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กับกระชายด�ำและหมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก
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บทคัดย่อ
	 แนวทางหนึ่งในการเพิ่มฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน�้ำพลูคาว คือการผสมพลูคาวกับกระชายด�ำและหมัก

ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก ท�ำได้โดยเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระหลังจากหมัก 30 วัน ที่ใช้น�้ำพลูคาวอย่าง

เดียว และที่ใช้น�้ำพลูคาวผสมกับกระชายด�ำ 260 หรือ 520 g และเติมน�้ำตาลอ้อย ด้วยวิธี FRAP การหมักชุด

แรกท�ำโดยใช้สภาวะทั้งที่มี และไม่มีการเติมกล้าเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก รวมทั้งที่มี และไม่มีการเติมน�้ำตาล

อ้อย  การหมักชุดหลังท�ำโดยใช้สภาวะทั้งที่มีหรือไม่มีการเติมกล้าเชื้อ ผลที่ได้จากการหมักน�้ำพลูคาวอย่างเดียว

ที่มีทั้งการเติมกล้าเชื้อและน�้ำตาลอ้อย และผลจากการหมักน�้ำพลูคาวที่มีการเติมกระชายด�ำ  520 g กล้าเช้ือ 

และน�้ำตาลอ้อย มีกรดแลคติก 8.02; 16.17 g/l  กรดอะซิติก 16.03; 4.06 g/l  pH 3.43; 3.40 ปริมาณกรด 

ทั้งหมด 11.59; 13.98 g/l น�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือ 0.59; 5.7 g/l และจ�ำนวนนับของแบคทีเรียกรดแลคติก 

8.2x109; 7.1x108 CFU/ml ตามล�ำดับ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากทั้งสองกระบวนการหมักคือ 271.57 

และ 891.0 µmol/l ตามล�ำดับ ซึ่งพบว่าสูงกว่า 78.71 µmol/l ที่ได้จากการหมักที่ใช้น�้ำพลูคาวเพียงอย่างเดียว  

ดังนั้น การเติมทั้งกล้าเชื้อ และน�้ำตาลอ้อยได้เพิ่มฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน�้ำพลูคาวมากกว่า 3.5 เท่า และเพิ่ม

ขึ้นมากกว่า 11.3 เท่า เมื่อมีการผสมกระชายด�ำ 520 g เติมกล้าเชื้อ และน�้ำตาลอ้อยก่อนหมัก

ABSTRACT     
	 One approach to increase antioxidant activity of plu-kao juice is to mix it with  

krachaidum and ferment with lactic acid bacteria. This was done by comparison between  

antioxidant activities after 30 days of fermentations using plu-kao juice only and using  

plu-kao juice mixing with either 260 or 520 g of krachaidum and with cane sugar by the 

FRAP method. The former fermentations were conducted by the conditions when with and 

without lactic acid bacteria starters including with or without cane sugar was added. The 
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บทน�ำ
	 ปัจจุบันผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพในรูปแบบ 

ต่าง ๆ เป็นที่สนใจของผู้บริโภคในกลุ่มรักสุขภาพ จึง

ท�ำให้มีการแปรรูปผลิตภัณฑ์อย่างหลากหลาย โดย

เฉพาะในรูปแบบเคร่ืองดื่มสมุนไพรเพื่อสุขภาพ รวม

ทั้งเครื่องดื่มพลูคาว ซึ่งพลูคาว (plu-kao) เป็น

พืชสมุนไพรพื้นเมืองที่รู ้จักกันดีทางภาคเหนือของ

ประเทศไทย มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Houttuynia 

cordata Thunb. (วงศ์ Saururaceae) พบได้

ทั่วไปในประเทศต่างๆ ของทวีปเอเชีย ได้แก่   จีน 

ญี่ปุ่น เกาหลี เวียดนาม กัมพูชา ลาว และพม่า เป็นต้น 

มีชื่อเรียกอื่นๆ ได้แก่ ผักพลูคาว ผักคาวตอง ผักก้าน

ตอง ที่เรียกชื่อขึ้นต้นว่า “ผัก” แสดงถึงการน�ำไปใช้

ประโยชน์ด้วยการใช้เป็นผักเครื่องเคียง   และที่ชื่อมี

ค�ำว่า “พลู” บ่งบอกถึงการเป็นพืชที่มีใบที่มีรูปร่าง

คล้ายหัวใจเหมือนใบพลู และค�ำว่า “คาว” เป็นการ

บ่งบอกว่าเป็นพชืมกีลิน่คาว [1] พลคูาวมสีารออกฤทธิ์

หลายชนิด เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant)   

ต้านเนื้องอก (antitumor) และ ต้านเซลล์มะเร็ง 

(anti-cancer) ต้านการอักเสบ (anti-inflam-

matory) ต้านไวรัส (antiviral activity) และต้าน

จุลินทรีย์ (antimicrobial agent) [2-3] นอกจาก

นั้นในปี ค.ศ.2008 Lau และคณะ [4] ได้รายงานว่า

พลูคาวมีส่วนช่วยในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้สูง

ขึน้ท�ำให้สามารถป้องกนัโรคทางเดนิหายใจเฉยีบพลนั

รุนแรง (Acute Respiratory Syndrome; SARS) 

ซึ่งสอดคล้องกับปี พ.ศ. 2552  ที่กระทรวงสาธารณสุข

ของประเทศไทยได้ประกาศให้พลูคาวเป็น หนึ่งในพืช

สมุนไพรที่ช่วยป้องกันไข้หวัดดังกล่าวได้ โดย Cai 

และคณะ [5] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ของพืช

สมุนไพรจากจีนกว่า 100 ชนิด รวมถึง พลูคาว พบว่า 

สารประกอบฟีนอลิค (phenolic compounds) 

ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และกรดฟีนอลิก 

(phenolic acids) ชนิดต่างๆที่พบในสมุนไพร 

เหล ่า น้ีสามารถต ้านอนุมูลอิสระในกลุ ่มที่ เป ็น  

Reactive Oxygen Species (ROS) ได้แก่  

superoxide (O
2
.-) peroxide (ROO.) hydroxyl 

(HO.) และ nitric oxide (NO.) [6] เน่ืองจากอนุมลู

อิสระเป็นสาเหตุในการท�ำให้เกิดผลเสียต่อสุขภาพใน

ด้านต่างๆ อาทิ การเสื่อมโทรมของเซลล์และเนื้อเยื่อ 

การเกิดเน้ืองอกและเซลล์มะเร็ง ดังน้ัน เมื่อมีการ

บริโภคผลิตภัณฑ์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอนุมูลอิสระ

latter fermentations were carried out by the conditions in which with or without starters was 

added. Results obtained from the fermentation of plu-kao juice only in which starters and cane 

sugar had been added and from the fermentation of plu-kao juice with the addition of 520 g 

of krachaidum, starters, and cane sugar were lactic acid 8.02; 16.17g/l, acetic acid 16.03; 4.06 

g/l, pH 3.43; 3.40, total acidity 11.59; 13.98 g/l, total residual sugar 0.59; 5.7 g/l, and lactic 

acid bacteria count 8.2x109; 7.1x108 CFU/ml, respectively. The antioxidant activities gained 

from these two fermentation processes as 271.57 and 891.0 µmol/l, respectively were found 

to be higher than 78.71µmol/l obtained from fermentation of plu-kao juice only. Therefore, 

plu-kao juice fermentation with addition of both starters and cane sugar had increased its 

antioxidant activity by more than 3.5 times and had been boosted to 11.3 times when it was 

mixed with 520 g of krachaidum, the starters and cane sugar before fermentation.

