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บทคัดย่อ 

 
คอมบูชาคือเคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพท่ีเกิดจากการหมกัของน ้ าชาหวานและหวัเช้ือจุลินทรีย์

ท่ีประกอบไปดว้ยแบคทีเรียและยสีตห์ลายชนิด คอมบูชาจึงถูกจดัใหเ้ป็นเคร่ืองด่ืมฟังกช์นัท่ีมีโปร
ไบโอติกส์ และไดรั้บความนิยมบริโภคเพิ่มมากข้ึนในกลุ่มคนรักสุขภาพ  การศึกษาคร้ังน้ีมี
วตัถุประสงคเ์พื่อส ารวจชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดอะซิติกและแบคทีเรียกรดแลคติกใน
ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืม ผูว้จิยัท าการเก็บตวัอยา่งคอมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในร้านคา้
จ าหน่ายสินคา้เพื่อสุขภาพ และร้านคา้ออนไลน์แบบเจาะจงจ านวน 6 ตวัอยา่ง โดยเลือกตรายีห่อ้ท่ีมี
มาตรฐานการรับรองจากส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา 2 ตวัอยา่ง และไม่มีการรับรอง
มาตรฐาน 4 ตวัอยา่ง ส่งด าเนินการวเิคราะห์ท่ีห้องปฏิบติัการ ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และ
เทคโนโลยแีห่งชาติ (BIOTEC) โดยใชว้ธีิวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณต าแหน่งยนี 16S 
rRNA  

จากการศึกษาพบวา่ไม่พบแบคทีเรียกรดแลคติกในตวัอยา่งคอมบูชาทั้ง 6 ตวัอยา่ง และ
พบแบคทีเรียกรดอะซิติกในตวัอยา่ง 4 ตวัอยา่ง จ านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ Komagataeibacter, 
Acetobacter และ Gluconobacter รวมทั้งส้ิน 7 สายพนัธ์ุ โดยจากการศึกษาคุณสมบติัของการเป็น
โปรไบโอติกส์เท่าท่ีผูว้จิยัสามารถคน้หาขอ้มูลไดใ้นปัจจุบนั พบวา่แบคทีเรียทุกสายพนัธ์ุท่ีพบใน
การศึกษาน้ีไม่มีคุณสมบติัของการเป็นโปรไบโอติกส์ 

อยา่งไรก็ตามเคร่ืองด่ืมคอมบูชายงัถูกจดัวา่เป็นเคร่ืองด่ืมฟังกช์นัท่ีมีประโยชน์ต่อ
ร่างกาย โดยประโยชน์ท่ีไดรั้บมาจากองคป์ระกอบทางเคมีท่ีหลากหลายท่ีผลิตโดยเช้ือแบคทีเรีย
และยสีตใ์นกระบวนการหมกั รวมถึงประโยชน์จากวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกั เช่น ใบชา สมุนไพร 
และเคร่ืองเทศ นอกจากน้ียงัไดรั้บประโยชน์จากค่า pH ในคอมบูชาท่ีเหมาะส าหรับการช่วยยอ่ย
อาหารอีกดว้ย ผูบ้ริโภคควรเลือกซ้ือผลิตภณัฑค์อมบูชาจากผูผ้ลิตท่ีมีความรู้และน่าเช่ือถือ ใน
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ขณะเดียวกนั ทางฝ่ังผูผ้ลิตควรใชก้ระบวนการการผลิตท่ีมีคุณภาพและไดม้าตรฐาน มีฉลากบรรจุ
ภณัฑท่ี์ระบุรายละเอียดชดัเจนเก่ียวกบัวนัผลิต วนัหมดอาย ุ วตัถุดิบท่ีใช ้ และระยะเวลาในการหมกั 
เป็นตน้ 
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Abstract 

 
Kombucha is a fermented beverage made from sugared tea and symbiotic culture of 

several bacteria and yeasts. Considered a functional drink with its content of probiotics, kombucha 
has become more popular amongst health-conscious consumers. The purpose of this study is to 
investigate the genera and the species of acetic acid bacteria and citric acid bacteria in ready-to-
drink kombucha. Six samples of kombucha brands were collected from online stores and health 
food stores in Bangkok. Two samples had standard certifications from the Food and Drug 
Administration while the other four did not. All samples were studied at The National Center for 
Genetic Engineering and Biotechnology (BIOTEC)’s laboratory using the 16S rRNA Sequencing 
of Culturable Bacteria analysis method. 

The results from the BIOTEC analysis revealed that no lactic acid bacterium was found 
in all samples. Three genera of acetic acid bacteria found in four samples were Komagataeibacter, 
Acetobacter and Gluconobacter, from which 7 species were identified. To the best of my 
knowledge, no study has reported probiotic potentials of any of these species. 

Despite the finding, kombucha is still considered a functional beverage since it is 
composed of several beneficial biochemical structures from raw ingredients used and from 
metabolites produced by bacteria and yeasts in the fermentation process. Furthermore, the low pH 
of the fermented drink is favorable to human digestion; however, consumers should select 
kombucha made by trustworthy and knowledgeable producers. On the other hand, producers should 
employ standardized procedure to ensure high quality and state all useful and necessary information 
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clearly on the labels such as manufacturing and expiry date, the duration of fermentation, raw 
materials and ingredients used.  
 
Keywords:  Kombucha, microorganism, probiotics, bacteria, yeast  
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บทที ่1 
บทน า 

 

1.1   ทีม่าและความส าคัญของปัญหา  

ปัจจุบนัการดูแลสุขภาพใหมี้ความสมบูรณ์ แขง็แรง และการป้องกนัการเกิดโรคต่างๆ 
ถือวา่เป็นกระแสหลกัของสังคม การรับประทานอาหารท่ีมีคุณสมบติัในการช่วยส่งเสริมสุขภาพ 
หรือท่ีเรียกวา่ อาหารฟังกช์นั (functional food)  จึงเขา้มามีบทบาทมากข้ึน เคร่ืองด่ืมคอมบูชาถูกจดั
วา่เป็นอาหารฟังกช์นัท่ีก าลงัไดรั้บความนิยมมากข้ึนเพราะมีคุณประโยชนห์ลายประการท่ีไดจ้าก
การหมกัของใบชาและจุลินทรีย ์ คอมบูชาถูกจดัวา่เป็นอาหารฟังกช์นัทางเลือกในการเสริมโปร
ไบโอติกส์ใหก้บัผูท่ี้เป็นมงัสวรัิติ และผูท่ี้มีอาการแพน้ ้าตาลแลคโตส (lactose intolerance) ผูท่ี้แพ้
โปรตีนในนมววั และผลิตภณัฑจ์ากนมววั และเน่ืองจากคอมบูชามีปริมาณน ้าตาลท่ีต ่า มีรสชาติ
หวานเล็กนอ้ย มีความเปร้ียว ซ่าส์ และใหค้วามรู้สึกสดช่ืน จึงไดรั้บความนิยมในการบริโภคเพื่อ
ทดแทนเคร่ืองด่ืมประเภทน ้าหวาน น ้าอดัลม และเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล ์ กระแสความนิยมด่ืมคอม
บูชาเกิดข้ึนทัว่โลก โดยเฉพาะในประเทศสหรัฐอเมริกาท่ีมีรายงานยอดขายเคร่ืองด่ืมคอมบูชาในปี 
พ.ศ. 2562 วา่มีมูลค่าถึง 1.67 พนัลา้นเหรียญสหรัฐอเมริกา และยงัมีการคาดการณ์การเติบโตของ
ยอดขายจนถึงปี พ.ศ. 2570 อยูท่ี่ 19.7% ต่อปี1 มีการก าหนดใหว้นัท่ี 21 กุมภาพนัธ์ของทุกปีเป็นวนั
คอมบูชาโลก2 ส าหรับในประเทศไทยมีการจดัตั้งสังคมออนไลน์ เช่น เฟซบุค๊กลุ่ม “Kombucha and 
Fermented Beverage in Thailand” ซ่ึงมีผูติ้ดตามมากถึง 2.5 หม่ืนคน เพื่อแลกเปล่ียนความรู้เก่ียวกบั
ประโยชน์ วธีิการหมกัคอมบูชา รวมถึงการแจกหวัเช้ือคอมบูชา และอุปกรณ์ในการหมกั และเฟซบุ๊
คกลุ่ม “Kombucha and Fermented Beverage Marketplace in Thailand” ท่ีมีสมาชิกถึง 5.1 พนัคน มี
วตัถุประสงคเ์พื่อการซ้ือ ขาย อุปกรณ์ และวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกัคอมบูชา นอกจากน้ียงัมีผูจ้ดั
หลกัสูตรอบรมวธีิการหมกัคอมบูชาส าหรับผูท่ี้ตอ้งการหมกัเพื่อบริโภคในครัวเรือน รวมถึง
หลกัสูตรส าหรับการผลิตเพื่อการจ าหน่าย ท าใหมี้ผูผ้ลิตคอมบูชาจากเดิมท่ีผลิตเพื่อบริโภคใน
ครัวเรือนมาผลิตเพื่อการจ าหน่ายมากข้ึนทั้งการผลิตในภาคครัวเรือนและในภาคอุตสาหกรรม โดย
ปัจจุบนัในประเทศไทยมีผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมมากกวา่ 80 ยีห่อ้วางจ าหน่ายในทอ้งตลาดผา่น
ช่องทางต่างๆ เช่น ร้านคา้ออนไลน์ ร้านคา้สะดวกซ้ือ และร้านคา้จ าหน่ายสินคา้เพื่อสุขภาพ    
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คอมบูชามีองคป์ระกอบทางชีวภาพ และองคป์ระกอบทางเคมีท่ีหลากหลายทั้งท่ีไดจ้าก
ใบชาและท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัของแบคทีเรียและยสีต ์ ท าใหมี้การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา 
และมีการศึกษาวจิยัในสัตวท์ดลอง พบวา่คอมบูชามีฤทธ์ิในการตา้นมะเร็ง  ตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นจุล
ชีพก่อโรค ตา้นเช้ือรา ปกป้องตบั ช่วยตบั ไต และล าไส้ในการขบัสารพิษออกจากร่างกาย ปกป้อง
ระบบทางเดินอาหาร รักษาสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส้ ท าใหผ้นงัล าไส้แขง็แรง3 เป็นตน้ 

 
จากการศึกษาวจิยัถึงประโยชน์ต่อสุขภาพของโปรไบโอติกส์ในช่วงกวา่ทศวรรษท่ีผา่น

มาท าใหผู้ค้นตระหนกัรู้ถึงความส าคญัของการบริโภคผลิตภณัฑเ์สริมอาหารและอาหารหมกัท่ีมี
โปรไบโอติกส์มากข้ึน เช่น ประโยชน์ในดา้นการจดัการกบัจุลชีพก่อโรคโดยการแข่งขนัแยง่กนั
เกาะตวัท่ีผนงัล าไส้ เพิ่มความแขง็แรงใหก้บัผนงัล าไส้4 ช่วยดูดซึมวติามินและแร่ธาตุ ช่วยยอ่ย
อาหาร เสริมภูมิตา้นทาน ผลิตสารส่ือประสาท สารชีวเคมีต่างๆ เช่น วิตามิน และกรดไขมนัสายสั้น 
(Short-chain fatty acids)5 มีความส าคญัต่อการท างานร่วมกนัของระบบทางเดินอาหาร ระบบ
ประสาท และสมอง (gut-brain axis)6  มีการใชโ้ปรไบติกส์เพื่อการป้องกนัรักษาโรคและแกไ้ข
ปัญหาสุขภาพท่ีหลากหลาย เช่น โรคติดเช้ือทางเดินอาหาร โรคล าไส้แปรปรวน โรคภูมิแพ ้โรคติด
เช้ือทางเดินปัสสาวะ โรคปอดเร้ือรัง โรคทางจิตเวช มะเร็งชนิดต่างๆ ช่วยลดผลขา้งเคียงจากการใช้
ยาปฏิชีวนะ4 และอ่ืนๆอีกมากมายทั้งท่ีมีการศึกษาวจิยัแลว้ และท่ีอยูใ่นระหวา่งการศึกษาเพิ่มเติม 
คอมบูชาใหป้ระโยชน์ต่อสุขภาพเน่ืองจากเป็นแหล่งของแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์โดยกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุดในคอมบูชาคือแบคทีเรียกรดอะซิติกและรองลงมาคือแบคทีเรียกรดแลคติก 
จากการศึกษาชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียในตวัอยา่งคอมบูชาท่ีแตกต่างกนั พบวา่มีแบคทีเรีย
ชนิดหลกัท่ีเหมือนกนั แต่ก็ยงัพบวา่มีความแตกต่างของชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียดว้ยเช่นกนั ซ่ึง
ปัจจยัท่ีส่งผลต่อความหลากหลายน้ี ไดแ้ก่ แหล่งท่ีมาของหวัเช้ือ ระยะเวลาในการหมกั7 ค่า pH8 
อุณหภูมิท่ีใชใ้นการหมกั3,7 ฯลฯ โดยความแตกต่างของชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียในคอมบูชาน้ี
อาจส่งผลใหเ้คร่ืองด่ืมคอมบูชามีคุณสมบติัและคุณภาพท่ีแตกต่างกนั และคอมบูชาท่ีไดจ้ากล็อตการ
ผลิตเดียวกนัมกัจะมีคุณภาพท่ีไม่สม ่าเสมอตลอดเวลา จากการศึกษาวจิยัในคอมบูชาก่อนหนา้น้ี
พบวา่มีแบคทีเรียบางสายพนัธ์ุเท่านั้นท่ีมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ โดยส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรีย
กลุ่มกรดแลคติก เช่น บางสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย Lactobacillus9 และ Pediococcus10 และสายพนัธ์ุ
เหล่าน้ีสามารถพบไดใ้นคอมบูชาเพียงบางตวัอยา่งเท่านั้น 

 
อยา่งไรก็ตาม ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดประเทศไทยส่วน

ใหญ่กล่าวอา้งวา่มีโปรไบโอติกส์ แต่ไม่ไดร้ะบุชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียบนฉลากเคร่ืองด่ืม 
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ท าใหผู้บ้ริโภคไม่อาจทราบขอ้มูลท่ีบ่งบอกถึงคุณภาพในดา้นของการเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีมีคุณสมบติั
ของโปรไบโอติกส์ได ้ จึงเป็นท่ีมาของการส ารวจหาชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียใน
เคร่ืองด่ืมคอมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดประเทศไทย เพื่อเป็นประโยชน์ต่อผูบ้ริโภค
ในการเลือกซ้ือและบริโภคผลิตภณัฑค์อมบูชา และเพื่อเป็นประโยชน์ต่อผูผ้ลิตในการพฒันา
คุณภาพและมาตรฐานการผลิตเคร่ืองด่ืมคอมบูชาต่อไปในอนาคต 

 
1.2   Gap of Knowledge   

เน่ืองจากในคอมบูชามีแบคทีเรียบางชนิดเท่านั้นท่ีมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ และ 

ชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียในคอมบูชามกัมีความแตกต่างกนัไปเสมอในแต่ละตวัอยา่ง 

อยา่งไรก็ตาม ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดไทยส่วนใหญ่มกั

ใชค้  ากล่าวอา้งวา่มีโปรไบโอติกส์  แต่ไม่ระบุชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียบนฉลาก

ผลิตภณัฑ ์ซ่ึงถือวา่ไม่มีหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ในการพิสูจน์ค ากล่าวอา้งน้ี 

ผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะศึกษาชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียในผลิตภณัฑค์อมบูชาท่ีวาง

จ าหน่ายในประเทศไทย เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีเป็นประโยชน์ต่อผูบ้ริโภค 

 

1.3   ค าถามการวจัิย  
ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในประเทศไทยแต่ละยีห่อ้มีความแตกต่างกนั

ของชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียหรือไม่ อยา่งไร และมีแบคทีเรียชนิดและสายพนัธ์ุใดไดบ้า้ง 
 

1.4   วตัถุประสงค์การวจัิย  
เพื่อศึกษาชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดอะซิติกและแบคทีเรียกรดแลคติกใน

ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในประเทศไทย 
 

1.5   ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  
เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีเป็นประโยชน์ต่อผูบ้ริโภค และเพื่อเป็นประโยชน์ต่อผูผ้ลิตใน

การพฒันาคุณภาพและมาตรฐานการผลิตเคร่ืองด่ืมคอมบูชาต่อไปในอนาคต 
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1.6   ขอบเขตงานวจัิย  
การวจิยัน้ีเป็นการส ารวจชนิดและสายพนัธ์ุกลุ่มแบคทีเรียกรดอะซิติก (Acetic Acid 

Bacteria) และแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic Acid Bacteria) ในเคร่ืองด่ืมคอมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวาง
จ าหน่ายตามร้านสะดวกซ้ือ และช่องทางจดัจ าหน่ายออนไลน์ต่างๆในประเทศไทย 

 
1.7   กรอบแนวคิดการวจัิย 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1  กรอบแนวคิดการวจิยั 
 

1.8   นิยามศัพท์เฉพาะในการวจัิย 
1. คอมบูชา หมายถึง เคร่ืองด่ืมชาหมกัเพื่อสุขภาพ ท่ีเกิดจากกระบวนการหมกัตาม

ธรรมชาติ โดยวตัถุดิบหลกัท่ีใชห้มกั คือ หวัเช้ือคอมบูชาท่ีเกิดจากการหมกัผลไมร้สเปร้ียว ใบชา 
และน ้าตาล  

2. แบคทีเรีย หมายถึง ส่ิงมีชีวติเซลลเ์ดียว ไม่มีผนงัห่อหุม้นิวเคลียส มีรูปร่างกลม 
เป็นท่อน โคง้ หรือเป็นเกลียว 

3. โปรไบโอติกส์ หมายถึง จุลินทรียมี์ชีวติจ าพวกแบคทีเรียและยสีตท่ี์ดีและเป็น
ประโยชน์ต่อร่างกาย ซ่ึงเม่ือบริโภคเขา้ไปในปริมาณท่ีเหมาะสมจะส่งผลใหมี้สุขภาพดี

 

ตัวแปรต้น 

ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืม 

ตัวแปรตาม 

ชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกลุ่ม

กรดอะซิติก และกลุ่มกรดแลคติกใน
ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืม 



 
 

บทที ่2 

แนวคดิ ทฤษฎ ีและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 

งานวจิยัน้ี เป็นการส ารวจชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียชนิดท่ีดีในผลิตภณัฑค์อม
บูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดประเทศไทย โดยผูว้จิยัไดท้บทวนแนวคิด ทฤษฎี ตลอดจน
งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง ดงัต่อไปน้ี 

2.1 คอมบูชา 
2.2 ปัจจยัท่ีส่งผลต่อความหลากหลายของชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียในคอมบูชา 
2.3 วธีิวเิคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย 
2.4 งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

  

2.1  คอมบูชา 

2.1.1  ความหมายและท่ีมา 
คอมบูชา คือ เคร่ืองด่ืมชาหมกัท่ีมีรสชาติเปร้ียวน า มีรสหวานเล็กนอ้ย มีความซ่า ให้

ความรู้สึกสดช่ืนเม่ือด่ืม มีถ่ินก าเนิดในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศจีน (แมนจูเรีย) เม่ือ
ประมาณ 220 ปีก่อนคริสตศกัราช หรือในสมยัราชวงศฉิ์น นิยมบริโภคเพื่อช่วยลา้งพิษ และช่วยใหมี้
ร่างกายแขง็แรงมีก าลงัวงัชา ในปี ค.ศ. 414 นายแพทยค์อมบู (Kombu)  ไดน้ าน ้าหมกัน้ีเขา้ไปยงั
ประเทศญ่ีปุ่น และไดใ้ชรั้กษาพระอาการประชวรเก่ียวกบัระบบขบัถ่ายของจกัรพรรดิอินเกียว จาก
การขยายตวัของเส้นทางการคา้จากทวปีเอเชียสู่ทวปียโุรป คอมบูชาไดถู้กน าไปใชอ้ยา่งแพร่หลาย
ในประเทศต่างๆ ไม่วา่จะเป็นประเทศรัสเซีย ประเทศในแถบยโุรปตะวนัออก ในช่วงศตวรรษท่ี 20 
ไดมี้การบริโภคคอมบูชาในประเทศเยอรมนั ฝร่ังเศส และในทวปีแอฟริกาเหนือท่ีปกครองโดย
ฝร่ังเศส ระหวา่งปี ค.ศ. 1550-1560 ในประเทศอิตาลี ไดมี้การตั้งกลุ่มคนท่ีนิยมและรักการด่ืมคอม
บูชา เรียกวา่ กลุ่มฟังโกไ้ชนีส (Funkochinese) และไดมี้นกัวจิยัชาวสวสิเซอร์แลนดท่ี์ไดท้  าการศึกษา
และรายงานวา่การด่ืมคอมบูชาใหป้ระโยชน์ต่อสุขภาพเหมือนกบัการรับประทานโยเกิร์ต จึงท าให้
คอมบูชาไดรั้บความนิยมเพิ่มมากข้ึน ในปัจจุบนัมีผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมคอมบูชาจ าหน่ายทัว่โลกทั้ง
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ในร้านคา้ปลีกและร้านคา้ออนไลน์ โดยมีจ าหน่ายหลายรสชาติ รวมถึงมีการจ าหน่ายหวัเช้ือคอม
บูชาท่ีสามารถสั่งซ้ือผา่นทางช่องทางออนไลน์ไดอี้กดว้ย8 

2.1.2  กระบวนการหมกั 
คอมบูชาเกิดจากการหมกัของน ้าชาหวาน และหวัเช้ือคอมบูชา หรือ SCOBY (Symbiotic 

Cultures of Bacteria and Yeast) มีลกัษณะเป็นวุน้เซลลูโลสซ่ึงเกิดจากการท างานร่วมกนัของ
แบคทีเรียและยสีตท่ี์อยูร่่วมกนัแบบพึ่งพาอาศยั โดยแบคทีเรียท่ีพบในหวัเช้ือคอมบูชาส่วนใหญ่เป็น
แบคทีเรียกรดอะซิติก (acetic acid bacteria) ในขณะท่ีแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) 
สามารถพบไดใ้นหวัเช้ือเพยีงบางตวัอยา่ง หวัเช้ือคอมบูชาเกิดจากการหมกัผลไมท่ี้มีรสเปร้ียวกบั
น ้าตาลทราย ใบชาท่ีใชห้มกัเป็นพืชตระกูล Camellia Sinensis โดยชนิดของใบชาท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ ชา
ด า ชาเขียว ชาขาว และชาอู่หลง 

จากการศึกษาวจิยัส่วนใหญ่ วธีิการหมกัคอมบูชาจะนิยมใส่ใบชาลงไปในน ้าร้อนท่ีมี
อุณหภูมิเร่ิมตน้ท่ีประมาณ 70-95 องศาเซลเซียส แช่ใบชาทิ้งไวป้ระมาณ 5-15 นาที แลว้จึงกรองใบ
ชาออก จากนั้นเติมน ้าตาลทรายปริมาณ 50-100 กรัมต่อน ้า 1 ลิตร ปล่อยทิ้งไวใ้ห้เยน็ในอุณหภูมิหอ้ง 
แลว้จึงเติมหวัเช้ือคอมบูชาลงไป หวัเช้ือคอมบูชาแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีเป็นน ้าชาหมกั และ
ส่วนท่ีเป็นวุน้เซลลูโลส โดยในการหมกัสามารถใชห้วัเช้ือเพียงส่วนใดส่วนหน่ึง หรือใส่ทั้งสอง
ส่วนก็ได ้ ซ่ึงล าดบัขั้นตอนในการเตรียมการหมกั ปริมาณและชนิดของวตัถุดิบท่ีใชอ้าจมีความ
แตกต่างกนัไปไดบ้า้งตามความตอ้งการและประสบการณ์ของแต่ละบุคคล หลงัจากนั้น
กระบวนการหมกัจะเร่ิมตน้ข้ึน จากภาพท่ี 2.1  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ยสีตจ์ะเร่ิมท างานโดยการยอ่ยน ้าตาล
ซูโครสใหเ้ป็นน ้าตาลเชิงเด่ียว คือ กลูโคสและฟรุคโตส และถูกยอ่ยต่อโดยยสีตใ์หเ้ป็นเอทานอล 
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ จากนั้นแบคทีเรียกรดอะซิติกจะใชเ้อทานอล และน ้าตาลกลูโคสท่ี
ยสีตไ์ดย้อ่ยไวแ้ลว้ในการสร้างกรดอะซิติก กรดกลูโคนิก และกรดอินทรียอ่ื์นๆ ซ่ึงกรดอินทรียต์่างๆ
เหล่าน้ีท าใหน้ ้าหมกัมีค่า pH ลดลง อยูท่ี่ประมาณ 3 ซ่ึงค่าความเป็นกรดระดบัน้ีช่วยยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลชีพก่อโรคในกระบวนการหมกัได ้ ในขณะเดียวกนัแผน่วุน้เซลลูโลส หรือ
แผน่ไบโอฟิลม์ (biofilm) ก็ถูกสร้างข้ึนท่ีบริเวณผวิน ้าจากการท างานร่วมกนัของยสีต ์และแบคทีเรีย
กรดอะซิติกสายพนัธ์ุ komagataeibacter xylinus ในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมเพื่อการ
จ าหน่ายเคร่ืองด่ืมคอมบูชา แผน่ไบโอฟิลม์และช้ินส่วนเล็กๆจะถูกแยกและกรองออกก่อนการบรรจุ
ขวด หลงัจากการบรรจุขวดกระบวนการสร้างไบโอฟิลม์น้ีจะหยดุลงเน่ืองจากแบคทีเรียกรดอะซิติก
ขาดออกซิเจนในการท างาน เพราะฉะนั้นหากตอ้งการใหแ้บคทีเรียหยดุผลิตกรดอะซิติกเพื่อการ
ควบคุมรสชาติใหไ้ดต้ามท่ีตอ้งการก็สามารถท าไดโ้ดยการใชภ้าชนะปิดสนิท ซ่ึงในขณะเดียวกนั
สภาพแวดลอ้มแบบปิดน้ีก็จะเอ้ือยสีตใ์นการผลิตเอทานอล และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ ท าใหไ้ด้
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เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอลต์ ่าท่ีมีความเปร้ียวและความซ่า อยา่งไรก็ตาม ค่า pH ในระดบัท่ียอมรับไดข้อง
เคร่ืองด่ืมคอมบูชา ไม่ควรต ่ากวา่ 3 มิฉะนั้นแลว้จะมีความเป็นกรดและมีกล่ินเฉพาะของกรดอะซิติก
ท่ีมากเกินไป ท าใหร้สชาติท่ีไดมี้ความเปร้ียวมาก และรับประทานยาก11 

 
 
 
 

 
 
  
 

 

 
ภาพที ่2.1  กระบวนการหมกัคอมบูชา  
ทีม่า:  Tran T. et al, 2020, หนา้ 4 

 
2.1.3 องคป์ระกอบทางเคมี 

ความเขม้ขน้และชนิดของสารประกอบทางเคมีในน ้าหมกัคอมบูชาแต่ละตวัอยา่งอาจมี
ความแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่างๆ เช่น แหล่งท่ีมาของหวัเช้ือ ปริมาณของน ้าตาลและใบชาท่ี
ใช ้ ระยะเวลาในการหมกั และอุณหภูมิท่ีใชห้มกั เป็นตน้ หากมีความเปล่ียนแปลงของปัจจยัเหล่าน้ี
แมเ้พียงปัจจยัเดียว ยอ่มท าใหน้ ้าหมกัคอมบูชาท่ีไดมี้คุณสมบติัท่ีแตกต่างกนั  อยา่งไรก็ตาม 
องคป์ระกอบหลกัและสารเมตาบอไลทท่ี์ส าคญัท่ีพบในเคร่ืองด่ืมคอมบูชาทัว่ไปไดน้ าเสนอไวใ้น
ตารางท่ี 2.112 นอกจากน้ี ยงัมีสารประกอบทางเคมีอ่ืนๆท่ีพบไดใ้นคอมบูชา ไดแ้ก่ กรดออกซาลิก 
กรดฟอร์มิก กรดทาร์ทาริก กรดมาลิก กรดมาโลนิก กรดซคัซินิก กรดไพรูวกิ กรดอะมิโน 14 ชนิด 
น ้าตาลซูโคส กลูโคส และฟรุคโตส ก๊าซคาร์บอนไดออไซด ์ ฟีนอล และ D-saccharic acid-1,4-
lactone (DSL)8   
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ตารางที ่2.1  องคป์ระกอบทางเคมีทัว่ไปในน ้าหมกัคอมบูชา 
 

 
ทีม่า:  ปรับปรุงจาก  Villarreal-Soto SA, 2018, หนา้ 581 

 
 

 สารประกอบ ปริมาณ
สารประกอบ
โดยเฉลีย่ 

ปริมาณ
น า้ตาล
เร่ิมต้น 

ระยะเวลา
ในการ
หมัก 

อ้างองิ 

กรดอินทรีย ์ กรดอะซิติก 5.6 g/L 70 g/L 15 วนั Blanc (1996)  

 กรดอะซิติก 8.36 g/L 100 g/L 18 วนั Jayabalan et al. (2007) 

 กรดอะซิติก 11 g/L 100 g/L 30 วนั Chen and Liu (2000) 

 กรดกลูโคนิก 39 g/L 100 g/L 60 วนั Chen and Liu (2000) 

 กรดกลูคูโลนิก 0.016 g/L 70 g/L 21 วนั Loncar et al. (2006) 

