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บทคัดยอ 

เทปาเช (Tepache) เครื่องดื่มทองถ่ินของประเทศเม็กซิโกไดจากการหมักสบัปะรด เปนที่นิยม

และผลิตในเชิงพาณิชยเปนเครื่องดื่มปราศจากแอลกอฮอล งานวิจัยนี้ไดดัดแปลงสูตรและสวนผสมของ

วัตถุดิบในการผลิตเทปาเช โดยมีวัตถุประสงคเพื่อคัดกรองแบคทีเรียกรดแล็กติก (LAB) ในเทปาเช 

สูตรดัดแปลง ที่มีวัตถุดิบ (รอยละโดยปริมาตร) ดังนี้ หัวเชื้อน้ำคีเฟอร รอยละ 5 สับปะรด รอยละ 20 

น้ำมันแกว รอยละ 30 แกวมังกรสีมวง รอยละ 10 มังคุด รอยละ 5 แอปเปล รอยละ 10 น้ำตาลทราย รอยละ 

10 น้ำ รอยละ 10 ทำการหมักในสภาวะไรอากาศ นาน 48 ชั่วโมง ติดตามคาความเปนกรด-ดาง (pH) และ

ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ำได (TSS) ระหวางการหมัก และเก็บตัวอยางทุก ๆ 6 ช่ัวโมง เพ่ือนำไปคัดกรอง 
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และศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB ผลการศึกษาพบวา คา pH เทากับ 4.04 ถึง 4.51 และคา TSS อยูในชวง 

9.87 ถึง 12.13 รอยละโดยน้ำหนักตอปริมาตร ผลการนับจำนวนเซลลพบวาเพิ่มขึ้นจาก 2.30 × 108 

เปน 9.02 × 108 เซลลตอมิลลิลิตร เชนเดียวกันกับจำนวนโคโลนีที่เพิ่มขึ้นจาก 4.33 เปน 66.67 CFU 

ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาหมักนานขึ้น ผลการคัดกรอง LAB พบ 9 ไอโซเลต คือแกรมบวกรูปกลม 4 ไอโซเลต 

และแกรมบวกรูปทอน 5 ไอโซเลต โดยทุกไอโซเลตใหผลคาตาเลสเปนลบ  
 

คำสำคัญ: แบคทีเรียกรดแล็กติก เทปาเช เครื่องดื่มผลไมหมัก 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 

การหมักเปนกระบวนการแปรรูปอาหารที่มีมาตั้งแตอดีต ซึ่งชวยยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร

และปรับปรุงลักษณะทางประสาทสัมผัส เชน รสชาติและกลิ่น กระบวนการนี้ยังนำไปสูการสรางสารอาหาร

และสารประกอบที่มีประโยชนตอสุขภาพ เชน โพรไบโอติก กรดอินทรีย และสารตานอนุมูลอิสระ (Pérez-

Armendáriz and Cardoso-Ugarte, 2020) เครื่องดื่มหมักแบบดั้งเดิมถือเปนองคประกอบสำคัญของ

วัฒนธรรมและอาหารในหลายประเทศ โดยเฉพาะในเม็กซิโก ซึ่งมีเครื่องดื่มหมักหลากหลายประเภท 

เชน เทปาเช (Tepache) ที่ไดรับการยอมรับในยุคปจจุบันในฐานะเครื่องดื่มทองถ่ินที่มีจุลินทรียโพรไบโอติก
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ที่เปนประโยชนตอสุขภาพ (Ramírez-Guzmán et al., 2019; Aguilar-Uscanga et al., 2024) LAB บางสายพนัธุ 

เชน Lactobacillus lactis, Enterococcus faecium TeA2 และ Lactobacillus pentosus ABHEAU-05 

ทีค่ัดแยกไดจากเทปาเช มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอ-ติกซึ่งมีความสามารถในการผลิตเปปไทดที่ตานจุลินทรีย

อ่ืนได (Escobar-Ramírez et al., 2020)  

เทปาเชเปนเครื่องดื่มหมักที่มักผลิตจากเปลือกสับปะรด น้ำตาลทรายแดง และน้ำ พรอมทั้ง

อาจเติมอบเชยหรือพริกไทยเพื่อเพิ่มรสชาติ กระบวนการหมักใชจุลินทรียพื้นเมืองที่มีอยูในวัตถุดิบ 

และสภาพแวดลอม การหมักเทปาเชมักดำเนินการในถังไมเปนเวลา 4 วันที่อุณหภูมิหอง ทำใหได

เครื่องดื่มที่มีรสชาติเปรี้ยวอมหวานที่มาจากการหมักเปลือกสับปะรด กลิ่นหอม และคุณสมบัติที่มี

ประโยชนตอสุขภาพ (Pérez-Armendáriz & Cardoso-Ugarte, 2020) และยังสามารถปรับแตงรสชาติได

หลากหลาย ผลของระดับกลูโคสและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของเทปาเชที่ผลิตจากเปลือกสับปะรด 