ค�ำส�ำคัญ: พลูคาว แบคทีเรียกรดแลคติก ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

Keywords: plu-kao, Lactic acid bacteria, Antioxidant activity



วารสารวิจัย มข. (บศ.) 16 (1) : ม.ค. - มี.ค. 255966

ในร่างกายของผู้บริโภคก็จะถูกท�ำลายไป ส่งผลให้เกิด

การป้องกันการเกิดผลเสียทางสุขภาพต่างๆ ดังกล่าว 

ได้ [7] โดยปัจจุบันผลิตภัณฑ์พลูคาวที่มีในท้องตลาด

จะอยู่ในรูปแบบของเคร่ืองดื่มน�้ำสมุนไพรสกัดจาก

พลูคาวที่ใช้พลูคาวเพียงอย่างเดียวเท่านั้นยังไม่ได้

มีการผสมสมุนไพรชนิดอื่น น�้ำสกัดพลูคาวมีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ 231.16 µmol trolox/l จาการวัด

ด้วยวิธี TEAC [8] และ 375.90 µmol trolox/g 

extract    จากการวัดด้วยวิธี FRAP [9] การศึกษา

ครั้งนี้จึงได้หาแนวทางในการเพิ่มคุณค่าเพ่ือเสริมสุข

ภาพของผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มน�้ำสมุนไพรพลูคาวให้

สูงขึ้นโดยผสมกับกระชายด�ำจากนั้นจึงน�ำมาหมักกับ

แบคทีเรียกรดแลคติก การผสมกับสมุนไพรชนิดอ่ืน

เพื่อให้มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้นกว่าการใช้

สมุนไพรพลูคาวเพียงชนิดเดียวเป็นแนวทางการใช้

สมนุไพรร่วมกนัเพือ่การเสรมิฤทธิซ์ึง่กนัและกนั ซึง่ใน

ทางเภสัชกรรมเรียกว่าการเกิดปฏิสัมพันธ์แบบเสริม

กัน หรือ synergistic interaction ตามรูปแบบ

ของการใช้สมุนไพรผสมนานาชนิดในต�ำรับยาหม้อ

มาตั้งแต่สมัยบรรพบุรุษ ในปัจจุบันพบว่ามีการน�ำ

กระชายด�ำ  (Krachaidum) ซึ่งมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า 

Kaempferia parviflora Wall. Ex Baker (วงศ์ 

Zingiberaceae) [10] มาใช้ผสมในการผลิตไวน์

พื้นบ้านกันมาก โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียง

เหนือ เพื่อหวังผลเชิงบวกทางด้านสุขภาพ [11] จาก

งานวิจัยของ Nanasombat และคณะ [12] พบว่า

ในกระชายด�ำ  มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 126.47 µmol 

FeSO
4
/g extract  ดังนั้นกระชายด�ำจึงเป็นสมุนไพร

ที่น่าสนใจอีกชนิดหนึ่งที่จะน�ำมาทดลองใช้ผสมกับ

พลูคาว นอกจากนี้แล้วยังมีรายงานเกี่ยวกับการเพิ่ม

ประโยชน์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่พบในพืชด้วย

การใช้กระบวนการแปรรูปที่เป็นกระบวนการหมักกับ

แบคทเีรยีกรดแลคตกิ (lactic acid bacteria) กบัน�ำ้

ลูกยอ [13]  แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นกลุ่มแบคทีเรีย

กลุ่มใหญ่ท่ีนอกจากจะเป็นที่รู้จักกันทั่วไปว่าปลอดภัย 

(Generally Recognized As Safe, GRAS) เพราะ

มีความเกี่ยวข้องกับการแปรรูปอาหารเป็นอาหาร 

หมักดองเป็นเวลานาน แล้วยังเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่

รูจ้กักนัดอีกีด้วยว่าเป็นแบคทเีรยีกลุม่ทีม่ปีระโยชน์ต่อ

สุขภาพ หรือที่เรียกว่า โปรไบโอติก (probiotic) โดย

สามารถเร่งให้เกดิกระบวนการเปลีย่นแปลงโครงสร้าง

ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหล่านี้ให้เพิ่มมากขึ้น  

หรือที่เรียกว่า biotransformation [14] การเพิ่ม

ฤทธิ์ทางชีวภาพ ในน�้ำหมักสมุนไพรพลูคาวโดยผสม

กับกระชายด�ำและหมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกนี ้

จึงเป็นหนึ่งในแนวทางของการเพิ่มผลดีต่อสุขภาพ 

ให้ผู ้บริโภคผลิตภัณฑ์น�้ำพลูคาวและยังท�ำให้เกิด

ผลิตภัณฑ์ใหม่อีกด้วย 

วัตถุประสงค์ 
	 1.	เพื่อศึกษาผลของกรดอินทรีย์ที่เกิดจาก

การหมกัพลคูาวด้วยแบคทเีรยีกรดแลคตกิต่อฤทธิต้์าน

อนุมูลอิสระ 

	 2.	เพื่อเพิ่มฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในน�้ำหมัก

พลูคาวให้สูงขึ้นโดยการเติมกระชายด�ำในปริมาณ 

ที่เหมาะสม

อุปกรณ์และวิธีการวิจัย   
	 1. จุลินทรีย์ และวัตถุดิบ

	 กล้าเชือ้แบคทเีรยีกรดแลคตกิสายพนัธุผ์สม

ที่มีจ�ำนวนเริ่มต้นที่ 3.2×104 CFU/ml พลูคาวสด 

กระชายด�ำสด น�ำ้ตาลอ้อย และน�ำ้ Reverse Osmosis 

(RO) ทีไ่ด้รบัจากบรษิทัโพรแลค (ประเทศไทย) จ�ำกดั

	 2. อาหารเพาะเลีย้งจลุนิทรย์ี สารเคม ีและ

สารละลาย

	 อาหารเพาะเลีย้งจลุนิทรย์ีได้แก่ MRS broth 

(Merck, เยอรมนี) tomato juice agar O-F 

agar bacteriological agar และ bacto-peptone 

(HiMedia Laboratories อินเดีย) สารเคมีและ

สารละลายเป็นเกรด AR จากผู้ผลิตต่างๆ ดังน้ี 2 

4 6-tripyridyl triazine (Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา) Gram’s straining 3% (w/v) 
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H
2
O

2
 phenol, H

2
SO

4
 HCl (BDH Laboratory 

Supplies, อังกฤษ) glucose, KH
2
PO

4
 K

2
HPO

4
 

glycerol, activated carbon, phenolphthalein, 

NaOH FeSO
4
 (Univar, ออสเตรเลีย) CaCl

2
  

เป็นเกรด commercial lactic acid acetic acid  

เป็นเกรด HPLC (Merck เยอรมนี)  

	 3. อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ 

	 อุปกรณ์และเคร่ืองแก้วที่ใช้ในเทคนิคปลอด

เชื้อทางจุลชีววิทยา เครื่องสลัดน�้ำ  ชุดอุปกรณ์ในการ

ไตเตรท candle jar เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  

รุ่น Cb 40  เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง รุ่น PT1200 และ 

