรวจนับปริมาณเชื อจุลินทรีย์ (LOG 

cfu/mL) โดยปิเปตตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร มาท าการเจือจางด้วยสารละลายเปปโตนความเข้มข้นร้อยละ 

0.1 โดยน  าหนักต่อปริมาตร น าตัวอย่างที่เจือจางไปท าการ Spread plate โดยเชื อแบคทีเรียตรวจ

วิเคราะห์บนอาหาร GYC  agar และเชื อยีสต์ตรวจวิเคราะห์บนอาหาร DRBC agar 

ท าการทดสอบ 3 ซ  าและหาค่าเฉลี่ย จะได้กราฟแสดงลักษณะการเจริญของเชื อจุลินทรีย์ใน

อาหารชาด าหวาน  

 3.2.5  ศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii 
YN403 ส าหรับการหมักคอมบูชา 
    3.2.5.1  การเตรียมหัวเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 

       เตรียมอาหารชาด าหวานโดยต้มน  าให้เดือด เติมชาด าความเข้มข้นร้อยละ 0.4 

โดยน  าหนักต่อปริมาตร นาน 15 นาที จากนั นเติมน  าตาลทรายความเข้มข้นร้อยละ 10  แบ่งใส่ 

ฟลาสก์ปริมาตรอาหาร 150 มิลลิลิตร เขี่ยเชื อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii  YN403  

ลงในอาหารชาด าหวานโดยเตรียมหัวเชื อแบคทีเรียและยีสต์แยกกัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  

  3.2.5.2  การหมักคอมบูชา 
 ดัดแปลงจาก Jayabalan et al., (2008) เตรียมชาด าหวานโดยต้มน  าให้เดือด

ประมาณ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที หลังจากนั นเติมชาด าความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน  าหนัก

ต่อปริมาตร ทิ งไว้ 15 นาที เติมน  าตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อปริมาตร แบ่งใส่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ขวดหมัก ปริมาตรอาหาร 350 มิลลิลิตรต่อโหล เติมหัวเชื อบริสุทธิ์ของแบคทีเรียอะซิติกและยีสต์ที่ได้

จากหัวข้อ 3.2.4.1 ลงในชาด าหวานตามอัตราส่วนดังตารางที่ 3.1 

ตารางที่ 3.1 อัตราส่วนของปริมาณเชื อ A. pasteurianus AJ605 และ Z.bailii YN403 (ร้อยละโดย

ปริมาตร) ในกระบวนการหมักคอมบูชา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ปิดโหลหมักด้วยผ้าขาวบางที่ผ่านการฆ่าเชื อ บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 21 วัน และท าการ

เก็บตัวอย่างวันที่  0 3 7 และ 10 วิเคราะห์ คุณภาพทางเคมี คุณภาพทางจุลินทรีย์  ปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกทั งหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั งหมด และกิจกรรมการดักจับอนุมูล

อิสระ จากนั นท าการเลือกอัตราส่วนเชื อที่ให้ค่ากิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระสูงเพ่ือศึกษาอัตราส่วน

ที่เหมาะสมระหว่างชาด า และกระเจี๊ยบแดงต่อไป 

 3.2.6  ศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างชาด า และกระเจี๊ยบแดงส าหรับการหมักคอมบูชา 
     เพ่ือให้คอมบูชามีฤทธิ์ทางชีวภาพสูงขึ น และมีรสชาติที่แปลกใหม่จากคอมบูชาเดิม จึงน า

กระเจี๊ยบแดงมาใช้เป็นวัตถุดิบร่วมกับชาด าในการหมักคอมบูชา 

    3.2.6.1  การเตรียมหัวเชื้อบริสุทธิ์ 
  เตรียมหัวเชื อบริสุทธิ์ของเชื อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii  YN403 

ตามวิธีการข้อ 3.2.4.1 

 3.2.6.2  การหมักคอมบูชา 

ชั่งชาด าและกระเจี๊ยบแดงอบแห้งตามอัตราส่วน ดังตารางที่ 3.2เตรียมชาด า ชา

ด าผสมกระเจี๊ยบแดงในอัตราส่วนต่างๆ และน  ากระเจี๊ยบ โดยต้มน  าให้เดือดอุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส นาน 5 นาที หลังจากนั นเติมชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบแดงในอัตราส่วนต่างๆ และกระเจี๊ยบ

แดง ทิ งไว้ 15 นาที เติมน  าตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ทิ งไว้ให้เย็น 

ชุดทดลอง 
ปริมาณเชื อ (ร้อยละโดยปริมาตร) 

A. pasteurianus AJ605 Z. bailii YN403 
1 10 0 
2 8 2 
3 6 4 
4 5 5 
5 4 6 
6 2 8 
7 0 10 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แบ่งใส่ขวดหมักปริมาตร 350 มิลลิลิตรต่อโหล เติมหัวเชื อบริสุทธิ์ตามอัตราส่วนที่ได้จากการศึกษาใน

ขั นต้น ปิดโหลหมักด้วยผ้าขาวบางที่ผ่านการฆ่าเชื อบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 วัน 

ตารางท่ี 3.2 อัตราส่วนของชาด าและกระเจี๊ยบแดงที่ใช้เป็นวัตถุดิบในกระบวนการหมักคอมบูชา 

อัตราส่วน (ร้อยละ) 
ชาด า กระเจี๊ยบแดง 

1 0 
0.9 0.1 
0.8 0.2 
0.7 0.3 
0.6 0.4 
0.5 0.5 
0 1 

   

  ท าการเก็บตัวอย่างวันที่  0 3 7 9 และ 10 โดยเตรียมตัวอย่างที่ใช้ในการ

วิเคราะห์ 3 ซ  า วิเคราะห์คุณภาพทางเคมี คุณภาพทางจุลินทรีย์ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั งหมด 

สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั งหมด สารแอนโทไซยานินทั งหมด กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ และ

ทดสอบการยอมรับของผู้บริโภค เลือกอัตราส่วนของชาด าต่อกระเจี๊ยบแดงที่มีปริมาณสารต้านอนุมูล

อิสระ ค่ากิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระสูง และผู้บริโภคยอมรับในรสชาติมาศึกษาในหัวข้อต่อไป 

 3.2.7  การวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาในระหว่าง

กระบวนการหมัก 

   3.2.7.1  ค่าพีเอช โดยใช้เครื่อง pH Meter 

          สอบเทียบค่ามาตรฐานด้วยสารละลายมาตรฐานที่มีค่าพีเอช 4.01 และ 7.00 
ก่อนการวิเคราะห์ ท าการตรวจวัดค่าพีเอช 3 ซ  า และหาค่าเฉลี่ย 
          3.2.7.2  ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (AOAC., 2000) 
        1. การหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลาย NaOH 
      เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อ
ลิตร และเตรียมสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (KHP) ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร 
ไทเทรตกับสารละลาย NaOH และค านวณหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลาย NaOH ตาม
สมการดังนี   

CNaOHVNaOH = CKHPVKHP 

ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างละ 3 ซ  า และหาค่าเฉลี่ยความเข้มข้นที่แน่นอน 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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    2. การวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก 
      ปิเปตตัวอย่าง 5 มิลลิลิตร เติมน  าปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์ 45 
มิลลิลิตรเพ่ือท าการเจือจาง หยดสารฟีนอฟทาลีน 3 หยด และท าการไทเทรตด้วยสารละลาย NaOH 
ที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน บันทึกปริมาตรสารละลาย NaOH ที่ท าให้สารละลายตัวอย่าง
เปลี่ยนเป็นสีชมพู (จุดยุติ) ค านวณปริมาณกรดอะซิติกในตัวอย่างตามสมการ ดังนี  

ปริมาณกรดทั งหมดในรูปกรดอะซิติก (ร้อยละ) =   C × V × M.W. × 100 
          (1000 × ปริมาณของสารตัวอย่าง) 

    โดย  C คือ ความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลาย NaOH (โมลต่อลิตร) 
            V คือ ปริมาตรของสารละลาย NaOH ที่ใช้ในการไทเทรตจนถึงจุดยุติ     
           (มิลลิลิตร) 
     M.W   คือ มวลโมเลกุลของกรดอะซิติก มีค่าเท่ากับ 60.052 กรัมต่อโมล 

    ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างละ 3 ซ  า และหาค่าเฉลี่ย 

  3.2.7.3  การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total Sugar) ด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริก 

(Phenol -Sulphuric) (Dubois et al., 1956) 

   1. การสร้างกราฟมาตรฐานของน้ าตาลกลูโคส 

      เตรียมสารละลายกลู โคสความเข้มข้น 0 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอลความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร โดยปล่อยกรดลงบนผิวหน้าของสาร
โดยตรง     ตั งทิ งไว้ 10 นาที แล้วจึงท าการเขย่า และตั งทิ งไว้อีก 30 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ใช้น  ากลั่นเป็นแบลงค์ในการทดสอบ เขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน  าตาลทั งหมด (กรัมต่อลิตร) (แกน X) กับค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น     490 นาโนเมตร (แกน Y) และหาสมการเส้นตรง y = ax 

    2. การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 

  ท าการวิเคราะห์ปริมาณน  าตาลทั งหมดโดยปิเปตตัวอย่าง 1.0 มิลลิลิตร ลง

ในหลอดทดลอง เติมสารละลายฟีนอลความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร  1.0 มิลลิลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร โดยปล่อยกรดลงบนผิวหน้าของสารโดยตรง       

ตั งทิ งไว้ 10 นาที แล้วจึงท าการเขย่า และตั งทิ งไว้อีก 30 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง  

ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ใช้น  ากลั่นแทนตัวอย่างเป็นแบลงค์ (Blank) ในการทดสอบ ค านวณ

ปริมาณความเข้มข้นของน  าตาลทั งหมดจากสมการเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

ของน  าตาลกลูโคสกับค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ดังสมการ 

ปริมาณน  าตาลทั งหมด (กรัมต่อลิตร) = A490 / B 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดย A490 = คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

  B  = คือ ค่าความชันจากกราฟมาตรฐานของน  าตาลกลูโคส 

 ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างละ 3 ซ  าและหาค่าเฉลี่ย  

  3.2.7.4  การวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ โดยใช้เครื่อง Gas – Chromatograph 

(GC) 

   1. สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ของตัวอย่างคอมบูชา 

    1.1 Inlet 

     1.1.1 Inlet mode: Split 

     1.1.2 Inlet Temperature: 150 ºC 

     1.1.3 Pressure: 87.1 kPa 

     1.1.4 Split ratio: 100 : 1 

     1.1.5 Split flow: 3 mL/min 

     1.1.6 Total flow: 244.1 mL/min 

     1.1.7 Carrier gas: Helium gas 

    1.2 Column: Capillary column (DB-1) 5 µm, 30.0 m × 0.32 mm.ID 

     1.2.1 Oven temperature: 60 ºC 

     1.2.2 Column mode: Constant flow 

     1.2.3 Initial flow: 0.5 mL/min 

    1.3 Detector 

     1.3.1 Detector temperature: 180 ºC 

     1.3.2 Hydrogen flow: 30.0 mL/min 

     1.3.3 Air flow: 350.0 mL/min 

     1.3.4 Make up gas: Nitrogen gas 

     1.3.5 Make up flow: 35.0 mL/min 

  2. การสร้างกราฟมาตรฐานของปริมาณแอลกอฮอล์ 

      สร้างสมการเส้นตรงเพ่ือหาความเข้มข้นของเอทานอลมาตรฐานโดยเตรียม
สารละลายแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ ให้มี ความเข้มข้นร้อยละ 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 และ 3.0 
ปิเปตสารแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ที่เจือจางแล้วลงในขวดส าหรับฉีดตัวอย่าง (Vial) 500 ไมโครลิตร  
เติมสารละลายเจือจางโพรพานอลความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 500 ไมโครลิตร  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เขย่าให้เข้ากัน สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนพื นที่ใต้กราฟของเอทานอลต่อ 
โพรพานอลกับความเข้มข้นของเอทานอลมาตรฐาน และหาสมการเส้นตรงจากกราฟ 

   3. การวิเคราะห์ตัวอย่าง 

   ปิ เปตสารตัวอย่าง  500 ไมโครลิตร ลงในขวดส าหรับฉีดตัวอย่ าง            

เติมสารละลายเจือจางโพรพานอลความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร ปริมาณ 500 ไมโครลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน ท าการวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ที่มีในตัวอย่างโดยใช้ เครื่อง GC โดยใช้สมการ

เส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนพื นที่ ใต้กราฟของเอทานอลต่อโพรพานอล  

กับความเข้มข้นของเอทานอลมาตรฐาน ปริมาณแอลกอฮอล์ที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างรายงานในหน่วย

ร้อยละ ท าการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ  า และหาค่าเฉลี่ย 

  3.2.7.5  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมด ด้วยวิธี  Folin-

Ciocalteu method ดัดแปลงมาจาก Chidambara et al., (2002) 

   1. การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 

     เตรียมสารละลายกรดแกลลิกที่ความเข้มข้น 50 100 150 200 250 300 
350 400 450 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลายกรดแกลลิกในแต่ละความเข้มข้น 20 
ไมโครลิตร เติมสารละลายเจือจาง Folin-Ciocalteu reagent ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้ 5 นาที เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 
7.5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 80 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้ 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงด้วยเครื่อง Microplate Reader ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร โดยทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ  า 
และหาค่าเฉลี่ย น าค่าที่วัดได้สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 
(แกน X) และค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร (แกน Y) และหาสมการเส้นตรงจาก
กราฟ 

 2. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 

  ปิเปตตัวอย่างคอมบูชา 20 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu 

reagent ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้ 5 นาที  

เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7.5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 80 ไมโครลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้ 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate Reader ที่ความ

ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ  า น าค่าที่ได้ค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ทั งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกดังสมการ 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตรคอมบูชา)  

= (A765 / B) × C 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



48 
 

   โดย A765 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 765  

นาโนเมตร 

 B คือ ความชันของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 

 C คือ ค่าการเจือจางของตัวอย่าง 

 3.2.7.6  การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ด้วยวิธี Crystalline 

Aluminum Chloride assay ดัดแปลงจาก กรองจันทร์ และสมจิตร (2557) 

  1. การสร้างกราฟมาตรฐานสารเควอซิทิน (Quercetin) 

   เตรียมสารละลายมาตรฐานเควอซิทินความเข้มข้น 200 400 600 800 

1000 1200 1400 1600 1800 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตตัวอย่าง 100 ไมโครลิตรลงใน

หลอด eppendof เติมน  ากลั่น 400 ไมโครลิตร และสารละลายโซเดียมไนไตรท์ความเข้มข้นร้อยละ  

5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มนาน 5 นาที จากนั นเติมสารละลายอะลูมิเนียม 

ไตรคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มนาน 6 นาที  

เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลต่อลิตร 200 ไมโครลิตร แล้วท าการเติม 

น  ากลั่น 240 ไมโครลิตร เขย่าสารให้เข้ากัน ปิเปตลง 96 well-plate ปริมาณหลุมละ 200 ไมโครลิตร 

น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร สร้างกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเควอซิทิน (แกน X) และค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร (แกน Y) และหาสมการเส้นตรงจากกราฟ 

  2. การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  

  การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั งหมดโดยปิเปตตัวอย่าง 100 

ไมโครลิตร ลงในหลอด eppendorf เติมน  ากลั่น 400 ไมโครลิตร เติมสารละลายโซเดียมไนไตรท์

ความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 30 ไมโครลิตร เขย่าสารให้เข้ากัน บ่มนาน 5 นาที  

เติมสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

เขย่าสารให้เข้ากัน บ่มนาน 6 นาที และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมล 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมน  ากลั่น 240 ไมโครลิตร เขย่าให้สารเข้ากัน ปิเปตตัวอย่างที่ท าปฏิกิริยา

แล้วลงใน 96 well-plate ปริมาตร 200 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  

510 นาโนเมตร ค านวณปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานเควอซิทิน 

(quercetin) ดังสมการ  

ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = A510 / B 
 โดย A510 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 510  

 นาโนเมตร 

      B คือ ความชันของกราฟมาตรฐานสารเควอซิทิน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ท าการทดสอบ 3 ซ  า และหาค่าเฉลี่ย 
  3.2.7.7  การวิเคราะห์ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด ด้วยวิธี pH Differential 

(Amaya-Cruz et al., 2019)  

     ปิเปตตัวอย่างเจือจาง 50 ไมโครลิตรลงใน 96  well-plate เติมสารละลาย
บัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตต ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ (ค่าพีเอช 4.5) 175 ไมโครลิตร เขย่าให้สารเข้ากัน 
บ่มสาร 30 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 นาโนเมตร ปิเปตตัวอย่างเจือจาง 
50 ไมโครลิตรลงใน 96 well-plate เติมสารละลายบัฟเฟอร์โพแทสเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 
0.025 โมลาร์ (ค่าความเป็นพีเอช 1.0) 175 ไมโครลิตร เขย่าให้สารเข้ากัน บ่มสาร 30 นาที วัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 นาโนเมตร ใช้น  ากลั่นเป็นแบลงค์ในการวิเคราะห์  
น าค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้มาค านวณในสูตรดังนี   
ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั งหมด (มิลลิกรัมไซยาดินิน-3-กลูโคไซด์ต่อลิตรของคอมบูชา) 

   = (A × MW × DF  ) / (ε × D) 

โดย A       คือ       ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ   

                              700 นาโนเมตร ค านวณได้จาก 

    A = (A510 – A700) pH 1.0 – (A510 – A700) pH 4.5 

 MW คือ      มวลโมเลกุลของสารไซยาดินิน-3-กลูโคไซด์ เท่ากับ 484.8  

   กรัมต่อโมล 

   DF คือ     จ านวนเท่าในการเจือจางตัวอย่าง 

   ε คือ     ค่าสัมประสิทธิ์ของการดูดกลืนแสงของสารไซยาดินิน-3- 

 กลูโคไซด์ เท่ากับ 26900 ลิตรต่อโมลต่อเซนติเมตร 

   D คือ     ความสูงของสารใน well plate 

ท าการทดสอบ 3 ซ  า และหาค่าเฉลี่ย 

  3.2.7.8  การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging 

ดัดแปลงจาก Blois, (1958) และ Chan et al, (2011) 

   1. การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) 

    เจือจางกรดแอสคอร์บิกความเข้มข้น 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 

0.07 0.08 0.09 และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/mL) ปิเปตตัวอย่าง 50 ไมโครลิตรลงใน 96 

well-plate เติมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมล ที่ละลายในเอทานอล 150 ไมโครลิตร 

เขย่าให้สารละลายเข้ากัน บ่มสารในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดการลดลงของอนุมูลอิสระ DPPH ที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ท าการค านวณกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH ของกรด

แอสคอร์บิก ตามสมการ 

กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระของกรดแอสคอร์บิก (ร้อยละ)  
= [ (∆Acontrol - ∆Asample) / ∆Acontrol ] × 100 

โดย ∆Acontrol   = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูลอิสระ DPPH กับเอทานอล 

     ค านวณจาก Acontrol - Blankcontrol 

 ∆Asample  = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของกรดแอสคอร์บิกเจือจางที่ถูกกระตุ้นด้วย 

     สารละลาย DPPH กับกรดแอสคอร์บิกเจือจาง ค านวณจาก  

     Asample – Blanksample 

 น าค่ าที่ ได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ ระหว่ างความเข้มข้นของ กรด

แอสคอร์บิก (mg/mL) (แกน X) กับ กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) (แกน Y) สร้างสมการ

ความสัมพันธ์เพ่ือหาค่าปริมาณความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิก (mg/mL) ที่สามารถยับยั งอนุมูล

อิสระได้ร้อยละ 50 (y = 50) (Inhibitory concentration 50 : IC50)  

 2. การวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ 

 เจือจางตัวอย่างคอมบูชาด้วยน  ากลั่น ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว 50 

ไมโครลิตร ลงใน 96 well-plate เติมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมล ที่ละลายใน 

เอทานอล 150 ไมโครลิตร เขย่าให้สารละลายเข้ากัน บ่มสารในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดการลดลง

ของอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ท าการค านวณกิจกรรมการยับยั งอนุมูล

อิสระ DPPH ตามสมการ 

กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) = [ (∆Acontrol - ∆Asample) / ∆Acontrol ] × 100 
โดย ∆Acontrol   = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูลอิสระ DPPH กับเอทานอล 