 กรดแลคติก 0.18 g/L 100 g/L 18 วนั Jayabalan et al. (2007) 
 

วติามิน วติามิน บี1 0.74 mg/mL 70 g/L 15 วนั Bauer-Petrovska and 
Petrushevska-Tozi 
(2000) Malbaˇsa et al. 
(2011) 

 วติามิน บี2 8 mg/100 mL 70 g/L 10 วนั 

 วติามิน บี6 0.52 mg/mL 70 g/L 15 วนั 

 วติามิน บี12 0.84 mg/mL 70 g/L 15 วนั 

 วติามิน ซี 25 mg/L 70 g/L 10 วนั 

สารประกอบ
ทัว่ไป 

เอทานอล 5.5 g/L 100 g/L 20 วนั Chen and Liu (2000) 

 โปรตีน 3 mg/mL 100 g/L 12 วนั Jayabalan et al. (2007) 

 โพลีฟีนอล
จากใบชา 

7.8 Mm 
GAE 

100 g/L 15 วนั Chu and Chen (2006) 

แร่ธาตุ ทองแดง เหล็ก 
แมงกานีส นิ
เก้ิล สังกะสี 

0.1 to 0.4 
μg/mL 

70 g/L 15 วนั Bauer-Petrovska and 
Petrushevska-Tozi 
(2000) 
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ปริมาณน ้าตาลคงเหลือหลงัการหมกัจะมีความแตกต่างกนัไปในแต่ละตวัอยา่งซ่ึงเป็น
ตวับ่งช้ีวา่วถีิการเผาผลาญและการใชพ้ลงังานไม่ไดเ้กิดข้ึนในรูปแบบเดิมเสมอไป จากการสังเกต
การทดลองของ Jayaban et al (2007) พบวา่ปริมาณกรดอะซิติกจะเพิ่มข้ึนสูงสุดท่ี 9.5 กรัม/ลิตร ใน
วนัท่ี 15 ของการหมกั และปริมาณของกรดกลูคูโลนิกเพิ่มข้ึนสูงสุดอยูท่ี่ 2.3 กรัม/ลิตร ในวนัท่ี 12 
ของการหมกั12 ปริมาณของแอลกอฮอลท่ี์ไดจ้ากการหมกัข้ึนอยูก่บัปริมาณน ้าตาลเร่ิมตน้และเวลาท่ี
ใชห้มกั โดยจากการศึกษาของ Chen and Liu (2000) พบวา่ปริมาณของแอลกอฮอลเ์พิ่มข้ึนสูงสุดอยู่
ท่ี 5.5 กรัม/ลิตร ในวนัท่ี 20 ของการหมกั จากนั้นจะค่อยๆมีปริมาณลดลง ในขณะท่ี Neffe-
Skocin´ska et al. (2017) พบวา่ปริมาณของแอลกอฮอลเ์พิ่มข้ึนสูงท่ีสุดอยูท่ี่ 1.1% ในวนัท่ี 10 ของการ
หมกั โดยการเพิ่มปริมาณน ้าตาลในช่วงเร่ิมตน้ของการหมกัส่งผลใหมี้ระดบัแอลกอฮอลท่ี์สูงข้ึนใน
น ้าหมกั13 

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาท่ีพบวา่หลงัจากการหมกั ในน ้าหมกัคอมบูชามีปริมาณแร่ธาตุ
ท่ีจ  าเป็นต่อสุขภาพเพิ่มมากข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั ( P < 0.05, r = 0.991) ไดแ้ก่ ธาตุเหล็ก สังกะสี 
แมงกานีส นิเกิล ในขณะท่ีแร่ธาตุท่ีเป็นโลหะหนกั เช่น ตะกัว่ และแคดเมียม มีปริมาณท่ีลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัน ้าชาหวานท่ีเตรียมไวก่้อนเร่ิมหมกั นอกจากน้ี จากการศึกษาของ Mamisahebei et al 
(2007) แสดงใหเ้ห็นวา่คอมบูชามีประสิทธิภาพในการก าจดัสารโลหะหนกั เช่น สารหนู โครเมียม 
และทองแดงในเคร่ืองด่ืม และในน ้าเสียดว้ย13 

จากการศึกษาของ Essawet et al (2015) พบวา่สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีส าคญัในคอมบูชา 
คือ สารโพลีฟีนอล และสารเมตาบอไลทท่ี์ผลิตโดยจุลินทรียใ์นน ้าหมกัคอมบูชา เช่น วติามิน  และ
กรดอินทรียต่์างๆ13 และกระบวนการหมกัท าใหส้ารประกอบฟีนอลต่างๆมีความเขน้ขน้สูงข้ึน เพิ่ม
การออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เพิ่มการดูดซึมและสามารถน าไปใชไ้ดม้ากข้ึน ดว้ยเหตุน้ีจึงท าใหน้ ้าหมกั
คอมบูชามีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงกวา่น ้าชาทัว่ไปท่ีไม่ไดผ้า่นกระบวนการหมกั14 
       2.1.4  องคป์ระกอบทางชีวภาพ 

จากกระบวนการหมกัขา้งตน้ไดก้ล่าวถึงวตัถุดิบส าคญัท่ีใชใ้นการหมกัซ่ึงก็คือ น ้าหวั
เช้ือคอมบูชา และส่วนท่ีเป็นวุน้เซลลูโลส หรือท่ีรู้จกัและเรียกกนัโดยทัว่ไปวา่ SCOBY โดยชนิด
ของจุลินทรียท่ี์พบในคอมบูชามีความหลากหลายและแตกต่างกนัไปในแต่ละตวัอยา่งข้ึนอยูก่บั
แหล่งท่ีมาของหวัเช้ือ  

2.1.4.1 ยสีต ์ - จากการศึกษาพบยสีตห์ลายสายพนัธ์ุในคอมบูชา เช่น Saccharomyces, 
Saccharomydoces, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces/Dekkera, Candida, 
Torulospora, Koleckera, Pichia, Mycotorula และ Mycoderma8  
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 จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบวา่ยสีตบ์างสายพนัธ์ุท่ีพบในคอมบูชามีคุณสมบติัเป็น
โปรไบโอติกส์ เช่น Saccharomyces Boulardii ซ่ึงมีคุณสมบติัในการรักษาโรคเก่ียวกบัระบบ
ทางเดินอาหาร โดยสามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นอุณหภูมิปกติ
ของร่างกายมนุษย ์ สามารถทนความร้อนไดสู้ง โดยมีอตัราการรอดถึง 65% เม่ืออยูใ่นอุณหภูมิ 52 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง สามารถทนต่อเอนไซมเ์ปปซิน เกลือน ้าดี และน ้ายอ่ยในกระเพาะ
อาหารซ่ึงเป็นกรดไฮโดรคลอลิกได ้ Saccharomyces Boulardii มีฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพก่อโรค เช่น 
คลอสไทรเดียม ดิฟิซายล์ (Clostridium Difficile) ซ่ึงก่อใหเ้กิดอาการทอ้งเสียและล าไส้ใหญ่อกัเสบ
ท่ีร้ายแรงถึงขั้นชีวิต สามารถใชรั้กษาโรคล าไส้อกัเสบเร้ือรัง โรคเช้ือราแคนดิดา โรคทอ้งร่วง 
นอกจากน้ียงัช่วยส่งเสริมระบบภูมิตา้นทาน สามารถยบัย ั้งสารส่ือการอกัเสบต่างๆ เช่น IL-8, MAP 
kinases และ NF-kB จากการติดเช้ือ S. typhimurium, E coli, C. difficle, C. albicans ได้15 

2.1.4.2 แบคทีเรีย - ชนิดของแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุดในคอมบูชา ไดแ้ก่ Acetobacter 
และ Gluconobacter ซ่ึงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Acetobacter xylinum เป็นสายพนัธ์ุพื้นฐานซ่ึงท างาน
ร่วมกบัยสีตส์ายพนัธ์ุ Zygosaccharomyces sp. ในการผลิตวุน้เซลลูโลส จากการศึกษาวจิยัในคอม
บูชาพบกลุ่มแบคทีเรียกรดอะซิติก ไดแ้ก่ แบคทีเรียชนิด Acetobacter สายพนัธ์ุ A. Aceti, A.  
pasteurianus, A. nitrogenifigens, ชนิด Gluconacetobacter สายพนัธ์ุ Gluconacetobacter  sp A4, G. 
sacchari, G. oxydans, ชนิด Komagataeibacter สายพนัธ์ุ K. xylinus, K. kombuchae, ชนิด 
Propionibacterium และ ชนิด Enterococcus กลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบในคอมบูชา ไดแ้ก่ ชนิด 
Lactobacillus สายพนัธ์ุ L.  kefiranofaciens, L. nagelli และชนิด Lactococcus8  

ความสัมพนัธ์ระหวา่งยสีตแ์ละแบคทีเรียในคอมบูชามีความสลบัซบัซอ้น กล่าวคือ 
สารชีวภาพท่ีผลิตโดยจุลินทรียเ์หล่าน้ีอาจมีผลกระตุน้ หรือยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียช์นิด
อ่ืนๆท่ีอาศยัอยูร่่วมกนั ซ่ึงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งจุลชีพท่ีอาศยัอยูร่่วมกนัเหล่าน้ียงัตอ้งมีการศึกษา
คน้ควา้เพิ่มเติมเพื่อใหเ้กิดความเขา้ใจเพิ่มมากข้ึน9 

แบคทีเรียในคอมบูชามีความส าคญัเน่ืองจากสามารถผลิตสารเมตาบอไลทท่ี์มี
ประโยชน์ต่อร่างกายหลายชนิด ดงัตวัอยา่งท่ีแสดงในตารางท่ี 2.2  

นอกจากน้ีแบคทีเรียบางชนิดท่ีพบในคอมบูชายงัมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์อีกดว้ย 
เน่ืองจากมีคุณสมบติัในการเกาะยดึตวัท่ีผนงัล าไส้ สามารถตา้นจุลชีพก่อโรค ทนต่อยาปฏิชีวนะ ทน
ต่อน ้ายอ่ย น ้าดี และสามารถมีชีวติรอดในสภาวะความเป็นกรดในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์
ได ้ เช่น  แบคทีเรีย Lactobacillus9  ซ่ึงในอุตสาหกรรมอาหารและสารเสริมอาหารไดมี้การสกดั
แบคทีเรียสายพนัธ์ุต่างๆของ Lactobacillus จากแหล่งต่างๆใชก้นัอยา่งแพร่หลาย นอกจากน้ีแลว้ยงัมี
การศึกษาเพื่อหาโปรไบโอติกส์จากแหล่งใหม่ๆท่ีนอกเหนือจากนมววัและผลิตภณัฑจ์ากนมววั 
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คอมบูชาถือวา่เป็นหน่ึงในแหล่งอาหารเหล่านั้นท่ีไดถู้กน ามาใชไ้ดส้ าเร็จ แบคทีเรียกรดแลคติกชนิด 
Pediococcus สายพนัธ์ุ Pediococcus pentosaceus และPediococcus acidiliactici ท่ีสกดัจากคอมบูชา
ไดถู้กรับรองให้น ามาใชใ้นการผลิตอาหารฟังกช์นัในอุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากมีคุณสมบติัเป็น
โปรไบโอติกส์ โดยสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ซ่ึงท าใหมี้ความสามารถในการ
ยบัย ั้งจุลชีพก่อโรค สามารถทนต่อสภาพความเป็นกรดในทางเดินอาหารท่ีระดบั pH 3.5 ความ
เขม้ขน้ของเอนไซมเ์ปปซิน 0.3% และเกลือน ้าดี 0.5% และในดา้นการทนต่อเทคโนโลยกีารผลิต
อาหาร แบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุน้ีมีคุณสมบติัท่ีทนต่อเกลือแกง (NaCl) 5% และกระบวนการท าให้
แหง้แบบแช่เยือกแขง็ (Freeze Dry) โดยมีอตัรารอดอยูท่ี่ 86-92% อยา่งไรก็ตามแบคทีเรียชนิด 
Pediococcus น้ีสามารถพบไดใ้นคอมบูชาเพียงบางตวัอยา่งเท่านั้น10  
 
ตารางที ่2.2  ประโยชน์และคุณสมบติัของแบคทีเรียท่ีพบในคอมบูชา 
 

แบคทเีรีย  
(ระดับ Genus/Species/Strains) 

ประโยชน์และคุณสมบัติ อ้างองิ 

Gluconacetobacter ผลิตกรดกลูคูโลนิก – ช่วยลา้ง
พิษตบั 
 

Vargas et al, 2021 

Gluconacetobacter sp. A4 ผลิตสาร DSL (D-saccharic 
acid-1,4-lactone) – มีฤทธ์ิในการ
ปกป้องตบั (ตา้นมะเร็ง, ตา้น
อนุมูลอิสระ) ลดคอเลสเตอรอล 
 
 

Vargas et al, 2021 
 

Gluconobacter ผลิตกรดกลูโคนิก – ตา้นอนุมูล
อิสระ 
 

Mamlouk et al, 2013 
 

Acetobacter aceti 
 

ผลิตกรดอะซิตริก 
 

Hiroseet al, 2020 

ตารางที ่2.2  (ต่อ) 
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แบคทเีรีย 
(ระดับ Genus/Species/Strains) 

ประโยชน์และคุณสมบัติ อ้างองิ 

Lactobacillus plantarum SLG10 ผลิตแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) – มีฤทธ์ิในการตา้น
เช้ือแบคทีเรียก่อโรค และ
แบคทีเรียท่ีด้ือยา 

Pei et al, 2019 
 

Pediococcus pentosaceus sp. ผลิตแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) – มีฤทธ์ิในการตา้น
เช้ือแบคทีเรียก่อโรค และ
แบคทีเรียท่ีด้ือยา 