จากการแปรผันปริมาณน้ำตาลและระยะเวลาการหมัก พบวา การควบคุมปริมาณน้ำตาลและระยะเวลา

การหมักมีผลสำคัญตอระดับกลูโคสและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของเทปาเช ซึ่งเทปาเชสูตรที่ใช

น้ำตาลรอยละ 15 และหมัก 48 ชั ่วโมง เหมาะสมที่สุดสำหรับการผลิตเทปาเชที่มีคุณภาพดีและ

ตอบสนองความตองการของผูบริโภค (Sabira & Suryani, 2023) 

ทั้งนี้ ในประเทศไทย เทปาเช (Tepache) ยังไมไดรับความนิยมอยางแพรหลาย แตเริ่มเปนที่

สนใจในฐานะเครื่องดื่มหมักทางเลือกที่ตอบโจทยเทรนดสุขภาพ เนื่องจากเทปาเชมีคุณสมบัติที่โดดเดน 

เชน การมีจุลินทรียโพรไบโอติกซึ ่งสงเสริมระบบทางเดินอาหาร รสชาติเปรี ้ยวอมหวานที่มาจาก

กระบวนการหมัก และความสามารถในการปรับแตงรสชาติที่หลากหลาย จึงทำใหเหมาะสำหรับกลุม

ผูบริโภคที่ใสใจสุขภาพ (Romero-Luna et al., 2022) โดยเทรนดเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ เชน คอมบูชะ 

(Kombucha) และคีเฟอร (Kefir) ซึ่งเนนการมีจุลินทรียที่เปนประโยชนตอระบบทางเดินอาหารกำลังเติบโต

ในตลาดประเทศไทย (Watcharapoj & Runchida, 2019) ดังน้ัน เทปาเชจึงมีศักยภาพที่จะพัฒนาและ

เปนที่ยอมรับในตลาดเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพในอนาคต โดยการปรับแตงรสชาติดวยวัตถุดิบท่ีหลากหลาย

มากขึ ้นเพื่อใหมีเอกลักษณเฉพาะตัว และเพื่อเพิ ่มความหลากหลายของจุลินทรียโพรไบโอติกและ 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหหลากหลายมากยิ่งขึ้น  

นอกจากนี้ เทปาเช ยังเปนเครื่องดื่มหมักที่มีโครงสรางทางชุมชนจุลินทรียที่ซับซอน อันเกิด

จากการทำงานรวมกันของจุลินทรียหลายกลุม ไดแก LAB แบคทีเรียกรดอะซิติก และยีสตหลากหลาย

สายพันธุ (Lara-Hidalgo et al., 2017) โดยเฉพาะ LAB บางสายพันธุที่มีบทบาทสำคัญในการผลิต 

สารเมแทบอไลตทุติยภูมิระหวางกระบวนการหมัก ซึ่งมีคุณสมบัติสงเสริมสุขภาพ ไดแก กรดแล็กติก  

สารตานอนุมูลอิสระ และเปปไทดตานจุลินทรีย (Fuente-Salcido et al., 2015; Thongprayoon et al., 2019) 

อยางไรก็ตาม โครงสรางชุมชนจุลินทรีย (microbial community) ท่ีซับซอนในเทปาเช ยังคงมีปญหา

ดานความไมเสถียรของโครงสรางและกลไกปฏิสัมพันธที่ยังไมเปนที่เขาใจ สงผลใหประสิทธิภาพในเทปาเช 
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ยังไมเปนที่นาพอใจ การวิจัยในอนาคตจึงควรมุงเนนการสรางการหมักที่มีโครงสรางทางจุลินทรียที่

เลียนแบบการหมักตามธรรมชาติและสามารถตอบสนองความตองการของผูบริโภคที่หลากหลายเพ่ือ

พัฒนาผลิตภัณฑเครื่องดื่มหมักแนวใหมในอนาคต (Li et al., 2024) 

แมจะมีขอมูลเกี่ยวกับ LAB ในเทปาเชในรายงานที่ผานมา แตยังมีขอจำกัดในความเขาใจ

เกี่ยวกับลักษณะทางกายภาพ เคมี และความหลากหลายของ LAB ที่เปลี่ยนแปลงไปหลังการหมักตาม

ธรรมชาติ ซึ่งตองการการวิจัยเพิ่มเติมเพื่อสนับสนุนการพัฒนาผลิตภัณฑของเครื่องดื่มชนิดน้ี ดังนั้น  

การวิจัยนี้จึงมุงเนนการพัฒนาเทปาเชสูตรดัดแปลงโดยใชวัตถุดิบในทองถิ่น เชน สับปะรด แกวมังกร 

มังคุด และมันแกว เพื่อสรางเอกลักษณเฉพาะตัวของเครื่องดื่มเทปาเช โดยมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาและ

คัดกรอง LAB ซึ่งเกิดจากกระบวนการหมักตามธรรมชาติ โดยจะทำการศึกษาลักษณะเฉพาะทาง

สัณฐานวิทยาและชีวเคมีของ LAB คัดแยกได ซึ่งขอมูลที่ไดจากงานวิจัยน้ีอาจจะเปนแนวทางหนึ่งที่ชวย