     ค านวณจาก Acontrol - Blankcontrol 

 ∆Asample  = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของคอมบูชาเจือจางที่ถูกกระตุ้นด้วย 

     สารละลาย DPPH กับตัวอย่างคอมบูชาเจือจาง ค านวณจาก  

     Asample – Blanksample 

 น าค่าที่ได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของคอมบูชา 

(mL/mL) (แกน X) กับกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) (แกน Y) สร้างสมการความสัมพันธ์

เพ่ือหาค่าปริมาณความเข้มข้นของคอมบูชาที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (y = 50) 

(Inhibitory concentration 50 : IC50)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 3. เปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของคอมบูชากับสาร

มาตรฐาน 

โดยค านวณจากสูตร  

Ascorbic acid Equivalent Antioxidant Capacity (AEAC)  = IC50 Ascorbic acid  

 (mg Ascorbic acid/mL kombucha) IC50 kombucha 

  3.2.7.9  ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี Trolox equivalent 

antioxidant capacity (TEAC) ดัดแปลงจาก Re et al., (1999) และ Cardoso et al, 

(2020) 

โดยใช้สาร ABTS หรือ 2, 2’-azino-bis radical สารสังเคราะห์ที่มีสีเขียวแกมน  าเงิน

สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร 

 

  การเตรียมอนุมูล ABTSº+  

  ผสมสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์กับสารโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 

2.45 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 บ่มสารไว้เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั นน าสารละลาย 

ABTSº+ เจือจางด้วยน  ากลั่น วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ให้ค่าการดูดกลืน

แสงอยู่ท่ี 0.70 ± 0.02 

   1. การสร้างกราฟมาตรฐานสารโทรลอกซ์ (Trolox) 

    เจือจางสารโทรลอกซ์ความเข้มข้น 0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 และ 

0.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/mL) ปิเปตตัวอย่าง 50 ไมโครลิตรลงใน 96 well-plate เติมสาร

อนุมูล ABTSº+ 150 ไมโครลิตร เขย่าให้สารละลายเข้ากัน บ่มสารในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดการ

ลดลงของอนุมูลอิสระ ABTSº+ ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ท าการค านวณกิจกรรมการยับยั ง

อนุมูลอิสระของสารโทรลอกซ์ ตามสมการ 

กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระของสารโทรลอกซ์ (ร้อยละ)  
= [ (∆Acontrol - ∆Asample) / ∆Acontrol ] × 100 

โดย ∆Acontrol   = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูลอิสระ ABTSº+ กับน  ากลั่น 

     ค านวณจาก Acontrol - Blankcontrol 

 ∆Asample  = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารโทรลอกซ์เจือจางที่ถูกกระตุ้นด้วย 

     อนุมูล ABTSº+ กับสารโทรลอกซ์เจือจาง ค านวณจาก  

     Asample – Blanksample 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 น าค่าที่ได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารโทรลอกซ์ 

(mg/mL) (แกน X) กับ กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) (แกน Y) สร้างสมการความสัมพันธ์

เพ่ือหาค่าปริมาณความเข้มข้นของสารโทรลอกซ์ (mg/mL) ที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 

(y = 50) (Inhibitory concentration 50 : IC50)  

 2. การวิเคราะห์ฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ 

     เจือจางตัวอย่างคอมบูชาด้วยน  ากลั่น ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว 50 

ไมโครลิตรลงใน 96 well-plate เติมสารอนุมูล ABTSº+  ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เขย่าให้สารละลาย

เข้ากัน บ่มสารในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดการลดลงของอนุมูลอิสระ ABTSº+  ที่ความยาวคลื่น  

734 นาโนเมตร ท าการค านวณกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ ABTSº+ ตามสมการ 

 

กิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) = [ (∆Acontrol - ∆Asample) / ∆Acontrol ] × 100 
โดย ∆Acontrol   = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูลอิสระ ABTSº+ กับน  ากลั่น 

     ค านวณจาก Acontrol - Blankcontrol 

 ∆Asample  = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของคอมบูชาเจือจางที่ถูกกระตุ้นด้วย 

     อนุมูล ABTSº+ กับตัวอย่างคอมบูชาเจือจาง ค านวณจาก  

     Asample – Blanksample 

 น าค่าที่ได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของคอมบูชา 

(mL/mL) (แกน X) กับกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) (แกน Y) สร้างสมการความสัมพันธ์

เพ่ือหาค่าปริมาณความเข้มข้นของคอมบูชาที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (y = 50) 

(Inhibitory concentration 50 : IC50)  

 3. เปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของคอมบูชากับสาร

มาตรฐาน 

โดยค านวณจากสูตร  

Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)  =  IC50 Trolox 

 (mg Trolox/mL kombucha) IC50 kombucha 

 

 3.2.8  การวิเคราะห์คุณภาพทางจุลินทรีย์ในระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชา 

  ท าการตรวจสอบปริมาณเชื อแบคทีเรียอะซิติกและยีสต์ที่มีอยู่ โดยปิเปตตัวอย่างคอมบูชา 

0.1 มิลลิลิตรลงบนอาหารเลี ยงเชื อแล้วท าการ Spread plate ตรวจวัดปริมาณเชื อแบคทีเรียอะซิติก

โดยใช้อาหาร GYC agar และตรวจวัดปริมาณเชื อยีสต์โดยใช้อาหาร DRBC agar บ่มจานอาหารที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ท าการตรวจนับปริมาณเชื อจุลินทรีย์ที่เจริญบนจาน

อาหาร รายงานในหน่วย cfu/mL 

  จากการทดลองข้างต้น คัดเลือกอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างการใช้ชาด าผสมกระเจี๊ยบ

แดง     (มีฤทธิ์การยับยั งอนุมูลอิสระสูงเมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน และมีการยอมรับของผู้บริโภค) 

เพ่ือน ามาศึกษาการท าผลิตภัณฑ์คอมบูชาในลักษณะผงแห้ง 

 3.2.9  ศึกษาปริมาณมอลโตเด็กซ์ทรินที่เหมาะสมในการท าผงแห้งของเครื่องดื่มคอมบูชา 

  น าคอมบูชากรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน จากนั นน ามาท าแห้งด้วยวิธี 

Freeze dried ดัดแปลงวิธีของ Rocha-Parra et al., (2016) โดยน าคอมบูชาผสมมอลโตเด็กซ์ทริน 

(maltodextrin) ซึ่งเป็นสารช่วยท าแห้ง แปรผันปริมาณมอลโตเด็กซ์ทรินเป็นร้อยละ 10 15 20     

โดยน  าหนักต่อปริมาตร น าตัวอย่างคอมบูชาไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 

จากนั นน าตัวอย่างเข้าเครื่อง Freeze dried ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 40 ชั่วโมง      

น าตัวอย่างที่ได้ไปบดเป็นผง น าผลิตภัณฑ์คอมบูชาผงที่ได้วิเคราะห์ค่าต่างๆ เช่น ค่า Water activity 

(aw)  และความชื น จากนั นน าคอมบูชาผงละลายด้วยน  ากลั่น  น ามาวิเคราะห์คุณภาพทางเคมี  

ทางจุลินทรีย์ และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ รวมทั งการทดสอบทางประสาทสัมผัส 

 3.2.10  การค านวณค่าความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพ (Estupinan-Amaya 

et al., 2020) 

   ความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพ (ร้อยละ) ของตัวอย่างหลังกระบวนการ 

Freeze dried สามารถค านวณจากสูตร  

ความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพ (ร้อยละ) = ( Lc / Lo ) × 100 

โดย  Lc คือ ปริมาณสารประกอบชีวภาพหลังการท าแห้ง 

  Lo คือ ปริมาณสารประกอบชีวภาพก่อนท าแห้ง 

 3.2.11  การทดสอบทางประสาทสัมผัส 

   ท าการทดสอบทางประสาทสัมผัสโดยน าคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ หมักด้วย

อัตราส่วนเชื อแบคทีเรียอะซิติกและยีสต์ที่เหมาะสม ที่มีค่ากิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH  

และ ABTSº+ สูง มาทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยใช้ผู้ทดสอบเป็นนักศึกษาที่มีอายุระหว่าง  

18 – 25 ปี ทดสอบในลักษณะการให้คะแนนทางประสาทสัมผัสในด้านความใส สี กลิ่น รสชาติ และ

คว ามช อบ โ ดย ร วมด้ ว ย วิ ธี  9-point Hedonic Scale ซึ่ ง มี ค ะแนนอยู่ ที่  1 – 9 คะแนน  

โดย 1 คือไม่ชอบเลย 2 คือไม่ชอบมาก 3 คือไม่ชอบปานกลาง 4 คือไม่ชอบเล็กน้อย 5 คือเฉยๆ  

6 คือชอบเล็กน้อย 7 คือชอบปานกลาง 8 คือชอบมาก 9 คือชอบเป็นพิเศษ แล้วน าคะแนน 
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การประเมินทุกด้านวิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 25.0 ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 

95 

 3.2.12 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

  วางแผนการทดลองแบบสุ่ มสมบูรณ์  (Completely Randomized Design, CRD)  

มี 3 ซ  า น าผลการทดลองวิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย 

ANOVA เปรียบเทียบความแตกต่างของแต่ละชุดการทดลองด้วย Duncan’s New Multiple Range 

Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

4.1  ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียอะซิติกและยีสต์ทั้งหมดในหัวเชื้อคอมบูชาทางการค้า 
 ปริมาณเชื้อแบคทีเรียอะซิติกและยีสต์ทั้งหมดในหัวเชื้อคอมบูชาทางการค้าที่หมักในอาหารชา
ด าหวานเป็นเวลา 10 วัน พบว่าเชื้อแบคทีเรียอะซิติกมีปริมาณมากกว่าเชื้อยีสต์ทั้งในส่วนของแผ่น
เซลลูโลส (Pellicle) และในส่วนของน้ าหมัก (Broth) อีกท้ังในแผ่นเซลลูโลสมีปริมาณเชื้อต่ ากว่าในน้ า
หมัก โดยในแผ่นเซลลูโลสมีเชื้อแบคทีเรียอะซิติกเฉลี่ยเท่ากับ 5.63±0.04 Log CFU/g มีเชื้อยีสต์เฉลี่ย
เท่ากับ 4.95±0.04 Log CFU/g และในน้ าหมักมีเชื้อแบคทีเรียอะซิติกเฉลี่ยเท่ากับ 6.32±0.01 Log 
CFU/mL มีเชื้อยีสต์เฉลี่ยเท่ากับ 5.85±0.04 log CFU/mL ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhao et 
al., (2018) รายงานว่าคอมบูชาจากชาผู่เออร์ (Pu-erh) มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียอะซิติกมากกว่าเชื้อ
ยีสต์ตลอดระยะเวลาการหมัก Goh et al., (2012) และ Chen and Liu, (2000) ได้ท าการวิเคราะห์
ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ในแผ่นเซลลูโลสและน้ าหมักคอมบูชาจากชาด า พบว่ามีปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ใน
แผ่นเซลลูโลสน้อยกว่าในน้ าหมัก เนื่องจากแผ่นเซลลูโลสจะสร้างขึ้นในช่วงตั้งแต่วันที่ 3 หรือ 4 
หลังจากเติมหัวเชื้อคอมบูชาเดิม ท าให้เซลล์จุลินทรีย์ส่วนใหญ่เจริญในน้ าหมักก่อนและบางส่วนจะถูก
ตรึงอยู่กับแผ่นเซลลูโลส โดยเฉพาะแบคทีเรียอะซิติกที่มีความสามารถในการสร้างเส้นใยเซลลูโลส 
 
4.2  ความสัมพันธ์ของค่าการดูดกลืนแสง (Optical density) กับปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ 
 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรสัมพันธ์กับปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย 
อะซิติก Acetobacter pasterurianus AJ605 และ เชื้อยีสต์ Zygosaccharomyces bailii YN403 
แสดงดังสมการ y = 11.206x + 0.3312 (R² = 0.9946) และ y = 0.9547x + 5.6842 (R² = 0.999) 
ตามล าดับ ท าการค านวณค่า OD. ที่ต้องการจากสมการ เตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์โดยการเจือจางและวัด
ค่า OD. ด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
  
4.3  การเจริญของเชื้อ Acetobacter pasteurianus AJ605 และ Zygosaccharomyces 

bailii YN403 ในชาด าหวาน 
 ลักษณะการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 
ในอาหารชาด าหวาน แสดงดังรูปที่ 4.1 โดยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 มีช่วงระยะพักตัว (Lag 
phase) อยู่ในชั่วโมงที่ 0 – 9 มีปริมาณเชื้อ 4.93±0.33 ถึง 5.22±0.29 Log CFU/mL หลังจากนั้น
เข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (Log phase) โดยจุด Log phase สูงสุดอยู่ในชั่วโมงที่ 21 มีปริมาณเชื้อ 
8.84±0.01 Log CFU/mL หลังจากนั้น A. pasteurianus AJ605 จะเข้าสู่ระยะคงตัว (Stationary 
phase)  ในขณะที่ เชื้อ Z. bailii YN403 มีช่วงระยะพักอยู่ ในชั่ ว โมงที่  0 – 12 มีปริมาณเชื้ อ 
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4.06±0.31 ถึง 4.14±0.39 Log CFU/mL หลังจากนั้นได้เข้าสู่ Log phase โดยจุดสูงสุดอยู่ที่ชั่วโมง 
ที่ 24 มีปริมาณเชื้อ 8.80±0.01 Log CFU/mL และเข้าช่วง Stationary phase  
 เชื้อ A. pasteurianus AJ605 มีช่วง Log phase อยู่ในชั่วโมงที่ 12 - 18  ซึ่งสั้นกว่าเชื้อ Z. 
bailii YN403 ที่มีช่วง Log phase อยู่ในชั่วโมงที่ 15 – 24 อาจเนื่องมาจากในอาหารชาด าหวาน
ประกอบด้ วยน้ าตาลซู โ ครส เป็ นแหล่ ง คาร์ บอน  ซึ่ ง เ ชื้ อยี สต์  Z. bailii เป็ น เชื้ อ ในกลุ่ ม  
non-saccharomyces มีความสามารถในการใช้น้ าตาลซูโครส โดยการหลั่งเอนไซม์อินเวอร์เทส 
( Invertase) ออกมาย่อยน้ าตาลซูโครสได้ เป็นน้ าตาลกลู โคสและฟรุคโตส ส าหรับให้ เซลล์ 
น าไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม  (Bellut et al . ,  2018) นอกจากนี้การเพิ่มจ านวน
ของ เชื ้อ  A. pasteurianus AJ605 ในอาหารชาด าหวาน แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการใช้
น้ าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน สอดคล้องกับ Biyik and Coban (2017) รายงานถึงความสามารถ
ในการใช้น้ าตาลซูโครสของเชื้อ A. pasteurianus HBB6 โดยสามารถผลิตเซลลูโลสได้ในอาหารที่มี
น้ าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน แต่มีปริมาณเซลลูโลสเกิดขึ้นน้อยกว่าเมื่อเทียบกับอาหารที่มีน้ าตาล
กลูโคสเป็นองค์ประกอบ ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนหลักท่ีเชื้อสามารถใช้ได้  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 ลักษณะการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Z. bailii  
YN403 ในอาหารชาด าหวาน  
 
4.4  ผลการศึกษาอัตราส่วนที่ เหมาะสมของเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii 

YN403 ในการหมักคอมบูชา 
 4.4.1  การเปลี่ยนแปลงของเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403  
   ในระหว่างกระบวนการหมัก 
   จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ในอาหารชาด าหวาน โดยเตรียมเชื้อ
แบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 เลี้ยงในอาหารชาด าหวานเป็นเวลา 24 
ชม. และปรับความเข้มข้นเซลล์ให้ใกล้เคียงกับหัวเชื้อทางการค้า  ท าการเติมเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ 
ในอัตราส่วนต่างๆ หมักเป็นเวลา 10 วัน ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียและยีสต์แสดงดัง 
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รูปที่ 4.2 อัตราส่วนที่เติมเชื้อแบคทีเรีย  A. pasteurianus AJ605 ชนิดเดียว (B10Y0) มีการเพ่ิม
จ านวนอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาการหมัก โดยพบว่าในวันที่ 10 มีปริมาณเชื้อสูงสุดซึ่งสูงกว่า 
วันแรก 1.86±0.00 Log CFU/mL (ตารางที่ 4.1 และรูปที่ 4.2ก) อัตราส่วนที่ใช้เชื้อยีสต์ Z. bailii 
YN403 ชนิดเดียวในการหมัก (B0Y10) เชื้อยีสต์มีการเจริญสูงสุดในวันที่ 3 หลังจากนั้นพบว่ามีจ านวน
ลดลงเล็กน้อย (ตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.2ข) โดยในวันสุดท้ายของการหมักอัตราส่วน B0Y10 มี
ปริมาณเชื้อสู งกว่ าวันแรก  1.57±0.01 LogCFU/mL การเ พ่ิมจ านวนของเชื้ อแบคที เรีย  A. 
pasteurianus AJ605 และ เชื้ อยี สต์  Z. bailii YN403 ในอาหารชาด าหวาน เนื่ องมาจาก
ความสามารถในการใช้น้ าตาลซูโครสของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อยีสต์ (ปิยวรรณ, 2562; Biyik and 
Coban, 2017) นอกจากนี้ในน้ าชาด าหวานประกอบไปด้วยแหล่งไนโตรเจน เช่น กรดอะมิโน 
(Naveed et al., 2018) ที่เชื้อจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ในการเจริญของเซลล์ได้  
  อัตราส่วนผสมระหว่างเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 (B) และ Z. bailii 
YN403 (Y) ในอัตราส่วน B8Y2, B6Y4, B5Y5, B4Y6 และ B2Y8 เมื่อท าการหมักเชื้อทั้งสองชนิด
ร่วมกันพบว่าเชื้อแบคทีเรียมีการเพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างต่อเนื่อง และมีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัดใน
วันที่ 3 หลังจากนั้นปริมาณของเชื้อแบคทีเรียมีการเพิ่มข้ึนเล็กน้อย 
 
ตารางท่ี 4.1  แสดงการเปลี่ยนแปลงของเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 ระหว่างกระบวน 
การหมักคอมบูชาจากชาด า หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 (Log CFU/mL) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B10Y0 5.77±0.01d 6.51±0.03c 6.83±0.05b 7.63±0.01a 
B8Y2 5.51±0.02d 6.73±0.23c 7.39±0.00b 7.97±0.11a 
B6Y4 5.23±0.02d 6.74±0.03c 7.29±0.02b 7.40±0.90a 
B5Y5 5.04±0.02d 6.88±0.03c 7.26±0.01b 7.56±0.04a 
B4Y6 4.88±0.04c 6.77±0.01b 7.09±0.10a 7.13±0.13a 
B2Y8 4.66±0.05d 6.62±0.01c 7.08±0.02b 7.20±0.02a 

พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 
 
   ในขณะที่เชื้อยีสต์ของทุกอัตราส่วนมีการเจริญสูงสุดในวันที่ 3 เช่นเดียวกับท่ีพบในเชื้อ
แบคทีเรีย หลังจากนั้นเชื้อยีสต์มีการลดจ านวนลงในวันที่ 7 และ 10 โดยในวันสุดท้ายของการหมัก 
มีปริมาณเชื้ อยี สต์อยู่ ในช่ ว ง  5.43±0.03 – 6.34±0.02 Log CFU/mL แสดงดั งตารางที่  4.2 
การเพ่ิมขึ้นของปริมาณเชื้อแบคทีเรียและเชื้อยีสต์เนื่องมาจากการท างานร่วมกันระหว่างเชื้อเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แบคทีเรียและเชื้อยีสต์ในกระบวนการหมัก ซึ่งเป็นลักษณะความสัมพันธ์แบบอยู่ร่วมกัน (Symbiosis) 
โดยเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์อินเวอร์เทสเพ่ือย่อยน้ าตาลซูโครส
เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวส าหรับให้แบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์เองน าไปใช้ 
ในการเจริญ อีกทั้งยังสร้างเอทานอลที่แบคทีเรียสามารถน าไปเปลี่ยนเป็นกรดอะซิติกได้ (Jayabalan 
et al., 2014) ส่งผลให้เชื้อจุลินทรีย์ในการหมักแบบอัตราส่วนผสมมีการเพ่ิมจ านวนขึ้นกว่าวันแรก
ของการหมัก 
 