Vargas et al, 2021 
 

Komagataeibacter ผลิตวุน้เซลลูโลส (SCOBY) และ
กรดอะซิติก 

Marič L, 2020 

 
2.1.5  คุณสมบติัและประโยชน์ต่อสุขภาพ 

จากองคป์ระกอบทางเคมี และองคป์ระกอบทางชีวภาพขา้งตน้ ท าใหค้อมบูชามี
คุณสมบติัในการช่วยส่งเสริมสุขภาพหลายประการ เช่น กรดอะซิติก เป็นสารท่ีพบวา่มีความเขม้ขน้
สูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณสารชีวภาพอ่ืนๆในคอมบูชา มีการศึกษาวา่การบริโภคกรดอะ
ซิติกในปริมาณท่ีเพียงพอจะช่วยใหเ้ซลลต์บัและเซลลก์ลา้มเน้ือเพิ่มการดูดซึมและน าน ้าตาลกลูโคส
ไปใช ้ ส่งผลใหป้ริมาณน ้าตาลในเลือดลดลง และยงัช่วยยบัย ั้งวถีิการสร้างไขมนัและคลอ
เลสเตอรอลในตบั ซ่ึงส่งผลใหค้่าคอเลสเตอรอลรวม LDL และ ไตรกลีเซอไรดใ์นเลือดลดลง13        
กรดกลูโคนิกถือไดว้า่เป็นสารประกอบท่ีส าคญัท่ีท าใหเ้คร่ืองด่ืมคอมบูชามีคุณสมบติัโดดเด่นใน
การช่วยลา้งพิษท่ีตบัในกระบวนการกลูคูโรนิเดชนั (Glucuronidation) โดยการท าใหส้ารพิษละลาย
น ้าและสามารถถูกขบัออกจากร่างกายได ้ ซ่ึงการก าจดัของเสียท่ีคัง่คา้งในระบบน้ีช่วยบรรเทาอาการ
ท่ีเกิดจากสารสะสมสารพิษในร่างกาย เช่น อาการขอ้อกัเสบ รูมาตอยด์  และการเกิดหินปูนท่ีไต14 
นอกจากน้ี สาร DSL ท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย Gluconacetobacter sp. โดยเฉพาะสายพนัธ์ุ 
Gluconacetobacter sp. A4 ช่วยในการปกป้องตบั และช่วยลดคอเลสเตอรอลในเลือด   โดยการยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซมเ์บตา้-กลูคูโรนิเดส (β-glucuronidase) ซ่ึงถูกสร้างข้ึนในไลโซโซมมายอ่ย
สลายการจบัตวัของสารพิษและกรดกลูคูโรนิกในกระบวนการกลูคูโรนิเดชนัท่ีไดก้ล่าวถึงขา้งตน้ 
หรือเป็นเอนไซมท่ี์ขดัขวางการก าจดัสารพิษออกจากร่างกายในกระบวนการน้ีนัน่เอง สาร DSL น้ียงั
ช่วยป้องกนัภาวะน ้าตาลสูงในเลือดท่ีเกิดจากการท างานผิดปกติของตบัเน่ืองจากเซลลต์บัถูกท าลาย
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ดว้ย นอกจากน้ีคอมบูชายงัเป็นแหล่งของสารโพลีฟีนอลหลายชนิด เช่น Thearubigins, Theaflavins, 
Flavonols และ Catechins สารโพลีฟีนอลมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยป้องกนัการเกิด
โรคไม่ติดต่อเร้ือรังต่างๆ ซ่ึงนอกจากการจะช่วยปกป้องเซลลป์กติแลว้ ยงัมีฤทธ์ิในการช่วยท าลาย
เซลลม์ะเร็งดว้ย9  

มีรายงานและงานการศึกษาเก่ียวกบัคุณสมบติัและประโยชน์ของคอมบูชาต่อสุขภาพ
หลายประการ อยา่งไรก็ตามงานวจิยัส่วนใหญ่ยงัเป็นการศึกษาในหลอดทดลอง ในสัตวท์ดลอง และ
เป็นการท าแบบส ารวจในกลุ่มคนท่ีด่ืมคอมบูชาเท่านั้น ยงัไม่มีการท าการทดลองในมนุษยท่ี์แสดง
ถึงประโยชน์ต่อสุขภาพของเคร่ืองด่ืมคอมบูชาอยา่งเป็นหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ท่ีชดัเจน  

2.1.5.1 งานวจิยัในหลอดทดลอง - คอมบูชามีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นจุล
ชีพก่อโรค และตา้นการอกัเสบ ดงัผลการทดลองท่ีแสดงใน ตารางท่ี 2.3 

2.1.5.2  งานวจิยัในสัตวท์ดลอง - คอมบูชาช่วยป้องกนัโรคเบาหวานโดยช่วยลดน ้าตาล

ในเลือด และช่วยปกป้องตบั ตบัอ่อน ไต และหวัใจของหนูท่ีเป็นเบาหวาน ช่วยลดคอเลสเตอรอล

รวม และ LDL ช่วยใหมี้อายยุนืโดยมีสุขภาพโดยรวมท่ีดีข้ึน ช่วยลดความรุนแรงจากการถูกท าลาย

ออกซิเดชนัในสนามแม่เหล็กไฟฟ้าท่ี 950 Mhz8 อีกทั้งยงัช่วยลดความเป็นพิษใหก้บัตบัและไตของ

หนูท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีคอเลสเตอรอล และกรด thiobarbituric (TBARS) ในปริมาณสูง ซ่ึงสารน้ีเป็น

สารท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของลิพิดซ่ึงจดัเป็นอนัตรายทางเคมี (chemical hazard) ในอาหาร12 

2.1.5.3  งานวจิยัเชิงส ารวจ - มีรายงานถึงผลของการด่ืมคอมบูชาวา่มีประโยชน์ต่อ
สุขภาพทั้งจากผูท่ี้ด่ืมคอมบูชา และนกัวจิยัในประเทศรัสเซียวา่ คอมบูชาช่วยลา้งพิษในเลือด ช่วยลด
คอเลสเตอรอล ลดการเกิดโรคหลอดเลือดตีบแขง็ ลดความดนัโลหิต ลดการอกัเสบ บรรเทาอาการ
ขอ้อกัเสบ รูมาตอยด ์และอาการโรคเก๊าท ์ ช่วยส่งเสริมการท างานของตบั ช่วยท าใหก้ารขบัถ่ายเป็น
ปกติ รักษาสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส้ รักษาริดสีดวงทวาร ลดความอว้น ช่วยควบคุมความหิว ช่วย
ป้องกนัและรักษาโรคกระเพาะปัสสาวะอกัเสบ ลดการเกิดหินปูนท่ีไต กระตุน้การท างานของระบบ
ต่อมไร้ท่อ ป้องกนัโรคเบาหวาน ตา้นมะเร็ง มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือก่อโรคต่างๆ เสริมภูมิตา้นทาน 
บรรเทาอาการหลอดลมอกัเสบและหอบหืด  บรรเทาอาการประจ าเดือนมาไม่ปกติ ส่งเสริมสุขภาพ
ผม ผวิ เล็บ ช่วยลดอาการอยากด่ืมเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล ์ช่วยลดความเครียดและอารมณ์แปรปรวนท่ี
เกิดจากระบบประสาทท างานผดิปกติ บรรเทาอาการนอนไม่หลบั บรรเทาอาการปวดศีรษะ ท าให้
สายตาดีข้ึน ช่วยชะลอวยั และท าใหร้ะบบการเผาผลาญท างานไดดี้ข้ึน8 
 
ตารางที ่2.3  คุณสมบติัทางชีวภาพของคอมบูชา – งานวจิยัในหลอดทดลอง 
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ตารางที ่2.3  (ต่อ) 

การทดสอบทาง
ชีวภาพ 

คอมบูชาทีใ่ช้
ทดสอบ 

ผลการทดสอบ อ้างองิ 

ฤทธ์ิในการตา้นจุล
ชีพก่อโรค 

หมกั 14 วนั 
 
 
 
 
 
หมกั 9 วนั  
 
 
 
 
หมกั 21 วนั 

ยบัย ั้งการเจริญเติบโต  ของเช้ือ 
Shigellasonnei, Escherichia coli, 
Salmonella enteritidis and 
Salmonella typhimurium 
 
Helicobacter pylori, Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus and 
Agrobacterium tumefaciens 
 
Candida glabrata, Candida 
tropicalis, Candida sake, 
Candida dubliniensis and 
Candida albicans 

(Sreeramulu, 
Zhu, & Knol, 
2000) 
 
 
 
(Greenwalt 
and others 
1998) 
 
 
(Battikh et al., 
2012) 

ฤทธ์ิในการตา้น
อนุมูลอิสระ (DPPH) 

หมกั 10 วนั โดย
หมกักบัแบคทีเรีย
กรดอะซิติก และ
ยสีตส์ายพนัธ์ุ 
Saccharomyces 
cerevisiae 
 
หมกั 7 วนั โดยใช้
ใบชา Rooibos 
 
หมกั 21 วนั 

ยบัย ั้งอนุมูลอิสระได ้60% จาก
การทดสอบโดยวธีิ DPPH  
 
 
 
 
 
ค่า EC50 = 20 mg/kg 
 
 
ค่า IC50 = 0.92 mg/mL 

(Malbaˇsa et 
al., 2011) 
 
 
 
 
 
(Hoon and 
others 2014) 
 
(Chakravorty 
et al., 2016) 
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ปรับปรุงจาก  Villarreal-Soto SA, 2018, หนา้ 586 
 

2.1.6  รายงานเก่ียวกบัความเป็นพิษ 
 เน่ืองจากคอมบูชาเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีนิยมหมกัเพื่อบริโภคภายในครัวเรือน จึงมีขอ้

ควรระวงัเร่ืองการปนเป้ือนของจุลชีพก่อโรคในขั้นตอนต่างๆของการหมกั มีรายงานความผดิปกติ
ต่อสุขภาพหลงัจากการด่ืมน ้าหมกัคอมบูชา เช่น อาการเวยีนศีรษะ คล่ืนไส้ อาการแพ ้ซ่ึงท าใหมี้ขอ้
หา้มใชใ้นหญิงท่ีตั้งครรภแ์ละใหน้มบุตร นอกจากน้ี มีรายงานความเป็นพิษในผูป่้วยโรคเอดส์อาย ุ
22 ปี หลงัจากรับประทานคอมบูชา 15 ชัว่โมง มีกรดแลคติกในเลือดสูง 12.9 mmol/L และค่า 
creatine สูง 2.1 mg/dL อยา่งไรก็ตาม รายงานความเป็นพิษจากกรณีต่างๆท่ีพบน้ีมีจ านวนท่ีนอ้ยมาก 
และยงัไม่มีหลกัฐานยนืยนัอยา่งแน่ชดัวา่เกิดจากการบริโภคคอมบูชา หรือเกิดจากความเจบ็ป่วยท่ี
บุคคลนั้นเป็นอยูก่่อนแลว้ องคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาไดท้  าการทดสอบและ
รายงานผลวา่น ้าหมกัคอมบูชามีความปลอดภยัส าหรับการบริโภค มีการท าการทดลองในหนู โดย
ใหด่ื้มคอมบูชาเป็นเวลา 90 วนั และบนัทึกน ้าหนกัตวั ปริมาณคอมบูชา และน ้าท่ีให ้ พฤติกรรม
โดยทัว่ไป และการตรวจช้ินเน้ือ  ผลการศึกษาคือ ค่าเลือดต่างๆเป็นปกติ การบริโภคคอมบูชา
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 90 วนั ไม่มีอาการเป็นพิษในหนูทดลอง8 แต่เน่ืองจากรายงานผลกระทบต่อสุขภาพ
ท่ีไดก้ล่าวไวข้า้งตน้ จึงควรผลิตภายใตส้ภาพแวดลอ้มท่ีสะอาดปราศจากเช้ือก่อโรคเพื่อหลีกเล่ียง
ผลขา้งเคียงท่ีอาจเกิดข้ึนได้12 

การทดสอบทาง
ชีวภาพ 

คอมบูชาทีใ่ช้ทดสอบ ผลการทดสอบ อ้างองิ 

ฤทธ์ิในการตา้นการ
อกัเสบ 

หมกั 8 วนั โดยใชก้าร
แช่ไมโ้อค๊  

ยบัย ั้งสารส่ือการอกัเสบ เช่น 
TNF-alpha และ IL-6 

(Vazquez-
Cabral et al., 
2017) 

ฤทธ์ิในการตา้น
มะเร็ง 

หมกั 14 วนั โดยใช้
สารคลอโรฟอร์ม 
เอทิลอะซิเตท และบิว
ทานอล 

มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง 
786-O  อยูท่ี่ 21.5% ยบัย ั้งการ
เติบโตของเซลลม์ะเร็ง U2OS 
ได ้93.45% และสามารถช่วย
ลดการแพร่กระจายของ
เซลลม์ะเร็งได ้

(Jayabalan et 
al., 2011) 
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2.2  ปัจจัยทีส่่งผลต่อความหลากหลายของสายพนัธ์ุแบคทเีรียในคอมบูชา 

จากการศึกษาวจิยัก่อนหนา้น้ีพบวา่คอมบูชามีความหลากหลายทางชีวภาพ กล่าวคือมี
ชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนัไปในแต่ละตวัอยา่ง ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลาย
ประการ เช่น 1. แหล่งท่ีมาของหัวเชื้อ เน่ืองจากสภาพภูมิประเทศ และภูมิอากาศท่ีแตกต่างกนั ท าให้
มีแบคทีเรียประจ าทอ้งท่ีท่ีแตกต่างกนัดว้ย 2. ระยะเวลาในการหมกั จากการศึกษาของ Marsh AJ et 
al. (2014) พบความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียในวนัท่ี 3 มากกกวา่วนัท่ี 10 ของการหมกั 3. ค่า 
pH ท่ีลดลงระหวา่งการหมกั ท าใหแ้บคทีเรียบางชนิดท่ีไม่ทนกรดไม่สามารถมีชีวิตรอดได้16 4. 
อุณหภูมิในการหมกั จากการศึกษาพบวา่ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบความหลากหลายของชนิด
แบคทีเรียมากวา่การหมกัท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส   โดยพบวา่แบคทีเรีย Propionibacterium, 
Corynebacterium, Lactobacillus, Lactococcus และ Streptococcus เจริญเติบโตไดดี้กวา่เช้ือ
แบคทีเรียบางชนิด17  5. การใช้หัวเชื้อเดิมในการหมกัต่อเน่ืองหลายๆคร้ังส่งผลต่อการเปล่ียนแปลง 
ววิฒันาการ และความหลากหลายของสายพนัธ์ุแบคทีเรีย 6. วตัถุดิบท่ีใช้ในการหมกั เช่น ชนิดของ
ใบชามีผลต่อการเจริญเติบโต และการอยูร่อดของแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั11 
 
2.3 วธีิวเิคราะห์  

จากการทบทวนงานวจิยัและเอกสารท่ีเก่ียวขอ้ง พบวา่วิธีวเิคราะห์มาตรฐานเพื่อระบุ
ชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีนิยมใชใ้นการศึกษา คือ การวเิคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16S rDNA 
หรืออาจเรียกสลบักนักบั 16S rRNA ได ้ ซ่ึงความละเอียดและความแม่นย  าในการวเิคราะห์จะข้ึนอยู่
กบัจ านวนคู่เบสของ DNA ท่ีใชว้เิคราะห์ โดยวธีิ 16S rDNA metabarcoding ใชคู้่เบสจ านวน
ประมาณ 300-500 คู่ สามารถวเิคราะห์ไดใ้นระดบั phylum และไดร้ะดบัละเอียดท่ีสุดคือระดบั 
genus เท่านั้น ยงัไม่สามารถระบุไดถึ้งในระดบั species ส่วนการวเิคราะห์ในระดบัท่ีละเอียดข้ึนท่ี
สามารถระบุไดใ้นระดบั species จะใชว้ธีิ 16S rDNA Sequencing of Culturable Bacteria ซ่ึงเป็นวธีิ
วเิคราะห์ท่ีคลา้ยกนัแต่ใชจ้  านวนคู่เบสท่ียาวกวา่ คือ จ านวนประมาณ 1,400-1,500 คู่ 