สรางผลิตภัณฑที่มีประโยชนตอสุขภาพทางเลือกได 
 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 1.  การเตรียมหัวเชื้อน้ำคีเฟอร 

 เตรียมหัวเชื้อน้ำคีเฟอร (water kefir) จากวัตถุดิบและวิธีการ ดังนี้ วัตถุดิบ: เปลือกและ

แกนแอปเปลสดที ่ลางสะอาด รอยละ 60 โดยปริมาตร น้ำตาลทรายแดง รอยละ 40 โดยปริมาตร 

วิธีการ: ใสเปลือกและแกนแอปเปลสดลงในภาชนะที่มีฝาปดสนิทขนาด 3 ลิตร และผานการฆาเชื้อแลว 

จากนั้นโรยน้ำตาลทรายแดงที่ดานบน กำหนดปริมาตรการทำงาน (working volume) รวม 1.5 ลิตร 

ปดฝาใหสนิท วางในสถานที่อากาศถายเท หลีกเลี ่ยงแสงแดด ตั ้งทิ ้งไวใหเกิดกระบวนการหมักท่ี

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส) นาน 5-7 วัน จากนั้นนำมากรองโดยใชถุงกรองผาไนลอน 

(filter bag) ขนาด 30 ไมครอน ใชน้ำเปนหัวเช้ือน้ำคีเฟอรในการผลิตเทปาเช 

 2.  การเตรียมวัตถุดิบ 

 2.1 การเตรียมน้ำมันแกว โดยนำหัวมันแกวสดมาลาง ปอกเปลือกและหั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ 

จากนั้นนำมาสกัดเฉพาะน้ำมันแกวโดยใชเครื่องปนแยกกาก (มันแกวสด 3 กิโลกรัม สกัดน้ำมันแกวได 1 ลิตร) 

นำน้ำมันแกวมาตมท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  

 2.2  การเตรียมผลไมอื่น ๆ โดยการลางทำความสะอาด หั่นผลไมทุกชนิดเปนชิ้นขนาด

ประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ทำการเตรียม ดังนี้ 1) สับปะรด: ลางทำความสะอาด ตัดสวนกานและใบออก 

ใชทั้งเปลือกและเนื้อผล 2) แกวมังกรสีมวง: ลางทำความสะอาด ปอกสวนผิวเปลือกผลดานนอกออก  

ใชทั้งเปลือกสวนในและเนื้อผล 3) มังคุด: ลางทำความสะอาด ปอกสวนผิวเปลือกแข็งดานนอกออก  

ใชทั้งเปลือกสวนในและเน้ือผล 4) แอปเปล: ใชทั้งเปลือกและเน้ือผล 
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3.  กรรมวิธีการผลิตเทปาเชสูตรดัดแปลง 

 ผสมหัวเชื ้อน้ำคีเฟอร (water kefir) และวัตถุดิบทั ้งหมด จากขอ 1-2 โดยมีสวนผสม  

(รอยละโดยปริมาตร) ดังน้ี หัวเช้ือน้ำคีเฟอร (รอยละ 5) สับปะรด (รอยละ 20) น้ำมันแกว (รอยละ 30)  

แกวมังกรสีมวง (รอยละ 10) มังคุด (รอยละ 5) แอปเปล (รอยละ 10) น้ำตาลทราย (รอยละ 10) น้ำ (รอยละ) 

10 จากนั้นทำการหมักโดยใสหัวเชื้อน้ำคีเฟอรและวัตถุดิบทั้งหมดรวมกันในภาชนะที่มีฝาปดสนิทขนาด 20 

ลิตร และผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตรการทำงาน (working volume) รวม 10 ลิตร เปนเวลา 48 

ชั่วโมง ติดตามคาความเปนกรด-ดาง (pH) และปริมาณของแข็งที่ละลายน้ำได (TSS) ระหวางการหมัก 

และเก็บตัวอยางน้ำหมักทุก ๆ 6 ชั่วโมง เพื่อนำไปคัดกรองและศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB 

 กรองเทปาเชสูตรดัดแปลงโดยใชถุงกรองผาไนลอน (filter bag) ขนาด 30 ไมครอน บรรจุ

ขวดแกวที่มีฝาปดชนิดทนแรงดันกาซ ทำการพาสเจอรไรซโดยวิธีใชความรอนสูง-เวลาสั้น (HTST: High 

Temperature-Short Time) ที ่อุณหภูมิ 70-72 องศาเซลเซียส คงไวเปนเวลา 15 วินาทีเพื่อใหได

เครื่องดื่มเทปาเช กอนนำไปศึกษาลักษณะเฉพาะของเทปาเช โดยการสังเกตลักษณะภายนอก สี ความใส 

ปริมาณตะกอน กลิ่น และการชิมรสชาต ิ
  

4.  การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของเทปาเชสูตรดัดแปลง  

 โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงคา pH และคา TSS โดยใช pH meter และเครื่องมือสำหรับ

การวัดความหวาน (Brix refractometer) 

