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บทคัดยอ 

เทปาเช (Tepache) เครื่องดื่มทองถ่ินของประเทศเม็กซิโกไดจากการหมักสบัปะรด เปนที่นิยม

และผลิตในเชิงพาณิชยเปนเครื่องดื่มปราศจากแอลกอฮอล งานวิจัยนี้ไดดัดแปลงสูตรและสวนผสมของ

วัตถุดิบในการผลิตเทปาเช โดยมีวัตถุประสงคเพื่อคัดกรองแบคทีเรียกรดแล็กติก (LAB) ในเทปาเช 

สูตรดัดแปลง ที่มีวัตถุดิบ (รอยละโดยปริมาตร) ดังนี้ หัวเชื้อน้ำคีเฟอร รอยละ 5 สับปะรด รอยละ 20 

น้ำมันแกว รอยละ 30 แกวมังกรสีมวง รอยละ 10 มังคุด รอยละ 5 แอปเปล รอยละ 10 น้ำตาลทราย รอยละ 

10 น้ำ รอยละ 10 ทำการหมักในสภาวะไรอากาศ นาน 48 ชั่วโมง ติดตามคาความเปนกรด-ดาง (pH) และ

ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ำได (TSS) ระหวางการหมัก และเก็บตัวอยางทุก ๆ 6 ช่ัวโมง เพ่ือนำไปคัดกรอง 
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และศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB ผลการศึกษาพบวา คา pH เทากับ 4.04 ถึง 4.51 และคา TSS อยูในชวง 

9.87 ถึง 12.13 รอยละโดยน้ำหนักตอปริมาตร ผลการนับจำนวนเซลลพบวาเพิ่มขึ้นจาก 2.30 × 108 

เปน 9.02 × 108 เซลลตอมิลลิลิตร เชนเดียวกันกับจำนวนโคโลนีที่เพิ่มขึ้นจาก 4.33 เปน 66.67 CFU 

ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาหมักนานขึ้น ผลการคัดกรอง LAB พบ 9 ไอโซเลต คือแกรมบวกรูปกลม 4 ไอโซเลต 

และแกรมบวกรูปทอน 5 ไอโซเลต โดยทุกไอโซเลตใหผลคาตาเลสเปนลบ  
 

คำสำคัญ: แบคทีเรียกรดแล็กติก เทปาเช เครื่องดื่มผลไมหมัก โพรไบโอติก  
 

Abstract 

Tepache, a traditional Mexican beverage made from fermented pineapple, is a 

popular non-alcoholic drink with growing commercial potential. This study aimed to 

modify the tepache formulation and screen for lactic acid bacteria (LAB) in the modified 

product. The optimized formula included kefir starter (5%), pineapple (20%), yam bean 

juice (30%), purple dragon fruit (10%), mangosteen (5%), apple (10%), sugar (10%), and 

water (10%) by volume. Fermentation was carried out under anaerobic conditions for 48 

hours. Key parameters, including pH and total soluble solids (TSS), were monitored every 

6 hours, alongside LAB screening and characterization. The pH decreased from 4.51 to 

4.04, while TSS ranged from 12.13% to 9.87% (w/v) over the fermentation period. 

Microbial analysis showed an increase in cell density from 2.30 × 108 to 9.02 × 108 

cells/mL and colony counts rising from 4.33 to 66.67 CFU/mL. Screening identified nine 

LAB isolates, including 4 cocci-shaped gram-positive and 5 rod-shaped gram-positive 

isolates, all catalase-negative. This study highlights the potential of modified tepache as 

a source of beneficial LAB strains for functional food applications. 
 

Keywords:  lactic acid bacteria, tepache, fermented fruit, probiotic 
 

บทนำ 

การหมักเปนกระบวนการแปรรูปอาหารที่มีมาตั้งแตอดีต ซึ่งชวยยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร

และปรับปรุงลักษณะทางประสาทสัมผัส เชน รสชาติและกลิ่น กระบวนการนี้ยังนำไปสูการสรางสารอาหาร

และสารประกอบที่มีประโยชนตอสุขภาพ เชน โพรไบโอติก กรดอินทรีย และสารตานอนุมูลอิสระ (Pérez-

Armendáriz and Cardoso-Ugarte, 2020) เครื่องดื่มหมักแบบดั้งเดิมถือเปนองคประกอบสำคัญของ

วัฒนธรรมและอาหารในหลายประเทศ โดยเฉพาะในเม็กซิโก ซึ่งมีเครื่องดื่มหมักหลากหลายประเภท 

เชน เทปาเช (Tepache) ที่ไดรับการยอมรับในยุคปจจุบันในฐานะเครื่องดื่มทองถ่ินที่มีจุลินทรียโพรไบโอติก
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ที่เปนประโยชนตอสุขภาพ (Ramírez-Guzmán et al., 2019; Aguilar-Uscanga et al., 2024) LAB บางสายพนัธุ 

เชน Lactobacillus lactis, Enterococcus faecium TeA2 และ Lactobacillus pentosus ABHEAU-05 

ทีค่ัดแยกไดจากเทปาเช มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอ-ติกซึ่งมีความสามารถในการผลิตเปปไทดที่ตานจุลินทรีย

อ่ืนได (Escobar-Ramírez et al., 2020)  

เทปาเชเปนเครื่องดื่มหมักที่มักผลิตจากเปลือกสับปะรด น้ำตาลทรายแดง และน้ำ พรอมทั้ง

อาจเติมอบเชยหรือพริกไทยเพื่อเพิ่มรสชาติ กระบวนการหมักใชจุลินทรียพื้นเมืองที่มีอยูในวัตถุดิบ 