 

2.4  งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 
จากการศึกษาวจิยัเก่ียวกบัองคป์ระกอบของคอมบูชา พบความหลากหลายของชนิด

แบคทีเรียในตวัอยา่งคอมบูชาท่ีแตกต่างกนั  
Coton et al. (2007) ไดท้  าการทดลองหมกัคอมบูชาโดยใชต้วัแปรท่ีแตกต่างกนั คือชนิด

ของใบชา ไดแ้ก่ ชาด า และชาเขียว ภายใตปั้จจยัการหมกัอ่ืนๆท่ีเหมือนกนั เช่น แหล่งท่ีมาของหวั
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เช้ือตั้งตน้ ปริมาณของวตัถุดิบ อุณหภูมิ และระยะเวลาในการหมกั และไดน้ าตวัอยา่งน ้าชาหมกัมา
ทดสอบเพื่อระบุหาชนิดและปริมาณของแบคทีเรียในวนัท่ีเร่ิมกระบวนการหมกั (D0), วนัท่ี 2 (D2), 
วนัท่ี 4 (D4), และวนัท่ี 8 (D8) จากภาพท่ี 2.2 พบวา่เม่ือเวลาผา่นไปจากวนัท่ีเร่ิมกระบวนการหมกั 
ปริมาณของแบคทีเรียแต่ละชนิดมีการเปล่ียนแปลงไปในลกัษณะท่ีแตกต่างกนัระหวา่งชาทั้งสอง
ชนิด กล่าวคือ การใชช้าเขียวในการหมกัส่งผลใหมี้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Oenococcus Oeni 
และแบคทีเรีย Lactobacillus ในน ้าชาหมกัมากกวา่การหมกัดว้ยชาด า ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีหมกัดว้ย
ชาด ามีการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิด Gluconacetobacter เป็นหลกั นอกจากน้ียงัพบวา่มีความ
หลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในตวัอยา่งน ้าชาหมกัท่ีหมกัดว้ยชาเขียวมากกวา่ตวัอยา่งท่ี
หมกัดว้ยชาด า ส่วนในวุน้เซลลูโลส แบคทีเรียชนิดหลกัท่ีพบเหมือนกนัตั้งแต่การหมกัในวนัท่ี 2 
ของทั้งสองตวัอยา่งคือแบคทีเรีย Gluconacetobacter 

นอกจากน้ี Marsh et al. (2014) ไดท้  าการศึกษาชนิดของแบคทีเรียในตวัอยา่งคอมบูชาท่ี
หมกัดว้ยหวัเช้ือท่ีมาจากแหล่งท่ีมีภูมิประเทศแตกต่างกนัจ านวน 5 แหล่ง โดยหวัเช้ือ 2 ตวัอยา่งมา
จากประเทศแคนาดา (Ca1 และ Ca2) และอีก 3 ตวัอยา่ง มาจากประเทศไอร์แลนด์ (Ire) สหราช
อาณาจกัร (UK) และสหรัฐอเมริกา (USA) โดยใชห้วัเช้ือทั้งส่วนท่ีเป็นวุน้เซลลูโลส และส่วนท่ีเป็น
น ้าชาหมกั น าหวัเช้ือ 5 ตวัอยา่งขา้งตน้น้ีมาหมกัภายใตเ้ง่ือนไขอ่ืนๆท่ีเหมือนกนั เช่น ปริมาณและ
ชนิดของน ้าตาลและใบชา  อุณหภูมิท่ีใชห้มกั ระยะเวลา และขั้นตอนในการหมกั จากนั้นจึงน า
ตวัอยา่งของน ้าหมกัทั้ง 5 ตวัอยา่งน้ีมาทดสอบเพื่อหาชนิดและปริมาณของแบคทีเรียในวนัท่ี 3 และ
วนัท่ี 10 ของการหมกั โดยวธีิท่ีใชว้เิคราะห์ตวัอยา่งคือ วธีิ 16S rRNA Sequencing จากผลการทดลอง
ในตารางท่ี 2.4 พบวา่มีปริมาณแบคทีเรียชนิด Gluconacetobacter ในน ้าหมกัมากกวา่ 85% ในทุก
ตวัอยา่ง ทั้งการทดสอบตวัอยา่งในวนัท่ี 3 และในวนัท่ี 10 นอกจากน้ียงัพบแบคทีเรีย Lactobacillus 
มากเป็นล าดบัรองลงมา ซ่ึงมีปริมาณเพิ่มข้ึนจากวนัท่ี 3 ถึง วนัท่ี 10 จาก 5 ตวัอยา่งน้ี คอมบูชาท่ีหมกั
โดยหวัเช้ือจากประเทศไอร์แลนดมี์ปริมาณของ แบคทีเรีย Lactobacillus สูงท่ีสุด โดยเพิ่มจาก 
3.57% เป็น 9.59% ในวนัท่ี 3 และวนัท่ี 10 ตามล าดบั และยงัพบวา่แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ เช่น 
Lactococcus, Leuconostoc และ Bifidobacterium มีลดปริมาณลงจากวนัท่ี 3 จนถึงไม่พบเลย ในวนัท่ี 
10 แสดงถึงการไม่เจริญเติบโต และอตัราการรอดชีวติท่ีต ่าในระหวา่งกระบวนการหมกั 
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ภาพที ่2.2  ชนิดของแบคทีเรียและระดบัความชุกชุมสัมพทัธ์ (relative abundance) ในตวัอยา่งคอม
บูชาท่ีใชช้าเขียวและชาด าในการหมกั วเิคราะห์โดยวธีิ 16S rDNA metabarcoding วงกลมวงใน 2 
วง แสดงระดบัความชุกสัมพทัธ์ของแบคทีเรียในน ้าชาหมกั วงกลมวงนอก 2 วง แสดงระดบัความ
ชุกสัมพทัธ์ของแบคทีเรียในวุน้เซลลูโลส โดยวงกลม 2 วงท่ีซอ้นกนั หมายถึง การทดสอบตวัอยา่ง
เดียวกนัซ ้ ากนั 2 คร้ัง  
 
ทีม่า:  Tran et al, 2020, หนา้ 12 
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ตารางที ่2.4  ชนิดของแบคทีเรียและระดบัความชุกชุมสัมพทัธ์ (relative abundance) ในตวัอยา่ง
คอมบูชาท่ีหมกัจากตวัอยา่งหวัเช้ือจาก 5 แหล่ง วเิคราะห์โดยวธีิ 16S rRNA Sequencing  
 

 Ca1 Ca2 Ire UK US 
Day 3 
Acetobacter                  
Gluconacetobacter  
Lactobacillus  
Lactococcus  
Leuconostoc  
Bifidobacterium  
Thermus  
Allobaculum  
Ruminococcaceae Incertae Sedis 
Propionibacterium  
Other  

 
0.86 

86.91 
3.93 
1.56 
0.52 
0.3 

0.22 
0 
0 
0 

5.75 

 
0 

97.79 
1.13 
0.51 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

0.58 

 
0.43 

93.09 
3.57 
1.77 

0 
0 

0.2 
0 
0 

0.2 
0.75 

 
0 

98.14 
1.19 
0.37 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

0.3 

 
0 

95.73 
1.77 

0 
0 
0 
0 

0.88 
0.19 

0 
1.42 

Day 10 
Acetobacter  
Gluconacetobacter  
Lactobacillus  
Lactococcus  
Leuconostoc  
Bifidobacterium  
Thermus  
Allobaculum  
Ruminococcaceae Incertae Sedis  
Other 

 
0 

92.17 
5.96 

0 
0 
0 

0.66 
0 
0 

1.22 

 
0 

93.16 
6.17 
0.23 

0 
0 
0 
0 
0 

0.45 

 
0.19 

94.26 
1.44 

0 
0 
0 

3.73 
0 
0 

0.58 

 
0 

94.26 
1.44 

0 
0 
0 

3.73 
0 
0 

0.58 

 
0 

95.73 
3.47 
0.18 

0 
0 
0 
0 
0 

0.61 
 
ทีม่า: ปรับปรุงจาก  Marsh AJ, 2014,  หนา้ 17 



 

 

บทที ่3 

ระเบียบวธีิวจิยั 
 

3.1  รูปแบบงานวจัิย 
การศึกษาคน้ควา้อิสระน้ีเป็นงานวจิยัเชิงส ารวจเพื่อศึกษาชนิดและสายพนัธ์ุของ

แบคทีเรียในผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในประเทศไทย กลุ่มแบคทีเรียท่ีสนใจศึกษา
คือ กลุ่มแบคทีเรียกรดอะซิติก (Acetic acid bacteria) และกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid 
bacteria) โดยงานวจิยัน้ีเป็นการศึกษาขั้นตน้ (Preliminary study) 
 
3.2  ประชากรและตัวอย่าง 
 3.2.1  ประชากร ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในประเทศไทย 

 3.2.2  ตวัอยา่ง    ผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายตามร้านจ าหน่ายสินคา้เพื่อสุขภาพ 
และร้านคา้ออนไลน์ต่างๆในประเทศไทย จ านวน 6 ตวัอยา่ง เคร่ืองหมายการคา้ละ 1 ตวัอยา่ง 
 
3.3  เกณฑ์การคัดเลือก  

ใชว้ธีิการสุ่มกลุ่มตวัอยา่งโดยไม่ใชค้วามน่าจะเป็น (Nonprobability sampling) โดยการ
เลือกกลุ่มตวัอยา่งแบบเจาะจง  (Purposive  sampling)  

ปัจจุบนัในประเทศไทยมีผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดมากกวา่ 
80 ยีห่อ้ ทั้งในร้านคา้จ าหน่ายสินคา้เพื่อสุขภาพและร้านคา้ออนไลน์ โดยมียีห่้อท่ีไดรั้บการรับรอง
มาตรฐานการผลิตจากส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา (อ.ย.) จ  านวน 3 ยีห่้อ ผูว้จิยัเลือก 2 
ตวัอยา่งจากยีห่้อท่ีมี อ.ย. เน่ืองจาก 1 ใน 3 ยีห่อ้น้ีใชก้ารเติมเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่ไดเ้กิดจากการหมกั
ดว้ยวธีิการดั้งเดิมของการหมกัคอมบูชา ผูว้จิยัจึงไม่ใชต้วัอยา่งดงักล่าวในการศึกษาคร้ังน้ี 

เลือกตวัอยา่งผลิตภณัฑค์อมบูชาอีก 4 ตวัอยา่งซ่ึงไม่มีมาตรฐานการรับรองจาก อ.ย. โดย
เลือกซ้ือยีห่อ้ยอดนิยมหรือท่ีสามารถพบเห็นไดบ้่อยจากร้านคา้ออนไลน์และร้านจ าหน่ายสินคา้เพื่อ
สุขภาพชั้นน าในเขตกรุงเทพมหานคร และเลือกยีห่้อท่ีมีจ  าหน่ายรสชาติดั้งเดิม เน่ืองจากตอ้งการ
ควบคุมตวัแปรกวนจากการเติมรสชาติหรือจากการหมกัแบบ 2nd Fermentation (F2) 
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3.4   ขั้นตอนการศึกษาวจัิย 
3.4.1   ทบทวนงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 
3.4.2   เลือกตวัอยา่งผลิตภณัฑค์อมบูชา จ านวน 6 ตวัอยา่ง ตามเกณฑก์ารคดัเลือก 
3.4.3   จดัซ้ือ และรวบรวมตวัอยา่ง  
3.4.4   บนัทึกขอ้มูลทัว่ไปของตวัอยา่งผลิตภณัฑค์อมบูชาลงในตาราง 
3.4.5   ส่งตวัอยา่งทั้งหมดเพื่อตรวจวเิคราะห์ทางหอ้งปฏิบติัการพร้อมกนัโดยใชก้ารแช่เยน็

ตลอดทุกขั้นตอน ทั้งการจดัเก็บและการขนส่ง 
3.4.6   รวบรวมผลการทดสอบจากหอ้งปฏิบติัการโดยบนัทึกขอ้มูลในตาราง 
3.4.7   น าผลการตรวจสอบทางหอ้งปฏิบติัการท่ีไดม้าวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
3.4.8   อภิปรายผลการทดสอบ 

 
3.5  วธีิการทดสอบวจัิย 

การทดสอบวจิยัคร้ังน้ีด าเนินการโดยส่งตวัอยา่งผลิตภณัฑ์คอมบูชาใหศู้นยพ์นัธุวศิวกรรม
และเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ โดยใชว้ธีิ 
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณต าแหน่งยนี 16S rRNA ดงักล่าวไวใ้นภาคผนวก ก ซ่ึงเป็นวธีิ
มาตรฐานในการระบุชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย 
 

3.6 การวเิคราะห์ข้อมูล 
รวบรวมผลการทดสอบ และบนัทึกผลการวเิคราะห์ในตาราง จากนั้นจึงน าผลการ

ทดสอบท่ีไดม้าวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ โดยใชส้ถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics)   

 

3.7 สถานทีท่ าการวเิคราะห์ 
ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งชาติ เลขท่ี 113 อุทยานวทิยาศาสตร์ประเทศไทย ถนนพหลโยธิน ต าบลคลองหน่ึง 

อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทุมธานี 12120 

 



 

 

บทที ่4 

ผลการวจิยั 

 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาเชิงส ารวจโดยการเลือกกลุ่มตวัอยา่งแบบเจาะจงของเคร่ืองด่ืม
คอมบูชาพร้อมด่ืม จ านวน 6 ตวัอยา่ง ท่ีวางจ าหน่ายตามร้านสินคา้เพื่อสุขภาพในเขต
กรุงเทพมหานครและร้านคา้ออนไลน์เพื่อวิเคราะห์หาชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดอะซิติก 
และแบคทีเรียกรดแลคติก โดยผูว้จิยัไดส่้งตวัอยา่งผลิตภณัฑค์อมบูชาใหศู้นยพ์นัธุวศิวกรรม และ
เทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติเพื่อท าการ
ทดสอบวจิยั โดยใชว้ธีิการแช่เยน็ตลอดทุกขั้นตอนตั้งแต่การขนส่งและการจดัเก็บตวัอยา่ง  

 
4.1 ข้อมูลทัว่ไปของตัวอย่างเคร่ืองด่ืมคอมบูชาทีใ่ช้ท าการวเิคราะห์ 

จากการเลือกกลุ่มตวัอยา่งแบบเจาะจง จ านวน 6 ตวัอยา่ง ผูศึ้กษาก าหนดรหสัแทนช่ือ
การคา้ของเคร่ืองด่ืมคอมบูชาท่ีใชใ้นงานวจิยั ดงัน้ี A, B, C, D, E และ F ดงัตารางท่ี 4.1 แสดง
รสชาติ ชนิดของใบชาท่ีใชห้มกั การรับรองจากส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา ช่องทางการ
จดัซ้ือ และวนัหมดอาย ุ 