5.  การคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB 

 5.1  ข้ันตอนการคัดกรอง LAB โดยใช MRS agar  

  เก็บตัวอยางน้ำหมักที่ตองการคัดกรอง เขยาหรือผสมตัวอยางใหสม่ำเสมอ เพื่อให

เช้ือกระจายตัว จากนั้นเจือจางตัวอยาง (serial dilution) ในน้ำเกลือปลอดเช้ือ (sterile saline) เพ่ือลด

ปริมาณเช้ือใหอยูในระดับที่เหมาะสมตอการนับจำนวน 

 5.2  การเพาะเชื้อบน MRS agar  

  ใช MRS agar มีองคประกอบในสวนผสมของอาหารตอปริมาตร 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 ปรับคา pH 6.5±0.2 

(Goyal et al., 2012) 

  ใชเทคนิคการเทจาน (pour plate technique) โดยกระจายตัวอยางเจือจางลงบน

พื้นผิวของ MRS agar ในจานเพาะเชื้อ ซึ่ง บมที่อุณหภูมิ 30–37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรออกซิเจน 

(anaerobic conditions) เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นทำการสังเกตลักษณะโคโลนีหลังการบม คัดเลือกโคโลนี 

ที่มีลักษณะเฉพาะ ไดแก รูปรางกลม ขอบเรียบ หรือไมเรียบ สีครีมหรือสีขาวขุน โคโลนีที่เลือกจะถูกเก็บ
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แยกไปวิเคราะหตอ นับจำนวนโคโลนีแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนพื้นผิวของ MRS agar และนับจำนวนเซลล

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

นับจำนวนเซลลแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนแลวคำนวณจำนวนเซลล ตามวิธีของ Zellner et al., 1963  

 5.3  การคำนวณจำนวนเซลลดวย Petroff-Hausser counting chamber มีขั้นตอนดังน้ี 

   5.3.1 เตรียมตัวอยางจุลินทรียที่ตองการนับ โดยอาจตองเจือจางตัวอยางเพ่ือใหได

จำนวนเซลลในชวงที่นับไดสะดวก (100–200 เซลลตอชองนับ) ผสมตัวอยางใหสม่ำเสมอกอนเติมลงใน 

chamber 

   5.3.2 เตรียม Petroff-Hausser counting chamber โดยทำความสะอาด counting 

chamber และ coverslip ดวยแอลกอฮอลหรือน้ำกลั่น วาง coverslip ใหติดสนิทกับ counting chamber 

โดยดูวาเกิด Newton’s rings (แถบสีรุง) บริเวณขอบ 

   5.3.3 เติมตัวอยาง โดยใชปเปตเติมตัวอยางจุลินทรียลงใน chamber อยางระมัดระวัง 

ปริมาณที่เติมควรเพียงพอใหครอบคลุมพ้ืนที่นับแตไมลน รอใหเซลลกระจายตัวอยางสม่ำเสมอ 

   5.3.4 สองกลองจุลทรรศน โดยใชกำลังขยาย 40x หรือ 100x เพื่อดูพื้นที่การนับ 

เลือกชองนับท่ีเหมาะสม  

   5.3.5 นับจำนวนเซลล โดยนับเซลลในกริดขนาด 1 ตารางมิลลิเมตร (แบงยอยเปน 

25 ตารางเล็ก แตละตารางเล็กมีขนาด 0.2 x 0.2 มิลลิเมตร) ใชกฎในการนับเซลลที่ขอบ เชน นับเฉพาะ

เซลลที่แตะเสนขอบดานบนและดานซายเทานั้น เพ่ือลดการนับซ้ำ 

   5.3.6 คำนวณความเขมขนของเซลล โดยใชสูตร 
 

ความเขมขนเซลล (เซลล/มิลลิลิตร) = จำนวนเซลลที่นับได (เซลล)  x  อัตราการเจือจาง 

                                                                  จำนวนชอง x ปริมาตร 

โดย ปริมาตรตอชอง (volume per square) = 1 ตารางมิลลิเมตร x 0.2 มิลลิเมตร = 0.02 

ลูกบาศกมิลลิเมตร = 0.02 x 103 มิลลิลิตร 

อัตราการเจือจาง = อัตราที่ตัวอยางเจือจางกอนเติมลงใน chamber 
 

 5.4  การยืนยันลักษณะของแบคทีเรีย 

  หลังการคัดกรองแบคทีเรียบน MRS agar จำเปนตองมีการยืนยันวาเปน LAB โดยใช

การวิเคราะหเพิ่มเติม ไดแก 1) การศึกษาลักษณะโคโลนี 2) การยอมแกรม (gram staining) เพ่ือตรวจสอบ

วาเปนแบคทีเรียแกรมบวก 3) การตรวจสอบ catalase test เพื่อแยก LAB ท่ีไมผลิตเอนไซมคาตาเลส 

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

รูปราง เชน รูปกลม (cocci) หรือรูปทอน (rods)  
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ผลการวิจัย  