ตารางท่ี 4.2 แสดงการเปลี่ยนแปลงของเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 ระหว่างกระบวนการหมัก 
คอมบูชาจากชาด า หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 (Log CFU/mL) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B8Y2 3.75±0.03d 6.65±0.03a 6.11±0.10b 5.64±0.06c 
B6Y4 3.97±0.01d 6.62±0.04a 6.03±0.04b 5.46±0.01c 
B5Y5 4.02±0.02d 6.76±0.00a 6.15±0.02b 5.55±0.07c 
B4Y6 4.08±0.15d 6.66±0.02a 6.02±0.16b 5.65±0.05c 
B2Y8 4.27±0.05d 6.79±0.05a 5.98±0.02b 5.43±0.03c 
B0Y10 4.77±0.12d 6.98±0.02a 6.13±0.01c 6.34±0.02b 

พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 

 แบคทีเรีย  A. pasteurianus AJ605 มีความสามารถในการใช้น้ าตาลได้หลากหลาย 
ทั้งน้ าตาลซูโครส ฟรุคโตส และกลูโคส รวมไปถึงเอทานอล (Zheng et al., 2018; Mamlouk and 
Gullo, 2013; Biyik and Coban, 2017) ท าให้เกิดการแข่งขันในเรื่องการใช้อาหารกับเชื้อยีสต์ ส่งผล
ให้เมื่อเวลาหมักเพ่ิมมากขึ้นเชื้อยีสต์มีจ านวนลดลงหลังวันที่ 3 อีกทั้งในกระบวนการหมักเชื้อ
แบคทีเรียA. pasteurianus AJ605 มีการสร้างแผ่นฝ้าอยู่ที่หน้าอาหาร ท าให้อากาศไม่สามารถแพร่
ผ่านได้สม่ าเสมอ อาจส่งผลให้เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 ที่เจริญได้ช้าในสภาวะไร้อากาศค่อยๆ ลด
จ านวนลง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Rodrigues et al., (2001) รายงานว่าสภาวะการหมักแบบไร้
อากาศส่งผลให้ยีสต์ Z. bailii มีอัตราการเจริญที่ต่ ามาก และจ ากัดการเพิ่มจ านวนเซลล์ของเชื้อ 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.2 การเปลี่ยนแปลงของเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 (B) และเชื้อยีสต์ Z. bailii 
YN403 (Y) ระหว่างกระบวนการหมักในอาหารชาด าหวาน ก) B10Y0: ชุดการทดลองที่ใช้เฉพาะ
แบคทีเรีย, ข) B0Y10: ชุดการทดลองที่ใช้เฉพาะยีสต์, ค) - ช): ชุดการทดลองที่ใช้หัวเชื้อแบคทีเรียกับ
ยีสต์ผสมในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน 

ก) ข) 

ค) ง) 

จ) ฉ) 

ช) 

A. pasteurianus AJ605 Z. bailii YN403 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.4.2  ผลการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมีระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชาด้วย
อัตราส่วนเชื้อท่ีแตกต่างกัน 

   4.4.2.1  ค่าพีเอช และปริมาณกรดทั้งหมด 
   ค่าพีเอชในทุกอัตราส่วนเชื้อมีค่าลดลงตามระยะเวลาการหมักแสดงดัง 
รูปที่ 4.3 โดยในวันที่ 10 คอมบูชาที่หมักด้วยหัวเชื้อทางการค้า คอมบูชาที่หมักด้วยอัตราส่วนที่เติม
เชื้อแบคทีเรีย A. pasterurianus AJ605 อย่างเดียว (B10Y0) และคอมบูชาที่หมักด้วยอัตราส่วน 
ที่เติมเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 (B0Y10) อย่างเดียว มีค่าพีเอชอยู่ที่ 2.62±0.10, 2.65±0.09 และ 
2.71±0.24 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าต่ ากว่าค่าพีเอชในคอมบูชาที่ใช้อัตราส่วนเชื้อผสม ในวันสุดท้ายของ  
การหมักอัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 B6Y4 B5Y5 B4Y6 และ B2Y8 มีค่าพีเอช 3.16±0.07, 3.13±0.13, 
3.12±0.16, 3.04±0.11 และ 3.02±0.08 ตามล าดับ แสดงดังตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.3 
   ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติกเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการหมักในทุก
อัตราส่วนของเชื้อ (รูปที่ 4.4) สอดคล้องกับค่าพีเอชที่ลดลง โดยวันสุดท้ายของการหมักอัตราส่วน 
B10Y0 มีปริมาณกรดสูงสุด 8.59±0.15 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.4) ซึ่งเกิดจากความสามารถในการ
ผลิตกรดได้สูงของเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 (ปิยวรรณ, 2562) รองลงมาคืออัตราส่วน 
B0Y10 มีปริมาณกรด 7.78±0.67 กรัมต่อลิตร โดยมีรายงานถึงความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย์
หลายชนิดของเชื้อ Z. bailii (Xu et al., 2017) ซึ่งส่งผลให้ปริมาณกรดเพิ่มสูงขึ้นและพีเอชมีค่าลดลง 
   อัตราส่วนเชื้อผสมของแบคที เรียและยีสต์มีปริมาณกรดอยู่ ในช่วง 
7.00±0.59 – 7.63±0.06 กรัมต่อลิตร โดยพบว่ามีปริมาณกรดทั้งหมดต่ ากว่าอัตราส่วนที่ใช้เชื้อเดี่ยว 
B10Y0 และ B0Y10 เนื่องมาจากเชื้อจุลินทรีย์สามารถใช้กรดอินทรีย์บางส่วนเป็นแหล่งคาร์บอน 
และเป็นซับสเตรทเสริมในการสร้างสาร acetyl-CoA ในกระบวนการ TCA (Chen et al., 2000; 
Rodrigues et al., 2012) นอกจากนั้นปริมาณกรดเพ่ิมสูงขึ้นตามอัตราส่วนของยีสต์ที่ เติมใน
กระบวนการหมัก (ตารางที่ 4.4) เกิดจากแอลกอฮอล์ที่ได้จากการหมักของยีสต์ถูกออกซิไดซ์โดย
แบคทีเรียเกิดเป็นกรดอะซิติก (Jayabalan et al., 2014) และความสามารถในการสร้างกรดอินทรีย์
ของเชื้อ Z. bailii จากรายงานของ Xu et al., (2017) เชื้อ Z. bailii สามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้ 6 
ชนิดในระหว่างกระบวนการหมักเครื่องดื่มและผลิตกรดอะซิติกได้สูงกว่าเชื้อ Saccharomyces 
cerevisiae  
   นอกจากนี้ยังพบว่าค่าพีเอชและปริมาณกรดทั้งหมดของอัตราส่วนเชื้อผสม
แบคทีเรียและยีสต์มีค่าต่ ากว่าคอมบูชาที่หมักด้วยหัวเชื้อทางการค้า เนื่องมาจากในหัวเชื้อทางการค้า
ประกอบด้วยเชื้อแบคที เรียและยีสต์หลายชนิด เช่น แบคที เรีย Gluconacetobacter sp. 
Acetobacter xylinum ยีสต์  Saccharomyces cerevisiae Zygosaccharomyces sp. เป็นต้น 
ซึ่งมีความสามารถในการใช้น้ าตาลและผลิตกรดอินทรีย์ในระหว่างกระบวนการหมักได้อย่างต่อเนื่อง 
(Jayabalan et al., 2014) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.3 ค่าพีเอชในคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii  
YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

 ค่าพีเอช 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B10Y0 4.46±0.01A,a 4.25±0.04A,b 3.19±0.07BCD,c 2.65±0.09B,d 
B8Y2 4.36±0.05B,a 4.00±0.02BC,b 3.42±0.01A,c 3.16±0.07A,d 
B6Y4 4.47±0.05A,a 4.05±0.01B,b 3.45±0.07A,c 3.13±0.13A,d 
B5Y5 4.43±0.04AB,a 3.96±0.02C,b 3.46±0.04A,c 3.12±0.16A,d 
B4Y6 4.37±0.08B,a 3.95±0.03C,b 3.24±0.04BC,c 3.04±0.11A,d 
B2Y8 4.39±0.02AB,a 3.86±0.02D,b 3.25±0.01B,c 3.02±0.08A,d 
B0Y10 4.36±0.05B,a 3.74±0.01E,b 3.12±0.06CD,c 2.71±0.24B,d 

หัวเชื้อทางการค้า 4.04±0.03C,a 3.84±0.08D,b 3.07±0.14D,c 2.62±0.10B,d 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่  4.3 ค่าพีเอชในคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii 

YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) ของคอมบูชาจากชาด าหมักด้วย
เชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 10 วัน 

 ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B10Y0 1.75±0.58AB,c 1.94±0.33B,c 5.85±1.50B,b 8.59±0.15A,a 
B8Y2 1.75±0.00AB,c 1.94±0.33B,c 4.67±0.00C,b 7.03±0.31C,a 
B6Y4 1.75±0.58AB,c 2.33±0.00AB,c 4.67±0.00C,b 7.00±0.59C,a 
B5Y5 1.94±.033AB,c 1.94±0.33B,c 5.25±0.00BC,b 7.20±0.34BC,a 
B4Y6 2.14±0.33AB,c 2.33±0.00AB,c 5.45±0.34B,b 7.59±0.00BC,a 
B2Y8 1.75±0.00AB,c 2.33±0.00AB,c 5.45±0.89B,b 7.63±0.06BC,a 
B0Y10 1.56±0.33B,d 2.72±0.89A,c 5.84±0.00B,b 7.78±0.68B,a 
หัวเชื้อทางการค้า 2.43±0.28A,c 2.74±0.00A,c 7.83±0.17A,b 8.69±0.82A,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

-  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4  การเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) ระหว่างกระบวน 
การหมักในอาหารชาด าหวานที่เติมเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และ เชื้อยีสต์ Z. bailii 
YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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   4.4.2.2 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และปริมาณแอลกอฮอล์  
  คอมบูชาหมักด้วยอัตราส่วนเชื้อที่แตกต่างกันมีปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในวัน
แรกของการหมักอยู่ในช่วง 106.15 – 107.27 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.5) การเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในระหว่างกระบวนการหมักแสดงดังรูปที่ 4.5 ปริมาณน้ าตาลลดลงตลอด
ระยะเวลาการหมักในทุกอัตราส่วนของเชื้อ สอดคล้องกับปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่เพ่ิมขึ้น โดยปริมาณ
น้ าตาลคงเหลือในวันสุดท้ายของอัตราส่วนที่ใช้เชื้อแบคทีเรียอย่างเดียว (B10Y0) และ ใช้เชื้อยีสต์
อย่างเดียว (B0Y10) มีค่า 95.15±1.39 และ 85.34±0.34 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าเชื้อ
ยีสต์ Z. bailii YN403 มีความสามารถในการใช้น้ าตาลได้ดีกว่าเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus 
AJ605 ส าหรับคอมบูชาที่หมักด้วยเชื้อผสม B8Y2 B6Y4 B5Y5 B4Y6 และ B2Y8 มีปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดในวันสุดท้ายของการหมักดังนี้ 83.55±1.86 84.49±0.27 77.05±0.75 75.33±2.17 และ 
81.66±1.78 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในอัตราส่วนเชื้อผสมมีปริมาณน้อยกว่า 
ในอัตราเชื้อเดี่ยว แสดงให้เห็นว่าในอัตราส่วนเชื้อผสมมีการใช้น้ าตาลสูงกว่า สอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Wang et al., (2020) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในการหมักคอมบูชา
ด้วยเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus และ Gluconacetobacter xylinus ร่วมกับ Z. bailii เป็น
เวลา 10 วัน พบว่าปริมาณน้ าตาลทั้งหมดลดลงอย่างรวดเร็วในวันที่ 2 หลังจากนั้นลดลงอย่างช้าๆ 
ตลอดระยะเวลาการหมัก เกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ทั้งสามชนิดมีความสามารถในการใช้น้ าตาลซูโครสได้ 
นอกจากนี้เมื่อเทียบกับคอมบูชาทางการค้า คอมบูชาจากเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้มีปริมาณน้ าตาลใน
วันที่ 10 สูงกว่าคอมบูชาทางการค้า อาจเนื่องมาจากความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ใน
หัวเชื้อคอมบูชาทางการค้า ซึ่งส่งผลให้กระบวนการหมักคอมบูชาทางการค้าสามารถใช้น้ าตาลได้
มากกว่า  
 
  ปริมาณแอลกอฮอล์ในกระบวนการหมักมีค่าเพ่ิมขึ้นตลอดระยะเวลาการ
หมัก (รูปที่ 4.6) สอดคล้องกับปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ลดลงเนื่องจากยีสต์ใช้ในการผลิตแอลกอฮอล์ 
จากรายงานของ Gaggia et al., 2018 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในคอมบูชาจากชาด า ชาเขียว 
และชาอู่หลง เป็นเวลา 14 วัน พบว่าปริมาณแอลกอฮอล์เพ่ิมสูงขึ้นตลอดระยะเวลาการหมัก พร้อม
กับปริมาณน้ าตาลมีค่าลดลง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 มีการใช้
น้ าตาลเพ่ือสร้างแอลกอฮอล์ขึ้นระหว่างกระบวนการหมัก ในวันสุดท้ายของการหมัก อัตราส่วนเชื้อ 
B8Y2 B6Y4 B5Y5 B4Y6 B2Y8 และ  B0Y10 มี ป ริ ม าณแอลกอฮอล์  7.96±0.10 8.25±0.08 
8.15±0.03 9.61±0.03 10.76±0.09 และ 10.69±0.05 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงดังตารางที่ 4.6 
ปริมาณแอลกอฮอล์จะเพ่ิมข้ึนตามอัตราส่วนของเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 ที่เติมลงไปในกระบวนการ
หมัก ส่งผลให้อัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 มีปริมาณแอลกอฮอล์ต่ าสุดในวันสุดท้ายของการหมัก 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่  4.5  ปริมาณน้ าตาลทั้ งหมด (กรัมต่อลิตร ) ในคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้ อ  
A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 วัน  

 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B10Y0 106.58±1.79A,a 103.21±0.29AB,b 94.73±1.20B,c 95.15±1.39A,c 
B8Y2 106.64±1.84A,a 100.34±0.30BC,b 99.59±1.09A,b 83.55±1.86BC,c 
B6Y4 106.98±1.05A,a 105.58±2.30A,a 98.89±0.96A,b 84.49±0.27BC,c 
B5Y5 106.52±1.05A,a 103.79±3.35AB,a 97.07±1.18AB,b 77.05±0.75D,c 
B4Y6 106.85±0.88A,a 97.42±0.68C,b 76.17±1.33D,c 75.33±2.18C,c 
B2Y8 107.27±0.30A,a 99.91±0.64BC,b 84.99±0.60C,c 81.66±1.78C,d 
B0Y10 106.15±1.04A,a 88.90±1.28D,b 86.31±0.61C,c 85.34±0.34B,c 
หัวเชื้อทางการค้า 103.72±1.91B,a 73.30±4.07D,b 65.25±5.31E,c 32.15±2.48E,d 
- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 
- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5  การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักในอาหาร
ชาด าหวานที่เติมเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และ เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 อัตราส่วน
ที่แตกต่างกัน 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่  4.6 ปริ มาณแอลกอฮอล์  (กรั มต่ อลิ ตร )  ในคอมบู ช าจากชาด าหมั กด้ วย เชื้ อ  
A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 วัน  

  ปริมาณแอลกอฮอล์ (กรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B10Y0 0.00±0.00A,a 0.00±0.00F,a 0.00±0.00C,a 0.00±0.00F,a 
B8Y2 0.00±0.00A,d 1.11±0.05D,c 4.23±0.18B,b 7.96±0.10D,a 
B6Y4 0.00±0.00A,d 1.34±0.06C,c 4.71±0.32B,b 8.25±0.08C,a 
B5Y5 0.00±0.00A,d 1.36±0.02C,c 5.21±0.30AB,b 8.15±0.03CD,a 
B4Y6 0.00±0.00A,d 1.47±0.10C,c 5.95±0.08A,b 9.61±0.03B,a 
B2Y8 0.00±0.00A,d 1.80±0.10B,c 6.24±0.78A,b 10.76±0.09A,a 
B0Y10 0.00±0.00A,d 2.02±0.23A,c 6.13±0.83A,b 10.69±0.05A,a 
หัวเชื้อทางการค้า 0.18±0.03B,d 0.82±0.10E,c 4.68±1.23B,b 7.25±0.42E,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6  การเปลี่ยนแปลงปริมาณแอลกอฮอล์ (กรัมต่อลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักในอาหารชา
ด าหวานที่เติมเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และ เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่
แตกต่างกัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  ปริมาณแอลกอฮอล์ของคอมบูชาจากเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้มีค่าสูงกว่า 
คอมบูชาทางการค้า เนื่องมาจากความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ที่สูงของ Z. bailii YN403 
(ปิยวรรณ, 2562) นอกจากนี้ ในคอมบูชาทางการค้ามี เชื้อแบคทีเรียอะซิติกหลายชนิดที่มี
ความสามารถในการออกซิไดซ์แอลกอฮอล์เป็นกรดอะซิติก ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณกรดทั้งหมดที่มีค่า
สูงกว่าคอมบูชาที่ผลิตจากเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้ 
 
 4.4.3  สารออกฤทธิ์ชีวภาพและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาในระหว่าง
กระบวนการหมัก 
  4.4.3.1  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และปริมาณสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
   ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดในน้ าชาด าหวานที่หมักด้วย
เชื้อจุลินทรีย์อัตราส่วนต่างๆ แสดงดังตารางที่ 4.7 พบว่าทุกอัตราส่วนเชื้อผสมมีการเพ่ิมขึ้นของ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุดในวันที่ 7 (รูปที่ 4.7) โดยอัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 
มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด เท่ากับ 625.61±7.84  ไมโครกรัมสมมูลแกลลิก 
ต่อมิลลิลิตร รองลงมาเป็นอัตราส่วน B6Y4 มีค่า 566.78±4.72 ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร 
หลังจากนั้นทุกอัตราส่วนเชื้อผสมมีการลดลงของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในวันที่  10 
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Jakubczyk et al., (2020) รายงานปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดในคอมบูชาจากชาด า มีค่าสูงสุดในวันที่ 7 และลดลงในวันที่ 14 ของการหมัก 
 
   ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในคอมบูชาจากการใช้เชื้อผสมที่แตกต่าง
กันมีค่าสูงสุดในวันที่ 7 ของการหมัก (ตารางที่ 4.8) โดยอัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 มีปริมาณสาร 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 1216.48±4.10 ไมโครกรัมสมมูลเควอซิทินต่อมิลลิลิตร 
ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติ (p > 0.05) กับคอมบูชาทางการค้า ที่มีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
1220.22±4.38 ไมโครกรัมสมมูลเควอซิทินต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นพบว่ามีการลดลงของปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในทุกอัตราส่วนเชื้อผสม (รูปที่ 4.8) การลดลงของปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดในคอมบูชา สอดคล้องกับรายงานของ  Wang et al., (2020) โดยคอมบูชาจากชาด าที่หมัก
ด้วยเชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์มีปริมาณสารฟลาโวนอยด์สูงที่สุดในวันที่ 8 และพบการลดลงในวันที่ 10 
ของการหมัก  
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