และสภาพแวดลอม การหมักเทปาเชมักดำเนินการในถังไมเปนเวลา 4 วันที่อุณหภูมิหอง ทำใหได

เครื่องดื่มที่มีรสชาติเปรี้ยวอมหวานที่มาจากการหมักเปลือกสับปะรด กลิ่นหอม และคุณสมบัติที่มี

ประโยชนตอสุขภาพ (Pérez-Armendáriz & Cardoso-Ugarte, 2020) และยังสามารถปรับแตงรสชาติได

หลากหลาย ผลของระดับกลูโคสและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของเทปาเชที่ผลิตจากเปลือกสับปะรด 

จากการแปรผันปริมาณน้ำตาลและระยะเวลาการหมัก พบวา การควบคุมปริมาณน้ำตาลและระยะเวลา

การหมักมีผลสำคัญตอระดับกลูโคสและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของเทปาเช ซึ่งเทปาเชสูตรที่ใช

น้ำตาลรอยละ 15 และหมัก 48 ชั ่วโมง เหมาะสมที่สุดสำหรับการผลิตเทปาเชที่มีคุณภาพดีและ

ตอบสนองความตองการของผูบริโภค (Sabira & Suryani, 2023) 

ทั้งนี้ ในประเทศไทย เทปาเช (Tepache) ยังไมไดรับความนิยมอยางแพรหลาย แตเริ่มเปนที่

สนใจในฐานะเครื่องดื่มหมักทางเลือกที่ตอบโจทยเทรนดสุขภาพ เนื่องจากเทปาเชมีคุณสมบัติที่โดดเดน 

เชน การมีจุลินทรียโพรไบโอติกซึ ่งสงเสริมระบบทางเดินอาหาร รสชาติเปรี ้ยวอมหวานที่มาจาก

กระบวนการหมัก และความสามารถในการปรับแตงรสชาติที่หลากหลาย จึงทำใหเหมาะสำหรับกลุม

ผูบริโภคที่ใสใจสุขภาพ (Romero-Luna et al., 2022) โดยเทรนดเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ เชน คอมบูชะ 

(Kombucha) และคีเฟอร (Kefir) ซึ่งเนนการมีจุลินทรียที่เปนประโยชนตอระบบทางเดินอาหารกำลังเติบโต

ในตลาดประเทศไทย (Watcharapoj & Runchida, 2019) ดังน้ัน เทปาเชจึงมีศักยภาพที่จะพัฒนาและ

เปนที่ยอมรับในตลาดเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพในอนาคต โดยการปรับแตงรสชาติดวยวัตถุดิบท่ีหลากหลาย

มากขึ ้นเพื่อใหมีเอกลักษณเฉพาะตัว และเพื่อเพิ ่มความหลากหลายของจุลินทรียโพรไบโอติกและ 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหหลากหลายมากยิ่งขึ้น  

นอกจากนี้ เทปาเช ยังเปนเครื่องดื่มหมักที่มีโครงสรางทางชุมชนจุลินทรียที่ซับซอน อันเกิด

จากการทำงานรวมกันของจุลินทรียหลายกลุม ไดแก LAB แบคทีเรียกรดอะซิติก และยีสตหลากหลาย

สายพันธุ (Lara-Hidalgo et al., 2017) โดยเฉพาะ LAB บางสายพันธุที่มีบทบาทสำคัญในการผลิต 

สารเมแทบอไลตทุติยภูมิระหวางกระบวนการหมัก ซึ่งมีคุณสมบัติสงเสริมสุขภาพ ไดแก กรดแล็กติก  

สารตานอนุมูลอิสระ และเปปไทดตานจุลินทรีย (Fuente-Salcido et al., 2015; Thongprayoon et al., 2019) 

อยางไรก็ตาม โครงสรางชุมชนจุลินทรีย (microbial community) ท่ีซับซอนในเทปาเช ยังคงมีปญหา

ดานความไมเสถียรของโครงสรางและกลไกปฏิสัมพันธที่ยังไมเปนที่เขาใจ สงผลใหประสิทธิภาพในเทปาเช 
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ยังไมเปนที่นาพอใจ การวิจัยในอนาคตจึงควรมุงเนนการสรางการหมักที่มีโครงสรางทางจุลินทรียที่

เลียนแบบการหมักตามธรรมชาติและสามารถตอบสนองความตองการของผูบริโภคที่หลากหลายเพ่ือ

พัฒนาผลิตภัณฑเครื่องดื่มหมักแนวใหมในอนาคต (Li et al., 2024) 

แมจะมีขอมูลเกี่ยวกับ LAB ในเทปาเชในรายงานที่ผานมา แตยังมีขอจำกัดในความเขาใจ

เกี่ยวกับลักษณะทางกายภาพ เคมี และความหลากหลายของ LAB ที่เปลี่ยนแปลงไปหลังการหมักตาม

ธรรมชาติ ซึ่งตองการการวิจัยเพิ่มเติมเพื่อสนับสนุนการพัฒนาผลิตภัณฑของเครื่องดื่มชนิดน้ี ดังนั้น  

การวิจัยนี้จึงมุงเนนการพัฒนาเทปาเชสูตรดัดแปลงโดยใชวัตถุดิบในทองถิ่น เชน สับปะรด แกวมังกร 

มังคุด และมันแกว เพื่อสรางเอกลักษณเฉพาะตัวของเครื่องดื่มเทปาเช โดยมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาและ

คัดกรอง LAB ซึ่งเกิดจากกระบวนการหมักตามธรรมชาติ โดยจะทำการศึกษาลักษณะเฉพาะทาง

สัณฐานวิทยาและชีวเคมีของ LAB คัดแยกได ซึ่งขอมูลที่ไดจากงานวิจัยน้ีอาจจะเปนแนวทางหนึ่งที่ชวย

สรางผลิตภัณฑที่มีประโยชนตอสุขภาพทางเลือกได 
 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 1.  การเตรียมหัวเชื้อน้ำคีเฟอร 

 เตรียมหัวเชื้อน้ำคีเฟอร (water kefir) จากวัตถุดิบและวิธีการ ดังนี้ วัตถุดิบ: เปลือกและ

แกนแอปเปลสดที ่ลางสะอาด รอยละ 60 โดยปริมาตร น้ำตาลทรายแดง รอยละ 40 โดยปริมาตร 

วิธีการ: ใสเปลือกและแกนแอปเปลสดลงในภาชนะที่มีฝาปดสนิทขนาด 3 ลิตร และผานการฆาเชื้อแลว 

จากนั้นโรยน้ำตาลทรายแดงที่ดานบน กำหนดปริมาตรการทำงาน (working volume) รวม 1.5 ลิตร 

ปดฝาใหสนิท วางในสถานที่อากาศถายเท หลีกเลี ่ยงแสงแดด ตั ้งทิ ้งไวใหเกิดกระบวนการหมักท่ี

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส) นาน 5-7 วัน จากนั้นนำมากรองโดยใชถุงกรองผาไนลอน 

(filter bag) ขนาด 30 ไมครอน ใชน้ำเปนหัวเช้ือน้ำคีเฟอรในการผลิตเทปาเช 

 2.  การเตรียมวัตถุดิบ 

 2.1 การเตรียมน้ำมันแกว โดยนำหัวมันแกวสดมาลาง ปอกเปลือกและหั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ 

จากนั้นนำมาสกัดเฉพาะน้ำมันแกวโดยใชเครื่องปนแยกกาก (มันแกวสด 3 กิโลกรัม สกัดน้ำมันแกวได 1 ลิตร) 

นำน้ำมันแกวมาตมท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  

 2.2  การเตรียมผลไมอื่น ๆ โดยการลางทำความสะอาด หั่นผลไมทุกชนิดเปนชิ้นขนาด

ประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ทำการเตรียม ดังนี้ 1) สับปะรด: ลางทำความสะอาด ตัดสวนกานและใบออก 

ใชทั้งเปลือกและเนื้อผล 2) แกวมังกรสีมวง: ลางทำความสะอาด ปอกสวนผิวเปลือกผลดานนอกออก  

ใชทั้งเปลือกสวนในและเนื้อผล 3) มังคุด: ลางทำความสะอาด ปอกสวนผิวเปลือกแข็งดานนอกออก  

ใชทั้งเปลือกสวนในและเน้ือผล 4) แอปเปล: ใชทั้งเปลือกและเน้ือผล 
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3.  กรรมวิธีการผลิตเทปาเชสูตรดัดแปลง 

 ผสมหัวเชื ้อน้ำคีเฟอร (water kefir) และวัตถุดิบทั ้งหมด จากขอ 1-2 โดยมีสวนผสม  

(รอยละโดยปริมาตร) ดังน้ี หัวเช้ือน้ำคีเฟอร (รอยละ 5) สับปะรด (รอยละ 20) น้ำมันแกว (รอยละ 30)  

แกวมังกรสีมวง (รอยละ 10) มังคุด (รอยละ 5) แอปเปล (รอยละ 10) น้ำตาลทราย (รอยละ 10) น้ำ (รอยละ) 

10 จากนั้นทำการหมักโดยใสหัวเชื้อน้ำคีเฟอรและวัตถุดิบทั้งหมดรวมกันในภาชนะที่มีฝาปดสนิทขนาด 20 

ลิตร และผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตรการทำงาน (working volume) รวม 10 ลิตร เปนเวลา 48 

ชั่วโมง ติดตามคาความเปนกรด-ดาง (pH) และปริมาณของแข็งที่ละลายน้ำได (TSS) ระหวางการหมัก 

และเก็บตัวอยางน้ำหมักทุก ๆ 6 ชั่วโมง เพื่อนำไปคัดกรองและศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB 

 กรองเทปาเชสูตรดัดแปลงโดยใชถุงกรองผาไนลอน (filter bag) ขนาด 30 ไมครอน บรรจุ

ขวดแกวที่มีฝาปดชนิดทนแรงดันกาซ ทำการพาสเจอรไรซโดยวิธีใชความรอนสูง-เวลาสั้น (HTST: High 

Temperature-Short Time) ที ่อุณหภูมิ 70-72 องศาเซลเซียส คงไวเปนเวลา 15 วินาทีเพื่อใหได

เครื่องดื่มเทปาเช กอนนำไปศึกษาลักษณะเฉพาะของเทปาเช โดยการสังเกตลักษณะภายนอก สี ความใส 

ปริมาณตะกอน กลิ่น และการชิมรสชาต ิ
  

4.  การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของเทปาเชสูตรดัดแปลง  

 โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH และคา TSS โดยใช pH meter และเครื่องมือสำหรับ

การวัดความหวาน (Brix refractometer) 

5.  การคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB 

 5.1  ข้ันตอนการคัดกรอง LAB โดยใช MRS agar  

  เก็บตัวอยางน้ำหมักที่ตองการคัดกรอง เขยาหรือผสมตัวอยางใหสม่ำเสมอ เพื่อให

เช้ือกระจายตัว จากนั้นเจือจางตัวอยาง (serial dilution) ในน้ำเกลือปลอดเช้ือ (sterile saline) เพ่ือลด