1.  ลักษณะเฉพาะของเครื่องด่ืมเทปาเชสูตรดัดแปลง 

 ลักษณะปรากฏของเครื่องดื่มเทปาเชสูตรดัดแปลง พบวามีสีแดงจากสีของผลไม ไดแก 

เปลือกแกวมังกรสีมวง เปลือกมังคุด คอนขางใส และสังเกตเห็นตะกอนเล็กนอยที่กนขวด ท่ีชองวาง

ดานบน (head space) ของขวดแกวมีฟองกาซสีขาว ซึ่งอาจเปนกาซคารบอนไดออกไซดเกิดขึ้นจาก

กระบวนการหมัก เมื่อเปดฝาขวดจะมีแรงดันคลายเปดขวดน้ำอัดลม รสชาติหวานอมเปรี้ยว หอมกลิ่น

ผลไมที่ใชเปนวัตถุดิบ และมีความซาเล็กนอยจากกาซคารบอนไดออกไซด ดังภาพที่ 1 (Figure 1)  
 

Figure 1  Tepache - a fermented fruit beverage. 
 

 ผลจากกิจกรรมทางเมตาบอลิซึมของจุลินทรียในกระบวนการหมักทำใหคา pH มีแนวโนม

ลดลง แสดงใหเห็นถึงการเพ่ิมข้ึนของกรดอินทรียจากกระบวนการหมัก ทำใหเทปาเชมีรสเปรี้ยวเล็กนอย 

ในขณะที่ความหวานของเทปาเชมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นในชวงเริ่มตนของการหมัก ซึ่งเปนผลจากน้ำตาลและ

การสลายตัวและการละลายของสารอินทรียและสารอาหารจากวัตถุดิบ รวมถึงการผลิตสารใหม ๆ จาก

จุลินทรีย  

2.  ผลการคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB  

 การศึกษานี้มีเปาหมายเพื ่อคัดกรองและวิเคราะหลักษณะเฉพาะของ LAB ที ่ไดจาก

กระบวนการหมักเทปาเชสูตรดัดแปลง เพื่อประเมินศักยภาพในการพัฒนาเปนโพรไบโอติก ในการวิเคราะห

ชีวเคมี พบวามีความสามารถในการผลิตกรดอยางมีนัยสำคัญ โดยคา pH ลดลงในชวง 48 ชั่วโมง คา pH 

ลดลงจาก 4.51 เปน 4.04 ในขณะที่คา TSS เพิ่มขึ้นเล็กนอยในชวงแรกของการหมัก (48 ชั่วโมง) จำนวน

เซลลและจำนวนโคโลนขีอง LAB เพ่ิมขึ้นจาก 2.30 × 108 เปน 9.02 × 108 เซลลตอมิลลลิิตร และ 4.33 

เปน 66.67 CFU ตอมิลลิลิตร 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 ถูกแยกไดจากตัวอยางเทปาเชสูตรดัดแปลงโดยใช MRS agar และไดโคโลนี 9 รูปแบบท่ี

แตกตางกัน โดยแบงเปน แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม (gram-positive cocci) จำนวน 4 ไอโซเลต และ

แบคทีเรียแกรมบวกรูปทอน (gram-positive rods) จำนวน 5 ไอโซเลต โดยมีผลการวิเคราะหคุณสมบัติ

ทางชีวเคมี พบวาทุกไอโซเลตใหผลลบ (catalase-negative) คือโคโลนี LAB ที่คัดกรองไดไมสรางฟอง

เมื่อทำการทดสอบคาตาเลส (catalase test) ดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดซึ่งเปนการยืนยันถึงการเปน 

LAB ที่เมื่อทำการยอมแกรมพบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก และไมสรางเอนไซมคาตาเลส ซึ่งจะแปลง

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหเปนน้ำ (H2O) และกาซออกซิเจน (O2) หากมีคาตาเลสจะผลิตกาซออกซิเจน

ทำใหเกิดฟองอากาศ ดังสมการ 

                          catalase 

                          2 H2O2       H2O + O2 
 

ผลการศึกษาลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและชีวเคมขีอง LAB ที่เจริญบน MRS 

agar ซึ่งมีลักษณะเฉพาะที่สามารถใชในการคัดกรองและแยกชนิดของแบคทีเรียกลุม LAB ได ผลการคัด

กรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะบางประการของ LAB พบวาขนาดของโคโลนี มีขนาดเล็กถึง 

ปานกลาง (เสนผานศูนยกลาง 1-3 มิลลิเมตร) โคโลนีมีการกระจายตัวคอนขางสม่ำเสมอ สีของโคโลนี  

มีสีครีม สีขาว หรือสีขุนเล็กนอย สีโคโลนีไมเขมจัด มีความโปรงแสงเล็กนอย รูปรางของโคโลน ีสวนใหญ

มีรูปรางกลม (circular) ขอบเรียบ (entire margins) และมีขอบเขตชัดเจน ผิวสัมผัสของโคโลนีพบวา มี

พื้นผิวเรียบ (smooth) บางโคโลนีมีผิวสัมผัสแบบมันเงาเล็กนอย (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.  การพัฒนาตอยอดเทปาเช 