67 
 

ตารางที่ 4.7 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร)  
ในคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่
แตกต่างกัน หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 
ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 
B10Y0 513.11±3.23A,c 544.92±8.72BC,b 568.53±3.99B,a 513.18±5.12D,c 
B8Y2 516.76±3.59A,d 588.48±5.85A,b 625.61±7.84A,a 545.72±8.64B,c 
B6Y4 516.40±3.99A,c 545.60±2.50B,b 566.78±4.72B,a 503.63±7.16DE,d 
B5Y5 517.12±4.14A,c 530.86±5.08CD,b 544.22±5.27CD,a 497.11±3.62E,d 
B4Y6 516.15±4.13A,c 528.13±1.95D,b 549.09±5.54CD,a 525.42±4.40C,b 
B2Y8 519.68±2.41A,c 524.09±1.88D,bc 537.65±5.99D,a 528.26±3.73C,b 
B0Y10 520.40±4.53A,c 537.08±7.24BCD,b 558.63±5.25BC,a 532.48±7.77C,b 
หัวเชื้อทางการค้า 519.97±26.82A,b 534.35±16.14BCD,b 599.60±22.75A,a 597.37±10.88A,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่าง กันแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
รูปที่ 4.7  การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อ
มิลลิลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักในอาหารชาด าหวานที่เติมเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus 
AJ605 และ เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน 
   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   การเพ่ิมขึ้นของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด
เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการหมัก (Jakubczyk et al., 2020; Chakravorty 
et al., 2016) โดยเชื้อจุลินทรีย์มีการสร้างเอนไซม์รวมไปถึงกรดอินทรีย์ออกมาภายนอกเซลล์ ท าให้
เกิดการสลายหรือท าลายโครงสร้างสารประกอบฟีนอลิกและสารประกอบฟลาโวนอยด์ขนาดใหญ่ 
ส่งผลให้ปริมาณสารทั้งสองชนิดมีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้น (Chakavorty et al., 2016) ขณะเดียวกันเมื่อ
เกิดการย่อยสลายส่งผลให้โครงสร้างสารเปลี่ยนแปลงไป หรือมีขนาดเล็กลงจนไม่สามารถตรวจพบได้
ด้วยวิธีวิเคราะห์แบบเดิม ท าให้ปริมาณสารที่วัดได้มีค่าลดลง (Jayabalan et al., 2007) 
 
ตารางที่ 4.8 ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลเควอซิทินต่อมิลลิลิตร) ในคอมบูชา
จากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน 
หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลควอเซอทินต่อมิลลิลิตร) 
อัตราส่วนเชื้อ

แบคทีเรียต่อเชื้อ
ยีสต์ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 

B10Y0 1,024.44±7.52B,b 1,023.70±7.88B,b 1,152.78±4.19C,a 905.93±4.49C,c 

B8Y2 1,023.61±5.88B,c 1,069.45±9.24A,b 1,216.48±4.10A,a 993.93±23.63B,d 
B6Y4 1,023.34±6.94B,c 1,073.89±3.47A,b 1,185.74±9.76B,a 855.55±12.62C,d 
B5Y5 1,024.81±2.80B,c 1,069.44±16.02A,b 1,170.37±11.88B,a 840.57±9.31C,d 
B4Y6 1,024.26±6.10B,c 1,061.67±10.84A,b 1,186.30±18.64B,a 831.84±11.03C,d 
B2Y8 1,023.63±2.74B,b 1,031.85±3.94B,b 1,137.96±9.25C,a 851.11±5.85C,c 
B0Y10 1,028.89±4.19B,a 1,018.89±5.88B,b 988.89±4.84D,c 854.26±4.46C,d 
หัวเชื้อทางการค้า 1,053.33±18.27A,c 1,088.89±31.80A,c 1,220.22±4.38A,a 1,175.00±24.86A,b 
- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 
- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่าง กันแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 
  
   จากผลการทดลองพบว่าชาด าหวานที่ใช้ อัตราส่วนเชื้อผสมระหว่าง
แบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และยีสต์ Z. bailii YN403 ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดและสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงกว่าการใช้เชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อยีสต์หมักเพียงอย่างเดียว  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยในวันที่ 10 ของการหมักคอมบูชาที่ใช้อัตราส่วนเชื้อ B8Y2 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 
และฟลาโวนอยด์ท้ังหมดสูงกว่าคอมบูชาที่ใช้อัตราส่วนอื่น 
 
  4.4.3.2  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS 
   น าชาด าหวานที่หมักด้วยเชื้อจุลินทรีย์อัตราส่วนต่างๆ มาวิเคราะห์
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS โดยรายงานเป็นค่าความเข้มข้นของคอมบูชา
ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ ได้ร้อยละ 50 (Inhibitory concentration at 50%: IC50) ซึ่งเทียบ
กับสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกและสารโทรลอกซ์ ตามล าดับ แสดงดังรูปที่ 4.9 และ 4.10  
 

รูปที่  4.8 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้ งหมด (ไมโครกรัมสมมูล เควอซิทิน 
ต่อมิลลิ ลิ ตร )  ระหว่ างกระบวนการหมัก ในอาหารชาด าหวานที่ เ ติ มหั ว เชื้ อแบคที เ รี ย  
A. pasteurianus AJ605 และ เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่แตกต่างกัน 
 
  โดยคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง จะมีค่าที่ได้จากการเปรียบ
กับสารมาตรฐานสูง จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเวลาหมักเพ่ิมขึ้นค่า IC50 เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (p 
< 0.05) (ตารางที่ 4.9 และ 4.10) แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่เพ่ิมขึ้นเมื่อ
เวลาหมักผ่านไป ในวันสุดท้ายของการหมัก IC50 DPPH ของอัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 มีค่า IC50 เทียบ
กับสารมาตรฐานสูงที่สุด 2.84±0.21 มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่างทาง
สถิติกับคอมบูชาที่หมักด้วยหัวเชื้อทางการค้า (p > 0.05) รองลงมาเป็นอัตราส่วน B6Y4 มีค่า IC50 
เท่ากับ 2.67±0.06 มิลลิกรัมกรดสมมูลแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีแนวโน้มเดียวกับค่า IC50 ABTS 
ของอัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 มีค่าสูงที่สุดเท่ากับ 2.37±0.03 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาเป็นอัตราส่วน B6Y4 มีค่าเท่ากับ 2.24±0.08 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่เพ่ิมข้ึนเนื่องมาจากเมแทบอลิซึมของเชื้อจุลินทรีย์ที่มีผลต่อสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Cardoso et al., 2020)   
  ในวันสุดท้ายของการหมักปริมาณสารฟีนอลิกและสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด
มีค่าลดลง ในขณะที่ค่า IC50 เทียบกับสารมาตรฐานในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS เพ่ิมข้ึน 
อาจเนื่องจากการสลายของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ เป็นไปในลักษณะการเปลี่ยน
โครงสร้างให้มีมวลโมเลกุลเล็กลงซึ่งท าให้ไม่สามารถตรวจพบได้โดยวิธีวิเคราะห์เดิม แต่ยังส่งผลถึง
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่าง (Chu and Chen, 2006) ท าให้ในวันที่ 10 ของการ
หมักความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS สูงสุด สอดคล้องกับ Jakubczyk et al., 
(2020) ได้วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาจาก
ชาขาว ชาเขียว ชาด า และชาแดง พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดที่มีอยู่ในคอมบูชาแต่ละ
ชนิดสอดคล้องกับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และในระหว่างกระบวนการหมัก
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลงแต่ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระมีค่าสูงขึ้น  
 
ตารางที่ 4.9  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อ
มิลลิลิตร) ของคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ  A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 
อัตราส่วนที่แตกต่างกัน หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ความเข้มข้นของคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ร้อยละ 50 (IC50) 
(มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร) 

อัตราส่วนเชื้อ
แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 
0 3 7 10 

B10Y0 1.60±0.03B,c 2.01±0.28BC,b 2.27±0.06BC,ab 2.39±0.16C,a 

B8Y2 1.61±0.13AB,c 1.81±0.09C,c 2.31±0.07B,b 2.84±0.21AB,a 
B6Y4 1.61±0.07AB,d 1.82±0.11BC,c 2.24±0.05BC,b 2.67±0.06B,a 
B5Y5 1.61±0.05AB,b 1.80±0.24C,b 2.22±0.04BC,a 2.41±0.06C,a 
B4Y6 1.71±0.04AB,d 1.92±0.06BC,c 2.09±0.05D,b 2.30±0.03C,a 
B2Y8 1.71±0.02AB,d 1.91±0.05BC,c 2.19±0.03C,b 2.27±0.04C,a 
B0Y10 1.69±0.02AB,c 2.10±0.04AB,b 2.28±0.03BC,a 2.34±0.08C,a 
หัวเชื้อทางการค้า 1.72±0.03A,c 2.32±0.10A,b 2.42±0.05A,b 2.92±0.05A,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแนวนอน อักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.9  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร)  
ของคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่
แตกต่างกัน 
 
ตารางที่ 4.10  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS (มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร) 
ของคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนต่างๆ 

ความเข้มข้นของคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ร้อยละ 50 (IC50) 
(มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร) 

อัตราส่วนเชื้อ
แบคทีเรียต่อเชื้อยีสต์ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 
0 3 7 10 

B10Y0 1.78±0.05BC,b 1.88±0.12AB,b 1.88±0.04CD,b 2.10±0.06BCD,a 

B8Y2 1.76±0.03C,c 1.84±0.02B,c 2.08±0.13B,b 2.37±0.03A,a 
B6Y4 1.79±0.05BC,c 1.83±0.08B,c 1.96±0.04C,b 2.24±0.08AB,a 
B5Y5 1.76±0.01C,b 1.80±0.05B,b 1.85±0.03D,b 2.12±0.27BC,a 
B4Y6 1.83±0.03AB,b 1.79±0.03B,ab 1.86±0.06CD,ab 1.92±0.05DE,a 
B2Y8 1.77±0.02C,b 1.78±0.04BC,b 1.86±0.02CD,a 1.88±0.03E,a 
B0Y10 1.60±0.02D,c 1.68±0.01C,b 1.73±0.04E,b 1.98±0.02CDE,a 
หัวเชื้อทางการค้า 1.87±0.03A,d 1.96±0.02A,c 2.30±0.01A,b 2.40±0.05A,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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-  
รูปที่ 4.10  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS (มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร)  
ของคอมบูชาจากชาด าหมักด้วยเชื้อ A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วนที่
แตกต่างกัน 
 
 คอมบูชาที่หมักด้วยอัตราส่วนเชื้อผสม B8Y2 มีค่า IC50 DPPH และ ABTS 
สูงสุดเนื่องมาจากในระหว่างกระบวนการหมักชาด าหวานด้วยอัตราส่วนเชื้อ B8Y2 ให้ค่า
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ซึ่ง
สารประกอบชีวภาพทั้งสองชนิดที่กล่าวมาเป็นหนึ่งในปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระ (Jayabalan et al., 2008; Cardoso et al., 2020) ดังนั้นจึงท าการเลือกอัตราส่วนเชื้อ
ผสม B8Y2 คือแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 8 ส่วน ผสมกับเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 2 ส่วน
โดยมีปริมาณเชื้อเริ่มต้นในผลิตภัณฑ์ 5.51±0.02 และ 3.75±0.03 Log CFU/mL ตามล าดับ ไปใช้ใน
การศึกษาต่อไป 
 
4.5  การปรับปรุงคุณภาพของคอมบูชาจากชาด าด้วยกระเจี๊ยบแดงในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน 
 4.5.1  คุณภาพทางเคมีของคอมบูชาในระหว่างกระบวนการหมัก 
  4.5.1.1  ค่าพีเอช และปริมาณกรดทั้งหมด 
   เตรียมชาโดยใช้ชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบในอัตราส่วนต่างๆ และกระเจี๊ยบ 
หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์  Z. bailii YN403 ในอัตราส่วน
แบคทีเรียต่อยีสต์ 8:2 (B8Y2) ผลการวิเคราะห์ค่าพีเอชในวันที่ 0 3 7 และ 10 แสดงดังตารางที่ 4.11 
ค่าพีเอชเริ่มต้นมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ตามปริมาณกระเจี๊ยบที่ผสมในชาด า เมื่อเวลา
หมักเพ่ิมขึ้นค่าพีเอชมีการลดลง (รูปที่ 4.11) โดยในวันสุดท้ายของการหมัก พีเอชของชาด า (C10R0), 
ชาด าผสมกระเจี๊ยบ (C8R2 C7R3 C6R4 และ C5R5) และชากระเจี๊ยบ (C0R10) มีค่าดังนี้ 3.16±0.07 
2.61±0.10 2.70±0.08 2.55±0.04 2.47±0.13 และ 2.22±0.04 ตามล าดับ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.11 ค่าพีเอชในคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบอัตราส่วนต่างๆ และคอมบูชา 
จากกระเจี๊ยบ 

 ค่าพีเอช 
อัตราส่วนชาด า 
ผสมกระเจี๊ยบ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 
0 3 7 10 

C10R0 4.36±0.05A,a 4.05±0.04A,b 3.42±0.01A,c 3.16±0.07A,d 

C8R2 3.39±0.09B,a 2.83±0.01B,b 2.64±0.09BC,c 2.61±0.10BC,c 
C7R3 3.19±0.09C,a 2.74±0.06C,b 2.69±0.05B,b 2.70±0.08B,b 
C6R4 3.02±0.03D,a 2.64±0.03D,b 2.56±0.09CD,b 2.55±0.04BC,b 
C5R5 2.85±0.08E,a 2.63±0.02D,b 2.49±0.05D,c 2.47±0.13C,c 
C0R10 2.43±0.06F,a 2.31±0.03E,b 2.26±0.03E,bc 2.22±0.04D,c 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95  

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจาก
กระเจี๊ยบ หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 
 
   การเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชในคอมบูชาเป็นผลมาจากปริมาณกรดทั้งหมด 
โดยจากการวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด (ตารางที่ 4.12) พบว่าระหว่างกระบวนการหมักปริมาณ
กรดทั้งหมดมีค่าเพ่ิมขึ้นตามปริมาณกระเจี๊ยบที่ได้ผสมลงไป และเมื่อเวลาหมักผ่านไปปริมาณกรด
ทั้ งหมดมีค่ า เ พ่ิมสู งขึ้ น  (รู ปที่  4.12) ซึ่ ง อัตราส่ วน  C10R0 C8R2 C6R4 C5R5 และ C0R10  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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มีการเพ่ิมขึ้นของปริมาณกรดอย่างรวดเร็วในวันที่ 7 หลังจากนั้นปริมาณกรดเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย 
ในวันที่ 10  
 
   ปริมาณกรดทั้งหมดที่สูงขึ้นและค่าพีเอชที่ลดต่ าในระหว่างกระบวนการหมัก
สืบเนื่องจากกระเจี๊ยบที่ เติมเข้าไป กระเจี๊ยบแดงเป็นสมุนไพรที่มีรสเปรี้ยวเนื่องจากมีกรด 
เป็นองค์ประกอบหลัก โดยกรดที่สามารถพบได้ เช่น กรดซิตริก กรดมาลิก และกรดแอสคอร์บิก (Da-
Costa-Rocha et al., 2014)  เมื่ อ เวลาหมักเ พ่ิมขึ้ น เชื้ อแบคที เ รีย  A. pasteurianus ยั งผลิต 
กรดอินทรีย์ชนิดอ่ืนนอกจากกรดอะซิติก เช่น กรดกลูโคนิค กรดกลูคูโรนิค  (Sievers et al., 1995; 
Tran et al., 2020; Nguyen et al., 2015) โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน อีกทั้งยีสต์ Z. bailii 
YN403 มีการผลิตกรดอินทรีย์โดยใช้ซูโครสและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเช่นกัน ท าให้ปริมาณกรด
เพ่ิมสูงขึ้นและพีเอชมีค่าลดลงตลอดระยะเวลาการหมัก (Jayabalan et al., 2014; Chen and Liu, 
2000)  
 
 
ตารางท่ี 4.12 ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสม
กระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนชาด า 
ผสมกระเจี๊ยบ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 
0 3 7 10 

C10R0 1.75±0.00D,c 1.95±0.34D,c 4.67±0.58E,b 7.00±0.58E,a 

C8R2 3.31±0.34C,d 5.45±0.67C,c 11.29±0.34D,b 12.26±0.58D,a 
C7R3 3.31±0.34C,d 5.64±0.34C,c 10.31±0.34D,b 13.81±1.22CD,a 
C6R4 4.28±0.34B,d 7.59±0.58B,c 13.23±0.34C,b 15.18±0.58BC,a 
C5R5 4.67±0.00B,c 7.59±1.01B,b 15.76±0.58B,a 16.34±0.58B,a 
C0R10 10.12±0.89A,c 14.79±0.67A,b 18.68±1.54A,a 20.24±1.47A,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95  

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



75 
 

 
 
 

   
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 การเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) ระหว่างกระบวนการ
หมักคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
10 วัน 
  4.5.1.2  ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และปริมาณแอลกอฮอล์ 
   จากการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดแสดงดังตารางที่ 4.13 คอมบูชาจาก
ชาด า (C10R0) มีการลดลงของน้ าตาลน้อยกว่าเมื่อเทียบกับคอมบูชาชาด าผสมกระเจี๊ยบและคอม
บูชากระเจี๊ยบที่มีการลดลงอย่างมีนัยส าคัญตลอดระยะเวลาการหมัก (รูปที่ 4.13) ซึ่งในวันสุดท้าย
ของการหมักคอมบูชาที่มีอัตราส่วนชาด าต่อกระเจี๊ยบ C10R0 C8R2 C7R3 C6R4 C5R5 และ C0R10 
มีปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 83.53±1.86 55.59±0.40 48.18±0.85 51.19±0.45 49.56±1.41 และ 
48.66±0.93 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าคอมบูชาที่มีกระเจี๊ยบผสมรวมไปถึงคอมบูชา
กระเจี๊ยบ มีการใช้น้ าตาลมากกว่าคอมบูชาจากชาด า  สอดคล้องกับการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ
แอลกอฮอล์ (รูปที่ 4.14 และตารางที่ 4.14) โดยในวันสุดท้ายของการหมักคอมบูชาจากชาด ามี
ปริมาณแอลกอฮอล์น้อยที่สุด 7.96±0.10 กรัมต่อลิตร ในขณะที่อัตราส่วนชาด าผสมกระเจี๊ยบ C8R2 
C7R3 C6R4 และ  C5R5 มีปริมาณแอลกอฮอล์  17.76±0.05,  18.14±0.04,  20.45±0.15 และ 
20.91±0.09 กรัมต่อลิตร คอมบูชากระเจี๊ยบมีปริมาณแอลกอฮอล์สูงที่สุด 22.65±0.05 กรัมต่อลิตร 
   การลดลงของปริมาณน้ าตาลทั้งหมดและการเพ่ิมขึ้นของแอลกอฮอล์ 
ในคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบและคอมบูชากระเจี๊ยบ อาจเนื่องมาจากในอัตราส่วนดังกล่าวเชื้อ
ยีสต์ Z. bailii YN403 สามารถใช้น้ าตาลได้ดีกว่าในคอมบูชาที่ใช้ชาด าเพียงอย่างเดียว โดยพบว่า
ปริมาณแอลกอฮอล์ของคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบและคอมบูชากระเจี๊ยบสูงกว่าในคอมบูชา
จากชาด าอย่างมีนัยส าคัญ การเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนในคอมบูชาชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชา
กระเจี๊ยบเนื่องมาจากน้ ากระเจี๊ยบประกอบด้วย โปรตีน วิตามินซี เบต้าแคโรทีน ธาตุเหล็ก และกรด
อินทรีย์ (กรดซิตริก กรดแอสคอร์บิก กรดมาลิค กรดฮิบไซสิค กรดออกซาลิค กรดทาร์ทาริค) (Da-
costa-Rocha et al. 2014,  Riaz and Chopra 2018) ซึ่งสารหลายชนิดมีส่วนช่วยในการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโปรตีนสามารถเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการเจริญเติบโตของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เชื้อจุลินทรีย์ได้ จากงานวิจัยของ Chen et al. (2010) รายงานว่าเชื้อยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae สามารถเจริญและผลิตแอลกอฮอล์ได้ในน้ ากระเจี๊ยบแดงซึ่งพบปริมาณไนโตรเจน 176 
มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนี้เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 ที่ใช้ในการหมักคอมบูชานี้จัดเป็นเชื้อยีสต์ที่มี
ความสามารถในการทนกรด และมีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ได้สูง (ปิยวรรณ, 2562)  
 
ตารางที่ 4.13 ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และ
คอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนชาด า 
ผสมกระเจี๊ยบ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 
0 3 7 10 

C10R0 106.64±1.84A,a 100.34±0.34A,b 99.59±1.09A,b 83.53±1.86A,c 

C8R2 106.53±1.69A,a 89.91±1.81B,b 68.96±3.90D,c 55.59±0.40B,d 
C7R3 105.37±0.97A,a 83.85±3.55C,b 67.13±1.92D,c 48.18±0.85C,d 
C6R4 105.34±2.70A,a 88.58±1.72B,b 83.53±1.17B,c 51.19±0.45D,d 
C5R5 105.21±1.05A,a 88.96±0.46B,b 74.37±2.48C,c 49.56±1.41CD,d 
C0R10 105.77±3.87A,a 87.60±1.31B,b 79.60±1.40B,c 48.66±0.93D,d 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 และ 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่

ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.13 การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชา
จากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.14 ปริมาณแอลกอฮอล์ (กรัมต่อลิตร) ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และ
คอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

ปริมาณแอลกอฮอล์ทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนชาด า 
ผสมกระเจี๊ยบ 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 
0 3 7 10 

C10R0 0.00±0.00A,d 1.33±0.06F,c 4.23±0.18D,b 7.96±0.10F,a 

C8R2 0.00±0.00A,d 4.52±0.26E,c 13.81±1.07C,b 17.76±0.05E,a 
C7R3 0.00±0.00A,d 5.17±0.23D,c 14.40±1.13C,b 18.14±0.04D,a 
C6R4 0.00±0.00A,d 7.58±0.29B,c 19.09±0.38B,b 20.45±0.15C,a 
C5R5 0.00±0.00A,d 8.46±0.15A,c 19.26±0.51B,b 20.91±0.09B,a 
C0R10 0.00±0.00A,d 6.15±0.16C,c 22.00±0.38A,b 22.65±0.05A,a 

พิจารณาในแนวตั้ง อักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 และพิจารณาในแนวนอน อักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.14 การเปลี่ยนแปลงปริมาณแอลกอฮอล์ (กรัมต่อลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชา
จากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 4.5.2 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาในระหว่าง
กระบวนการหมักชาด าผสมกระเจี๊ยบ 
  4.5.2.1  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 
และปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด 
   ในวันเริ่มต้นการหมักปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดที่พบในคอมบูชา
จากชาด ามีปริมาณสูงสุด 516.76±3.58 ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.15)  และ
ลดลงตามอัตราส่วนกระเจี๊ยบที่เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 4.15) อยู่ในช่วง 236.57 – 497.32 ไมโครกรัมสมมูล
แกลลิกต่อมิลลิลิตร โดยคอมบูชาจากกระเจี๊ยบมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเฉลี่ยต่ าที่สุด 
236.57±7.93 ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร เมื่อเวลาหมักผ่านไปคอมบูชาจากชาด า, ชาด า
ผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชากระเจี๊ยบมีการเพ่ิมขึ้นของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุดในวันที่ 7 
และลดลงในวันที่ 10 ในวันสุดท้ายของการหมักคอมบูชาจากชาด าและคอมบูชาชาด าผสมกระเจี๊ยบ
อัตราส่วน C8R2 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูง (p < 0.05) มีค่าเท่ากับ 532.47±7.77 
และ 525.63±6.14 ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ แตกต่างทางสถิติกับอัตราส่วนอื่น 
(p < 0.05) 
   ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดที่พบในคอมบูชาแต่ละอัตราส่วน 
(ตารางที่ 4.16) มีแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงสอดคล้องกับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด โดย
คอมบูชาจากชาด ามีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงสุด และลดลงตามอัตราส่วน
กระเจี๊ยบที่เพ่ิมขึ้น (ตารางที่ 4.16) ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดจะเพ่ิมขึ้นและมีปริมาณ
สูงสุดในวันที่ 7 โดยคอมบูชาอัตราส่วน C10R0 C8R2 C7R3 C6R4 C5R5 และ C0R10 มีปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 1216.48±4.10, 978.52±20.50, 811.02±8.04, 770.65±9.71, 
582.41±14.91 และ 217.78±6.67 ไมโครกรัมสมมูลเควอซิทินต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ในวันสุดท้าย
ของการหมักพบว่าคอมบูชาที่ใช้อัตราส่วนชาด า 8 ส่วนผสมกระเจี๊ยบ 2 ส่วน (C8R2) มีปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงที่สุดในคอมบูชาที่มีการผสมชาสองชนิด แต่มีปริมาณน้อยกว่า
คอมบูชาจากชาด า 
   สารแอนโทไซยานินทั้งหมดแสดงดังรูปที่ 4.17 และตารางที่ 4.17 โดยใน
วันที่  0 เมื่อเพ่ิมอัตราส่วนกระเจี๊ยบในคอมบูชาพบว่าปริมาณสารแอนโทไซยานินมีค่าสูงขึ้น 
อย่างมีนัยส าคัญ เนื่องจากกระเจี๊ยบแดงมีปริมาณสารแอนโทไซยานินสูง (Riaz and Chopra, 2018) 
และจากผลการทดลองไม่พบสารแอนโทไซยานินในคอมบูชาจากชาด า เมื่อระยะเวลาการหมักเพ่ิมขึ้น
ปริมาณสารแอนโทไซยานินมีค่าลดลงเรื่อยๆ เนื่องจากสารแอนโทไซยานินเป็นสารที่ไม่เสถียร 
และถูกท าลายได้โดยปัจจัยภายนอก เช่น กรดเบส อุณหภูมิสูง เอนไซม์ และแสง เป็นต้น (Riaz and 
Chopra, 2018; Wu et al., 2018) ซึ่งในคอมบูชามีสภาวะความเป็นกรด และจุลินทรีย์มีการผลิต
เอนไซม์ออกมาซึ่งส่งผลให้สารแอนโทไซยานินสลายตัวได้ง่าย สอดคล้องกับ Wu et al., (2018) 
รายงานว่าสารแอนโทไซยานินในสารสกัดกระเจี๊ยบแดงสามารถเสื่อมสลายในสภาวะที่มีความเป็นกรด  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



79 
 

ตารางที่ 4.15 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร)  ของ 
คอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 
วัน 

สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร) 
อัต

รา
ส่ว

นช
าด

 า 
ผส

มก
ระ

เจ
ี๊ยบ

 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 

C10R0 516.76 ± 3.58A,d 558.63 ± 5.24A,b 615.61 ± 7.84A,a 532.47 ± 7.77A,c 

C8R2 497.32 ± 2.01B,c 507.32 ± 9.61B,c 571.24 ± 3.59B,a 525.63 ± 6.14A,b 
C7R3 473.84 ± 3.98C,c 475.40 ± 5.13C,c 558.33 ± 6.40C,a 486.21 ± 5.94B,b 
C6R4 471.97 ± 5.20C,b 473.96 ± 9.78C,b 525.34 ± 6.16D,a 480.85 ± 5.28B,b 
C5R5 404.76 ± 7.13D,c 433.95 ± 8.70D,b 460.54 ± 6.27E,a 413.12 ± 4.07C,c 
C0R10 236.57 ± 7.93E,b 249.05 ± 4.04E,a 251.01 ± 2.54F,a 220.53 ± 6.50D,c 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อ
มิลลิลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจาก
กระเจี๊ยบ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.16 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (ไมโครกรัมสมมูลเควอซิทินต่อมิลลิลิตร) 

ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

10 วัน 

สารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (ไมโครกรัมสมมูลเควอซิทินต่อมิลลิลิตร) 

อัต
รา

ส่ว
นช

าด
 า 

ผส
มก

ระ
เจ

ี๊ยบ
 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 

C10R0 1023.61± 5.88A,c 1069.45± 16.02A,b 1216.48 ± 4.10A,a 993.93 ± 23.63A,d 

C8R2 736.67 ± 8.82B,d 854.72 ± 4.44B,b 978.52 ± 20.50B,a 779.72 ± 5.46B,c 
C7R3 702.41 ± 6.44C,c 746.11 ± 4.75C,b 811.02 ± 8.04C,a 630.93 ± 1.16C,d 
C6R4 680.19 ± 7.23D,c 740.00 ± 12.62C,b 770.65 ± 9.71D,a 595.00 ± 4.81D,d 
C5R5 506.11 ± 8.39E,c 576.48 ± 3.78D,b 582.41 ± 14.91E,a 443.33 ± 3.33E,d 
C0R10 142.41 ± 5.48F,c 245.93 ± 27.90E,b 217.78 ± 6.67F,a 148.89 ± 3.33F,c 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  4.16 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้ งหมด (ไมโครกรัมสมมูล 
เควอซิทินต่อมิลลิลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอม
บูชาจากกระเจี๊ยบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.17 ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด (มิลลิกรัมสมมูลไซยานิดิน -3-กลูโคไซด์ 

ต่อมิลลิลิตร) ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ  หมักที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 วัน 

สารแอนโทไซยานินทั้งหมด (มิลลิกรัมสมมูลไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์ต่อมิลลิลิตร) 

อัต
รา

ส่ว
นช

าด
 า 

ผส
มก

ระ
เจ

ี๊ยบ
 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 

C10R0 0.00 ± 0.00F,b 0.06 ± 0.02E,a 0.01 ± 0.01F,b 0.00 ± 0.01F,b 

C8R2 1.10 ± 0.06E,a 1.11 ± 0.02D,a 0.89 ± 0.06E,b 0.70 ± 0.03E,c 
C7R3 1.49 ± 0.09D,a 1.29 ± 0.05D,b 1.12 ± 0.03D,c 1.04 ± 0.04D,c 
C6R4 2.06 ± 0.07C,a 1.93 ± 0.08C,a 1.64 ± 0.11C,b 1.24 ± 0.09C,c 
C5R5 3.56 ± 0.03B,a 3.06 ± 0.16B,b 2.57 ± 0.09B,c 2.26 ± 0.06B,d 
C0R10 8.33 ± 0.15A,a 7.91 ± 0.21A,b 6.41 ± 0.12A,c 5.44 ± 0.09A,d 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 
 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.17 การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด (มิลลิกรัมสมมูลไซยานิดิน-3- 
กลูโคไซด์ต่อมิลลิลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอม
บูชาจากกระเจี๊ยบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  4.5.2.2  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS 
   ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS แสดงดังตารางที่ 
4.18 โดยรายงานค่าความเข้มข้นของคอมบูชาที่สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) จากผล
การทดลองพบว่าวันเริ่มต้นของการหมักค่า IC50 ของ DPPH ในคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ
อัตราส่วน C8R2, C7R3 และ C6R4 มีค่า IC50 สูงที่สุดเท่ากับ 1.87 ± 0.08, 1.88 ± 0.04 และ 1.91 
± 0.07 มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และเมื่อเวลาหมักเพ่ิมขึ้นพบว่า 
ค่า IC50 ในคอมบูชาทุกอัตราส่วนมีค่าสูงขึ้น (รูปที่ 4.18) โดยวันสุดท้ายของการหมักคอมบูชาผสม
กระเจี๊ยบในอัตราส่วน C8R2 มีค่า IC50 สูงสุดเท่ากับ 3.06 ± 0.07 มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อ
มิลลิลิตร สอดคล้องกับค่า IC50 ของอนุมูลอิสระ ABTS พบว่ามีค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อเวลาในการหมักเพ่ิมขึ้น 
แสดงดังรูปที่ 4.19 แสดงให้เห็นความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS เพ่ิมขึ้นตาม
ระยะเวลาการหมัก โดยในวันสุดท้ายของการหมักค่า IC50 ของ ABTS สูงที่สุดในคอมบูชาชาด าผสม
กระเจี๊ยบอัตราส่วน C8R2 เท่ากับ 3.44 ± 0.22 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร รองลงมาเป็น
คอมบูชาจากชาด ามีค่า IC50 เทียบกับสารมาตรฐานเท่ากับ 2.37 ± 0.03 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อ
มิลลิลิตร(ตารางท่ี 4.19)  
   จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
มาจากชาด าเป็นหลัก ซึ่งคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ (C0R10) มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ า
กว่าคอมบูชาจากชาด า (C10R0) อาจเนื่องมาจากในชาด าประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ชีวภาพหลาย
ชนิด เช่น สารฟลาโวนอยด์, สารฟีนอลิก และกลุ่มสารประกอบโพลีฟีนอลิก 6 กลุ่ม (Naveed et al., 
2018) ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสารประกอบชีวภาพ (ตารางที่ 4.15) โดยค่าเหล่านี้ส่งผลต่อค่า IC50 
ของคอมบูชา 
   คอมบูชาที่ใช้ชาด าผสมกระเจี๊ยบอัตราส่วน C8R2 พบว่ามีค่า IC50 สูงกว่า 
ในคอมบูชาจากชาด า อาจเนื่องมาจากนอกเหนือจากสารแอนโทไซยานินแล้ว สารที่พบได้ในกระเจี๊ยบ
แดง เช่น กรดแอสคอร์บิก (C) ไรโบฟลาวิน (B2) ไนอะซิน (B3) (Riaz and Chopra, 2018) ล้วนเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ เมื่อใช้กระเจี๊ยบแดงร่วมกับชาด าในอัตราส่วนชาด าต่อกระเจี๊ยบ C8R2, C7R3 
และ C6R4 ท าให้ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ในวันเริ่มต้นการหมักสูง
กว่าจนถึงใกล้เคียงกับการใช้ชาด าเพียงอย่างเดียวในการผลิตคอมบูชาที่หมักด้วยเชื้อบริสุทธ์ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Sun et al., (2015) ที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของชาด าผสมต้นอ่อนข้าวสาลีในอัตราส่วนต่างๆ พบว่าเมื่อ
เพ่ิมปริมาณต้นอ่อนข้าวสาลีและลดปริมาณชาด าลง ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ  DPPH, ABTS และ 
ORAC สูงขึ้น สอดคล้องกับปริมาณสารประกอบทางชีวภาพที่สูงขึ้น จากผลวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นที่
ใช้ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ดังนั้นจึงท าการเลือกอัตราส่วนชาด าผสมกระเจี๊ยบ  
8 ต่อ 2 C8R2 (ชาด าร้อยละ 0.8 และกระเจี๊ยบร้อยละ 0.2 โดยปริมาตร) ที่หมักด้วยเชื้อผสม B8Y2  
(A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วน 8 ต่อ 2 ส่วน) ศึกษาในหัวข้อต่อไป 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.18 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (มิลลิกรัมสมมูลแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร) 
ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
10 วัน 

ความเข้มข้นของคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ร้อยละ 50 (IC50) 
(มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร) 

อัต
รา

ส่ว
นช

าด
 า 

ผส
มก

ระ
เจ

ี๊ยบ
 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 

C10R0 1.61 ± 0.13B,c 1.81 ±0.10C,c 2.11 ± 0.04C,b 2.84 ± 0.21AB,a 

C8R2 1.87 ± 0.08A,c 2.31 ±0.23A,c 2.93 ± 0.01A,a 3.06 ± 0.07A,a 
C7R3 1.88 ± 0.04A,d 2.18 ± 0.18AB,c 2.63 ± 0.03B,b 2.98 ± 0.15A,a 
C6R4 1.91 ± 0.07A,c 2.02 ± 0.10BC,bc 2.12 ± 0.02C,b 2.67 ± 0.09B,a 
C5R5 1.56 ± 0.06B,d 1.86 ± 0.11C,c 2.17 ± 0.05C,b 2.65 ± 0.10B,a 
C0R10 0.66 ± 0.01C,d 0.76 ± 0.01D,c 1.14 ± 0.06D,b 1.53 ± 0.07C,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95  

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

-  

 
รูปที่ 4.18 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ร้อยละ 
50 (IC50) (มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชาจากชาด า 
ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.19 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS (มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร) 
ของคอมบูชาจากชาด า ชาด าผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ หมักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
10 วัน 

ความเข้มข้นของคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ร้อยละ 50 (IC50) 
(มิลลิกรัมโทรลอกซต์่อมิลลิลิตร) 

อัต
รา

ส่ว
นช

าด
 า 

ผส
มก

ระ
เจ

ี๊ยบ
 

ระยะเวลาการหมัก (วัน) 

0 3 7 10 

C10R0 1.76 ± 0.03AB,c 1.79 ± 0.03B,c 1.86 ± 0.02B,b 2.37 ± 0.03B,a 

C8R2 1.86 ± 0.05A,b 1.98 ± 0.06A,b 2.07 ± 0.01A,b 3.44 ± 0.22A,a 
C7R3 1.78 ± 0.12A,b 1.82 ± 0.06B,b 1.91 ± 0.04B,b 2.07 ± 0.04C,a 
C6R4 1.65 ± 0.05B,c 1.68 ± 0.05C,c 1.88 ± 0.16B,b 2.05 ± 0.04C,a 
C5R5 1.40 ± 0.01C,c 1.50 ± 0.03D,b 1.52 ± 0.03C,b 1.90 ± 0.06C,a 
C0R10 0.51 ± 0.01D,d 0.58 ± 0.04E,c 0.82 ± 0.02D,b 0.93 ± 0.01D,a 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 

 

 
รูปที่ 4.19 การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของคอมบูชาที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ร้อยละ 
50 (IC50) (มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร) ระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชาจากชาด า ชาด า
ผสมกระเจี๊ยบ และคอมบูชาจากกระเจี๊ยบ 
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4.6  ผลของปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินในการท าผงแห้งของคอมบูชาด้วยวิธีท าแห้งแบบแช่เยือก
แข็ง (Freeze dried) 
 เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนารูปแบบเครื่องดื่มคอมบูชาให้มีความแตกต่างจากรูปแบบเดิม จึง
ได้พัฒนาเป็นเครื่องดื่มรูปแบบผงชงดื่ม โดยเติมมอลโตเดกซ์ทรินในปริมาณร้อยละ 10, 15 และ 20 
โดยน้ าหนัก และน าไปแช่เยือกแข็ง ผลการวิเคราะห์คุณภาพทางกายภาพ เคมี และฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระของเครื่องดื่มก่อนและหลังท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งพบว่า 
 
 4.6.1  คุณภาพทางเคมีและภายภาพของคอมบูชาก่อนและหลังกระบวนการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง รวมทั้งปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ภายหลังกระบวนการท าแห้ง 
  น าคอมบูชาผง (หลังกระบวนการท าแห้ง) มาท าการละลายน้ า ตรวจสอบคุณภาพทาง
เคมีเปรียบเทียบกับเครื่องดื่มคอมบูชาก่อนท าแห้ง ผลการวิเคราะห์แสดงดังตารางที่ 4.20 จากการ
เพ่ิมปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินในคอมบูชาก่อนน าไปท าแห้งพบว่า ค่าพีเอชไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
และไม่ส่งผลต่อปริมาณกรดทั้งหมดในเครื่องดื่มคอมบูชา สอดคล้องกับงานวิจัยของ Caliskan et al., 
(2015) ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของผงน้ ากีวีเข้มข้นที่ท าแห้งด้วยวิธีการแช่เยือกแข็งและผสมสาร 
มอลโตเดกซ์ตรินร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก พบว่าค่าพีเอชของน้ ากีวีเข้มข้นที่เติมสารมอลโตเดกซ์ทรินไม่
มีความแตกต่างทางสถิติ (p > 0.05) กับตัวอย่างที่ไม่เติม และค่าพีเอชของผงน้ ากีวีที่ผสมมอลโต- 
เดกซ์ทรินมีค่าสูงกว่าตัวอย่างผงไม่เติมสารมอลโตเดกซ์ทริน 
  เมื่อวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในเครื่องดื่มคอมบูชาก่อนท าแห้งพบว่ามีค่าเพ่ิมขึ้น
ตามปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินที่ผสมลงไปโดยคอมบูชาที่ผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 
มีปริมาณน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 167.16±0.74, 228.19±1.03 และ 276.89±0.90 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ จากการผสมมอลโตเดกซ์ทรินลงในเครื่องดื่มคอมบูชาเป็นการเพ่ิมปริมาณร้อยละของ
ของแข็งในเครื่องดื่ม ส่งผลให้ปริมาณร้อยละของของเหลวลดลง เมื่อวิเคราะห์ค่าความชื้นพบว่า
ความชื้นลดลงตามปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินที่เติมลงไป 
  เมื่อคอมบูชาผ่านท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dried) พบว่าคอมบูชาที่ผสมมอลโต
เดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 มีปริมาณกรดทั้งหมด 11.7±0.60, 9.97±0.55, 9.76±0.85 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ ซึ่งลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับก่อนท าแห้ง สอดคล้องกับค่าพีเอช 
ที่เพ่ิมขึ้น การท าแห้งแบบแช่เชือกแข็งใช้หลักการระเหิดน้ าในสถานะของแข็งออกจากผลิตภัณฑ์ท าให้
ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีลักษณะรูพรุน (Nowak and Jakubczyk, 2020) ซึ่งนอกจากน้ าแข็งแล้วสารระเหย
และกรดอินทรีย์บางส่วนก็ระเหยออกไปเช่นกัน (Caliskan et al., 2015) ท าให้ปริมาณกรด 
ที่วัดได้มีค่าลดลง สอดคล้องกับการศึกษาของ Zhang et al., (2020) ศึกษาปริมาณสารระเหย
คงเหลือในน้ าลูกยอหมัก ท าแห้งด้วยวิธีแช่เยือกแข็ง (Freeze dried) พบว่าปริมาณสารระเหย เช่น 
กรดอะซิติก กรดบิวทาโนอิก หลังผ่านกระบวนการท าแห้งมีปริมาณลดลง  
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ตารางที่ 4.20 ลักษณะทางเคมีของคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบอัตราส่วน 8 ต่อ 2 หมักด้วยเชื้อ 
A. pasteurianus AJ605 และ Z. bailii YN403 อัตราส่วน 8 ต่อ 2 เป็นเวลา 10 วัน ก่อนและหลัง
ท าแห้งด้วยวิธีท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dried) 