ปริมาณเช้ือใหอยูในระดับที่เหมาะสมตอการนับจำนวน 

 5.2  การเพาะเชื้อบน MRS agar  

  ใช MRS agar มีองคประกอบในสวนผสมของอาหารตอปริมาตร 1 ลิตร ดังนี้ 

proteose peptone 10 กรัม beef extract 10 กรัม yeast extract 5 กรัม dextrose 20 กรัม polysorbate 

80 1 กร ั ม ammonium citrate 2 กร ั ม sodium acetate 5 กร ั ม magnesium sulphate 0.1 กรั ม 

manganese sulphate 2 กรัม dipotassium phosphate 12 กรัม agar 12 กรัม ปรับคา pH 6.5±0.2 

(Goyal et al., 2012) 

  ใชเทคนิคการเทจาน (pour plate technique) โดยกระจายตัวอยางเจือจางลงบน

พื้นผิวของ MRS agar ในจานเพาะเชื้อ ซึ่ง บมที่อุณหภูมิ 30–37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรออกซิเจน 

(anaerobic conditions) เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นทำการสังเกตลักษณะโคโลนีหลังการบม คัดเลือกโคโลนี 

ที่มีลักษณะเฉพาะ ไดแก รูปรางกลม ขอบเรียบ หรือไมเรียบ สีครีมหรือสีขาวขุน โคโลนีที่เลือกจะถูกเก็บ
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แยกไปวิเคราะหตอ นับจำนวนโคโลนีแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนพื้นผิวของ MRS agar และนับจำนวนเซลล

แบคทีเร ีย โดยป  เปตต ัวอย างลงบนสไลด แบบ Petroff-Hausser counting chamber จากนั้น 

นับจำนวนเซลลแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนแลวคำนวณจำนวนเซลล ตามวิธีของ Zellner et al., 1963  

 5.3  การคำนวณจำนวนเซลลดวย Petroff-Hausser counting chamber มีขั้นตอนดังน้ี 

   5.3.1 เตรียมตัวอยางจุลินทรียที่ตองการนับ โดยอาจตองเจือจางตัวอยางเพ่ือใหได

จำนวนเซลลในชวงที่นับไดสะดวก (100–200 เซลลตอชองนับ) ผสมตัวอยางใหสม่ำเสมอกอนเติมลงใน 

chamber 

   5.3.2 เตรียม Petroff-Hausser counting chamber โดยทำความสะอาด counting 

chamber และ coverslip ดวยแอลกอฮอลหรือน้ำกลั่น วาง coverslip ใหติดสนิทกับ counting chamber 

โดยดูวาเกิด Newton’s rings (แถบสีรุง) บริเวณขอบ 

   5.3.3 เติมตัวอยาง โดยใชปเปตเติมตัวอยางจุลินทรียลงใน chamber อยางระมัดระวัง 

ปริมาณที่เติมควรเพียงพอใหครอบคลุมพ้ืนที่นับแตไมลน รอใหเซลลกระจายตัวอยางสม่ำเสมอ 

   5.3.4 สองกลองจุลทรรศน โดยใชกำลังขยาย 40x หรือ 100x เพื่อดูพื้นที่การนับ 

เลือกชองนับท่ีเหมาะสม  

   5.3.5 นับจำนวนเซลล โดยนับเซลลในกริดขนาด 1 ตารางมิลลิเมตร (แบงยอยเปน 

25 ตารางเล็ก แตละตารางเล็กมีขนาด 0.2 x 0.2 มิลลิเมตร) ใชกฎในการนับเซลลที่ขอบ เชน นับเฉพาะ

เซลลที่แตะเสนขอบดานบนและดานซายเทานั้น เพ่ือลดการนับซ้ำ 

   5.3.6 คำนวณความเขมขนของเซลล โดยใชสูตร 
 

ความเขมขนเซลล (เซลล/มิลลิลิตร) = จำนวนเซลลที่นับได (เซลล)  x  อัตราการเจือจาง 

                                                                  จำนวนชอง x ปริมาตร 

โดย ปริมาตรตอชอง (volume per square) = 1 ตารางมิลลิเมตร x 0.2 มิลลิเมตร = 0.02 

ลูกบาศกมิลลิเมตร = 0.02 x 103 มิลลิลิตร 

อัตราการเจือจาง = อัตราที่ตัวอยางเจือจางกอนเติมลงใน chamber 
 

 5.4  การยืนยันลักษณะของแบคทีเรีย 

  หลังการคัดกรองแบคทีเรียบน MRS agar จำเปนตองมีการยืนยันวาเปน LAB โดยใช

การวิเคราะหเพิ่มเติม ไดแก 1) การศึกษาลักษณะโคโลนี 2) การยอมแกรม (gram staining) เพ่ือตรวจสอบ

วาเปนแบคทีเรียแกรมบวก 3) การตรวจสอบ catalase test เพื่อแยก LAB ท่ีไมผลิตเอนไซมคาตาเลส 

(catalase-negative) (Whittenbury, 1964) และ 4) morphological observation เพ่ือตรวจลักษณะ

รูปราง เชน รูปกลม (cocci) หรือรูปทอน (rods)  
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ผลการวิจัย  

1.  ลักษณะเฉพาะของเครื่องด่ืมเทปาเชสูตรดัดแปลง 

 ลักษณะปรากฏของเครื่องดื่มเทปาเชสูตรดัดแปลง พบวามีสีแดงจากสีของผลไม ไดแก 

เปลือกแกวมังกรสีมวง เปลือกมังคุด คอนขางใส และสังเกตเห็นตะกอนเล็กนอยที่กนขวด ท่ีชองวาง

ดานบน (head space) ของขวดแกวมีฟองกาซสีขาว ซึ่งอาจเปนกาซคารบอนไดออกไซดเกิดขึ้นจาก

กระบวนการหมัก เมื่อเปดฝาขวดจะมีแรงดันคลายเปดขวดน้ำอัดลม รสชาติหวานอมเปรี้ยว หอมกลิ่น

ผลไมที่ใชเปนวัตถุดิบ และมีความซาเล็กนอยจากกาซคารบอนไดออกไซด ดังภาพที่ 1 (Figure 1)  
 

Figure 1  Tepache - a fermented fruit beverage. 
 