 
ตารางที ่4.1 ขอ้มูลทัว่ไปของตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมคอมบูชาท่ีใชศึ้กษาในงานวจิยัทั้งหมด 6 ตวัอยา่ง 
 
ล าดับ
ที่ 

รหัส
ตัวอย่าง 

รสชาติ ชนิด
ของใบ
ชาทีใ่ช้
หมัก 

การรับรอง
จากส านักงาน 
คณะกรรมการ
อาหารและยา 

ช่องทางการจัดซ้ือ วนัหมดอายุ 
(dd-mm-yy) 

1 A ดั้งเดิม ชาด า ไม่มี อ.ย. ร้านคา้จ าหน่าย
สินคา้เพื่อสุขภาพ 

30-06-65 
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ตารางที ่4.1  (ต่อ) 
 
ล าดับ
ที่ 

รหัส
ตัวอย่าง 

รสชาติ ชนิด
ของใบ
ชาทีใ่ช้
หมัก 

การรับรอง
จากส านักงาน 
คณะกรรมการ
อาหารและยา 

ช่องทางการจัดซ้ือ วนัหมดอายุ 
(dd-mm-yy) 

2 B ดั้งเดิม ชาเขียว ไม่มี อ.ย. ร้านคา้จ าหน่าย
สินคา้เพื่อสุขภาพ 

10-08-65 

3 C ดั้งเดิม ชาด า+
ชาเขียว 

ไม่มี อ.ย. ร้านคา้จ าหน่าย
สินคา้เพื่อสุขภาพ 

11-07-65 

4 D ดั้งเดิม ชาด า+
ชาเขียว 

มี อ.ย. ร้านคา้จ าหน่าย
สินคา้เพื่อสุขภาพ 

03-10-66 

5 E มิกซ์
เบอร์ร่ี 

ชาด า+
ชาเขียว 

มี อ.ย. ร้านคา้ออนไลน์ ไม่ระบุ 

6 F ดั้งเดิม ชาด า ไม่มี อ.ย. ร้านคา้จ าหน่าย
สินคา้เพื่อสุขภาพ 

05-05-65 

 
หมายเหตุ.  วนัท่ีส่งวเิคราะห์ตวัอยา่ง 2 กุมภาพนัธ์ 2565 
 
ตารางที ่4.2 แสดงภาพลกัษณะตวัอยา่ง  
 

ล าดับที ่ รหัสตัวอย่าง ลกัษณะตัวอย่าง ภาพแสดงลกัษณะตัวอย่าง 
1 A บรรจุในขวดแกว้ใส ตวัอยา่ง

มีสีอ่อน ลกัษณะค่อนขา้งใส 
มีตะกอนลกัษณะเป็นแผน่ 
แขวนลอยในตวัอยา่งเล็กนอ้ย 

 

2 B บรรจุในขวดแกว้ใส ตวัอยา่ง
มีสีอ่อน ลกัษณะขุ่นเล็กนอ้ย 
มีตะกอนลกัษณะเป็นแผน่ 
แขวนลอยในตวัอยา่งเล็กนอ้ย 
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ตารางที ่4.2  (ต่อ) 
 

ล าดับที ่ รหัสตัวอย่าง ลกัษณะตัวอย่าง ภาพแสดงลกัษณะตัวอย่าง 
3 C บรรจุในขวดพลาสติกสีชา 

ตวัอยา่งมีสีน ้าตาลอ่อนขุ่น
เล็กนอ้ย 
 
 

 

4 D บรรจุในขวดแกว้ใส ตวัอยา่ง
มีสีน ้าตาลค่อนขา้งขุ่น 
 
 
 

 

5 E บรรจุในขวดแกว้ใส ตวัอยา่ง
มีสีแดง ลกัษณะค่อนขา้งขุ่น 
 
 
 

 

6 F บรรจุในขวดแกว้ใส ตวัอยา่ง
มีสีน ้าตาลขุ่นเล็กนอ้ย และมี
ตะกอนลกัษณะเป็นแผน่ 
แขวนลอยในตวัอยา่งเล็กนอ้ย 
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ภาพที ่ 4.1  แสดงสีและความขุ่นของตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมคอมบูชา โดยเรียงล าดบัจากซา้ยไปขวา ดงัน้ี 
A, B, C, D, E และ F 
 
4.2  ผลการวเิคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทเีรียกรดอะซิติก และแบคทเีรียกรดแลคติกใน
ผลติภัณฑ์คอมบูชาพร้อมด่ืม 

จากการคดัแยกแบคทีเรียกรดอะซิติก และแบคทีเรียกรดแลคติกโดยวธีิ enrichment 
culture สามารถคดัแยกเช้ือแบคทีเรียไดจ้ากตวัอยา่ง 4 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ A, C, E และ F โดยพบเฉพาะ
แบคทีเรียชนิดผลิตกรดอะซิติก ไม่พบการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกในทุกตวัอยา่ง  ผลการ
วเิคราะห์ชนิดของแบคทีเรียท่ีพบแสดงในตารางท่ี 4.3 

จากการศึกษาจ านวนของเช้ือแบคทีเรีย พบการเจริญของแบคทีเรียผลิตกรดแอซิติกใน
ตวัอยา่งทั้ง 4 ตวัอยา่งนอ้ยกวา่ 10 โคโลนีต่อจานเพาะเช้ือ ท าใหไ้ม่สามารถรายงานจ านวนแบคทีเรีย
ดงักล่าวได ้นอกจากน้ี พบการเจริญของยสีต ์ในตวัอยา่งท่ีศึกษา 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ A, B, C, E และ F  
โดยไม่พบการเจริญของจุลินทรีย ์(ทั้งแบคทีเรียและยสีต)์ในตวัอยา่ง 1 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ D 
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ตารางที ่ 4.3 ผลวเิคราะห์ การระบุชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งคอมบูชาโดย
อาศยัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ บริเวณต าแหน่งยนี 16S rRNA 
 
ล าดับ
ที่ 

รหัส
ตัวอย่าง 

การรับรอง
จาก อ.ย. 

ชนิด/สายพนัธ์ุแบคทเีรียทีพ่บ 

กลุ่มแบคทเีรียกรดอะซิติก กลุ่มแบคทเีรียกรดแลคติก 
1 A ไม่มี อ.ย. - Komagataeibacter 

saccharivorans,                      
- Komagataeibacter melaceti 

ไม่พบ 

2 B ไมมี่ อ.ย. ไม่พบ ไม่พบ 
3 C ไม่มี อ.ย. - Komagataeibacter sp. 

(close to Komagataeibacter 
europaeus) 

ไม่พบ 

4 D มี อ.ย. ไม่พบ ไม่พบ 
5 E มี อ.ย. - Acetobacter musti,  

- Acetobacter sp. (close to 
Acetobacter 
peroxydans/papayae) 

ไม่พบ 

6 F ไม่มี อ.ย. - Komagataeibacter 
saccharivorans, - 
Gluconobacter sp. (close to 
Gluconobacter oxydans),  
- Acetobacter sp. (close to 
Acetobacter syzygii) 

ไม่พบ 

 
 



 

 

บทที ่5 

อภปิรายผลการทดลอง สรุปผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
5.1  อภิปรายผลการทดลอง 

จากผลการวเิคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดอะซิติกและแบคทีเรียกรดแลคติก

ในผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืม จ านวน 6 ตวัอยา่ง ในจ านวน 2 ตวัอยา่งท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียนจาก

ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา (อ.ย.) พบวา่มี 1 ตวัอยา่งท่ีไม่พบการเจริญของทั้งแบคทีเรีย

และยสีต ์ เน่ืองจากผูผ้ลิตฆ่าเช้ือโดยวธีิพลาสเจอไรซ์ (pasteurization) เพื่อให้เป็นไปตามมาตรฐาน

การควบคุมปริมาณจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรคตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบบัท่ี 356) พ.ศ. 

2556 เร่ือง เคร่ืองด่ืมในภาชนะบรรจุท่ีปิดสนิท ขอ้ 4 (4)-(8) อยา่งไรก็ตาม พบวา่อีก 1 ตวัอยา่ง ท่ี

ไดรั้บการข้ึนทะเบียน อ.ย. มีการเจริญของยสีต ์ และพบการเจริญของเช้ือแบคทีเรียกรดอะซิติก 2 

สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Acetobacter musti และ Acetobacter sp. (close to Acetobacter peroxydans/papayae) 

จากการสอบถามทางผูผ้ลิต ทราบวา่ตวัอยา่งท่ีผูว้ิจยัไดรั้บยงัเป็นล็อตจ าหน่ายท่ีไม่ไดผ้า่นการ     

พลาสเจอไรซ์ แต่ปัจจุบนัทางผูผ้ลิตไดท้  าการพลาสเจอไรซ์เคร่ืองด่ืมคอมบูชาใหเ้ป็นไปตาม

มาตรฐานการผลิตตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขแลว้  

นอกจากน้ี พบวา่มี 1 ตวัอยา่ง ท่ีมีการเจริญของยสีต ์ แต่ไม่พบการเจริญของเช้ือ

แบคทีเรีย ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกบัผลงานวจิยัก่อนหนา้น้ีซ่ึงพบการเจริญของแบคทีเรียดว้ยในทุก

ตวัอยา่ง สาเหตุอาจเกิดจากปัจจยัในกระบวนการผลิตและปัจจยัในกระบวนการจดัเก็บผลิตภณัฑ์

หลงับรรจุขวด เช่น คุณภาพและปริมาณของวตัถุดิบท่ีใชห้มกั ระยะเวลาและอุณหภูมิในการหมกั 

รวมถึงระยะเวลาและอุณหภูมิในการจดัเก็บผลิตภณัฑท่ี์สามารถส่งผลต่อจ านวนประชากร และการ

อยูร่อดของเช้ือแบคทีเรียได ้

จาก 4 ตวัอยา่งท่ีพบการเจริญของเช้ือแบคทีเรียและยีสต ์ พบวา่มีการเจริญของเช้ือ

แบคทีเรียกรดอะซิติกจ านวน 3 ชนิด คือ Acetobacter, Gluconobacter และ Komagataeibacter 

จ  านวนทั้งส้ิน 7 สายพนัธ์ุ โดยสามารถระบุสายพนัธ์ุท่ีชดัเจนไดจ้  านวน 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 
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Komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter melaceti และ Acetobacter musti แบคทีเรีย

ผลิตกรดแอซิติกท่ีพบในตวัอยา่งท่ีศึกษาน้ีทุกชนิด จดัอยูใ่นสกุลเดียวกบัแบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่ง

คอมบูชาท่ีมีรายงานก่อนหนา้น้ี11,12,18,19 ไม่พบการเจริญของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกในทุกตวัอยา่ง 

สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาก่อนหนา้น้ีซ่ึงสามารถพบแบคทีเรียกรดแลคติกในคอมบูชาไดเ้พียงใน

บางตวัอยา่งเท่านั้น14 ปัจจยัท่ีส่งผลถึงความหลากหลายและการอยูร่อดของจุลินทรียใ์นคอมบูชา 

ไดแ้ก่ แหล่งท่ีมาและคุณภาพของหวัเช้ือ วตัถุดิบในการหมกั ระยะเวลาในการหมกั ค่า pH อุณหภูมิ 

การใชห้วัเช้ือเดิมในการหมกัต่อเน่ืองหลายๆคร้ัง รวมถึงอุณหภูมิและระยะเวลาในการจดัเก็บ

ผลิตภณัฑค์อมบูชา  

งานวจิยัน้ีศึกษาชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียดว้ยวธีิวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ

ต าแหน่งยนี 16S rRNA โดยวเิคราะห์แบบ double strand ซ่ึงเป็นวธีิวเิคราะห์ตามมาตรฐานสากล 

และมีความละเอียดแม่นย  ามากกวา่การวเิคราะห์แบบ single strand ผูศึ้กษาเลือกใชว้ธีิการแช่เยน็

ตลอดกระบวนการตั้งแต่การจดัเก็บตวัอยา่งจนถึงขั้นตอนการส่งวเิคราะห์เน่ืองจากผูข้ายส่วนใหญ่

ใชว้ธีิดงักล่าวในการวางจ าหน่ายผลิตภณัฑ ์ณ จุดขายถึงมือผูบ้ริโภค 

จาก Gap of knowledge ของงานวจิยัน้ี ผูว้จิยัไดท้  าการคน้ควา้งานวิจยัก่อนหนา้น้ีถึง

คุณสมบติัของแบคทีเรียสายพนัธ์ุต่างๆท่ีพบในการศึกษาน้ี จากงานวจิยัท่ีผูว้จิยัสามารถคน้พบไดใ้น

ปัจจุบนั พบวา่แบคทีเรียทุกสายพนัธ์ุจากการศึกษาน้ีไม่มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ จาก

การศึกษาของประเทศสิงคโปร์ ซ่ึงท าการคดัแยกแบคทีเรียไดจ้  านวน 17 สายพนัธ์ุ จากคีเฟอร์น ้าและ

นมคีเฟอร์เพื่อท าการทดสอบคุณสมบติัของการเป็นโปรไบโอติกส์ โดยทดสอบการออกฤทธ์ิในการ

ตา้นจุลชีพก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร และความสามารถในการแข่งขนัแยง่กนัเกาะตวัท่ีผนงั

เซลลล์ าไส้ระหวา่งแบคทีเรียท่ีศึกษากบัจุลชีพก่อโรค พบวา่แบคทีเรียกลุ่ม Acetobacter และ 

Gluconobacter ไม่ผา่นคุณสมบติัท่ีท าการทดสอบจึงท าใหไ้ม่ถูกจดัวา่เป็นแบคทีเรียในกลุ่มโปร

ไบโอติกส์20 ในปัจจุบนั ยงัไม่มีรายงานการศึกษาถึงคุณสมบติัของการเป็นโปรไบโอติกส์ของสาย

พนัธ์ุ Komagataeibacter Saccharivorans และ Komagataeibacter melaceti  จากการศึกษาก่อนหนา้

น้ีซ่ึงศึกษาถึงคุณสมบติัของแบคทีเรียชนิด Komagataeibacter พบวา่มีคุณสมบติัหลกัและโดดเด่น

ในการผลิตวุน้เซลลูโลส21,22 Komagataeibacter xylinus เป็นหน่ึงในแบคทีเรียสายพนัธ์ุหลกัท่ีพบได้

บ่อยในตวัอยา่งคอมบูชาทัว่ไป11  และมีการศึกษาสายพนัธ์ุยอ่ยของสายพนัธ์ุดงักล่าวในตวัอยา่ง

น ้าส้มสายชูแอปเป้ิล จากจ านวน 43 สายพนัธ์ุยอ่ย พบวา่ Komagataeibacter xylinus K.X.1  มี

คุณสมบติัท่ีสามารถใชเ้ป็นโปรไบโอติกส์ได้23  อยา่งไรก็ตาม ผลวเิคราะห์จากการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบ
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สายพนัธ์ุยอ่ยน้ี ท าใหส้รุปไดว้า่อาจมีความเป็นไปไดว้า่จะสามารถพบสายพนัธ์ุท่ีเป็นโปรไบโอติกส์