  การพัฒนาตอยอดผลิตภัณฑเทปาเชที่ใชวัตถุดิบทองถิ่นควรเนนสรางเอกลักษณเฉพาะตัว

ในดานรสชาติ สี กลิ่น และประโยชนตอสุขภาพ เพื่อดึงดูดผูบริโภคและเพิ่มมูลคาใหกับผลิตภัณฑนั้น 

ประเทศไทยมีศักยภาพสูงในการพัฒนาเครื่องดื่มผลไมหมัก เนื่องจากความหลากหลายของผลไมและ

วัตถุดิบทองถ่ิน เชน ผลไมที่มีรสเปรี้ยว หวานเฉพาะตัว (มะมวงเบา มะขามเปยก ลำไย) ใชวัตถุดิบที่ให 

สีธรรมชาติ เชน สีมวงจากแกวมังกร สีเหลืองจากขมิ้น หรือสีแดงจากกระเจี๊ยบแดง เพื่อลดการใช 

สีสังเคราะห หรือสามารถเนนกลิ่นเฉพาะตัวของสมุนไพรหรือผลไมทองถิ่น เชน กลิ่นหอมจากใบเตย 

ตะไคร หรือขิง ที่ใหกลิ่นหอมเฉพาะตัว เพื่อสรางรสชาติที่โดดเดน รวมถึงกระแสความนิยมที่เพิ่มขึ้นใน

เครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพและสินคาที่สะทอนอัตลักษณทองถิ่น แนวโนมที่สำคัญในประเทศไทย ไดแก  

  1.1 ความนิยมในเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ ที่กระแสสุขภาพที่เพิ่มขึ้นทำใหผูบริโภคหันมา

สนใจเครื่องดื่มท่ีมีคุณสมบัติชวยสงเสริมสุขภาพ เชน การสนับสนุนระบบทางเดินอาหาร การเพิ่มภูมิคุมกัน 

และสารตานอนุมูลอิสระ การพัฒนาผลิตภัณฑที่มีคุณสมบัติเชิงหนาที่ (functional properties) เชน 

การเสริมโพรไบโอติกและพรีไบโอติก ในเครื่องดื่มผลไมหมัก (Romero-Luna et al., 2022; Sabira 

and Suryani, 2023) 

  1.2 การใชวัตถุดิบทองถิ่นที่หลากหลาย เนื่องจากผลไมไทยที่มีศักยภาพสูง เชน มะมวง 

แกวมังกร มังคุด สับปะรด หรือผลไมเมืองรอนอื่น ๆ ที่สามารถใหรสชาติ กลิ่น และสีที่เปนเอกลกัษณ 

การใชสวนเหลือจากผลไม (by-products) เชน เปลือกผลไมหรือเนื้อผลไมเหลือใชในกระบวนการผลิต 
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หรือผลพลอยไดในอุตสาหกรรมแปรรูปผักและผลไม ชวยลดของเสียและเพิ่มความยั่งยืน (Álvarez et al., 

2021; Velázquez-Quiñones et al., 2021) 

  1.3 การพัฒนากระบวนการผลิตที่เหมาะสมกับภูมิอากาศไทย โดยปรับปรุงกระบวนการ

หมักใหเหมาะสมกับสภาพอากาศรอนชื้น เพื่อปองกันการปนเปอนและเพิ่มความปลอดภัยของผลิตภัณฑ 

การใชเทคโนโลยีการหมัก เชน การควบคุมอุณหภูมิและความดัน เพื่อปรับปรุงรสชาติและคุณภาพ 

  1.4 การสนับสนุนและสงเสริมสินคา SMEs และผลิตภัณฑทองถิ่น สงเสริมการใชวัตถุดิบ

ในชุมชนเพื่อเพิ่มมูลคาและสนับสนุนเศรษฐกิจฐานราก การวิจัยและพัฒนารวมกับมหาวิทยาลัย เชน 

การคัดกรองจุลินทรียและการพัฒนาสูตรที่เหมาะสม ตลอดจนกระแสนิยมของผูบริโภคเจเนอเรชันใหม 

ที่ใหความสนใจเครื่องดื่มที่มีเรื ่องราว (storytelling) ผูบริโภครุนใหมใหความสำคัญกับผลิตภัณฑที่มี

ที่มาชัดเจน เชน ผลิตจากชุมชนในภาคเหนือหรืออีสาน การนำเสนอผลิตภัณฑที่สรางประสบการณ  

เชน การพัฒนารสชาติที่แปลกใหม (exotic flavors) หรือการจัดกิจกรรมทดลองหมักเครื่องดื่ม 

 2.  การคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB 

  2.1 การคัดกรอง LAB และการวิเคราะหเชิงปริมาณ 

   จากผลการคัดกรอง พบวาในกระบวนการหมักเทปาเชสูตรดัดแปลงสามารถแยก LAB 

ที่แตกตางกันทั้งหมด 9 ไอโซเลต จำนวนเซลล LAB และโคโลนีสูงสุดในตัวอยาง เทากับ 9.02 X 108 เซลล

ตอมิลลิลิตร และ 67.67 CFUตอมิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งสะทอนถึงการเจริญเติบโตของ LAB ที่เพิ่มขึ้น