 ผลจากกิจกรรมทางเมตาบอลิซึมของจุลินทรียในกระบวนการหมักทำใหคา pH มีแนวโนม

ลดลง แสดงใหเห็นถึงการเพ่ิมข้ึนของกรดอินทรียจากกระบวนการหมัก ทำใหเทปาเชมีรสเปรี้ยวเล็กนอย 

ในขณะที่ความหวานของเทปาเชมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นในชวงเริ่มตนของการหมัก ซึ่งเปนผลจากน้ำตาลและ

การสลายตัวและการละลายของสารอินทรียและสารอาหารจากวัตถุดิบ รวมถึงการผลิตสารใหม ๆ จาก

จุลินทรีย  

2.  ผลการคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB  

 การศึกษานี้มีเปาหมายเพื ่อคัดกรองและวิเคราะหลักษณะเฉพาะของ LAB ที ่ไดจาก

กระบวนการหมักเทปาเชสูตรดัดแปลง เพื่อประเมินศักยภาพในการพัฒนาเปนโพรไบโอติก ในการวิเคราะห

ชีวเคมี พบวามีความสามารถในการผลิตกรดอยางมีนัยสำคัญ โดยคา pH ลดลงในชวง 48 ชั่วโมง คา pH 

ลดลงจาก 4.51 เปน 4.04 ในขณะที่คา TSS เพิ่มขึ้นเล็กนอยในชวงแรกของการหมัก (48 ชั่วโมง) จำนวน

เซลลและจำนวนโคโลนขีอง LAB เพ่ิมขึ้นจาก 2.30 × 108 เปน 9.02 × 108 เซลลตอมิลลลิิตร และ 4.33 

เปน 66.67 CFU ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 1 (Table 1) 
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Table 1  Characteristics and results of microbial observation of Tepacha. 
 
 

Fermentation 

time (h) 

pH TSS* (% w/v) Bacterial cell 

counting (cell/ml) 

CFU counting  

(CFU/ml) 

 Average S.D.** Average S.D.** Average S.D.** Average S.D.** 

0 4.51 0.03 10.40 0.20 2.03 0.70 4.33 0.58 

6 4.51 0.02 9.87 0.23 3.99 1.20 5.67 2.08 

12 

18 

24 

36 

48 

4.24 

4.24 

4.16 

4.16 

4.04 

0.02 

0.03 

0.02 

0.05 

0.02 

11.00 

10.90 

11.13 

11.10 

12.13 

0.00 

0.00 

0.06 

0.10 

0.12 

4.55 

4.66 

6.11 

8.53 

9.02 

0.65 

0.45 

0.10 

0.75 

1.00 

14.00 

38.67 
41.67 
56.00 
67.67 

1.00 

5.51 

10.07 

7.00 

8.96 

Remark  *Total soluble solids; **Standard deviation. 
 

LAB ถูกแยกไดจากตัวอยางเทปาเชสูตรดัดแปลงโดยใช MRS agar และไดโคโลนี 9 รูปแบบท่ี

แตกตางกัน โดยแบงเปน แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม (gram-positive cocci) จำนวน 4 ไอโซเลต และ

แบคทีเรียแกรมบวกรูปทอน (gram-positive rods) จำนวน 5 ไอโซเลต โดยมีผลการวิเคราะหคุณสมบัติ

ทางชีวเคมี พบวาทุกไอโซเลตใหผลลบ (catalase-negative) คือโคโลนี LAB ที่คัดกรองไดไมสรางฟอง

เมื่อทำการทดสอบคาตาเลส (catalase test) ดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดซึ่งเปนการยืนยันถึงการเปน 

LAB ที่เมื่อทำการยอมแกรมพบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก และไมสรางเอนไซมคาตาเลส ซึ่งจะแปลง

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหเปนน้ำ (H2O) และกาซออกซิเจน (O2) หากมีคาตาเลสจะผลิตกาซออกซิเจน

ทำใหเกิดฟองอากาศ ดังสมการ 

                          catalase 

                          2 H2O2       H2O + O2 
 

ผลการศึกษาลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและชีวเคมขีอง LAB ที่เจริญบน MRS 

agar ซึ่งมีลักษณะเฉพาะที่สามารถใชในการคัดกรองและแยกชนิดของแบคทีเรียกลุม LAB ได ผลการคัด

กรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะบางประการของ LAB พบวาขนาดของโคโลนี มีขนาดเล็กถึง 

ปานกลาง (เสนผานศูนยกลาง 1-3 มิลลิเมตร) โคโลนีมีการกระจายตัวคอนขางสม่ำเสมอ สีของโคโลนี  

มีสีครีม สีขาว หรือสีขุนเล็กนอย สีโคโลนีไมเขมจัด มีความโปรงแสงเล็กนอย รูปรางของโคโลน ีสวนใหญ

มีรูปรางกลม (circular) ขอบเรียบ (entire margins) และมีขอบเขตชัดเจน ผิวสัมผัสของโคโลนีพบวา มี

พื้นผิวเรียบ (smooth) บางโคโลนีมีผิวสัมผัสแบบมันเงาเล็กนอย (shiny appearance) ดังตารางที่ 2 

(Table 2) 
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Table 2  Screening and characterization of LAB in modified Tepache formulation. 
 