เครื่องปั ่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุ ่น 2K15 จาก

เยอรมน ีเครือ่งผสมสารละลายในแนวดิง่ รุน่ VM-300 

จากไต้หวัน หม้อนึ่งแรงดันไอน�้ำ  รุ่น 1941X และ 

HPLC column รุ ่น OA8 จากสหรัฐอเมริกา 

กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CHS เครื่องวัดการดูดกลืนแสง

ระบบ UV-VIS รุ่น UV-1201 และ เครื่อง HPLC 

รุ่น LC-10AD จากญี่ปุ่น ตู้ปลอดเชื้อชนิดม่านลม

ผ่าน รุ่น BH 143 จากออสเตรเลีย และ ชุดดูดปล่อย

สารละลายอัตโนมัติ รุ่น Neo จากฝรั่งเศส 

	 4. การเตรยีมวตัถดิุบและกระบวนการหมัก 

	 วัตถุดิบต่างๆ ที่ใช้ประกอบด้วยขั้นตอน

การเตรียม สัดส่วนต่างๆ ของวัตถุดิบตลอดจนราย

ละเอียดของกระบวนการหมักที่แบ่งออกเป็น 2 ชุด 

ดังแสดงในแผนภาพข้างล่างนี้
4. การเตรียมวัตถุดิบและกระบวนการหมัก  
วัตถุดิบต่ำง ๆ ที่ใช้ประกอบด้วยขั นตอนกำรเตรียม สัดส่วนต่ำง ๆ ของวัตถุดิบตลอดจนรำยละเอียดของ

กระบวนกำรหมักที่แบ่งออกเป็น 2 ชุดดังแสดงในแผนภำพข้ำงล่ำงนี  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. การติดตามจ้านวนแบคทีเรียกรดแลคติกในระหว่างกระบวนการหมัก  
กำรติดตำมจ ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอย่ำงใช้วิธี spread plate technique  [15] โดยน ำตัวอย่ำงน  ำหมัก

ปริมำตร 1 ml มำเจือจำงล ำดับส่วนด้วยสำรละลำย 0.1% (w/v) peptone water ที่ระดับควำมเจือจำง 10-1 ถึง 10-7 ดูด
ตัวอย่ำงแต่ละระดับควำมเจือจำงปริมำตร 0.1 ml มำเกลี่ยลงบนผิววุ้นอำหำร MRS ที่มีกำรเติม 1.0% (w/v) CaCO3 น ำไป
บ่มที่ 30 OC ในสภำพ microaerophilic โดยใช้ candle jar เป็นเวลำ 1-3 วัน นับจ ำนวน โคโลนีที่มีโซนใส  จำกนั นน ำไป
ตรวจสอบลักษณะพื นฐำนของแบคทีเรียกรดแลคติก [16]  

6. วิเคราะห์ลักษณะสมบัติทางเคมี  
น ำตัวอย่ำงน  ำหมัก 10 ml มำดูดซับสีด้วยผงถ่ำนกัมมันต์ แบ่ง 5 ml มำวัดปริมำณน  ำตำลทั งหมดโดยวิธี Phenol-

Sulfuric [17] น ำตัวอย่ำงที่เหลือ 5 ml มำวัดค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง ก่อนแล้วจึงน ำมำเติมน  ำกลั่นที่ผ่ำนกำรต้มเดือดและทิ ง
ให้เย็นลงใหม่ๆ 95 ml แล้วน ำมำวัดปริมำณกรดทั งหมด (total acidity) ตำมวิธีมำตรฐำน AOAC [18]  

 7. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดอินทรีย์ด้วยวิธี HPLC  
 กำรวิเครำะห์ชนิดและวัดปริมำณกรดอินทรียด์้วยวิธี HPLC [19] โดยน ำตัวอย่ำงน  ำหมัก 1 ml มำกรองด้วยแผ่น

เยื่อกรองขนำด 0.45 µm มำวิเครำะห์ โดย mobile phase ที่ใช้คือ 0.005 N H2SO4, คอลัมน์ที่ใช้คือ Vertisep OA  8µm 

น ำพลูคำวสดและกระชำยด ำสดมำล้ำงท ำควำมสะอำดและผึ่งลมให้แหง้ สับพลูคำวให้เป็นชิ นประมำณ 1 cm และ ชัง่ มำ 800 g จำกนั น
เติมน  ำ RO 7.2 L ลงในขวดพลำสติกที่มีฝำเกลียว ควำมจุ 10 L เป็นถังหมัก สว่นกระชำยด ำทุบให้แตกละเอียด ก่อนเติมลงไปในถงั 

กำรทดลองชุดที่ 1ออกแบบให้เป็นชุดส ำหรับศึกษำผลของกำรเติมกล้ำเชื อและน  ำตำลอ้อยที่มีต่อฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ
ของน  ำพลูคำว โดยยังไม่มีกำรเติมกระชำยด ำ แล้วน ำผลที่ได้มำใช้ในกำรออกแบบกำรทดลองชุดที ่2  

การทดลองชุดที่ 1 ถังที ่1 ถึง 4 โดยใหไ้ม่มีและมีกำรเติมน  ำตำล
อ้อย 100 g รวมถึง ให้ไม่มีและมีกำรเติมกล้ำเชื อตั งต้นเท่ำกับ 

3.2×104 CFU/ml ปริมำตร 0.8 L ในทุกถังดงันี  

การทดลองชุดที่ 2 ถังที ่5 ถึง 10 โดยให้ไม่มีและมีกำรผสมกับ
กระชำยด ำในสัดส่วนที่แตกต่ำงกันและให้ไม่มีและมีกำรเติม
กล้ำเชื อตั งต้นเท่ำกับ 3.2×104 CFU/ml ปริมำตร0.8 L และ

น  ำตำลอ้อย 100 g ในทกุถงั ดงันี  
ถังที่ 1 ไม่เติมทั งน  ำตำลอ้อยและกล้ำเชื อ 

ถังที่ 2 เติมแต่น  ำตำลอ้อย 

ถังที่ 3 เติมแต่กล้ำเชื อ 

ถังที่ 4 เติมทั งน  ำตำลอ้อยและกล้ำเชื อ 

ถังที่ 5 ไม่เติมทั งกระชำยด ำและกล้ำเชื อ 

ถังที่ 6 เติมกระชายด า 260 g แต่ไมเ่ติมกล้าเชื้อ 

ถังที่ 8 ไม่มีการเติมกระชายด าแต่มีการเติมกล้าเชื้อ 

ถังที่ 9 เติมทั งกระชำยด ำ 260 g และกลำ้เชื อ 

ถังที่ 10 เติมทั้งกระชายด ำ 520 g และกล้าเชื้อ 

ถังที่ 7 เติมกระชำยด ำ 520 g แต่ไม่เติมกล้ำเชื อ 
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	 5. การติดตามจ�ำนวนแบคทีเรยีกรดแลคตกิ 

ในระหว่างกระบวนการหมัก 

	 การติดตามจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกใน

ตัวอย่างใช้วิธี spread plate technique  [15] โดย

น�ำตัวอย่างน�้ำหมักปริมาตร 1 ml มาเจือจางล�ำดับ

ส่วนด้วยสารละลาย 0.1% (w/v) peptone water 

ที่ระดับความเจือจาง 10-1 ถึง 10-7 ดูดตัวอย่างแต่ละ

ระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 ml มาเกลี่ยลงบนผิว

วุ้นอาหาร MRS ที่มีการเติม 1.0% (w/v) CaCO
3
 

น�ำไปบ่มที่ 30 ํC ในสภาพ microaerophilic โดยใช้ 

candle jar เป็นเวลา 1-3 วัน นับจ�ำนวน โคโลนีที่มี

โซนใส   จากนั้นน�ำไปตรวจสอบลักษณะพ้ืนฐานของ

แบคทีเรียกรดแลคติก [16] 