อยางมีนัยสำคัญในระหวางกระบวนการหมัก การที่ LAB เจริญเติบโตไดดีในสภาวะหมักระบบปดนั้น แสดงให

เห็นวาสวนผสมและสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการสรางกรดแล็กติก ซึ่งเปนปจจัยสำคัญในการควบคุมคา 

pH ในกระบวนการหมัก  

  ผลการคัดกรอง LAB ในการศึกษาน้ีสามารถแยก LAB ไดคอนขางหลากหลายเมื่อเปรียบเทียบ

กับเทปาเชแบบดั้งเดิมที่มีวัตถุดิบหลักเปนเนื้อสับปะรด โดยในรายงานของ de la Fuente-Salcido et al. 

(2015) พบ LAB สายพันธุหลักสองชนิด เชน L. lactis และ E. faecium ในเครื่องดื ่มเทปาเช LAB 

เหลานี้มีศักยภาพในการผลิตแบคเทอริโอซินซึ่งแสดงฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียกอโรคที่มีความสำคัญทาง

คลินิก LAB บางสายพันธุ เชน L. lactis, E. faecium TeA2 และ L. pentosus ABHEAU-05 ท่ีคัดแยก

ไดจากเทปาเช มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกซึ่งมีความสามารถในการผลิตเปปไทดที่ตานจุลินทรียอื่นได 

(Escobar-Ramírez et al., 2020) อยางไรก็ตาม โครงสรางและความหลากหลายของกลุมจุลินทรียใน

เทปาเชคอนขางซับซอน เมื่อวิเคราะหโดยใชเทคนิค 16S rRNA และ ITS ผาน Illumina MiSeq 2 × 300 

พบวา มีความหลากหลายของแบคทีเรียมากขึ้นเมื่อสิ้นสุดการหมัก โดยกลุมจุลินทรียในชวง 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  คา pH และความเขมขน TSS 

   คา pH ของเทปาเชในกระบวนการหมักมีคาลดลงและคงตัวในชวง 4.04–4.51 

หลังจาก 48 ช่ัวโมง สะทอนถึงความสามารถของ LAB ในการผลิตกรดอินทรีย เชน กรดแล็กติก ซึ่งเปน

ผลจากกระบวนการหมักน้ำตาลในสวนผสม สำหรับคา TSS ซึ่งอยูในชวงรอยละ 9.87–12.13 โดยปริมาตร 

อาจเพิ่มขึ้นจากการปลดปลอยสารที่ละลายน้ำ เชน สารอินทรียที่มาจากผลไมและน้ำตาลที่ไมไดถูกใช

หมดในกระบวนการหมัก ทั้งนี้ การเปลี่ยนแปลงคา TSS อาจมีผลตอรสชาติ ความหวาน และกลิ่นของ

ผลิตภัณฑ อยางไรก็ตาม หากเพิ่มระยะเวลาในการหมักจะทำใหลักษณะทางกายภาพและเคมีของ      

เทปาเชเปลี ่ยนแปลงไป การวิจัยของ Gutiérrez-Sarmiento et al. (2022) แสดงใหเห็นวา เทปาเช 

มีคุณสมบัติทางเคมีเปลี่ยนแปลงไป ภายหลังการหมัก 72 ชั่วโมง โดยมีคา TSS ลดลง และคาความเปน

กรดเพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน ปริมาณเอทานอล กรดอะซิติก และกรดแล็กติก เพ่ิมขึ้น ขณะที่ปริมาณน้ำตาล

ทั้งหมดลดลง 

  2.3  ลักษณะเฉพาะของ LAB ที่คัดกรองได 

   แบคทีเรีย LAB ทุกไอโซเลตที่ตรวจพบเปน catalase-negative สะทอนลักษณะเฉพาะ

ของ LAB ที่ไมสามารถผลิตเอนไซมคาตาเลส ได ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษากอนหนาเกี่ยวกับ

แบคทีเรียในกลุมนี้ ลักษณะโคโลนีของ LAB ที่เจริญบน MRS agar แสดงความหลากหลายในขนาด 

รูปทรง สี และความมันวาว ซึ่งชวยในการแยกและคัดเลือกสายพันธุ LAB โดยการใชกลองจุลทรรศน 

ยังชวยยืนยันรูปรางของเซลลใหสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย (Oviedo-León 

et al., 2024) 

  2.4  ความสำคัญของ LAB ตอคุณภาพของเทปาเช 

   LAB มีบทบาทสำคัญในกระบวนการหมักและพัฒนาคุณภาพของเครื่องดื่มเทปาเช 

ทั้งในแงของรสชาติ กลิ่น สี และคุณสมบัติเพื่อสุขภาพ การผลิตกรดแล็กติกชวยปรับสมดุลคา pH และ

ลดโอกาสการปนเปอนของจุลินทรียที่ไมพึงประสงค (Thongprayoon et al., 2019)  

  2.5  แนวทางการพัฒนาตอยอด 

   การคัดกรอง LAB ที่มีศักยภาพสามารถนำไปพัฒนาเปนหัวเชื้อ (starter culture) 