Isolate code Results of LAB morphology Results of LAB 

characteristic 

PB01 Gram positive 

Coccus shape 

Catalase-negative 

PB02 

  

Gram positive 

Rod shape 

Catalase-negative 

PB03 

 

Gram positive 

Rod shape 

Catalase-negative 

PB04 

 

Gram positive 

Rod shape 

Catalase-negative 

PB05 

  

Gram positive 

Coccus shape 

Catalase-negative 

PB06 

 

Gram positive 

Rod shape 

Catalase-negative 

PB07 

 

Gram positive 

Rod shape 

Catalase-negative 
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Table 2  Screening and characterization of LAB in modified Tepache formulation. (cont.) 

Isolate code Results of LAB morphology Results of LAB characteristic 

PB09 

  

Gram positive 

Cocci shape 

Catalase-negative 

 

 

PB10 

  

Gram positive 

Cocci shape 

Catalase-negative 

 

 

 

อภิปรายผล  

 1.  การพัฒนาตอยอดเทปาเช 

  การพัฒนาตอยอดผลิตภัณฑเทปาเชที่ใชวัตถุดิบทองถิ่นควรเนนสรางเอกลักษณเฉพาะตัว

ในดานรสชาติ สี กลิ่น และประโยชนตอสุขภาพ เพื่อดึงดูดผูบริโภคและเพิ่มมูลคาใหกับผลิตภัณฑนั้น 

ประเทศไทยมีศักยภาพสูงในการพัฒนาเครื่องดื่มผลไมหมัก เนื่องจากความหลากหลายของผลไมและ

วัตถุดิบทองถ่ิน เชน ผลไมที่มีรสเปรี้ยว หวานเฉพาะตัว (มะมวงเบา มะขามเปยก ลำไย) ใชวัตถุดิบที่ให 

สีธรรมชาติ เชน สีมวงจากแกวมังกร สีเหลืองจากขมิ้น หรือสีแดงจากกระเจี๊ยบแดง เพื่อลดการใช 

สีสังเคราะห หรือสามารถเนนกลิ่นเฉพาะตัวของสมุนไพรหรือผลไมทองถิ่น เชน กลิ่นหอมจากใบเตย 

ตะไคร หรือขิง ที่ใหกลิ่นหอมเฉพาะตัว เพื่อสรางรสชาติที่โดดเดน รวมถึงกระแสความนิยมที่เพิ่มขึ้นใน

เครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพและสินคาที่สะทอนอัตลักษณทองถิ่น แนวโนมที่สำคัญในประเทศไทย ไดแก  

  1.1 ความนิยมในเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ ที่กระแสสุขภาพที่เพิ่มขึ้นทำใหผูบริโภคหันมา

สนใจเครื่องดื่มท่ีมีคุณสมบัติชวยสงเสริมสุขภาพ เชน การสนับสนุนระบบทางเดินอาหาร การเพิ่มภูมิคุมกัน 

และสารตานอนุมูลอิสระ การพัฒนาผลิตภัณฑที่มีคุณสมบัติเชิงหนาที่ (functional properties) เชน 

การเสริมโพรไบโอติกและพรีไบโอติก ในเครื่องดื่มผลไมหมัก (Romero-Luna et al., 2022; Sabira 

and Suryani, 2023) 

  1.2 การใชวัตถุดิบทองถิ่นที่หลากหลาย เนื่องจากผลไมไทยที่มีศักยภาพสูง เชน มะมวง 

แกวมังกร มังคุด สับปะรด หรือผลไมเมืองรอนอื่น ๆ ที่สามารถใหรสชาติ กลิ่น และสีที่เปนเอกลกัษณ 

การใชสวนเหลือจากผลไม (by-products) เชน เปลือกผลไมหรือเนื้อผลไมเหลือใชในกระบวนการผลิต 
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หรือผลพลอยไดในอุตสาหกรรมแปรรูปผักและผลไม ชวยลดของเสียและเพิ่มความยั่งยืน (Álvarez et al., 

2021; Velázquez-Quiñones et al., 2021) 

  1.3 การพัฒนากระบวนการผลิตที่เหมาะสมกับภูมิอากาศไทย โดยปรับปรุงกระบวนการ

หมักใหเหมาะสมกับสภาพอากาศรอนชื้น เพื่อปองกันการปนเปอนและเพิ่มความปลอดภัยของผลิตภัณฑ 

การใชเทคโนโลยีการหมัก เชน การควบคุมอุณหภูมิและความดัน เพื่อปรับปรุงรสชาติและคุณภาพ 

  1.4 การสนับสนุนและสงเสริมสินคา SMEs และผลิตภัณฑทองถิ่น สงเสริมการใชวัตถุดิบ

ในชุมชนเพื่อเพิ่มมูลคาและสนับสนุนเศรษฐกิจฐานราก การวิจัยและพัฒนารวมกับมหาวิทยาลัย เชน 

การคัดกรองจุลินทรียและการพัฒนาสูตรที่เหมาะสม ตลอดจนกระแสนิยมของผูบริโภคเจเนอเรชันใหม 

ที่ใหความสนใจเครื่องดื่มที่มีเรื ่องราว (storytelling) ผูบริโภครุนใหมใหความสำคัญกับผลิตภัณฑที่มี