	 6. วิเคราะห์ลักษณะสมบัติทางเคมี 

	 น�ำตวัอย่างน�ำ้หมกั 10 ml มาดดูซบัสด้ีวยผง

ถ่านกัมมันต์ แบ่ง 5 ml มาวัดปริมาณน�้ำตาลทั้งหมด

โดยวิธี Phenol-Sulfuric [17] น�ำตัวอย่างที่เหลือ 5 

ml มาวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง ก่อนแล้วจงึน�ำมาเตมิ

น�้ำกลั่นที่ผ่านการต้มเดือดและทิ้งให้เย็นลงใหม่ๆ 95 

ml แล้วน�ำมาวดัปรมิาณกรดทัง้หมด (total acidity) 

ตามวิธีมาตรฐาน AOAC [18] 

	 7. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรด

อินทรีย์ด้วยวิธี HPLC 

 	 การวเิคราะห์ชนดิและวดัปรมิาณกรดอนิทรย์ี

ด้วยวธิ ีHPLC [19] โดยน�ำตวัอย่างน�ำ้หมกั 1 ml มาก

รองด้วยแผ่นเยื่อกรองขนาด 0.45 µm มาวิเคราะห์ 

โดย mobile phase ทีใ่ช้คอื 0.005 N H
2
SO

4
 คอลมัน์

ที่ใช้คือ Vertisep OA  8µm ขนาด 7.8 x 300 mm 

ตัวตรวจวัด คือ UV detector ที่ 280 nm อุณหภูมิ 

50 ํ C อัตราไหล 0.6 ml/min โดยใช้กรดแลคติก 

และกรดอะซิติกเป็น external standard 

	 8. การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  

(antioxidant activity assay)

	 การวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใช้วิธี ferric  

reducing antioxidant power (FRAP) method 

[20]โดยเตรียม FRAP reagent ที่ประกอบด้วย 

acetate buffer 300 mmol/l pH 3.6 : TPTZ 

(2,4,6-tripyridyl triazine) 10 mmol/l ใน  40 

mmol/l HCl : FeCl
3
.6H

2
O   20 mmol/l   (10 

: 1 : 1) ใช้สารตัวอย่าง 100 µl และ DI water  

300 µl เติม FRAP reagent ปริมาตร 3 ml ทิ้งไว ้

8 นาที น�ำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่   593 nm และ 

ท�ำกราฟมาตรฐานที่ เตรียมจาก FeSO
4
.7H

2
O  

(100-1,000 µmol/l) เพื่อเปรียบเทียบค่ากิจกรรม

การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน  

ผลการวิจัยและอภิปรายผล
	 1. ผลการตรวจติดตามจ�ำนวนแบคทีเรีย

กรดแลคติกในระหว่างกระบวนการหมัก และ

วิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือ

	 การตรวจติดตามจ�ำนวนแบคทีเรียและ

ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือในระหว่างกระบวนการ

หมักน�้ำพลูคาวใช้เป็นตัวบ่งชี้ผลของการเติมน�้ำตาล

อ้อย และเติมกล้าเชื้อลงไปในน�้ำพลูคาวว่ากล้าเชื้อ

ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานหรือไม่   ถ้า

ใช้ก็จะมีปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือลดลงและ

จ�ำนวนแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้นในระหว่าง 30 วันของ

การหมักตามล�ำดับ   โดยในกระบวนการหมักมีการ

เติมกล้าเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในปริมาณเริ่ม

ต้นที่ 3.2×104 CFU/ml จึงมีการตรวจติดตามการ

เจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยการนับจ�ำนวน

ในระหว่างการหมักน�้ำพลูคาว และเพื่อเป็นการยืนยัน

ด้วยว่า แบคทีเรียที่ตรวจพบและเพิ่มจ�ำนวนขึ้นมาคือ

แบคทีเรียกรดแลคติก จึงได้ทดสอบลักษณะสมบัติ

พื้นฐานส�ำคัญบางประการของแบคทีเรียกรดแลคติก 

ได้แก่ การย้อมตดิสแีกรมบวก และไม่พบว่ามกีารสร้าง

สปอร์ การสร้างกรดและขบัออกนอกเซลล์โดยเหน็เป็น

โซนใสอยู่โดยรอบโคโลนีที่เจริญอยู่บนผิววุ้นอาหาร 

MRS [21] ทีม่กีารดดัแปลงด้วยการเตมิ 1.0% (w/v) 

CaCO
3
 โดย Kopermsub และคณะ [22] โซนใสโดย

รอบโคโลนีของแบคทเีรยีบนวุน้อาหารดังกล่าว เป็นสิง่

ที่ชี้ให้เห็นว่าโคโลนีนั้นๆ เป็นโคโลนีที่สร้างกรด  แล้ว
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ปล่อยกรดที่สร้างขึ้นออกมาท�ำให้ pH โดยรอบโค