สำหรับการผลิตเทปาเชในระดับอุตสาหกรรม นอกจากนี้ การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติม เชน 

ความสามารถในการทนตอกรดหรือการสรางสารตานจุลชีพ จะชวยยกระดับความปลอดภัยและคุณคา

ทางสุขภาพของผลิตภัณฑ อีกทั้งยังสามารถพัฒนาเทปาเชใหเปนเครื่องดื่มที่มีเอกลักษณโดยการใช

วัตถุดิบทองถ่ิน   
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สรุปผลการวิจัย   

 1.  เครื่องดื่มเทปาเชสูตรดัดแปลงในการศึกษานี้มีลักษณะสีแดงใสจากวัตถุดิบผลไม ไดแก 

แกวมังกรสีมวงและมังคุด และคอนขางใส อาจมีตะกอนเล็กนอยที่กนขวดจากกระบวนการพาสเจอไรซ

ในข้ันตอนบรรจุขวด สีแดงใสของเครื่องดื่มเทปาเชสูตรดัดแปลงน้ี แตกตางจากสีของเทปาเชแบบดั้งเดิม

ที่ทำจากสับปะรดเปนหลักที่มีสีคลายน้ำชาสีเขม ๆ ซึ่งลักษณะดังกลาวอาจเปนอัตลักษณที่ดึงดูดใจ

สำหรับผูบริโภคบางกลุม นอกจากนี้ยังมีฟองกาซคารบอนไดออกไซดบริเวณชองวางดานบนของขวดท่ี

คลายการดื่มน้ำอัดลม รสชาติหวานอมเปรี้ยว มีกลิ่นผลไมและความซาเล็กนอย รสชาติหวาน มีรส

เปรี้ยวนอยและดื่มงาย เหมาะสำหรับการพัฒนาตอยอดเครื่องดื่มเทปาเชที่ใชวัตถุดิบทองถิ่นที่ควรเนน

สรางเอกลักษณเฉพาะตัวในดานรสชาติ สี กลิ่น และประโยชนตอสุขภาพ เพื่อดึงดูดผูบริโภคและเพิ่ม

มูลคาใหกับผลิตภัณฑนั้น  

 2.  สวนผสมของวัตถุดิบที่นำมาผลิตเทปาเชสูตรดัดแปลงและสภาพแวดลอมของการหมัก

เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ LAB สังเกตไดจากการที่คา pH ลดลง ในขณะที่ความหนาแนนของ

เซลล LAB เพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้น ผลการคัดกรอง LAB ในการศึกษานี้สามารถแยก LAB 

ไดคอนขางหลากหลายเมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องดื่มเทปาเชแบบดั้งเดิมที่มีวัตถุดิบหลักเปนเนื้อสับปะรด 

 3.  การคัดกรองและการศึกษาลักษณะเฉพาะของ LAB ในเทปาเช สามารถทำไดโดยการสังเกต

ลักษณะโคโลนีหลังการบม ไดแก รูปทรงกลม ขอบเรียบ หรือไมเรียบ สีครีมหรือสีขาวขุน รวมกับการ

ยืนยันวาเปน LAB โดยใชการวิเคราะหเพ่ิมเติม ไดแก การศึกษาลักษณะโคโลนี การยอมแกรม การตรวจสอบ 

catalase test และสัณฐานวิทยาของเซลล LAB ที่คัดกรองได 

 4.  ผลพลอยไดประเภทชิ้นสวนผลไมชิ้นเล็กที่เกิดขึ้นในกระบวนการผลิตมีเศษผลไมจากการ

ตัดแตงท่ีสถานประกอบการไมไดถูกนำไปใชในกระบวนการจัดทำผลิตภัณฑอื่นมีศักยภาพเปนวัตถุดิบ

ผลิตเครื่องดื่มเทปาเชสูตรเสริมสารตานอนุมูลอิสระโดยจุลินทรียตามธรรมชาติไดหลากหลาย  

 5.  เครื่องดื่มโพรไบโอติกในตลาดมีแนวโนมการเติบโตอยางมาก เนื่องจากกระแสของการรัก

สุขภาพของกลุมคนวัยทำงาน ประกอบกับผูผลิตในประเทศยังไมแพรหลาย ทำใหผูประกอบการมีโอกาส

สูงที่จะใชงานวิจัยในสวนของหนวยวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑมาเปนแนวทางในการพัฒนาเครื่องดื่ม    

เทปาเชที่มีสรรพคุณไดหลากหลายตามคุณสมบัติของวัตถุดิบที่ใช  
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สนับสนุนดานวัตถุดิบและขอมูลที่เก่ียวของ และขอขอบคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.กุสุมาวดี ฐานเจริญ 

และทีมนักศึกษากลุมวิจัยดานจุลชีววิทยา เปนอยางสูง ทีใ่หการสนับสนุนขอมูลอางอิงจากงานวิจัยดาน

การคัดกรองแบคทีเรียและการวิเคราะหดานจุลชีววิทยาในการศึกษาครั้งน้ี 
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