ที่มาชัดเจน เชน ผลิตจากชุมชนในภาคเหนือหรืออีสาน การนำเสนอผลิตภัณฑที่สรางประสบการณ  

เชน การพัฒนารสชาติที่แปลกใหม (exotic flavors) หรือการจัดกิจกรรมทดลองหมักเครื่องดื่ม 

 2.  การคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB 

  2.1 การคัดกรอง LAB และการวิเคราะหเชิงปริมาณ 

   จากผลการคัดกรอง พบวาในกระบวนการหมักเทปาเชสูตรดัดแปลงสามารถแยก LAB 

ที่แตกตางกันทั้งหมด 9 ไอโซเลต จำนวนเซลล LAB และโคโลนีสูงสุดในตัวอยาง เทากับ 9.02 X 108 เซลล

ตอมิลลิลิตร และ 67.67 CFUตอมิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งสะทอนถึงการเจริญเติบโตของ LAB ที่เพิ่มขึ้น

อยางมีนัยสำคัญในระหวางกระบวนการหมัก การที่ LAB เจริญเติบโตไดดีในสภาวะหมักระบบปดนั้น แสดงให

เห็นวาสวนผสมและสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการสรางกรดแล็กติก ซึ่งเปนปจจัยสำคัญในการควบคุมคา 

pH ในกระบวนการหมัก  

  ผลการคัดกรอง LAB ในการศึกษาน้ีสามารถแยก LAB ไดคอนขางหลากหลายเมื่อเปรียบเทียบ

กับเทปาเชแบบดั้งเดิมที่มีวัตถุดิบหลักเปนเนื้อสับปะรด โดยในรายงานของ de la Fuente-Salcido et al. 

(2015) พบ LAB สายพันธุหลักสองชนิด เชน L. lactis และ E. faecium ในเครื่องดื ่มเทปาเช LAB 

เหลานี้มีศักยภาพในการผลิตแบคเทอริโอซินซึ่งแสดงฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียกอโรคที่มีความสำคัญทาง

คลินิก LAB บางสายพันธุ เชน L. lactis, E. faecium TeA2 และ L. pentosus ABHEAU-05 ท่ีคัดแยก

ไดจากเทปาเช มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกซึ่งมีความสามารถในการผลิตเปปไทดที่ตานจุลินทรียอื่นได 

(Escobar-Ramírez et al., 2020) อยางไรก็ตาม โครงสรางและความหลากหลายของกลุมจุลินทรียใน

เทปาเชคอนขางซับซอน เมื่อวิเคราะหโดยใชเทคนิค 16S rRNA และ ITS ผาน Illumina MiSeq 2 × 300 

พบวา มีความหลากหลายของแบคทีเรียมากขึ้นเมื่อสิ้นสุดการหมัก โดยกลุมจุลินทรียในชวง 72 ชั่วโมง 

ม ีแบคทีเร ียกล ุ มหล ัก ได แก  Lactobacillus, Leuconostoc, Acetobacter และ Lactococcus 

(Gutiérrez-Sarmiento et al., 2022) 
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  2.2  คา pH และความเขมขน TSS 

   คา pH ของเทปาเชในกระบวนการหมักมีคาลดลงและคงตัวในชวง 4.04–4.51 

หลังจาก 48 ช่ัวโมง สะทอนถึงความสามารถของ LAB ในการผลิตกรดอินทรีย เชน กรดแล็กติก ซึ่งเปน

ผลจากกระบวนการหมักน้ำตาลในสวนผสม สำหรับคา TSS ซึ่งอยูในชวงรอยละ 9.87–12.13 โดยปริมาตร 

อาจเพิ่มขึ้นจากการปลดปลอยสารที่ละลายน้ำ เชน สารอินทรียที่มาจากผลไมและน้ำตาลที่ไมไดถูกใช

หมดในกระบวนการหมัก ทั้งนี้ การเปลี่ยนแปลงคา TSS อาจมีผลตอรสชาติ ความหวาน และกลิ่นของ

ผลิตภัณฑ อยางไรก็ตาม หากเพิ่มระยะเวลาในการหมักจะทำใหลักษณะทางกายภาพและเคมีของ      

เทปาเชเปลี ่ยนแปลงไป การวิจัยของ Gutiérrez-Sarmiento et al. (2022) แสดงใหเห็นวา เทปาเช 

มีคุณสมบัติทางเคมีเปลี่ยนแปลงไป ภายหลังการหมัก 72 ชั่วโมง โดยมีคา TSS ลดลง และคาความเปน

กรดเพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน ปริมาณเอทานอล กรดอะซิติก และกรดแล็กติก เพ่ิมขึ้น ขณะที่ปริมาณน้ำตาล

ทั้งหมดลดลง 

  2.3  ลักษณะเฉพาะของ LAB ที่คัดกรองได 

   แบคทีเรีย LAB ทุกไอโซเลตที่ตรวจพบเปน catalase-negative สะทอนลักษณะเฉพาะ

ของ LAB ที่ไมสามารถผลิตเอนไซมคาตาเลส ได ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษากอนหนาเกี่ยวกับ

แบคทีเรียในกลุมนี้ ลักษณะโคโลนีของ LAB ที่เจริญบน MRS agar แสดงความหลากหลายในขนาด 

รูปทรง สี และความมันวาว ซึ่งชวยในการแยกและคัดเลือกสายพันธุ LAB โดยการใชกลองจุลทรรศน 

ยังชวยยืนยันรูปรางของเซลลใหสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย (Oviedo-León 

et al., 2024) 