 มอลโตเดกซ์ทริน 
(ร้อยละ) 

ก่อนท าแห้ง หลังท าแห้ง 

พีเอช 
10 2.46±0.02a,1 2.60±0.01C,2 
15 2.51±0.02a,1 2.72±0.01B,2 
20 2.53±0.02a,1 2.74±0.01A,2 

ปริมาณกรดทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

10 17.96±0.33a,1 11.7±0.60A,2 
15 17.17±0.90a,1 9.97±0.55B,2 
20 16.98±0.59a,1 9.76±0.85B,2 

น้ าตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

10 167.16±0.74c,1 165.48±0.88C,2 
15 228.19±1.03b,1 225.18±1.10B,2 
20 276.89±0.90a,2 269.73±3.58A,2 

ความชื้น (ร้อยละ) 
10 86.76±0.03a 4.72±0.17A 
15 81.91±0.01b 4.70±0.48A 
20 78.50±0.02c 3.49±0.04B 

ปริมาณน้ าอิสระ 
10 0.987±0.02a 0.256±0.005A 
15 0.985±0.02a 0.255±0.009A 
20 0.980±0.00b 0.251±0.003A 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์เล็ก แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละปัจจัย
ก่อนท าแห้ง และตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละปัจจัยหลัง
ท าแห้งที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  

- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวเลขที่ต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ระหว่างตัวอย่างคอมบูชาก่อนท าแห้งและหลังท าแห้ง   

 
ค่าความชื้นของเครื่องดื่มคอมบูชาพบว่าปริมาณความชื้นลดลงเมื่อปริมาณมอลโต - 

เดกซ์ทรินเพ่ิมขึ้น โดยการเติมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 คอมบูชามีความชื้นร้อยละ 
86.76±0.03, 81.91±0.01 และ 78.50±0.02 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่ามอลโตเดกซ์ทรินเข้าไปเพ่ิม
ปริมาณของแข็งในเครื่องดื่มท าให้ความชื้นลดลง (Caliskan and Dirim, 2015) และหลังกระบวนการ
แช่เยือกแข็ง ผงคอมบูชามีความชื้นอยู่ที่ร้อยละ 4.72±0.17, 4.70±0.48 และ 3.49±0.04 ตามล าดับ 
และมีปริมาณน้ า อิสระเท่ากั บ 0.256±0.005,  0.255±0.009 และ 0.251±0.003 ตามล าดับ 
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ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  และสอดคล้องกับปริมาณความชื้น ผลการวิเคราะห์สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Michalska-Ciechanowska et al., (2020) ท าการเติมมอลโตเดกซ์ทรินลงในน้ าแครน
เบอรี่ร้อยละ 15, 25 และ 35 พบว่าความชื้นผงอยู่ที่ 7.78, 7.23 และ 6.28 และมีค่าปริมาณน้ าอิสระ
เท่ากับ 0.30, 0.40 และ 0.36 ตามล าดับ 

 
ตารางที่ 4.21 ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด (Total plate count) และเชื้อ Esherichia coli และ 
Coliform ในตัวอย่างผงคอมบูชาที่ผสมมอลโตเดกซ์ทรินปริมาณที่แตกต่างกัน 

 
  จากการวิเคราะห์พบว่าปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด (Total plate count) ในตัวอย่าง
ผงคอมบูชาหลังท าแห้งมีค่า <100 CFU/mL และจากการทดสอบปริมาณเชื้อก่อโรค Escherichia 
coli และ Coliform แสดงดังตารางที่ 4.21 ไม่พบการเจริญของจุลินทรีย์ทุกระดับความเจือจาง 
  จ านวนโคโลนีจะถูกรายงานเป็นค่าน้อยกว่าขีดจ ากัดต่ าสุดที่สามารถตรวจได้ ซึ่งมี
ปริมาณน้อยกว่า 10 CFU/mL แสดงให้เห็นว่าการเติมสารโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต์ความเข้มข้น 
200 ppm ในเครื่องดื่มคอมบูชาผสมมอลโตเดกซ์ทรินความเข้มข้นต่างๆ สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์
ในเครื่องดื่มคอมบูชา ให้เป็นไปตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนของกระเจี๊ยบแดงผงส าเร็จรูป (มผช. 
168/2556) 
 
 4.6.2  ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของคอมบูชาก่อนและหลังกระบวนการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง 
  คอมบูชาก่อนท าแห้งมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลงเมื่อเพ่ิมปริมาณ 
มอลโตเดกซ์ทริน แสดงดังตารางที่ 4.22 การเติมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร มีผลให้คอมบูชามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  566.98±3.00, 550.15±7.15 
และ 516.29±7.93 ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ภายหลังผ่านการท าแห้งพบว่า
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดมีค่า 409.78±11.27, 430.83±17.04 และ 413.98±8.51 
ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งลดลงจากก่อนการท าแห้งอย่างมีนัยส าคัญ  
(p < 0.05)  

 
ปริมาณ 

มอลโตเดกซ์ทริน 
(ร้อยละ) 

Total plate count 
(CFU/mL) 

Escherichia coli 
(CFU/mL) 

Coliform 
(CFU/mL) 

คอมบูชา
หลังท าแห้ง 

10 <100 <10 <10 

15 <100 <10 <10 

20 <100 <10 <10 
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  เช่นเดียวกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด พบว่าหลังการ 
ท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง การเติมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 มีปริมาณสารแอนโท- 
ไซยานินลดลงโดยมีค่า 0.41±0.03, 0.39±0.03 และ 0.26±0.01 มิลลิกรัมสมมูลไซยานิดิน -3- 
กลูโคไซด์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Romero-Gonzalez et al. (2020) 
รายงานว่าตัวอย่างผงแห้งสารสกัดผลมากิเบอร์รี่ท าแห้งด้วยวิธีการแช่เยือกแข็ง และผสมสารมอลโต
เดกซ์ทรินมีปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมดต่ ากว่าก่อนท าแห้งประมาณร้อยละ 50 และมีค่าลดลง
อีกเมื่อเพ่ิมปริมาณมอลโตเดกซ์ตรินที่ผสมลงไป จากตารางที่ 4.22 แสดงให้เห็นว่าคอมบูชาที่มีการ
ผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 15 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกคงเหลือสูงสุด และมีสารแอนโท- 
ไซยานินคงเหลือสูงกว่าอัตราส่วนผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 และร้อยละ 20 ซึ่งสอดคล้องกับ
การทดลองของ Michalska-Ciechanowska et al., (2020) วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดของผงน้ าแครนเบอร์รี่ พบว่าที่ความเข้มข้นมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 25 และ 35 มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดต่ ากว่าตัวอย่างที่ผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 15  
 
  การลดลงของสารประกอบชีวภาพหลังผ่านกระบวนการท าแห้งเนื่องมาจากการที่ผง
สัมผัสกับออกซิเจน รวมทั้งการเกิดรูพรุนของผนังสารห่อหุ้มที่เกิดจากการระเหิดของน้ าหลังการท า
แห้ง ท าให้ลดการปกป้องสารประกอบชีวภาพจากปัจจัยภายนอก เช่น ออกซิเจน แสง หรืออุณหภูมิ
ส่ งผลให้ เกิดการสลายของสารประกอบชี วภาพที่ ถู กหุ้ ม ไว้  ( Tkacz et al., 2020)  ดั งนั้ น 
การประเมินความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพภายหลังการท าแห้งจึงน ามาใช้เป็นปัจจัย
หนึ่งในการคัดเลือกปริมาณสารมอลโตเดกซ์ทรินที่เหมาะสมที่ใช้ในการท าแห้งของคอมบูชา  
 
  จากการค านวณค่าความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพ พบว่า ค่า
ความสามารถในการรักษาสารประกอบทั้งสองชนิดมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณมอลโตเดกซ์ทริน 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Estupinan-Amaya et al., (2020) ศึกษาการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
น้ าบลูเบอร์รี่ด้วยการผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 20 – 50 โดยน้ าหนัก พบว่าความสามารถในการ
รักษาสารประกอบฟีนอลิกเพ่ิมขึ้นตามปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินที่ผสมลงไป และการผสมมอลโตเดกซ์
ทรินร้อยละ 30 โดยน้ าหนักมีค่าความสามารถในการรักษาสารแอนโทไซยานินทั้งหมดได้ดีที่สุดคิดเป็น
ร้อยละ 75 จากการทดลองในงานวิจัยนี้ พบว่าสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในตัวอย่างคอมบูชาที่เติม
มอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 และ 15 มีค่าความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพอยู่ที่ร้อยละ 
78.33 – 79.37 ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ในขณะที่ค่าความสามารถในการรักษาสาร 
แอนโทไซยานินไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติในทุกตัวอย่างมีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 59.21 – 63.66 
แสดงดังตารางที่ 4.22 
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 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (IC50) ของเครื่องดื่มคอมบูชาที่ผสม 

มอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 พบว่าค่า IC50 ลดลงตามปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินที่ผสมลง

ไป (ตารางที่ 4.22) โดยค่า IC50 เทียบกับสารมาตรฐานมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) และ

เมื่อน าไปท าแห้งพบว่าค่า IC50 เทียบกับสารมาตรฐานมีค่าลดลง โดยเครื่องดื่มคอมบูชาที่ผสม 

มอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 15 และ 20 มีค่า IC50 เท่ากับ1.86±0.03, 1.87±0.04 และ1.65±0.06 

ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าหลังการท าแห้งเครื่องดื่มคอมบูชามีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ

ลดลง สัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และสารแอนโทไซยานินทั้งหมดที่ลดลงไปหลัง

กระบวนการท าแห้ง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Estupinan-Amaya et al., (2020) รายงานการ

ลดลงของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด สารแอนโทไซยานินทั้งหมด และความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH ในผงน้ าแอนเดียนเบอร์รี่ที่ได้จากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง โดยมีค่า

ลดลงเมื่อเพ่ิมปริมาณมอลโตเดกซ์ทรินมากขึ้น  เช่นเดียวกับปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด  

และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของผงน้ าหมากเม่าที่มีแนวโน้มลดลงเมื่อเพ่ิม

ปริมาณมอลโตเดกซ์ทริน (Suravanichnirachorn et al., 2018) ทั้งนี้จากตาราง 4.22 แสดงให้เห็น

ว่าคอมบูชาผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 10 และ 15 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า

คอมบูชาผสมมอลโตเดกซ์ทรินปริมาณร้อยละ 20 อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  

 

  จากผลการวิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบชีวภาพในคอมบูชาหลังผ่านการท าแห้ง 
เมื่อพิจารณาค่าความสามารถในการรักษาสารประกอบชีวภาพ รวมไปถึงความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH จึงท าการคัดเลือกเครื่องดื่มคอมบูชาที่มีการเติมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 15 
ทดสอบทางประสาทสัมผัสต่อไป 
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ตารางที่ 4.22 ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบผสมกับสารมอลโตเดกซ์ทรินก่อน
และหลังการท าผงแห้ง  

  
ปริมาณ 

มอลโตเดกซ์ทริน 
(ร้อยละ) 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(ไมโครกรัมสมมูลแกลลิกต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด 
(มิลลิกรัมสมมูลไซยานิดิน-3-กลูโค

ไซด์ต่อมิลลิลิตร) 
ความเข้มข้นของคอมบูชาที่สามารถ
ยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH 50% (IC50) 

เทียบกับสารมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสตอร์บิกต่อ

มิลลิลิตร)  

ความสามารถใน
การรักษา

สารประกอบ
ชีวภาพ (ร้อยละ) 

 

 ความสามารถ
ในการรักษา
สารประกอบ

ชีวภาพ (ร้อยละ) 

คอมบูชาก่อนท าแห้ง 
10 566.98±3.00a,1 100 0.69±0.02a,1 100 2.51±0.03a,1 
15 550.15±7.15b,1 100 0.64±0.03a,1 100 2.39±0.04ab,1 
20 516.29±7.93c,2 100 0.42±0.05b,1 100 2.31±0.12b,1 

คอมบูชาหลังท าแห้ง 
10 409.78±11.27A,2 73.02±1.75B 0.41±0.03A,2 59.21±3.52A 1.86±0.03A,2 
15 430.83±17.04A,2 78.33±1.68A 0.39±0.03A,2 61.15±4.26A 1.87±0.04A,2 
20 413.98±8.51A,2 79.37±1.99A 0.26±0.01B,2 63.66±8.58A 1.65±0.06B,2 

- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์เล็กต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในกลุ่มคอมบูชาก่อนท าแห้ง ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
- พิจารณาในแถวแนวตั้ง ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในกลุ่มคอมบูชาหลังท าแห้ง ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
- พิจารณาในแถวแนวนอน ตัวเลขที่ต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างตัวอย่างคอมบูชาก่อนท าแห้งและหลังท าแห้ง ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95
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 4.7 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 หลังจากท าการเลือกอัตราส่วนที่เหมาะสมของเชื้อแบคทีเรียต่อยีสต์, ชาด าต่อกระเจี๊ยบ และ
ปริมาณสารมอลโตเดกซ์ทรินที่ใช้แล้ว น าตัวอย่างจ านวน 3 ตัวอย่าง คือ คอมบูชาจากชาด า (C10R0) 
หมักด้วยหัวเชื้อแบคทีเรียต่อยีสต์ (B8Y2) (ตัวอย่างที่ 1) คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ (C8R2) 
หมักด้วยหัวเชื้อแบคทีเรียต่อยีสต์ (B8Y2) (ตัวอย่างที่ 2) และคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ 
(C8R2) หมักด้วยหัวเชื้อแบคทีเรียต่อยีสต์ (B8Y2) ผสมกับมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 15 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร น าไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งแล้วน ามาคืนรูปให้เป็นของเหลว (ตัวอย่างที่ 
3) 
 ท าการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส และความพึงพอใจด้วยวิธี 9-Point Hedonic 
scale ในด้าน ความใส สี กลิ่น รสชาติ และความชอบโดยรวม โดยให้คะแนน 1 - 9 (ไม่ชอบมากท่ีสุด 
– ชอบมากที่สุด) ขณะทดสอบชิมผู้เข้าร่วมทดสอบต้องดื่มน้ าเปล่าทุกครั้งก่อนชิมตัวอย่างถัดไป ท า
การประเมินในกลุ่มนักศึกษาอายุระหว่าง 19 – 25 ปี ที่มีความสนใจในเครื่องดื่มสุขภาพ จ านวน 30 
คน ซึ่งผลการส ารวจแสดงดังรูปที่ 4.20  
 
ตารางท่ี 4.23 ผลคะแนนการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสของเครื่องดื่มคอมบูชา 

 
คอมบูชาจากชาด า 

(ตัวอย่างที่ 1) 

คอมบูชาจากชาด า
ผสมกระเจี๊ยบ  
(ตัวอย่างที่ 2) 

คอมบูชาจากชาด าผสม
กระเจี๊ยบ-หลัง Freeze 
dried (ตัวอย่างที่ 3) 

ความใส 7.03 ± 1.33b 7.00 ± 1.08b 7.97 ± 0.77a 

สี 6.60 ± 1.45b 7.63 ± 1.00a 7.87 ± 1.01a 

กล่ิน 5.33 ± 2.31b 7.00 ± 1.72a 6.33 ± 1.75a 

รสชาติ 5.70 ± 2.15b 6.13 ± 1.81b 7.47 ± 1.55a 

ความชอบโดยรวม 6.17 ± 1.88b 6.93 ± 1.34a 7.53 ± 1.07a 

พิจารณาในแถวแนวนอน อักษรต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 
 
 4.7.1 ด้านความใส 
 จากตารางที่ 4.23 ผลการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสในด้านความใสพบว่าตัวอย่าง
ผงคอมบูชาที่น าถูกน ามาคืนรูปเป็นเครื่องดื่มคอมบูชา (ตัวอย่างที่ 3) มีคะแนนความใสเท่ากับ 7.97 
ซึ่งสูงกว่าคอมบูชาจากชาด าและคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ (ตัวอย่างที่ 1 และ 2) ซึ่งมีคะแนน
ความใสใกล้เคียงกันเท่ากับ 7.03 และ 7.00 ตามล าดับ แนวโน้มคะแนนประเมินด้านความใส 
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ของคอมบูชาสอดคล้องกับคะแนนประเมินความใสของซุปผักที่ผ่านการแช่ เยือกแข็งและน าไปคืนรูป 
โดยภายหลังคืนรูปมีคะแนนความใสสูงกว่าซุปที่เตรียมสด (Jakubczyk and Jaskulska, 2021)  
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.20 คะแนนการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสของคอมบูชาจากชาด า คอมบูชาจากชาด า
ผสมกระเจี๊ยบ และผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ 
 
 4.7.2 ด้านสี 
  คะแนนการประเมินคุณภาพในด้านสีของคอมบูชาพบว่าคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่
ไม่ผ่านการท าแห้ง และที่ผ่านการท าแห้งมีคะแนนด้านสีสูงกว่าคอมบูชาจากชาด า อาจเนื่องมาจาก
คอมบูชาผสมกระเจี๊ยบทั้งก่อนและหลังท าแห้ง มีสีแดงจากกระเจี๊ยบซึ่งได้รับการยอมรับจากผู้บริโภค
มากกว่าสีน้ าตาลซึ่งพบในคอมบูชาจากชาด า ซึ่งการผสมสมุนไพรหรือผลไม้ที่มีสีจะช่วยปรับปรุง
คุณภาพด้านสี สอดคล้องกับงานวิจัยของ Osiripan and Apisittiwong (2021) รายงานว่าคอมบูชา
จากชาอู่หลงผสมน้ าทับทิม และคอมบูชาจากชาอู่หลงผสมน้ าสัปปะรดมีคะแนนการยอมรับด้านสีสูง
กว่าคอมบูชาผสมน้ าแอปเปิ้ล  โดยผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่ถูกน ามาคืนรูป (ตัวอย่างที่ 3) 
มีคะแนนสูงที่สุดเท่ากับ 7.87 คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบ (ตัวอย่างที่ 2) มีคะแนน 7.63 และ
คอมบูชาจากชาด ามีคะแนนด้านสีต่ าสุดเท่ากับ 6.60 แสดงดังตารางที่ 4.23 
 4.7.3 ด้านกลิ่น 
  คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่ไม่ผ่านการท าแห้ง (ตัวอย่างที่ 2) มีคะแนนการประเมิน
คุณภาพทางประสาทสัมผัสด้านกลิ่นสูงที่สุดเท่ากับ 7.00 รองลงมาเป็นผงคอมบูชาจากชาด าผสม
กระเจี๊ยบที่น ามาคืนรูป (ตัวอย่างที่ 3) มีคะแนนเท่ากับ 6.33 โดยคอมบูชาจากชาด าได้คะแนนด้าน
กลิ่นน้อยที่สุดเท่ากับ 5.33 แสดงดังตารางที่ 4.23 คะแนนการประเมินคุณภาพด้านกลิ่นของคอมบูชา
จากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่ไม่ผ่านการท าแห้งได้คะแนนสูงที่สุดอาจเนื่องมาจาก ตัวอย่างนี้ไม่ได้ผ่าน
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กระบวนการที่ท าให้ผลิตภัณฑ์สูญเสียกลิ่นไป เพราะเมื่อท าเป็นผงแห้ง (ตัวอย่างที่ 3) พบว่าคะแนน
ด้านกลิ่นลดลง และคอมบูชาจากชาด าได้คะแนนประเมินด้านกลิ่นน้อยที่สุด  
  คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบมีคะแนนด้านกลิ่นสู งแต่มีคะแนนด้านรสชาติต่ ากว่าผง
คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่น ามาคืนรูป อาจเนื่องมาจากระหว่างกระบวนการท าแห้งสาร
ระเหยต่างๆ ที่อยู่ในคอมบูชา เช่น กรดอินทรีย์ หรือสารที่ให้กลิ่นรสอ่ืนๆ ระเหยออกจากตัวอย่างท า
ให้ผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่น ามาคืนรูปมีกลิ่นน้อยกว่าคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่
ไม่น าไปท าแห้ง สอดคล้องกับการศึกษาของ Zhang et al., (2020) แสดงให้เห็นว่าภายหลังการท า
แห้งแบบแช่เยือกแข็ง กรดอินทรีย์ และสารระเหยต่างๆ ในผงน้ าหมักลูกยอมีค่าลดลง  
 4.7.4 ด้านรสชาติ 
  การประเมินคุณภาพด้านรสชาติพบว่าผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่น ามาคืนรูป 
(ตัวอย่างที่ 3) มีคะแนนด้านรสชาติสูงที่สุดเท่ากับ 7.47 รองลงมาเป็นคอมบูชาจากชาด าผสม
กระเจี๊ยบ (ตัวอย่างที่ 2) มีคะแนน 6.13 ตามด้วยคอมบูชาจากชาด ามีคะแนนประเมินด้านรสชาติ
เท่ากับ 5.70 แสดงดังตารางที่ 4.23 
 4.7.5 ความชอบโดยรวม 
  ผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่น ามาคืนรูป (ตัวอย่างที่ 3) มีคะแนนความชอบ
โดยรวมสูงที่สุดเท่ากับ 7.53 รองลงมาเป็นคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบและคอมบูชาจากชาด า 
ซึ่งมีคะแนนความชอบโดยรวมเท่ากับ 6.93 และ 6.17 ตามล าดับ แสดงดังตารางที่ 4.23  
 