ดงักล่าวไดใ้นบางตวัอยา่งของคอมบูชาซ่ึงตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

นอกจากน้ี จากการวิเคราะห์จ านวนของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีชีวติจากตวัอยา่งคอมบูชาใน

การศึกษาน้ี พบวา่มีปริมาณเช้ือแบคทีเรียนอ้ยกวา่ 10 โคโลนีต่อจานเพาะเช้ือ หรือมีจ านวนต ่ากวา่ 

102 CFU/ml ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีนอ้ยเกินกวา่จะสามารถรายงานจ านวนแบคทีเรียดงักล่าวได ้ในขณะท่ี

มาตรฐานสากลไดร้ะบุไวว้า่ปริมาณของโปรไบโอติกส์ท่ีเหมาะสมควรมีจ านวนประมาณ 106 - 108 

CFU/ml เพื่อใหส้ามารถมีผลในการรักษาได้23  

เน่ืองจากการศึกษาน้ีมุ่งศึกษาเฉพาะชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรียเท่านั้น การจะ

กล่าวอา้งวา่ในตวัอยา่งผลิตภณัฑค์อมบูชามีโปรไบโอติกส์หรือไม่ จ าเป็นตอ้งศึกษาชนิดและสาย

พนัธ์ุของยสีตเ์พิ่มเติม ดว้ยเหตุวา่ยสีตบ์างสายพนัธ์ุมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ เช่น 

Saccharomyces cerevisiae13 และ Saccharomyces boulardii14 ซ่ึงสามารถพบไดใ้นตวัอยา่งคอมบูชา

จากการศึกษาก่อนหนา้น้ี ดงันั้น จากผลการวเิคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุแบคทีเรียในผลิตภณัฑค์อม

บูชาในการศึกษาคร้ังน้ี และจากค านิยามขององคก์ารอนามยัโลก (WHO) ซ่ึงกล่าววา่ “โปรไบโอ

ติกส์ หมายถึง จุลินทรียมี์ชีวติจ าพวกแบคทีเรียและยสีตท่ี์ดีและเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ซ่ึงเม่ือ

บริโภคเขา้ไปในปริมาณท่ีเหมาะสมจะส่งผลใหมี้สุขภาพดี” ท าใหผู้ผ้ลิตจ าเป็นตอ้งวิเคราะห์

เพิ่มเติม และระบุบนฉลากถึงสายพนัธ์ุและจ านวนของแบคทีเรียและยสีต ์ ก่อนการกล่าวอา้ง

สรรพคุณบนฉลากของผลิตภณัฑค์อมบูชาท่ีวางจ าหน่ายวา่มีโปรไบโอติกส์  

การผลิตคอมบูชาเพื่อใหไ้ดม้าตรฐานหรือมีความเหมือนกนัในดา้นขององคป์ระกอบ

ทางชีวภาพในทุกล็อตการผลิตเป็นส่ิงท่ีท าไดย้าก เน่ืองจากไม่สามารถควบคุมปัจจยัทั้งหมดได ้

ตั้งแต่กระบวนการการผลิต และการเก็บรักษา ตลอดจนเม่ือสินคา้ส่งถึงมือผูบ้ริโภค การหมกัใน

สภาพแวดลอ้มแบบเปิด ปัจจยัดา้นระยะเวลา อุณหภูมิในการขนส่ง และสภาพแวดลอ้มในการเก็บ

รักษาท่ีแตกต่างกนัก็สามารถส่งผลใหเ้กิดความเปล่ียนแปลงของชนิดและความหลากหลายของ

จุลินทรียไ์ด ้จากผลการศึกษาท่ีทบทวนงานวจิยัอยา่งเป็นระบบพบวา่ ส่วนใหญ่มกัไม่พบสายพนัธ์ุท่ี

มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ในตวัอยา่งคอมบูชา หรืออาจพบไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ยมากโดยเฉพาะ

หลงัจากการบรรจุและจดัเก็บผลิตภณัฑ ์และเน่ืองจากค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ชนิดของจุลินทรียซ่ึ์ง

มีราคาสูงยงัเป็นขอ้จ ากดัท่ีส าคญัในการระบุชนิดของจุลินทรียบ์นฉลาก ท าใหก้ฎหมายของหลาย

ประเทศในทวปียโุรปไม่อนุญาตใหใ้ชค้  ากล่าวอา้งวา่มีโปรไบโอติกส์บนฉลากเคร่ืองด่ืมคอมบูชา14 
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อยา่งไรก็ตาม เคร่ืองด่ืมคอมบูชาเป็นเคร่ืองด่ืมชาหมกัท่ีมีการศึกษาวจิยัจ  านวนมากถึง

ประโยชน์ต่อสุขภาพ รวมถึงการป้องกนัและรักษาโรค ซ่ึงจากขอ้มูลท่ีผูว้จิยัสามารถคน้ควา้ไดใ้น

ปัจจุบนั ยงัไม่มีการยนืยนัประโยชน์โดยตรงจากโปรไบโอติกส์ท่ีไดจ้ากการด่ืมคอมบูชา แต่มาจาก

องคป์ระกอบทางเคมีในคอมบูชาท่ีผา่นกระบวนการหมกัดว้ยหวัเช้ือท่ีมีคุณภาพ ภายใตเ้ง่ือนไขการ

หมกัท่ีเหมาะสม เช่น ระยะเวลา อุณหภูมิ ค่า pH ซ่ึงสามารถท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียและยสีตเ์จริญเติบโต 

และผลิตสารชีวเคมีท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ไดแ้ก่ วิตามิน แร่ธาตุ สารโพลีฟีนอล และกรด

อินทรียต่์างๆ รวมถึงสารโพลีฟีนอลจากใบชา หากแต่องคป์ระกอบทางเคมีเหล่าน้ีก็ไม่สามารถถูก

ผลิตใหมี้ความเหมือนกนัหรือมีมาตรฐานชดัเจนไดเ้ช่นกนั ซ่ึงข้ึนอยูก่บัปัจจยัในการผลิต เช่น ชนิด

และปริมาณของวตัถุดิบท่ีใช ้ ระยะเวลาและอุณหภูมิในการหมกั รวมถึงองคป์ระกอบของจุลินทรีย์

สายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัก็สามารถผลิตสารชีวเคมีในชนิดและปริมาณท่ีแตกต่างกนั อยา่งไรก็ตาม จาก

การศึกษาจ านวนมากซ่ึงเปรียบเทียบคุณสมบติัของเคร่ืองด่ืมคอมบูชาก่อนและหลงัการหมกั พบวา่

คอมบูชาใหป้ระโยชน์มากกวา่น ้าชาหวานท่ีไม่ไดผ้า่นกระบวนการหมกั เช่น มีความเขม้ขน้ของสาร

โพลีฟีนอลสูงข้ึน ท าใหส้ารโพลีฟีนอลมีโมเลกุลท่ีเล็กลง เพิ่มการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เพิ่มการดูด

ซึม ร่างกายสามารถน าไปใชไ้ดง่้ายมากข้ึน ท าใหค้อมบูชามีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงกวา่น ้า

ชาทัว่ไปท่ีไม่ไดผ้า่นการหมกั นอกจากน้ีสารประกอบฟีอลในคอมบูชาก็ยงัมีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอ

ติก (prebiotic) ซ่ึงช่วยส่งเสริมการท างานและการเจริญเติบโตของโปรไบโอติกส์ในล าไส้อีกดว้ย14 

นอกจากน้ี คอมบูชามีสภาพความเป็นกรดค่อนขา้งสูง หรือมีค่า pH อยูใ่นช่วงประมาณ 2.5-3.5 ซ่ึง

ใหป้ระโยชน์ต่อร่างกายในการช่วยยอ่ยอาหาร ความเป็นกรดน้ีเกิดจากกรดอินทรียโ์ดยเฉพาะ

กรดอะซิติกท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย ซ่ึงกรดอะซิติกยงัจดัเป็นสารเพิ่มความเป็นด่างใหก้บัร่างกายดว้ย 

เน่ืองจากเม่ือผา่นกระบวนการเผาผลาญกรดอะซิติกจะถูกเปล่ียนใหเ้ป็นไบคาร์บอเนตในร่างกาย ซ่ึง

อาหารท่ีช่วยรักษาความเป็นด่างในร่างกายเช่นน้ีมีผลช่วยในการชะลอวยั ลดอตัราการเจบ็ป่วย และ

อตัราการตายจากโรคเร้ือรังได2้5 

เน่ืองจากผลการศึกษาวจิยัท่ีผา่นมาพบวา่มีบางตวัอยา่งของคอมบูชาท่ีเป็นแหล่งของ

โปรไบโอติกส์ ดงันั้น ซากของโปรไบโอติกส์ (paraprobiotics) หรือองคป์ระกอบในผนงัเซลลข์อง

โปรไบโอติกส์ท่ีตายแลว้ก็อาจเป็นประโยชน์อีกประการหน่ึงต่อสุขภาพจากการบริโภคคอมบูชา 

อยา่งไรก็ตาม เน่ืองจากซากของแบคทีเรียท่ีจะถูกจดัวา่มีคุณสมบติัของการเป็น paraprobitotics นั้นมี

ความจ าเพาะเจาะจงต่อสายพนัธ์ุ (species or strain-specific) เช่น peptidoglycan ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบ

ของผนงัเซลลข์องโปรไบโอติกส์สายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarun ATCC 14917 สามารถยบัย ั้งการ
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หลงัสาร interleukin-12 (IL-12) ผา่น Toll-like receptor 2 (TLR2) ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเกิด

ภูมิคุม้กนัท าลายตวัเอง และการอกัเสบของล าไส้24 เป็นตน้ การศึกษาถึงประโยชน์ของการเป็น 

paraprobiotics ของซากแบคทีเรียท่ีพบในคอมบูชาจึงยงัตอ้งมีการท าการศึกษาวจิยัเพิ่มเติมต่อไป 

 

5.2  สรุปผลการวจัิย 

จากการศึกษาชนิดของแบคทีเรียกรดอะซิติกและแบคทีเรียกรดแลคติกในตวัอยา่งคอม
บูชาจ านวน 6 ตวัอยา่ง ดว้ยวิธีวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณต าแหน่งยนี 16S rRNA พบวา่ไม่
พบแบคทีเรียกรดแลคติกในตวัอยา่งคอมบูชาทั้ง 6 ตวัอยา่ง และพบแบคทีเรียกรดอะซิติกในตวัอยา่ง 
4 ตวัอยา่ง จ านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ Komagataeibacter, Acetobacter และ Gluconobacter รวมทั้งส้ิน 7 
สายพนัธ์ุ โดยสามารถระบุสายพนัธ์ุท่ีชดัเจนไดจ้  านวน 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Komagataeibacter 
saccharivorans, Komagataeibacter melaceti และ Acetobacter musti อีก 4 สายพนัธ์ุยงัไม่สามารถ
ยนืยนัสายพนัธ์ุไดแ้น่ชดั ซ่ึงตอ้งมีการวเิคราะห์เพิ่มเติมโดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งจีโนม (whole 
genome sequencing) หรือล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีนอ่ืน หรือศึกษาลกัษณะของแบคทีเรียดว้ย
เทคนิคอ่ืน เปรียบเทียบกบั Type strain ใกลเ้คียงเพิ่มเติมเพื่อระบุชนิดในระดบั species แบคทีเรีย
กรดอะซิติกท่ีพบในตวัอยา่งคอมบูชามากท่ีสุด ไดแ้ก่ Komagataeibacter saccharivorans และ
ตวัอยา่งคอมบูชาท่ีพบชนิดของแบคทีเรียกรดอะซิติกหลากหลายมากท่ีสุดไดแ้ก่ ตวัอยา่ง E ซ่ึงพบ
แบคทีเรียกรดอะซิติกทั้งส้ิน 3 ชนิด ไดแ้ก่ Acetobacter sp. (close to Acetobacter syzygii), 
Gluconobacter sp. (close to Gluconobacter oxydans) และ Komagataeibacter saccharivorans โดย
จากการศึกษาคุณสมบติัของการเป็นโปรไบโอติกส์เท่าท่ีผูว้จิยัสามารถคน้หาขอ้มูลไดใ้นปัจจุบนั 
พบวา่แบคทีเรียทุกสายพนัธ์ุท่ีพบในการศึกษาน้ีไม่มีคุณสมบติัของการเป็นโปรไบโอติกส์  

อยา่งไรก็ตามเคร่ืองด่ืมคอมบูชายงัถูกจดัวา่เป็นเคร่ืองด่ืมฟังกช์นั การบริโภคคอมบูชาท่ี
ผลิตดว้ยกระบวนการผลิตและวตัถุดิบท่ีมีคุณภาพจะท าให้ผูบ้ริโภคไดรั้บประโยชน์จาก ค่า pH ใน
คอมบูชาท่ีเหมาะส าหรับการช่วยยอ่ยอาหาร และองคป์ระกอบทางเคมีในคอมบูชาท่ีเกิดจากการ
หมกัของเช้ือแบคทีเรียและยสีต ์รวมถึงวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกั เช่น ใบชา สมุนไพร และเคร่ืองเทศ 
เป็นตน้ 

  
5.3  ข้อเสนอแนะ 

       5.3.1  ขอ้เสนอแนะส าหรับผูผ้ลิตเพื่อเป็นแนวทางในการพฒันาคุณภาพผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืม

คอมบูชา  
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แมว้า่การผลิตเคร่ืองด่ืมคอมบูชาจะไม่สามารถผลิตใหไ้ดม้าตรฐานท่ีเหมือนกนัใน

ทุกล็อตการผลิต หรือแมก้ระทัง่เคร่ืองด่ืมท่ีผลิตในล็อตการผลิตเดียวกนั ก็ไม่อาจคงคุณภาพให้

เหมือนเดิมไดต้ลอดกระบวนการตั้งแต่เม่ือบรรจุน ้าหมกัคอมบูชาลงขวดผลิตภณัฑ์จนกระทัง่ส่งถึง

มือผูบ้ริโภค การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพและกายภาพสามารถเกิดข้ึนไดต้ลอดเวลาตามปัจจยัท่ีกล่าว

ไวข้า้งตน้ในการศึกษาน้ี อยา่งไรก็ตามผูผ้ลิตสามารถพฒันากระบวนการผลิตเพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์

มีคุณภาพและน่าเช่ือถือได ้ดงัต่อไปน้ี 

                       5.3.1.1  ระบุขอ้มูลท่ีเป็นประโยชน์ต่อผูบ้ริโภคบนฉลากผลิตภณัฑใ์หถู้กตอ้งและ

ชดัเจน 

  -  ระบุวนัท่ีผลิตและวนัหมดอายุ 

  - ระบุระยะเวลาในการหมกั 

  - ระบุชนิดของวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกั 

  - ระบุขอ้แนะน าในการจดัเก็บผลิตภณัฑ ์เช่น อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการจดัเก็บ 