  2.4  ความสำคัญของ LAB ตอคุณภาพของเทปาเช 

   LAB มีบทบาทสำคัญในกระบวนการหมักและพัฒนาคุณภาพของเครื่องดื่มเทปาเช 

ทั้งในแงของรสชาติ กลิ่น สี และคุณสมบัติเพื่อสุขภาพ การผลิตกรดแล็กติกชวยปรับสมดุลคา pH และ

ลดโอกาสการปนเปอนของจุลินทรียที่ไมพึงประสงค (Thongprayoon et al., 2019)  

  2.5  แนวทางการพัฒนาตอยอด 

   การคัดกรอง LAB ที่มีศักยภาพสามารถนำไปพัฒนาเปนหัวเชื้อ (starter culture) 

สำหรับการผลิตเทปาเชในระดับอุตสาหกรรม นอกจากนี้ การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติม เชน 

ความสามารถในการทนตอกรดหรือการสรางสารตานจุลชีพ จะชวยยกระดับความปลอดภัยและคุณคา

ทางสุขภาพของผลิตภัณฑ อีกทั้งยังสามารถพัฒนาเทปาเชใหเปนเครื่องดื่มที่มีเอกลักษณโดยการใช

วัตถุดิบทองถ่ิน   
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สรุปผลการวิจัย   

 1.  เครื่องดื่มเทปาเชสูตรดัดแปลงในการศึกษานี้มีลักษณะสีแดงใสจากวัตถุดิบผลไม ไดแก 

แกวมังกรสีมวงและมังคุด และคอนขางใส อาจมีตะกอนเล็กนอยที่กนขวดจากกระบวนการพาสเจอไรซ

ในข้ันตอนบรรจุขวด สีแดงใสของเครื่องดื่มเทปาเชสูตรดัดแปลงน้ี แตกตางจากสีของเทปาเชแบบดั้งเดิม

ที่ทำจากสับปะรดเปนหลักที่มีสีคลายน้ำชาสีเขม ๆ ซึ่งลักษณะดังกลาวอาจเปนอัตลักษณที่ดึงดูดใจ

สำหรับผูบริโภคบางกลุม นอกจากนี้ยังมีฟองกาซคารบอนไดออกไซดบริเวณชองวางดานบนของขวดท่ี

คลายการดื่มน้ำอัดลม รสชาติหวานอมเปรี้ยว มีกลิ่นผลไมและความซาเล็กนอย รสชาติหวาน มีรส

เปรี้ยวนอยและดื่มงาย เหมาะสำหรับการพัฒนาตอยอดเครื่องดื่มเทปาเชที่ใชวัตถุดิบทองถิ่นที่ควรเนน

สรางเอกลักษณเฉพาะตัวในดานรสชาติ สี กลิ่น และประโยชนตอสุขภาพ เพื่อดึงดูดผูบริโภคและเพิ่ม

มูลคาใหกับผลิตภัณฑนั้น  

 2.  สวนผสมของวัตถุดิบที่นำมาผลิตเทปาเชสูตรดัดแปลงและสภาพแวดลอมของการหมัก

เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ LAB สังเกตไดจากการที่คา pH ลดลง ในขณะที่ความหนาแนนของ

เซลล LAB เพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้น ผลการคัดกรอง LAB ในการศึกษานี้สามารถแยก LAB 

ไดคอนขางหลากหลายเมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องดื่มเทปาเชแบบดั้งเดิมที่มีวัตถุดิบหลักเปนเนื้อสับปะรด 

 3.  การคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB ในเทปาเช สามารถทำไดโดยการสังเกต

ลักษณะโคโลนีหลังการบม ไดแก รูปทรงกลม ขอบเรียบ หรือไมเรียบ สีครีมหรือสีขาวขุน รวมกับการ

ยืนยันวาเปน LAB โดยใชการวิเคราะหเพ่ิมเติม ไดแก การศึกษาลักษณะโคโลนี การยอมแกรม การตรวจสอบ 

catalase test และสัณฐานวิทยาของเซลล LAB ที่คัดกรองได 

 4.  ผลพลอยไดประเภทชิ้นสวนผลไมชิ้นเล็กที่เกิดขึ้นในกระบวนการผลิตมีเศษผลไมจากการ

ตัดแตงท่ีสถานประกอบการไมไดถูกนำไปใชในกระบวนการจัดทำผลิตภัณฑอื่นมีศักยภาพเปนวัตถุดิบ

ผลิตเครื่องดื่มเทปาเชสูตรเสริมสารตานอนุมูลอิสระโดยจุลินทรียตามธรรมชาติไดหลากหลาย  

 5.  เครื่องดื่มโพรไบโอติกในตลาดมีแนวโนมการเติบโตอยางมาก เนื่องจากกระแสของการรัก

สุขภาพของกลุมคนวัยทำงาน ประกอบกับผูผลิตในประเทศยังไมแพรหลาย ทำใหผูประกอบการมีโอกาส

สูงที่จะใชงานวิจัยในสวนของหนวยวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑมาเปนแนวทางในการพัฒนาเครื่องดื่ม    

เทปาเชที่มีสรรพคุณไดหลากหลายตามคุณสมบัติของวัตถุดิบที่ใช  
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สนับสนุนดานวัตถุดิบและขอมูลที่เก่ียวของ และขอขอบคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.กุสุมาวดี ฐานเจริญ 

และทีมนักศึกษากลุมวิจัยดานจุลชีววิทยา เปนอยางสูง ทีใ่หการสนับสนุนขอมูลอางอิงจากงานวิจัยดาน

การคัดกรองแบคทีเรียและการวิเคราะหดานจุลชีววิทยาในการศึกษาครั้งน้ี 
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