  จากผลการประเมินที่ได้พบว่าคอมบูชาที่มีการผสมกระเจี๊ยบแดงมีคะแนนประสาทสัมผัส
ด้านกลิ่น รสชาติ สี สูงกว่าคอมบูชาจากชาด า การผสมสมุนไพรสามารถช่วยเพ่ิมคุณภาพด้านประสาท
สัมผัสของคอมบูชาได้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Shabazi et al., (2018) รายงานผลการทดสอบ
ด้านประสาทสัมผัสของคอมบูชาจากชาเขียวที่มีการผสมสมุนไพร อบเชย กระวาน และไธม์ 
เปรียบเทียบกับคอมบูชาจากชาเขียว ผลการประเมินทางด้านประสาทสัมผัสพบว่าผู้ทดสอบชิมให้
คะแนนคอมบูชาที่ผสมอบเชยในด้านกลิ่น รสชาติ ความเปรี้ยว สี และความชอบโดยรวมสูงกว่าคอม
บูชาจากชาเขียว นอกจากนี้คอมบูชาจากกระวานก็ให้ผลการทดสอบในแง่บวกด้านกลิ่น สี และรสชาติ
เช่นกัน และจากรายงานของ Osiripan and Apisittiwong (2021) ผลการทดสอบด้านประสาท
สัมผัสของคอมบูชาจากชาอู่หลงผสมน้ าแอปเปิ้ล น้ าทับทิม และน้ าสัปปะรด ด้วยวิธี 9-point 
hedonic scale พบว่าคอมบูชาจากชาอู่หลงผสมน้ าแอปเปิ้ลและ คอมบูชาผสมน้ าสัปปะรดมีคะแนน
การยอมรับโดยรวมสูง  
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

 1. การศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของเชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่น ามาใช้ในการหมักคอมบูชา โดยท า

การเติมเชื้อแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Zygosaccharomyces 

bailii YN403 ที่เลี้ยงในอาหารชาด าหวานเป็นเวลา 10 วัน โดยมี 6 อัตราส่วนได้แก่ 10:0 8:2 6:4 

5:5 4:6 2:8 และ 0:10 ลงในชาด าหวาน พบว่าเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 มีการเพ่ิม

จ านวนได้อย่างต่อเนื่อง ในขณะที่เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 เจริญอย่างรวดเร็วในวันที่ 3 และการ

เจริญช้าลงในวันที่ 7 และ 10 ของการหมัก การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี สารประกอบฟีนอกลิก

ทั้งหมด และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก เชื้อแบคทีเรีย A. 

pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 มีการใช้น้ าตาลซึ่งสัมพันธ์กับปริมาณเอทานอล

ที่เพ่ิมขึ้น ปริมาณกรดทั้งหมด (ในรูปกรดอะซิติก) เพ่ิมขึ้นสัมพันธ์กับค่าพีเอชที่ลดลง เมื่อพิจารณา

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด พบว่ามีปริมาณเพ่ิมขึ้นจนถึงวันที่ 7 และลดลงเล็กน้อยในวันที่ 

10 ขณะที่ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS มีค่าเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ จนสิ้นสุดกระบวนการ

หมัก (10 วัน) คอมบูชาหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และเชื้อยีสต์ Z. bailii 

YN403 อัตราส่วน 8:2 มีค่า IC50 ของ DPPH และ ABTS เท่ากับ 2.84±0.21 มิลลิกรัมสมมูลกรด

แอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร และ 2.37±0.03 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ รองลงมา

คืออัตราส่วน 6:4 เท่ากับ 2.67±0.06 มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อมิลลิลิตร และ 2.24±0.08 

มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ จากการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมี และฤทธิ์ในการ

ต้านอนุมูลอิสระ พบว่าคอมบูชาจากชาด าที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย A. pasteurianus AJ605 และ

เชื้อยีสต์ Z. bailii YN403 อัตราส่วน 8:2 เป็นเวลา 10 วัน มีคุณภาพทางเคมีและความสามารถใน

การต้านอนุมูลอิสระเหมาะสมที่จะน าไปปรับปรุงคุณภาพด้วยการผสมกระเจี๊ยบต่อไป 

 2. การศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของกระเจี๊ยบเพื่อปรับปรุงคุณภาพของคอมบูชาที่หมักด้วยเชื้อ

บริสุทธิ์ โดยท าการผสมชาด ากับกระเจี๊ยบแดงในอัตราส่วน  10:0 8:2 7:3 6:4 5:5 และ 0:10 เป็น

เวลา 10 วัน พบว่า กระเจี๊ยบมีผลต่อคุณภาพทางเคมีของคอมบูชา ทั้งนี้ปริมาณสารประกอบฟีนอ

ลิกทั้หมดและแอนไซยานิน รวทั้งความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระมาจากชาด าเป็นหลัก ที่

ระยะเวลาหมัก 10 วัน คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบอัตราส่วน 8:2 มีความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS สูง โดยมีค่า IC50 3.06±0.07 มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิกต่อ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มิลลิลิตร และ 3.44±0.22 มิลลิกรัมสมมูลโทรลอกซ์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังนั้นคอมบูชาจากชาด า

ผสมกระเจี๊ยบอัตราส่วน 8:2 หมักเป็นเวลา 10 วัน มีคุณสมบัติเหมาะสมที่จะน าไปผลิตเป็นเครื่องดื่ม

ต่อไป 

 3. ศึกษาการพัฒนาเครื่องดื่มคอมบูชาด้วยการแปรรูปเป็นผงเครื่องดื่ม โดยใช้วิธีการผสมกับมอล

โตเด็กซ์ทรินซึ่งเป็นสารช่วยท าแห้ง และน าไปท าแห้งด้วยวิธีการแช่เยือกแข็ง พบว่าภายหลังการท า

แห้งความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระลดลง มีการลดลงของปริมาณกรดทั้งหมด (ในรูปของกรดอะ

ซิติก) และปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมดและแอนโทไซยานิน โดยคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่

ผสมมอลโตเดกซ์ทรินร้อยละ 15 สามารถรักษาสารประกอบชีวภาพเหล่านี้ได้ดี และยังมีความสามารถ

ในการต้านอนุมูลอิสระสูง  

 4. หลังจากการศึกษาการพัฒนาเครื่องดื่มด้วยการแปรรูปเป็นผง ท าการประเมินคุณภาพทาง

ประสาทสัมผัสโดยเปรียบเทียบระหว่าง คอมบูชาจากชาด า คอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่ไม่ผ่าน

การท าแห้ง และผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบน ามาละลายเพ่ือคืนรูป พบว่าผู้บริโภคส่วนใหญ่

ให้คะแนนความชอบและความพึงพอใจในผงคอมบูชาจากชาด าผสมกระเจี๊ยบที่น ามาละลาย  โดย

ได้รับคะแนนสูงสุดทั้งในด้าน ความใส สี กลิ่น รสชาติ และความชอบโดยรวม นอกจากนี้จากการ

ประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส ชี้ให้เห็นว่ากระเจี๊ยบแดงสามารถใช้ผสมกับชาด า เพ่ือเพ่ิม

คุณสมบัติด้านประสาทสัมผัสในการหมักคอมบูชาได้   

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

 1. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและแอนโทไซยานินรวมทั้งสารที่ผลิตจาก
เชื้อจุลินทรีย์ อาจท าการวิเคราะห์เพ่ิมเติมด้วยวิธี High-performance liquid chromatography 
(HPLC) เพ่ือน าไปสู่การศึกษาเชิงลึกในกระบวนการหมักคอมบูชาด้วยเชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ต่อไป 
 2. ท าการศึกษาการใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก เพ่ือเพ่ิมประโยชน์ของเครื่องดื่ม
คอมบูชานอกเหนือจากความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ โดยสามารถพัฒนาเครื่องดื่มคอมบูชาให้
มีประโยชน์ต่อสุขภาพเพ่ิมข้ึน 
 3. ศึกษาชนิดของสารที่ช่วยท าแห้ง โดยเป็นสารในกลุ่มพอลิแซ็คคาไรด์ ที่มีคุณสมบัติเป็น 
พรีไบโอติก เพ่ือเพ่ิมประโยชน์ของเครื่องดื่มคอมบูชา และหากใช้ร่วมกับจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
จะสามารถเพ่ิมประโยชน์ให้กับเครื่องดื่มได้มากขึ้น 
 4. หากมีการทดสอบชิมเครื่องดื่มในลักษณะเดียวกับการทดลองนี้ ควรระวังเรื่องค่า pH ที่ต่ าและ
ปริมาณน้ าตาลในผู้ที่มีปัญหาสุขภาพ 
 5. ศึกษาอายุการเก็บรักษาผงเครื่องดื่ม โดยเน้นการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องในภาชนะบรรจุทึบ
แสง ปิดสนิท เพื่อให้สามารถจ าหน่ายเข้าสู่ท้องตลาดได้  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อาหาร DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenical agar)  
 ส่วนประกอบ 
  อาหารสูตรส าเร็จ  DRBC 31.6 กรัม 
  ผงวุ้น   15 กรัม 
  น  ากลั่น   1000 มิลลิลิตร   

ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที     
ด้วยหม้อนึ่งอัดแรงดัน 
2. อาหาร Glucose Yeast extract Calcium carbonate Agar (GYC agar)  
 ส่วนประกอบ 
  กลูโคส  50 กรัม 
  ยีสต์สกัด  10 กรัม 
  แคลเซียมคาร์บอเนต 20 กรัม 
  ผงวุ้น  10 กรัม 
 น  ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที     
ด้วยหม้อนึ่งอัดแรงดัน 
3. สารละลายเปปโตน (Peptone) ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร 
 น าเปปโตน 1 กรัม ละลายในน  ากลั่น 1000 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ด้วยหม้อนึ่งอัดแรงดัน 

4. อาหาร Plate Count Agar (PCA) 
 ส่วนประกอบ 
  อาหารสูตรส าเร็จ PCA 23.5 กรัม 
  น  ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ด้วย
หม้อนึ่งอัดแรงดัน 
5. อาหาร Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YPD agar)  
 ส่วนประกอบ 
  ยีสต์สกัด   10 กรัม 
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 เปปโตน  20 กรัม 
 กลูโคส  20 กรัม 
 วุ้นผง  15 กรัม 
 น  ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ด้วย
หม้อนึ่งอัดแรงดัน 
6. อาหาร Yeast Extract Peptone Dextrose Broth (YPD broth)  

ส่วนประกอบ 
  ยีสต์สกัด   10 กรัม 
 เปปโตน  20 กรัม 
 กลูโคส  20 กรัม 
 น  ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที    
ด้วยหม้อนึ่งอัดแรงดัน 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหท์างจลุชีววิทยา 

 
1. การวิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมด และวิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรีย Acetobacter 
pasteurianus AJ605 
 1.1 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เตรียมอาหาร Glucose Yeast Calcium carbonate agar (GYC agar) ตามสูตร
จากภาคผนวก ก ข้อ 2. เทอาหารลงในจานอาหารปลอดเชื อ เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์ต่อไป 
 1.2 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
  1) น าตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเจือจางแบบ 10-fold dilution ด้วยสารละลาย    
เปปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ที่ระดับความเจือจาง 101 – 106  
  2) ปิเปตสารละลายเจือจางในแต่ละระดับความเข้มข้นปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบน
ผิวหน้าอาหาร GYC agar    
  3) ท าการ spread plate โดยใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลที่ผ่ านการฆ่าเชื อเกลี่ ย
สารละลายเจือจางให้ทั่วผิวหน้าอาหาร น าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 ± 2 เป็นเวลา 3 วัน   
  4) นับจ านวนจุลินทรีย์ที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร และเกิดบริเวณใส (Clear zone) 
รอบโคโลนี ค านวณและรายงานในหน่วย Log CFU/mL  
 
2. การวิเคราะห์จ้านวนยีสต์ทั้งหมด และวิเคราะห์จ้านวนยีสต์ Zygosaccharomyces bailii 
YN403 

2.1 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
การวิเคราะห์จ้านวนยีสต์ทั้งหมด  

 เตรียมอาหารสูตรส าเร็จ DRBC ตามวิธีการในภาคผนวก ก ข้อ 1. เทอาหารใส่จานอาหาร
ปลอดเชื อ เพ่ือใช้ส าหรับการวิเคราะห์ต่อไป 

การวิเคราะห์จ้านวนยีสต์ Zygosaccharomyces bailii YN403  
 เตรียมอาหาร YPD agar ตามสูตรจากภาคผนวก ก ข้อ 6. เทอาหารใส่จานอาหารปลอดเชื อ 
เพ่ือใช้ส าหรับการวิเคราะห์ต่อไป   
 2.2 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
  1) น าตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเจือจางแบบ 10-fold dilution ด้วยสารละลาย   
เปปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ที่ระดับความเจือจาง 101 – 106  
  2) ปิเปตสารละลายเจือจางในแต่ละระดับความเข้มข้นปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบน
ผิวหน้าอาหาร 
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  3) ท าการ spread plate โดยใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลที่ผ่ านการฆ่าเชื อเกลี่ ย
สารละลายเจือจางให้ทั่วผิวหน้าอาหาร น าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 ± 2 เป็นเวลา 5 วัน   

4) นับจ านวนจุลินทรีย์ที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร ค านวณและรายงานในหน่วย Log 
CFU/mL  
 
3. การวิเคราะห์จ้านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (Total plate count)  

3.1 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 เตรียมอาหารสูตรส าเร็จ PCA ตามวิธีการในภาคผนวก ก ข้อ 5. เทอาหารใส่จานอาหาร
ปลอดเชื อ เพ่ือใช้ส าหรับการวิเคราะห์ต่อไป 
 3.2 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
  1) น าตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเจือจางแบบ 10-fold dilution ด้วยสารละลาย   
เปปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ที่ระดับความเจือจาง 101 – 106  
  2) ปิเปตสารละลายเจือจางในแต่ละระดับความเข้มข้นปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบน
ผิวหน้าอาหาร 
  3) ท าการ spread plate โดยใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลที่ผ่ านการฆ่าเชื อเกลี่ย
สารละลายเจือจางให้ทั่วผิวหน้าอาหาร น าจานอาหารไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 ± 2 เป็นเวลา 5 วัน   

4) นับจ านวนจุลินทรีย์ที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร ค านวณและรายงานในหน่วย Log 
CFU/mL  
 
4. การวิเคราะห์จ้านวนเชื้อ E.coli และ Coliform (AOAC 991.14) 
 จ านวนเชื อ E.coli และ Coliform วิเคราะห์โดยใช้แผ่นอาหารส าเร็จรูป Petrifilm™ ยี่ห้อ 
3M รุ่น EC 
 4.1 วิธีการวิเคราะห์ตัวอย่าง 
  1) เปิดแผ่นพลาสติกที่ปิดหน้าอาหารขึ น ปิเปตตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ 0.1 
มิลลิลิตรลงบนแผ่นอาหาร 
  2) ปิดแผ่นพลาสติกลง ใช้แท่นพลาสติกกลมกดที่สารละลายเพ่ือให้ตัวอย่างกระจาย
ทั่วผิวหน้าอาหาร 
  3) บ่มแผ่นอาหารส าเร็จรูปที่อุณหภูมิ 30 ± 2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา
ตรวจนับโคโลนีที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร รายงานในหน่วย CFU/mL 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหท์างเคมี 

 
1. การวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปอะซิติก 
 1.1 สารเคมี 
  1) สารฟีนอล์ฟทาลีน (Phenolpthalein) 
  2) สารโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide : NaOH) 
  3) สารโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (KHP) 
 1.2 การเตรียมสารเคมี 
  1) เตรียมสารละลายฟีนอล์ฟทาลีน ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 
ท าการชั่งสาร ฟีนอล์ฟทาลีน 1 กรัม ละลายด้วยแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ร้อยละ 99.5 ปรับปริมาตรด้วย
ขวดปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร เขย่าให้ผลึกสารฟีนอล์ฟทาลีนละลายจนหมด เก็บรักษา     
ในภาชนะทึบแสง 
  2) เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 โมลาร์ ชั่งสารโซเดียมไฮดรอกไซด์     
4.0 กรัม ละลายในน  ากลั่น และปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรจนครบ 1000 มิลลิลิตร 
  3) เตรียมสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต โดยชั่งสาร 0.100 – 0.150 
กรัม (บันทึกน  าหนักท่ีแน่นอน) ใส่ฟลาสก์ ละลายด้วยน  าปราศจากไอออน 25 มิลลิลิตร 
  1.3 การหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
   1) หยดฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยดลงในสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต    
ที่เตรียมไว้ ไทเทรตด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์จนถึงจุดยุติ สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีชมพู
อ่อน บันทึกปริมาตรของโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ 
   2) ค านวณหาความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์จากสูตร 
 
ความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ (N) =      × 1000 
 
โดย WKHP   = น  าหนักท่ีแน่นอนของสารโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (กรัม) 
 VNaOH   = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
 M.W.KHP = มวลโมเลกุลของสารโพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต เท่ากับ 204.23  
     (กรัมต่อโมล)  
 
2. การวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก 
 2.1 สารเคมี 

WKHP 

M.W.KHP × VNaoH  
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  1) สารฟีนอล  
  2) กรดซัลฟวิริกเข้มข้น 
 2.2 การเตรียมสารเคมี 
  1) เตรียมสารละลายฟีนอล ความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน  าหนักต่อปริมาตร ท าการ
ชั่งสารฟีนอล 5 กรัม ละลายในน  ากลั่น และปรับปริมาณจบครบ 100 มิลลิลิตรด้วยขวดปรับปริมาตร 
  2) น าสารกลูโคสอบไล่ความชื นที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ด้วยตู้อบลมร้อน    
นาน 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าออกมาไว้ให้เย็นในเดซิกเคเตอร์ 
  3) ชั่งสารกลูโคสจากข้อ 1) น  าหนัก 0.10 กรัม ละลายในน  ากลั่น และปรับปริมาตร
ให้ครบ 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร จะได้ความเข้มข้นสารละลายกลูโคสเริ่มต้น 1 มิลลิกรัม     
ต่อมิลลิลิตร 
 2.3 การท้ากราฟมาตรฐานน้้าตาลกลูโคส 
  1) เจือจางสารละลายกลูโคสเป็นความเข้มข้น 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.2, 
0.3, 0.4, และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  2) ปิเปตสารละลายเจือจางกลูโคสในความเข้มข้นต่างๆ และน  ากลั่นเป็นค่าแบลงค์ 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายฟีนอล ความเข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาณ            
1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
  3) ท าการเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร โดยปล่อยลงที่ผิวหน้าของสารผสม 
ในหลอดทดลองโดยตรง ตั งทิ งไว้ 10 นาที  
  4) เขย่าสารในหลอดทดลองด้วยเครื่อง Vortex mixer ตั งทิ งไว้จนครบ 30 นาที 
  5) วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate reader โดยปิเปตสารตัวอย่าง   
ในหลอดทดลองปริมาณ 150 ไมโครลิตร ลงใน 96 well-plate วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
490 นาโนเมตร น าค่าที่วัดได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน  าตาลกลูโคส (x) กับ
ค่าการดูดกลืนแสง (y) แสดงดังรูปที่ ค-1    
 2.4 การวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดในตัวอย่าง (Total sugar) 
  1) เจือจางตัวอย่างด้วยน  ากลั่น 
  2) ปิเปตตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ท าการเติมสาร และวิเคราะห์
เช่นเดียวกับการท ากราฟมาตรฐานน  าตาลกลูโคสในข้อ 1.2 
  3) น าค่าที่วัดได้ค านวณปริมาณน  าตาลทั งหมดในตัวอย่าง โดยแทนค่าลงในสมการ
จากกราฟมาตรฐานกลูโคส (รูปที่ ค-1) 
ปริมาณน  าตาลทั งหมด =   
(กรัมต่อลิตร)   
    