  - ไม่ระบุค ากล่าวอา้งวา่มีโปรไบโอติกส์บนฉลากเคร่ืองด่ืมคอมบูชา โดยไม่มีการ

วเิคราะห์ชนิดและปริมาณของจุลินทรียท่ี์เป็นโปรไบโอติกส์ก่อนการจ าหน่าย 

        5.3.1.2  พฒันาคุณภาพของน ้าหวัเช้ือคอมบูชา โดยการคดัเลือกและผสมผสานสาย

พนัธ์ุของจุลินทรียใ์หมี้คุณสมบติัตามท่ีตอ้งการ เช่น  

  - การเร่งกระบวนการหมกัคอมบูชาใหเ้ร็วข้ึน โดยการผสมผสานจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ

หลกั 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Acetobacter pasteurianus, Komagataeibacter xylinus 

และ ยสีตส์ายพนัธ์ุ Zygosaccharomyces bailii 14 

  - เพื่อใหไ้ดส้ารเมตาบอไลทท่ี์ตอ้งการจากกระบวนการหมกั เช่น กรดกลูคูโรนิก โดย

ใชแ้บคทีเรียสายพนัธ์ุ Komagataeibacter intermedius KN89 ผสมกบัยสีตส์ายพนัธ์ุ Dekkera 

bruxellensis KN89 ในอตัราส่วน 6:4 14 

  - การเติมสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีไดมี้การศึกษาและรับรองวา่เป็นโปรไบโอติกส์ลงไป

ในกระบวนการหมกัคอมบูชาเพื่อพฒันาคุณภาพใหเ้กิดประโยชน์และมีคุณสมบติัในการป้องกนั

และรักษาโรค เช่น ผลการวิจยัก่อนหนา้น้ีพบวา่การเติมแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus fermentum 

และ Lactobacillus delbruekii ในกระบวนการหมกัคอมบูชา ช่วยลดค่าน ้าตาลและไขมนัในเลือด 

รวมถึงค่าเอนไซมต์บั ALT, AST และ ALP ในหนูทดลองไดเ้ม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม14 
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   - ส าหรับผูผ้ลิตท่ีข้ึนทะเบียน อ.ย. จ  าเป็นตอ้งผา่นกระบวนการพลาสเจอไรซ์เพื่อให้

เป็นไปตามมาตรฐานในการควบคุมจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรค สามารถเติมจุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีเป็น

โปรไบโอติกส์ท่ีไดรั้บการอนุญาตจากส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา ดงัมีรายช่ือสายพนัธ์ุท่ี

ไดรั้บอนุญาตในประกาศส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ือง หลกัเกณฑแ์ละแนวทาง

ปฏิบติัการใชจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกในอาหาร เช่น แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Bacillus coagulan และ 

Lactobacillus rhamnosus เป็นตน้ โดยศึกษาคุณสมบติัก่อนน ามาใชว้า่สามารถมีชีวติรอด และ

ท างานไดดี้ในคอมบูชา ท่ีมีค่า pH ต ่า และสามารถมีชีวติอยูร่อดไดใ้นสภาพอากาศของประเทศไทย 

  5.3.1.3  ควบคุมกระบวนการผลิตเพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์มีคุณภาพ  

  - การเลือกใชว้ตัถุดิบท่ีมีคุณภาพ เช่น ใบชา และน ้าตาลออแกนิก 

  - การควบคุมคุณภาพของหวัเช้ือ ไม่ใชก้ารต่อน ้าหวัเช้ือเดิมต่อเน่ืองนานๆ ควรมีการ

ปรับปรุงและตรวจสอบคุณภาพน ้าหวัเช้ือท่ีใชใ้นการผลิตคอมบูชาอยา่งสม ่าเสมอ  

  - การใชร้ะยะเวลาในการหมกัท่ีเหมาะสม  

  - การควบคุมการผลิตใหถู้กสุขอนามยั ปลอดเช้ือ ท าการฆ่าเช้ืออุปกรณ์และสถานท่ี

ผลิตสม ่าเสมอ ใหเ้ป็นไปตามมาตรฐานการผลิตอาหาร เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรค 

  - เน่ืองจากน ้าหมกัคอมบูชามีสภาพความเป็นกรดสูง ควรเลือกภาชนะท่ีใชใ้นการ

หมกัและบรรจุภณัฑท่ี์เหมาะสมเพื่อป้องกนัอนัตรายจากการปนเป้ือนของสารท่ีถูกกดักร่อนใน

เคร่ืองด่ืม เช่น Microplastics เป็นตน้ 

 5.3.2  ขอ้เสนอแนะส าหรับผูบ้ริโภค 

- เลือกซ้ือผลิตภณัฑค์อมบูชาท่ีมีรายละเอียดระบุบนฉลากชดัเจน เช่น วนัท่ีผลิต วนั

หมดอาย ุจ  านวนวนัในการหมกั วตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิต เป็นตน้ 

- ท าความเขา้ใจวา่ประโยชน์ท่ีไดจ้ากการด่ืมคอมบูชาไม่ไดม้าจากโปรไบโอติกส์

โดยตรง แต่มาจากองคป์ระกอบทางเคมีในคอมบูชาท่ีเกิดจากการหมกัของเช้ือแบคทีเรียและยสีต ์

รวมถึงวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกั เช่น ใบชา สมุนไพร และเคร่ืองเทศ เป็นตน้ 

       5.3.3  ขอ้เสนอแนะส าหรับการศึกษาวจิยัคร้ังต่อไป 

- ศึกษาเก่ียวกบัชนิด สายพนัธ์ุ และจ านวนของยสีต ์

เน่ืองจากการศึกษาน้ีมุ่งศึกษาชนิด และสายพนัธ์ุของแบคทีเรียเพื่อเติมเตม็ช่องวา่งทาง

ความรู้เก่ียวกบัคุณสมบติัและศกัยภาพของการเป็นเคร่ืองด่ืมโปรไบโอติกส์ดงัท่ีมีการกล่าวอา้งบน

ฉลากเคร่ืองด่ืมคอมบูชาหลายยีห่อ้ท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาด ผลการศึกษาของงานวจิยัน้ีพบวา่
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แบคทีเรียท่ีพบในผลิตภณัฑ์คอมบูชาพร้อมด่ืมท่ีท าการศึกษาไม่มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ 

ดงันั้นเพื่อใหส้ามารถสรุปไดถึ้งคุณสมบติัดงักล่าวจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัชนิด สาย

พนัธ์ุ และจ านวนยสีตด์ว้ยเช่นกนั 

- ศึกษาชนิดและปริมาณของแบคทีเรียในน ้าหมกัคอมบูชา โดยเปรียบเทียบในวนัท่ี

บรรจุขวด และช่วงระยะเวลาหลงับรรจุขวด เช่น 1, 2 และ 3 เดือน โดยควบคุมอุณหภูมิในการจดัเก็บ 

เพื่อศึกษาอตัราการรอดชีวิตของแบคทีเรียในระยะเวลาหลงัการจดัเก็บผลิตภณัฑ ์

 

- ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีในผลิตภณัฑค์อมบูชา 

เน่ืองจากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ในตวัอยา่งคอมบูชาส่วนใหญ่มกัไม่พบจุลินทรียท่ี์มี

คุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์หรืออาจพบไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ยมาก  โดยปัจจยัท่ีท าใหเ้คร่ืองด่ืมคอม

บูชามีประโยชน์ต่อสุขภาพคือองคป์ระกอบทางเคมีในน ้าหมกัคอมบูชา ดงันั้น ผูว้จิยัจึงมี

ขอ้เสนอแนะวา่ควรมีการศึกษาเก่ียวกบัองคป์ระกอบทางเคมี เช่น กรดอินทรีย ์วติามิน แร่ธาตุ และ

สารโพลีฟีนอล ในผลิตภณัฑค์อมบูชาพร้อมด่ืมท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดเพื่อเป็นตวัช้ีวดัคุณภาพ

ของผลิตภณัฑ์ 
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ขั้นตอนการคดัแยกและวเิคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรีย
กลุ่มกรดอะซิตกิ และกลุ่มกรดแลคตกิในคอมบูชาด้วยวธีิ 16S rRNA 

Sequencing of Culturable Bacteria 
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การศึกษาปริมาณและคดัแยกแบคทีเรียผลิตกรดแอซิติก และแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก

ท่ี พบในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมคอมบูชะ ศึกษาปริมาณแบคทีเรียผลิตกรดแอซิติก และแบคทีเรียผลิตกรด

แลคติกในตวัอยา่งโดยวธีิ spread plate โดยดูดตวัอยา่งท่ีไดจ้ากขอ้ 6.1 ปริมาตร 10 ml ลงในตวัอยา่ง 

Buffered Peptone water ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดค้วามเขม้ขน้ตวัอยา่งท่ีอตัราส่วน 

1:10 จากนั้นเจือจาง ตวัอยา่งตามล าดบัๆ ละ 10 เท่า (serial ten-fold dilutions) ดว้ยสารละลายส าหรับ

เจือจาง Buffered Peptone water โดยปิเปตตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ใส่ในสารละลายส าหรับเจือจาง 9 

มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั จะไดต้วัอยา่งเจือจาง 1:10 (initial suspension หรือ primary dilution) จาก

นั้นปิเปต ตวัอยา่งท่ีเจือจาง 1:10 มา 1 มิลลิลิตร ใส่ในสารละลายส าหรับเจือจาง 9 มิลลิลิตร เขยา่ให้

เขา้กนั จะ ไดต้วัอยา่งเจือจาง 1:100 ท าเช่นน้ีต่อไปจนไดต้วัอยา่งท่ีเจือจางตามตอ้งการ จากนั้นดูด

สารละลาย ตวัอยา่งท่ีไดใ้นแต่ละระดบัการเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเช้ือท่ีมี

อาหารเล้ียงเช้ือ GECA ท่ีมี cycloheximide 50 µg/ml ส าหรับคดัแยกแบคทีเรียผลิตกรดแอซิติก และ

อาหารเล้ียง เช้ือ MRS ท่ีมี0.7% (w/v) CaCO3 และ cycloheximide 50 µg/ml ส าหรับคดัแยกแบคทีเรีย

ผลิต กรดแลคติก ระดบัความเจือจางละ 2 จานเพาะเช้ือ (duplicate) เกล่ียตวัอยา่งใหท้ัว่ผิวหนา้อาหาร 

ดว้ยแท่งเกล่ียเช้ือ (spreader) จนกระทัง่ผวิหนา้ของวุน้แหง้ จากนั้นน าจานอาหารเล้ียงเช้ือไปบ่มท่ี 

อุณหภูมิ 30C เป็นเวลา 2 วนั ตรวจนบัจ านวนของแบคทีเรียท่ีมีโซนใสรอบโคโลนี และน ามา

ค านวน ปริมาณแบคทีเรียผลิตกรดแอซิติก และแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกท่ีพบในตวัอยา่ง จากนั้น

คดัแยกแบคทีเรียผลิตกรดแอซิติก และแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกท่ีพบในตวัอยา่ง โดย คดัเลือก

โคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีลกัษณะสัณฐานวทิยาของโคโลนีแตกต่างกนั 

(รวมประมาณ 20 ไอโซเลต) มาคดัแยกเช้ือใหบ้ริสุทธ์ิส าหรับน าไปเตรียมตวัอยา่งหาล าดบันิวคลีโอ

ไทด ์บริเวณ 16S rRNA gene เพื่อใชใ้นการระบุชนิดแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดต่้อไป 

การระบุชนิดแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งคอมบูชะโดยอาศยัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอ

ไทด ์บริเวณ 16S rRNA gene น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งคอมบูชะมาศึกษาล าดบันิวคลีโอ

ไทดบ์ริเวณ 16S rDNA เพื่อระบุชนิดแบคทีเรีย [8] โดยน าเซลลแ์บคทีเรียท่ีคดัแยกไดม้าสกดัดีเอน็เอ

ดว้ย Genomic DNA Extraction Kit Miniprep Blood/Cultured Cell (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) 

จากนั้นเพิ่ม จ านวนของดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดว้ย Primers 20F (5’ GAG TTT GAT CCT GC 

TCA G 3’) และ 1500R (5’ GTT ACC TTG TTA CGA CTT 3’) ซ่ึงเป็น universal primers ส าหรับ

เพิ่มจ านวน 16S rDNA ของแบคทีเรีย โดยเตรียมปฏิกริยาเพิ่มจ านวนดีเอน็เอ (PCR) ท่ีประกอบดว้ย 

primers 20F และ 1500R อยา่งละ 40 pmol, dNTPs 20 mM, 1xTaq buffer, MgCl2 200 mM, Taq 
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DNA polymerase 2.5 Units และดีเอน็เอของแบคทีเรีย 50-200 ng ในปฏิกริยา PCR 100 µl จากนั้น 

ด าเนินการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอดว้ยปฏิกริยาดงัน้ี 1) Pre-denaturing 94C นาน 3 นาที 2) denaturing 

94C นาน 1 นาที 3) annealing 50C นาน 1 นาที 4) extension 72C นาน 2 นาที 5) ท าซ ้ าขั้นตอน

ท่ี 2 - 4 รวม 25 รอบ 6) final extension 72C นาน 3 นาที ตรวจสอบผลการเพิ่ม จ านวนดีเอน็เอดว้ย 

0.8% agarose gel electrophoresis โดยขนาดของดีเอน็เอท่ีเพิ่มจ านวนไดค้วรมี ขนาดประมาณ 1,500 

bp น าดีเอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกริยาการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ (PCR product) มาท า ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย 

Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) และ ตรวจสอบความ

บริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีไดด้ว้ย 0.8% agarose gel electrophoresis แ ล ะ Nanodrop® 

spectrophotometer model ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., USA) จากนั้นหาล าดบันิวคลี

โอไทดข์องแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดด้ว้ย primer 800R (5’ TAC CAG GGT ATC TAA TCC 3’) และ 

primer 518F (5’ CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG 3’) ซ่ึงเม่ือไดผ้ล ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง

แบคทีเรียแลว้น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าวเิคราะห์และเปรียบเทียบความ เหมือนของล าดบันิวคลี

โอไทดใ์นฐานขอ้มูล ezbiocloud (https://www.ezbiocloud.net/) เพื่อ ระบุชนิดของแบคทีเรีย 
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ฉลากตวัอย่างผลติภณัฑ์คอมบูชาที่ใช้ในงานวจิยั 
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ฉลากผลิตภณัฑค์อมบูชา A 
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ฉลากผลิตภณัฑค์อมบูชา B 
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ฉลากผลิตภณัฑค์อมบูชา C 
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ฉลากผลิตภณัฑค์อมบูชา D 
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ฉลากผลิตภณัฑค์อมบูชา E 
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ฉลากผลิตภณัฑค์อมบูชา F 
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