โลนีนั้นลดลงส่งผลให้ CaCO
3
 รอบๆ โคโลนีละลาย

จนเห็นเป็นโซนใสโดยรอบได้   การทดสอบการเป็น

แบคทีเรียที่ใช้น�้ำตาลด้วยกระบวนการหมักแล้วท�ำให้

เกิดกรดโดยการใช้ Oxidative-Fermentative test 

(O-F Test) พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกนี้จะเปลี่ยน

สีของอาหาร O-F เป็นสีเหลืองทั้งสองหลอด  การไม่

สร้างเอนไซม์คะตะเลส เมื่อน�ำโคโลนีมาทดสอบกับ 

3.0% (w/v) H
2
O

2
 แล้วไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาย่อย

สลาย H
2
O

2
 ไปเป็น H

2
O กับ O

2
 ได้ ในการทดสอบ

จึงไม่เห็นฟองฟู่ โดยจากภาพที่ 1 พบว่าตรวจพบ

จ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกมากที่สุด ในชั่วโมงที่ 72 

ดังนี้ ถังที่ 1 ที่มีน�้ำพลูคาวเพียงอย่างเดียว พบจ�ำนวน

แบคทีเรียน้อยที่สุด คือ 6.8x104CFU/ml อาจเป็น

แบคทีเรียที่ติดปะปนมาตามธรรมชาติ (indigenous 

microorganisms) กับพลูคาวเนื่องจากน�้ำพลูคาว

ที่น�ำมาใช้ ไม่ได้ผ่านขั้นตอนการท�ำให้ปลอดเชื้อโดย 

สิน้เชงิ จงึยงัมีแบคทเีรยีตามธรรมชาตเิหล่านีห้ลงเหลอื

อยู่ได้   ทั้งนี้เคยมีการศึกษาโดย Duangjitcharoen 

และคณะ [23] ที่สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่

ติดปะปนมาตามธรรมชาติกับเครื่องดื่มน�้ำลูกยอหมัก 

และยังพบว่าแบคทีเรียเหล่านี้ยังสร้างกรดแลคติก 

ระหว่างการหมักได้ด้วย แสดงว่าแบคทีเรียกรด 

แลคติกสามารถอยู ่ติดปะปนมาตามธรรมชาติกับ

สมุนไพรได้ ในขณะที่ถังที่ 2 ที่มีการเติมน�้ำตาลอ้อย

แต่ไม่เติมกล้าเชื้อ พบแบคทีเรียมากกว่าถังที่ 1 คือ 

5.8x107CFU/ml เพราะจุลินทรีย์ที่ติดปะปนมา

ตามธรรมชาติกับพลูคาว สามารถใช้น�้ำตาลอ้อยเป็น 

แหล่งคาร์บอนเพื่อเพ่ิมจ�ำนวนได้ อย่างไรก็ตามใน

ถังที่ 3 ที่มีการเติมกล้าเชื้อแต่ไม่เติมน�้ำตาลอ้อย  

พบแบคทีเรียน้อยกว่าถังที่ 2 คือ 6.3x105CFU/

ml ทั้งนี้เป็นเพราะแบคทีเรียในถังที่ 3 ขาดแหล่ง

คาร์บอน และพบว่าในถังที่ 4 พบจ�ำนวนแบคทีเรีย

มากที่สุด เมื่อเทียบกับถังที่ 1  2  และ 3 คือ 8.2x109 

CFU/ml เนื่องจากมีการเติมทั้งกล้าเชื้อและน�้ำตาล

อ้อย ท�ำให้จ�ำนวนแบคทีเรียตั้งต้น ที่มีทั้งกล้าเชื้อ และ

แบคทเีรยีทีต่ดิปะปนมาตามธรรมชาตกิบัพลคูาว เพิม่

จ�ำนวนได้มากกว่าถังอ่ืนๆ น�้ำตาลอ้อย มี sucrose 

หรือ invert sugar เป็นองค์ประกอบอยู่มากกว่า

ร้อยละ 99 [24] ทั้งนี้ตามรายงานของ Chen และ

คณะ [25] พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถใช้ 

sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนได้ sucrose เป็นน�้ำตาล 

disaccharides ที่ประกอบด้วย monosaccharide  

2 ชนิด คือ glucose และ fructose เชื่อมกันด้วย

พันธะ α-1 2-glycosidic และ sucrose น้ันยัง

สามารถแตกตัวออกเป็นน�้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวดังกล่าว

ได้ โดยใช้เอนไซม์ α-glucosidase; EC 3.2.1.20 

เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ทั้ง glucose และ fructose ที่

แตกตัวออกมาจาก sucrose นี้จะถูกแบคทีเรียน�ำเข้า

สู่เซลล์ เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน

ได้ [26]  นอกจากที่แบคทีเรียกรดแลคติกจะสามารถ

ใช้ sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนได้ แล้วยังเคยมีผล

งานวิจัยที่พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกหลายชนิดที่มี

กิจกรรมของ α-glucosidase อาทิ จากผลการศึกษา

ของ Cort และคณะ [27] สามารถคัดแยก Lacto-

bacillus brevis  ที่มีกิจกรรมของ α-glucosidase 

ได้หลังจากการหมักเบียร์ที่ใช้ยีสต์ในการหมักในช่วง

แรก โดยพบว่า Lactobacillus plantarum และ  

Pediococcus pentosaceus มี α-glucosidase 

เหมือนกับที่พบในยีสต์เช่นเดียวกัน   ผลการตรวจ

ติดตามจ�ำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกในระหว่าง

กระบวนการหมักน�้ำพลูคาวร่วมกับกระชายด�ำ  โดย

มีการเติมน�้ำตาลอ้อย 100 g ในทุกถัง พบว่าถังที่ 5 

ที่มีน�้ำพลูคาวเพียงอย่างเดียวพบจ�ำนวนแบคทีเรีย

เท่ากับ 8.5x107 CFU/ml ในขณะที่ถังที่ 6 และ 7 ที่

มีการเติมกระชายด�ำ 260 และ 520 g แต่ไม่เติมกล้า

เช้ือ พบจ�ำนวนแบคทีเรียใกล้เคียงกับถังที่ 5 เท่ากับ 

3.1x107 และ 2.5x107 CFU/ml ตามล�ำดับ ทั้งนี ้

เป็นเพราะแบคทีเรียที่ติดปะปนมาตามธรรมชาติ

สามารถใช้น�้ำตาลอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนได้เช่น

เดียวกัน ในขณะที่ถังที่ 8 ที่มีการเติมกล้าเชื้อ มีจ�ำนวน

แบคทีเรียมากกว่า ถังที่ 5 6 และ 7 คือ 7.3x108 
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CFU/ml ส่วนถังที่ 9 และ 10 ที่มีการเติมกระชายด�ำ 

260 และ 520 g และเติมกล้าเชื้อ พบแบคทีเรีย 

มากกว่าถังที่ 5 6 และ 7  แต่ใกล้เคียงกับถังที่ 8 คือ 

4.9x108   และ 7.1x108 CFU/ml ตามล�ำดับ สรุป

ได้ว่าน�้ำตาลอ้อยมีผลต่อจ�ำนวนแบคทีเรียที่ตรวจพบ 

ในน�้ ำหมักพลูคาวและน�้ ำหมักพลูคาวผสมกับ 

กระชายด�ำ  นอกจากนั้นยังพบว่า การเพิ่มจ�ำนวน

แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในถังต่างๆ นี้ สอดคล้อง

กับปริมาณการใช้น�้ำตาลและปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่

เหลือที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้การสิ้นสุดกระบวนการ

หมักในวันที่ 30 จากภาพที่ 2 จะเห็นได้ว่าในทุกถัง 

จะมีปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดลดลง ยกเว้นถังที่ 1 และ 3 

ท่ีไม่มีการเตมิน�ำ้ตาลอ้อย จงึวดัปรมิาณน�ำ้ตาลทัง้หมด

ที่เหลือไม่ได้ โดยถังที่ 2 ที่ไม่มีการเติมกล้าเชื้อ แต่มี

การเติมน�้ำตาลอ้อย มีปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือ 

18.5 g/l จากปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดเริ่มต้น 60.9 g/l  

แม้ไม่มีการเติมกล้าเช้ือก็ยังมีจุลินทรีย์ที่ติดปะปนมา

ตามธรรมชาติท่ีสามารถใช้น�้ำตาลอ้อยได้ ส่วนถังที่ 

4 ที่มีทั้งการเติมกล้าเช้ือและน�้ำตาลอ้อย มีปริมาณ

น�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือ 0.59 g/l จากปริมาณน�้ำตาล

ทั้งหมดเริ่มต้น 63.5 g/l เนื่องจากถังที่ 4 มีกล้าเชื้อ

ที่ใช้น�้ำตาลอ้อยเพิ่มขึ้นส่งผลให้พบจ�ำนวนแบคทีเรีย

มากกว่าถังที่ 2   ส่วนถังที่ 5 ถึง 10 ซึ่งทุกถังมีการ

เติมน�้ำตาลอ้อยและกล้าเชื้อ พบว่าในถังที่ 5 6 และ 

7 มีปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือ 16.6 19.3 และ  

14.1 g/l จากปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดเร่ิมต้น 54.1  

49.8 และ 51.4 g/l ตามล�ำดับ ซึ่งแม้ไม่มีการเติม 

กล้าเชือ้แต่กย็งัมจีลุนิทรย์ีทีต่ดิปะปนมาตามธรรมชาติ

กับพลูคาวที่ใช้น�้ำตาลอ้อยได้ และถังที่ 8 9 และ 10 

ซึ่งเป็นถังที่เติมทั้งน�้ำตาลอ้อย และกล้าเช้ือนั้น จะมี

ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดที่เหลือ 6.3 5.4 และ 5.7 g/l 

จากปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดเร่ิมต้น 48.3 52.5 และ  

49.6 g/l ตามล�ำดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียกรด

แลคติกสามารถเพิ่มจ�ำนวนได้เพราะได้ใช้น�้ำตาลอ้อย

ไปในระหว่างการหมัก ส่งผลให้มีค่าปริมาณน�้ำตาล

ทั้งหมดที่เหลือลดลงโดยล�ำดับและแปรผันโดยตรง 

กับจ�ำนวนแบคทีเรียที่พบในทุกถัง 

	 2. ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด 

(total acidity) และค่าความเป็นกรด-ด่าง 

(pH)

	 เมื่อมีปริมาณของน�้ำตาลลดลงและจ�ำนวน

แบคทีเรียเพิ่มก็แสดงว่า มีการใช้น�้ำตาลอ้อยด้วย

กระบวนการหมักแล้วท�ำให้เกิดกรด จึงมีการวัดค่า 

pH และหาปริมาณกรดทั้งหมดระหว่างกระบวนการ

หมักเป็นเวลา 30 วัน จากการวัดปริมาณกรดทั้งหมด

และค่าความเป็นกรด-ด่าง ในน�้ำหมักพลูคาวที่ไม่

ผสมกระชายด�ำ  จะพบว่าในถังที่ 1 ที่ไม่มีการเติมทั้ง

น�้ำตาลอ้อยและกล้าเชื้อ จะมีปริมาณกรดน้อยที่สุด

คือ 1.34 g/l และค่า pH เท่ากับ 5.57 ในถังที่ 2 ที่

มีการเติมน�้ำตาลอ้อย จะมีปริมาณกรดเท่ากับ 10.20 

g/l และมีค่า pH เท่ากับ 3.81 เนื่องจากแบคทีเรียที่

ติดปะปนมาตามธรรมชาติสามารถใช้น�้ำตาลอ้อยเป็น

แหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานแล้วสร้างกรดออกมา 

[28] ในถังที่ 3 มีการเติมกล้าเชื้อ พบว่ามีปริมาณกรด

น้อยกว่าถังที่ 2 แต่มากกว่าถังที่ 1 คือ 3.54 g/l และ

มีค่า pH เท่ากับ 4.12 เน่ืองจากไม่มีการเติมน�้ำตาล

อ้อยให้กล้าเชื้อมีน�้ำตาลไปใช้ในการหมัก จึงสร้างกรด

ได้น้อยกว่า และในถังที่ 4 ที่มีการเติมทั้งกล้าเชื้อและ

น�้ำตาลอ้อย จะมีปริมาณกรดมากที่สุดเมื่อเทียบกับถัง

ที่ 1  2 และ 3 คือ 11.59 g/l และมีค่า pH เท่ากับ 

3.43 โดยปริมาณกรดที่เกิดขึ้นน่าจะมาจากทั้งกล้าเชื้อ

และแบคทีเรียที่ติดปะปนมาตามธรรมชาติที่สามารถ

ใช้น�้ำตาลอ้อยได้แล้วผลิตกรดในกระบวนการหมักได้ 

ดังที่กล่าวมา   ซ่ึงตามนิยาม แบคทีเรียกรดแลคติก 

คือกลุ่มของแบคทีเรียที่สามารถใช้ glucose ด้วย

กระบวนการหมักและเปลี่ยนไปเป็นกรดแลคติกเป็น

ส่วนใหญ่ [29] พบว่านอกจากแบคทีเรียกรดแลคติก

สามารถใช้ glucose แล้ว ยงัสามารถใช้ fructose ด้วย

กระบวนการหมักและท�ำให้เกิดกรดแลคติกได้อีกด้วย 

[30] ส่วนผลการวัดปริมาณกรดทั้งหมดและค่าความ

เป็นกรด-ด่างในน�้ำหมักพลูคาวที่ผสมกับกระชายด�ำ 

โดยมีการเติมน�้ำตาลอ้อย 100 gในทุกถัง พบว่าในถัง

ที่ 5 ที่ไม่เติมทั้งกระชายด�ำและกล้าเชื้อ จะมีปริมาณ 

กรดน้อยที่สุดคือ 8.46 g/l และมีค่า pH 5.50 ในถัง
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ที่ 6 และ 7 ที่มีการเติมกระชายด�ำ 260 และ 520 g  