 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร × ความเจือจาง 
ความชันของกราฟมาตรฐานกลูโคส 
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รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานน  าตาลกลูโคส 
 
3. การวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ โดยใช้เครื่อง Gas-Chromatography (GC) 
 3.1 สารเคมี 
  1) สารละลายโพรพานอล 
  2) สารเอทานอลบริสุทธิ์ ความเข้มข้นร้อยละ 99.5 โดยปริมาตร 
 3.2 การเตรียมสารเคมี 
  1) เตรียมสารละลายโพรพานอลความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร ท าการปิเปต
สารโพรพานอล 10 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร เติมน  ากลั่นและปรับปริมาตรจนครบ 100 
มิลลิลิตร  
  2) เตรียมสารละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, 2.0 และ 3.0         
โดยปริมาตร  
 3.3 การท้ากราฟมาตรฐานเอทานอล 
  1) ปิเปตสารละลายเอทานอลความเข้มข้นต่างๆ 500 ไมโครลิตร ลงในขวดเก็บ
สารละลาย (Vial) ขนาด 2 มิลลิลิตร ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์  
  2) เติมสารละลายโพรพานอลความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ลงผสมกับสารละลายเอทานอล ปิดฝาขวดทันที เขย่าสารให้เข้ากัน 
  3) วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (GC) ในสภาวะดังนี  
  - เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี : ยี่ห้อ Shimadzu รุ่น GC-2014  
  - คอลัมน์ : ชนิด capillary รุ่น DB-1 ยี่ห้อ Agilent J&W ขนาดยาว 30 เมตร × 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร สารเคลือบคอลัมน์หนา 5.00 ไมโครเมตร 
  - Carrier gas : แก็สฮีเลียม (Helium) 

y = 4.3304x
R² = 0.9994
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ความเข้มข้นของสารละลายกลูโคส (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)
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  - Flow control Mode : Linear velocity 
  - Detector : ชนิด Flame ionize (FID) อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส 
  - Injection mode : Split ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส 
  - ปริมาณสารที่ฉีด : 0.5 ไมโครลิตร 
  - การตั งค่าโปรแกรมการวิเคราะห์ : เริ่มต้น 60 องศาเซลเซียสนาน 6 นาที และ  
เพ่ิมเป็น 130 องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 20 องศาเซลเซียสต่อนาที นาน 1.5 นาที 
  4) น าค่าที่ได้ค านวณอัตราส่วนระหว่างพื นที่ใต้กราฟของสารละลายโพรพานอล และ
สารละลายเอทานอล เขียนกราฟความสัมพันธ์ของร้อยละความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล
มาตรฐาน (x) และอัตราส่วนพื นที่ใต้กราฟ (y) แสดงดังรูปที่ ค-2   
 

 
รูปที่ ค-2 กราฟมาตรฐานสารละลายเอทานอล  
 
4. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด (Total Phenolic content) 
 4.1 สารเคมี 
  1) สารโฟลินซิโอคาลทิว (Folin-Ciocalteu reagent)   
  2) สารโซเดียมคาร์บอเนต (NaCO3) 
  3) กรดแกลลิก 
 4.2 การเตรียมสารเคมี 
  1) เตรียมสารละลายโฟลินซิโอคาลทิว ความเข้มข้นร้อยละ 7.5 โดยปริมาตร     
โดยปิเปตสารโฟลินซิโอคาลทิว 7.5 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน  ากลั่น 
และปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 

y = 0.0854x
R² = 0.9996

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

อัต
รา

ส่ว
นพ

ื นท
ี่ขอ

ง E
tO

H 
แล

ะ 
n-

pr
op

an
ol

ความเข้มข้นเอทานอล (ร้อยละ)
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  2) เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อ
ปริมาตร ชั่งสารโซเดียมคาร์บอเนต 10 กรัม ละลายด้วยน  ากลั่น และปรับปริมาตรด้วยขวดปรับ
ปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 
  3) เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยชั่งกรดแกลลิก 0.1 กรัม ละลายในน  ากลั่น และปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตร    
จนครบ 100 มิลลิลิตร  
 4.3 การท้ากราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
  1) เจือจางสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 50, 100, 150, 200, 250, 
300, 350, 400, 450 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  2) ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้นต่างๆ 20 ไมโครลิตรลงใน   
96 well-plate และใช้น  ากลั่นเป็นค่าแบลงค์ ท าการเติมสารละลายโฟลินซิโอแคลทิว ความเข้มข้น     
ร้อยละ 7.5 โดยปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลุมของสารละลายมาตรฐาน เขย่าเพลท               
เพ่ือท าปฏิกิริยา ตั งทิ งไว้ 5 นาทีในที่มืด 
  3) เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร           
80 ไมโครลิตร เขย่าเพลทแล้วตั งทิ งไว้ 30 นาทีในที่มืดเพ่ือท าปฏิกิริยา    
  4) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate 
reader น าค่าที่ได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 
(x) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร (y) แสดงดังรูปที่ ค-3 

 
รูปที่ ค-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก 

y = 0.0044x
R² = 0.9997
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ความเข้มข้นสารละลายกรดแกลลิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)
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5. การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (Total flavonoid content) 
 5.1 สารเคมี 
  1) สารโซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) 
  2) สารอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ (AlCl3) 
  3) สารโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
  4) สารเควอซิทิน (Quercetin) 
  5) เมทานอล 
 5.2 การเตรียมสารเคมี 
  1) เตรียมสารลายโซเดียมไนไตรท์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 
โดยท าการชั่งสารโซเดียมไนไตรท์ 3 กรัม ละลายในน  ากลั่น และปรับปริมาตรด้วยน  ากลั่นจนครบ   
100 มิลลิลิตรด้วยขวดปรับปริมาตร 
  2) เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน  าหนักต่อ
ปริมาตร ท าการชั่งสารอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ 3 กรัม ละลายสารในน  ากลั่น ท าการปรับปริมาตร 
ด้วยน  ากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตรด้วยขวดปรับปริมาตร 
  3) เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมล โดยท าการชั่งสาร
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 4 กรัม ละลายในน  ากลั่น 25 มิลลิลิตร แล้วจึงท าการปรับปริมาตรให้ครบ      
100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร 
 5.3 การท้ากราฟมาตรฐานสารเควอซิทิน 
  1) เตรียมสารละลายเควอซิทินความเข้มข้น 1×104 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่ง
สารเควอซิทิน 0.1 กรัม ละลายในเมทานอล ปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร ท าการเจือจาง
สารละลายเป็นความเข้มข้นต่างๆ ดังนี  0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 
1800 และ 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  2) ปิเปตสารละลายเควอซิทิน 100 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครทิวป์ เติมน  ากลั่น 
400 ไมโครลิตร ท าการเติมสาระลายโซเดียมไนไตรท์ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยน  าหนักต่อปริมาตร 
30 ไมโครลิตร เขย่าสารให้เข้ากัน บ่มสาร 5 นาที  

3) ท าการเติมสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดย
น  าหนักต่อปริมาตร 30 ไมโครลิตร เขย่าสารให้เข้ากันและบ่มนาน 6 นาที  

4) เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
และเติมน  ากลั่น 240 ไมโครลิตร เขย่าสารให้เข้ากัน 
  5) ท าการปิเปตสารละลายที่ท าปฏิกิริยาแล้วใส่ลงใน 96 well-plate ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตรด้วยเครื่อง Microplate reader  
น าค่าที่ได้สร้างความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายเควอซิทิน (x) และค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร (y)   
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รูปที่ ค-4 กราฟมาตรฐานสารละลายเควอซิทิน 
 
6. การวิเคราะห์ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด (Total anthocyanin content) 
 6.1 สารเคมี 
  1) โซเดียมอะซิเตรต ไตรไฮเดรต (Sodium acetate trihydrate; 
CH3COONa·3H2O) 
  2) กรดอะซิติก (Gracial acetic acid) 
  3) โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 
  4) กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (HCl) 
 6.2 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 
  1) สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตตความเข้มข้น 0.4 โมล ความเป็นกรดเบส  
4.5 ปริมาณสารโซเดียมอะซิเตต ไตรไฮเดรต (มวลโมเลกุล 136.08 กรัมต่อโมล) แทนค่าในสูตร 
 
   g =  
       

  = 27.22 กรัม  
  ชั่งสารโซเดียมอะซิเตต 27.22 กรัม ละลายสารในน  ากลั่น ปรับปริมาตรให้ครบ    
500 มิลลิลิตร น าไปปรับค่าความเป็นกรดเบสด้วยกรดอะซิติก จนได้ค่ากรดเบสเท่ากับ 4.5  

2) สารละลายบัฟเฟอร์โพแทสเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.025 โมล ความเป็นกรด 
เบส 1.0 (มวลโมเลกุล 74.55 กรัมต่อโมล) แทนค่าในสูตร 

y = 0.0003x
R² = 0.9997
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(136.08 × 0.4 × 500) 
1000 
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g = 
  
  = 0.93 กรัม  

 ชั่งสารโพแทสเซียมคลอไรด์ 0.93 กรัม ละลายสารในน  ากลั่น ปรับปริมาตรให้ครบ 500 
มิลลิลิตร น าไปปรับค่าความเป็นกรดเบสด้วยสารไฮโดรคลอริก (HCL) เข้มขน้ จนได้ค่ากรดเบสเท่ากับ 
1.0 
 
7. การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging 
 7.1 สารเคมี 
  1) 2,2-diphynyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
  2) กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) 
  3) สารเอทานอลบริสุทธิ์ ความเข้มข้นร้อยละ 99.5 โดยปริมาตร 
 7.2 การเตรียมสารเคมี 
   1) เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ (มวลโมเลกุล 394.32 
กรัมต่อโมล) แทนค่าในสูตร 

     g = 
394.32 × 0.2 × 100

1000
 

       = 7.886 มิลลิกรัม  
  ชั่งสาร DPPH 7.886 มิลลิกรัม ละลายในแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ร้อยละ 99.5 ปรับปริมาตรให้
ครบ 100 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะทึบแสง 
  2) เตรียมสารละลายกรดแอสคอร์บิกความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร     
ชั่งกรดแอสคอร์บิก 10.0 มิลลิกรัม ละลายในน  ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วยขวดปรับ
ปริมาตร 
 7.3 การท้ากราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 
  1) เจือจางสารละลายกรดแอสคอร์บิกเป็นความเข้มข้นต่างๆ ดังนี  0.1, 0.09, 0.08, 
0.07, 0.06, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02 และ 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  2) ปิเปตสารละลายกรดแอสคอร์บิกความเข้มข้นต่างๆ 50 ไมโครลิตรลงใน 96 
well-plate และปิเปตเอทานอลบริสุทธ์เป็นค่าแบลงค์ เติมสารละลายอนุมูลอิสระ DPPH 150 
มิลลิลิตร ตั งทิ งไว้ในที่มืด 30 นาที  
  3) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate 
reader ค านวณกิจกรรมในการยับยั งอนุมูลอิสระของกรดแอสคอร์บิกที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้
สมการ 

(74.55 × 0.025 × 500) 
1000 
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กิจกรรมในการยับยั งอนุมูลอิสระของกรดแอสคอร์บิก (ร้อยละ) 
 
    =     × 100 
 

โดย  ∆Acontrol = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูลอิสระ DPPH กับค่า 

         การดูดกลืนแสงของเอทานอล ค านวณจาก Acontrol – Blankcontrol 

 ∆Asample = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของกรดแอสคอร์บิกเจือจางที่ถูกกระตุ้นด้วย 

         สารละลาย DPPH กับค่าการดูดกลืนแสงของกรดแอสคอร์บิกเจือจางผสมกับ 
         เอทานอล ค านวณจาก Asample – Blanksample 
 น าค่าที่ค านวณได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิก 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) (x) กับกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) (y) สร้างสมการความสัมพันธ์
เพ่ือหาค่าความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิก (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระ DPPH 
ได้ร้อยละ 50 (y = 50%) (Inhibitory concentration at 50% : IC50) 

 
รูปที่ ค-5 กราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 
 
 จากสมการความสัมพันธ์  y = 6.8561x 
 แทนค่า y = 0.5 จะได้  x = 0.5 / 6.8561 
     x = 0.073 
 ดังนั น ความเข้มข้นของกรดแอสคอร์บิก 0.073 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีกิจกรรมการยับยั ง
อนุมูลอิสระร้อยละ 50 (IC50 Ascorbic acid = 0.073) 
 

y = 6.8561x
R² = 0.9991
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8. การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS radical scavenging 
 8.1 สารเคมี 
  1 )  2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 
salt (ABTS) 
  2) สารโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 

3) สารโทรลอกซ์ (Trolox) 
 8.2 การเตรียมสารเคมี 
  1) เตรียมสารละลายอนุมูลอิสระ ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ (มวลโมเลกุล 
514.62 กรัมต่อโมล) ค านวณจากสูตร 

g

MW.
=  

CV

1000
    ……..(1) 

 
โดย  g  = น  าหนักของสารที่ต้องชั่ง (กรัม) 
  MW. = มวลโมเลกุล (กรัมต่อโมล) 
  C = ความเข้มข้นของสารที่ต้องการเตรียม (โมลต่อลิตร) 
  V = ปริมาตรสารที่ต้องการเตรียม 

  แทนค่าในสูตร   g = 
514.62 × 7× 10

1000
  

        = 36.02 มิลลิกรัม  
  ชั่งสาร ABTS 36.02 มิลลิกรัม ละลายในน  ากลั่น ปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร 
    2) เตรียมสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (มวลโมเลกุล 270.322 กรัมต่อโมล)       
ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ แทนค่าในสูตร (1) 

     g = 
270.322 × 2.45× 10

1000
 

       = 6.623 มิลลิกรัม  
  ชั่งสารโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 6.623 มิลลิกรัม ละลายในในน  ากลั่น ปรับปริมาตรด้วยขวด
ปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 
  ผสมสารละลาย ABTS จากข้อ 1) และสารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต จากข้อ 2) ใน

อัตราส่วน 1:1 เก็บไว้ในที่มืดเพ่ือท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 16 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดเป็นสาร ABTSº+ เจือจาง

สาร ABTSº+ ให้ได้ค่าดูดกลืนแสง (Absorbance) 0.7 ± 0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร 
    3) เตรียมสารละลายโทรลอกซ์ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยท าการชั่ง
สารโทรลอกซ์ 10.0 มิลลิกรัม ละลายในน  ากลั่นและปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรจนครบ      
10 มิลลิลิตร  
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 8.3 การท ากราฟมาตรฐานสารโทรลอกซ์ 
  1) เจือจางสารละลายโทรลอกซ์เป็นความเข้มข้นต่างๆ ดังนี  0.03, 0.025, 0.02, 
0.015, 0.01 และ 0.005 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  2) ปิเปตสารละลายโทรลอกซ์ความเข้มข้นต่างๆ 50 ไมโครลิตร และปิเปตน  ากลั่น
เป็นค่าแบลงค์ เติมสารละลายอนุมูลอิสระ ABTS ที่เจือจางแล้ว 150 มิลลิลิตร ตั งทิ งไว้ในที่มืด       
30 นาที  
  3) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate 
reader ค านวณกิจกรรมในการยับยั งอนุมูลอิสระของสารละลายโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้
สมการ 
กิจกรรมในการยับยั งอนุมูลอิสระของสารละลายโทรลอกซ์ (ร้อยละ) 
     
    =     × 100 
 

โดย  ∆Acontrol = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุมูลอิสระ ABTS กับค่า 

         การดูดกลืนแสงของน  ากลั่น ค านวณจาก Acontrol – Blankcontrol 

 ∆Asample = ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโทรลอกซ์เจือจางที่ถูกกระตุ้น 

         ด้วยสารละลาย ABTS กับค่าการดูดกลืนแสงของสารโทรลอกซ์เจือจางผสมกับ 
         น  ากลั่น ค านวณจาก Asample – Blanksample 
 น าค่าที่ค านวณได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายโทรลอกซ์ 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) (x) กับกิจกรรมการยับยั งอนุมูลอิสระ (ร้อยละ) (y) สร้างสมการความสัมพันธ์
เพ่ือหาค่าความเข้มข้นของสารละลายโทรลอกซ์ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่สามารถยับยั งอนุมูลอิสระ 
ABTS ได้ร้อยละ 50 (y = 50%) (Inhibitory concentration at 50% : IC50) 

 
รูปที ่ค-6 กราฟมาตรฐานสารโทรลอกซ์ 

y = 23.81x
R² = 0.999
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 จากสมการความสัมพันธ์  y = 23.81x 
 แทนค่า y = 0.5 จะได้  x = 0.5 / 23.81 
     x = 0.021 
 ดังนั น ความเข้มข้นของสารโทรลอกซ์ 0.021 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีกิจกรรมการยับยั ง
อนุมูลอิสระร้อยละ 50 (IC50 Ascorbic acid = 0.073) 
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ภาคผนวก ง 
แบบประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส 

ภาคผนวก ง-1 แบบประเมินการทดสอบทางประสาทสัมผัสของคอมบูชาที่ไม่ผ่านการแปรรูป เทียบ
กับคอมบูชาที่ผ่านกระบวนการท าแห้งเยือกแข็ง (Freeze dry) 

ผลิตภัณฑ์คอมบูชา 
โครงการวิจัย : การผลิตคอมบูชาที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากชาด าและกระเจี๊ยบแดงด้วยเชื อ 

Acetobacter pasteurianus AJ605 และเชื อ Zygosaccharomyces bailii YN403 

อายุ................................................ปี                        เพศ...............................................  

1) มีความสนใจเครื่องดื่มทางเลือกเพ่ือสุขภาพ    มาก     ปานกลาง     น้อย       ไม่สนใจ 

2) เคยบริโภคเครื่องดื่มประเภทคอมบูชาก่อนหน้าที่จะเข้าร่วมการทดสอบหรือไม่    

 เคย          ไม่เคย 

ค้าแนะน้า กรุณาทดสอบตัวอย่างผลิตภัณฑ์ตามล าดับที่น าเสนอ ดื่มน  าเปล่าที่เตรียมไว้ให้ก่อนการชิม

ตัวอย่างถัดไป และให้คะแนนความชอบตามคุณลักษณะต่างๆ ของผลิตภัณฑ์  

ค้าชี้แจง  แบบประเมินนี ใช้ส าหรับส ารวจข้อมูลความคิดเห็น และความพึงพอใจของผู้ทดสอบ เพ่ือ

น าไปใช้ในการปรับปรุงคุณภาพ และรสชาติของผลิตภัณฑ์ โดยก าหนดให้ 

1 = ไม่ชอบมากที่สุด 

2 = ไม่ชอบมาก 

3 = ไม่ชอบปานกลาง 

4 = ไม่ชอบเล็กน้อย 

5 = เฉยๆ 

6 = ชอบเล็กน้อย 

7 = ชอบปานกลาง 

8 = ชอบมาก 

9 = ชอบมากที่สุด

รหัสตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ 

ความใส สี กล่ิน รสชาติ ความชอบโดยรวม 
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