แต่ไม่เติมกล้าเชื้อ จะมีปริมาณกรดเท่ากับ 10.12 และ 

10.23 g/l และมีค่า pH เท่ากับ 3.31 และ 3.44 ตาม

ล�ำดับ ในถังที่ 8 ที่ไม่เติมกระชายด�ำ แต่เติมกล้าเชื้อ  

จะมีปริมาณกรดเท่ากับ 11.61 g/l และมีค่า pH 

เท่ากับ 3.72 ส่วนในถังที่ 9 และ 10 ที่มีการเติมทั้ง

กระชายด�ำ 260 และ 520 g และกล้าเชื้อจะมีปริมาณ

กรดสูงสุดเมื่อเทียบกับถังที่ 5  6  7  และ 8 คือ 11.91 

และ 13.98 g/l และมีค่า pH เท่ากับ 3.38 และ 3.40 

ตามล�ำดับ (ภาพที่ 3) ปริมาณกรดทั้งหมดกับค่า pH 

มีความสัมพันธ์กันและสามารถบ่งชี้กิจกรรมการหมัก

ได้โดยปริมาณกรดจะสัมพันธ์โดยตรงกับกิจกรรม

การหมักและผกผันกับค่า pH ดังนั้นถังที่มีการเติม

ทั้งน�้ำตาลอ้อย และกล้าเช้ือจะท�ำให้ปริมาณกรดเพิ่ม 

มากขึ้นและ ค่า pH ลดลงกว่าถังที่ไม่มีเติมทั้งน�้ำตาล

อ้อยและกล้าเชื้อ

	 3. ผลการวิเคราะห์ชนิด ปริมาณกรด

อินทรีย ์ และค่าการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

(FRAP value) ในน�ำ้หมกัพลคูาว ทีไ่ม่มกีารผสม

กระชายด�ำ 

	 ผลจากการวเิคราะห์ชนดิ ปรมิาณกรดอนิทรย์ี 

ที่เกิดระหว่างการหมักโดยเทคนิค HPLC และค่า

การต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน เมื่อส้ินสุดกระบวนการ

หมักในวันที่ 30 พบว่าในถังที่ 1 ที่ไม่มีการเติมทั้งกล้า

เชื้อและน�้ำตาลอ้อย ไม่สามารถตรวจพบกรดแลคติก  

แต่จะมีกรดอะซิติกน้อยกว่าถังอื่นๆ คือ 0.69 g/l  

และมีค่า FRAP เท่ากับ 78.71 µmol/l แสดงว่า

แบคทีเรียที่ติดปะปนมาตามธรรมชาติกับพลูคาวนั้น

เจริญได้น้อยเพราะขาดแหล่งคาร์บอน (ภาพที่ 4) ใน

ถังที่ 2 ซึ่งเป็นถังที่ไม่มีการเติมกล้าเชื้อแต่มีการเติม

น�้ำตาลอ้อยนั้นจะมีปริมาณของกรดแลคติกและกรด

อะซิติกมากกว่าถังที่ 1 คือเท่ากับ 3.26 และ 6.88 

g/l ตามล�ำดับ เนื่องจากจุลินทรีย์ตามธรรมชาติเจริญ

ได้ดีกว่าเพราะมีแหล่งคาร์บอนจากการเติมน�้ำตาล

อ้อย และมีค่า FRAP เท่ากับ 155.86 µmol/l (ภาพ 

ที่ 5) ในถังที่ 3 ที่มีการเติมกล้าเชื้อแต่ไม่เติมน�้ำตาล

อ้อยนั้น จะมีปริมาณของกรดแลคติกและกรดอะซิติก

มากกว่าถังที ่1 แต่น้อยกว่าถังที ่2 คอืเท่ากับ 0.27 และ  

1.53 g/l ตามล�ำดับ เนื่องจากไม่มีการเติมน�้ำตาล

อ้อยที่เป็นแหล่งคาร์บอน และมีค่า FRAP เท่ากับ 

100.14 µmol/l (ภาพที่ 6) และในถังที่ 4 ที่มีการ

เตมิทัง้กล้าเชือ้และน�ำ้ตาลอ้อยนัน้จะมปีรมิาณกรดกรด 

แลคติก และอะซิติกสูงที่สุด เมื่อเทียบกับถังที่ 1 2 

และ 3 คือเท่ากับ 8.02 และ 16.03 g/l ตามล�ำดับ  

ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าทั้งแบคทีเรียกรดแลคติก

ที่ติดปะปนมาตามธรรมชาติกับพลูคาว และกล้าเชื้อที่

เติมลงไปจะมชีนิดทีเ่ป็น heterofermentative lactic 

acid bacteria ที่เมื่อใช้น�้ำตาลด้วยการหมักแล้วจะ

เกิดกรดแลคติก ประมาณ 50% และกรดอ่ืนๆ เช่น  

กรดอะ ซิ ติ ก  กรดฟอร ์ มิ ก  เ อทานอล  และ

คาร์บอนไดออกไซด์ [31] โดยแบคทีเรียที่ติดปะปน

มาตามธรรมชาติน้ีก็จะใช้ glucose และ fructose  

ด ้วยกระบวนการหมักจนเกิดกรดแลคติกและ 

อะซิติกได้เช ่นกัน และการที่ปริมาณกรดอะซิติก

มากกว่าปริมาณกรดแลคติกของทุกถังนั้น อาจจะ

เป็นผลที่เกิดจากปฏิกิริยา fructose reductionใน 

heterofermentation ของแบคทีเรียกรดแลคติก 

โดย fructose จะถูกเปลี่ยนไปเป็นกรดอะซิติก 

และ mannitol ในกระบวนการหมัก [32] และ

นอกจากนั้นในถังหที่ 4 ยังมีค่า FRAP สูงที่สุดเมื่อ

เทียบกับถังที่ 1  2  และ 3 คือเท่ากับ 271.57 µmol/l 

ซึง่เพิม่มากขึน้กว่า 3.5 เท่าของน�ำ้พลคูาวหมกัทีไ่ด้จาก

ถังที ่1 (ภาพที ่7) ดังน้ันในถังที ่4 ทีม่กีารเติมทัง้น�ำ้ตาล

อ้อย และกล้าเช้ือ จะท�ำให้ปริมาณกรดอินทรีย์เพิ่ม

ขึ้น ส่งผลให้มีฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันมากกว่า 

ถังที่ 1 ที่ไม่มีการเติมทั้งน�้ำตาลอ้อยและกล้าเชื้อ

	 4. ผลการวิเคราะห์ชนิด ปริมาณกรด

อินทรีย ์ และค่าการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

(FRAP value) ในน�้ำหมักพลูคาวท่ีมีการผสม

กระชายด�ำ

	 ผลจากการวเิคราะห์ชนิด ปรมิาณกรดอินทรย์ี

โดยใช้ HPLC และค่าต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในน�้ำ

หมกัพลคูาวทีม่กีารเตมิและไม่เตมิกระชายด�ำ เตมิและ

ไม่เติมกล้าเชื้อ และเติมพลูคาวสดที่เตรียมไว้ 800 g 
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เติมน�้ำตาลอ้อย 100 g เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก

ในวันที่ 30 พบว่าในถังที่ 5 ที่ไม่มีการเติมทั้งกระชาย

ด�ำและกล้าเชื้อ จะมีปริมาณกรดแลคติก กรดอะซิติก 

8.48 และ 2.01 g/l ตามล�ำดบั และมค่ีา FRAP เท่ากบั 

505.67 µmol/l ส่วนถังที่ 6 ที่มีการเติม กระชายด�ำ 

260 g แต่ไม่มีการเติมกล้าเชื้อจะมีปริมาณกรด 

แลคติกและกรดอะซิติกมากกว่าถังที่ 5 คือ 10.75 

และ 3.63 g/l ตามล�ำดับ และมีค่า FRAP เท่ากับ 

521.22 µmol/l ผลของถังที่ 7 ที่มีการเติมกระชายด�ำ 

520 g และไม่มีเติมกล้าเ ช้ือ จะมีปริมาณกรด 

แลคตกิและกรดอะซติกิใกล้เคยีงกบัถงัที ่6 แต่มากกว่า

ถังที่ 5 คือ 10.58 และ 2.52 g/l ตามล�ำดับ และมี

ค่า FRAP เท่ากับ 546.22 µmol/l แต่ในผลของ 

ถังที่ 8 ที่ไม่มีการเติมกระชายด�ำ  แต่มีการเติมกล้า 

เชื้อจะมีปริมาณกรดแลคติกและกรดอะซิติกมากกว่า 

ถังที่ 5  6  และ 7  คือ 12.94 และ 3.57 g/l ตาม

ล�ำดบั เนือ่งจากกล้าเชือ้ทีเ่ตมิลงไปเจรญิได้ดกีว่า และมี

ค่า FRAP เท่ากับ 547.33 µmol/l ส่วนในถังที่ 9 ที่ม ี

การเติมทั้งกระชายด�ำ  260 g และกล้าเชื้อ จะพบ

ปรมิาณกรดแลคตกิและกรดอะซติกิสงูกว่าถงัที ่5  6  7  

และ 8 คือ 14.19 และ 4.15 g/l ตามล�ำดับ เนื่องจาก

กล้าเชื้อที่เติมลงไปเพิ่มจ�ำนวน จึงสร้างกรดออกมา 

มากขึ้นตามจ�ำนวนของแบคทีเรียทีเพิ่มขึ้น และมี

ค่า FRAP เท่ากับ 591.78 µmol/l และผลของถัง

ที่ 10 ที่มีการเติมทั้งกระชายด�ำ  520 g และกล้าเช้ือ

จะมีปริมาณกรดแลคติกและกรดอะซิติกใกล้เคียงกับ

ถังที่ 9 แต่มากกว่าถังที่ 5  6  7  และ 8 คือ 16.17 

และ 4.06 g/l ตามล�ำดับ เนื่องจากแบคทีเรียที่เติมลง

ไปเพิ่มจ�ำนวนมากที่สุดก็จะสร้างกรดได้ปริมาณกรด

มากกว่า และถังที่ 10 มีค่า FRAP สูงที่สุดเมื่อเทียบ

กับถังที่ 5  6  7  8  และ 9 คือเท่ากับ 891.0 µmol/l 

ซึ่งเพิ่มมากขึ้นกว่า 11.3 เท่า ของน�้ำพลูคาวหมักที่ได้

จากถังที่ 1ที่ไม่มีการเติมทั้งน�้ำตาลอ้อยและกล้าเชื้อ 

เนื่องจากถังที่10 มีการเติมกระชายด�ำในสัดส่วนที่มา

กกว่าถังที่ 9 หนึ่งเท่าตัวคือ 520 g จากผลการทดลอง

ของถังที่ 5-10 พบว่ากระชายด�ำมีผลโดยตรงต่อการ

เพิ่มค่า FRAP ให้กับน�้ำหมักพลูคาว แต่ไม่มีผลเพิ่ม

ปริมาณของกรดแลคติกและกรดอะซิติก ยิ่งไปกว่า

น้ันพบว่าปริมาณของกรดอินทรีย์จากแบคทีเรียกรด 

แลคติกที่ เ กิดขึ้นในกระบวนการหมักมีผลเสริม 

ให้ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระสงูขึน้ (ภาพที ่8) ซึง่สอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Shori [33] ที่ได้ศึกษาปริมาณกรด

อนิทรย์ีในนมววัหมกัทีห่มกัด้วยแบคทเีรยีกรดแลคตกิ 

พบว่าเมื่อค่า pH ลดลง ปริมาณกรดทั้งหมดและ

กรดอินทรีย์สูงขึ้นจะช่วยเสริมฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้  

รวมถึงจากการศึกษาของ Devbhuti และคณะ 

[34] ที่ได้รายงานว่าอนุมูลแลคเตท (lactate ion)  

ซ่ึงได้จากการแตกตัวของกรดแลคติกน้ันสามารถ

ต้านอนุมูลอิสระได้ อีกทั้งจากที่กล่าวมาแล้วการใช้

ยาสมุนไพรนิยมผสมสมุนไพรหลายชนิดอันเป็นวิถีที่

ปฏิบัติสืบทอดกันมาต้ังแต่บรรพบุรุษในต�ำรับยาหม้อ

โดยมีหลักวิชาการทางเภสัชกรรมว่าการใช้สมุนไพร

ผสมกันก็เพื่อช่วยเสริมการออกฤทธิ์ได้ ทั้งน้ีโดย

งานวิจัยของ Chaiyasut และคณะ [35] ที่ได้ศึกษา 

เกีย่วกบัการใช้สมนุไพรไทย 5 ชนดิคอื พลคูาว มะขาม

ป้อม ลูกยอ สมอไทย และ กระชายด�ำ  มาหมักรวม

กันโดยใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก พบว่ามีฤทธิ์ 

ต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้นเท่ากับ 31.31 mg GAE/ml 

ดังนั้นในถังที่ 10 ที่มีการผสมกระชายด�ำในอัตราส่วน 

520 กรัม เติมทั้งน�้ำตาลอ้อย และกล้าเชื้อลงไปในถัง

แล้วหมัก จะช่วยท�ำให้ฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน

สูงขึ้นมากกว่าถังอื่นๆ รวมถึงถังที่ 1 

สรุปผลการวิจัย  
	 แนวทางในการเพิม่คณุค่าทางด้านสขุภาพให้

แก่ผลิตภัณฑ์น�้ำดื่มสมุนไพรพลูคาว ที่น�ำเสนอในการ

ศึกษาครั้งนี้ คือการใช้น�้ำพลูคาวที่ผสมกับกระชายด�ำ 

และหมักด้วยกล้าเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ส่งผลให้

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน�้ำพลูคาวเพิ่มขึ้นกว่า 11.3 

เท่าของน�ำ้พลคูาวทีไ่ม่มกีารเติมทัง้กล้าเชือ้และน�ำ้ตาล

อ้อย และนับเป็นแนวทางที่มีประสิทธิภาพในการเพิ่ม

คุณค่าทางด้านสุขภาพให้แก่ผลิตภัณฑ์น�้ำด่ืมสมุนไพร

พลูคาวดดยท�ำให้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้น   จาก

ที่กล่าวมาแล้วว่า อนุมูลอิสระเป็นสาเหตุในการท�ำให้
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เกิดผลเสียต่อสุขภาพ อาทิ การเสื่อมโทรมของเซลล์

และเนื้อเยื่อ การเกิดเนื้องอกและเซลล์มะเร็ง ดังนั้น 

เมื่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสสระสูงข้ึน ก็จะไปท�ำลายอนุมูล

อสิระได้มากขึน้ นอกจากนัน้พบว่าการเตมิน�้ำตาลอ้อย

นั้นมีความจ�ำเป็นอย่างยิ่งในกระบวนการหมักทั้งที่ใช้

พลูคาวอย่างเดียวหรือที่ใช้พลูคาวผสมกับกระชายด�ำ  

แต่อย่างไรกต็ามการเตมิกล้าเชือ้แบคทเีรยีกรดแลคตกิ 

ในการหมักนั้นอาจจะเป็นความจ�ำเป็นรองลงมาหาก

แบคทีเรียกรดแลคติกที่ติดปะปนมาตามธรรมชาติกับ

ต้นสมุนไพรต่าง ๆ ซึ่งก็อาจจะพบได้ในพลูคาวและ

กระชายด�ำด้วยนั้น สามารถเพิ่มจ�ำนวนได้เมื่อมีแหล่ง

คาร์บอนอย่างเพียงพอ นอกจากนั้นกรดแลคติก และ

กรดอะซิติกท่ีได้จากการหมักมีส่วนช่วยเสริมฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระของน�้ำพลูคาวได้อีกด้วย ส่วนการเติม

กระชายด�ำมีส่วนท�ำให้เป็นผลิตภัณฑ์ใหม่ที่มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระมากกว่าผลิตภัณฑ์น�้ำพลูคาวเพียงอย่าง

เดียวโดยใช้สัดส่วนคือ พลูคาว 800 gและกระชายด�ำ 

520 g กล้าเชื้อ 0.8 L ที่มีจ�ำนวนแบคทีเรียตั้งต้นที ่

3.2×104 CFU/ml และน�้ำตาลอ้อย 100 g น�้ำสะอาด 

อาทิ น�้ำ RO ปริมาตร 7.2 L
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ภาพท่ี 3 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดท้ังหมด (TA)           
             และค่า pH ในถังท่ี 1-10 ณ เวลาต่างๆ 

 

 ภาพท่ี 1 ผลการตรวจติดตามจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติก      
               ในถังท่ี 1-10 ณ เวลาต่างๆ  

 
 

ภาพท่ี 2 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณน้ าตาลท้ังหมด   
              คงเหลือ ในถังท่ี 1-10 ณ เวลาต่างๆ 

 
 
 

ภาพท่ี 4 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดแลคติก  
                กรดอะซิติก และค่า FRAP ในถังท่ี 1  

 

ภาพท่ี 5 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดแลคติก     
                 กรดอะซิติก และค่า FRAP ในถังท่ี 2 

ภาพท่ี 6 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดแลคติก   
              กรดอะซิติก และค่า FRAP ในถังท่ี 3 

 

 ภาพท่ี 7 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดแลคติก     
               กรดอะซิติก และค่า FRAP ในถังท่ี 4 

 ภาพท่ี 8 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดแลคติก     
                กรดอะซิติก และค่า FRAP ในถังท่ี 10 


