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บทคัดยอ 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อ 1) ศึกษาองคประกอบของไมมะเกลือ (Diospyros mollis Griff) 

พะยอม (Shorea roxburghii G. Don) และเคี่ยม (Cotylelobium lanceolatum Craib) ที่มีผลตอ

การหมักน้ำตาลโตนด 2) ศึกษาผลของไมมะเกลือ พะยอม และเค่ียม ตอการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย

ในระหวางการหมักน้ำตาลโตนดดวยเทคนิคเมตาจีโนมิกส  

ศึกษาองคประกอบของไมมะเกลือ พะยอม และเคี ่ยม โดยวิเคราะหปริมาณสารฟนอลิก  

ฟลาโวนอยด สารไนโตรเจน และโปรตีน ศึกษาผลของไมมะเกลือ พะยอม และเค่ียมตอการเปลี่ยนแปลง

ของจุลินทรียในระหวางการหมักน้ำตาลโตนดดวยเทคนิคเมตาจีโนมิกส โดยมี 5 สิ่งทดลองไดแกการ

หมักน้ำตาลโตนดโดยไมใสไม (สิ ่งทดลองควบคุม) ใสพะยอม มะเกลือสด มะเกลือยาง และเคี่ยม 

วิเคราะหการเจริญของจุลินทรียระหวางการหมักดวยการเพาะเชื ้อดวยอาหาร Dichloran Rose 

Bengal Chloramphenicol Agar ( DRBC Agar)  แล ะ  Plate Count Agar ผ ส ม  cycloheximide  

รอยละ 0.01 วิเคราะหปริมาณกรดที่ไทเทรตได คาความเปนกรด-ดาง ปริมาณของแข็งที่ละลายได

ทั้งหมด และปริมาณเอทานอลในระหวางการหมัก คัดเลือกโคโลนีของยีสตและแบคทีเรียจากจานเลี้ยง

เชื้อไประบุชนิดดวยการหาลำดับนิวคลีโอไทด และนำตะกอนจุลินทรียจากการหมักทั้ง 5 สิ่งทดลองไป

วิเคราะหดวยเทคนิคเมตาจีโนมิกส 

ผลการวิจัยพบวา 1) ไมมะเกลือ พะยอม และเคี ่ยม มีปริมาณสารฟนอลิกตางกันอยาง 

มีนัยสำคัญทางสถิติ (p<.05) โดยพะยอมมีปริมาณมากที่สุดคือ 288.73 mg GAE/g รองลงมาไดแก 

เคี ่ยม มะเกลือยาง และมะเกลือสด มีปริมาณ 282.60, 130.50 และ 50.47 mg GAE/g ตามลำดับ 

ปริมาณไนโตรเจนของเคี่ยมมีปริมาณมากที่สุดคือ 3.096 TN% รองลงมาคือมะเกลือสด พะยอม และ 

มะเกลือยาง ที่ปริมาณ 1.566, 1.270 และ 0.866 TN% ตามลำดับ ปริมาณฟลาโวนอยดมากที่สุด คือ 

เค่ียม 45.847 mg QE/g รองลงมาคือ พะยอม มะเกลือสด และมะเกลือยาง ที่ปริมาณ 40.941, 35.529 
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และ 32.391 mg QE/g ตามลำดับ ปริมาณโปรตีนของไมตางๆ ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ 

ทางสถิติ (p<.05) โดยคาที่สูงสุดคือ รอยละ 0.828 และ 2) การศึกษาผลของไมมะเกลือ พะยอม และ

เคี ่ยม ตอการเปลี ่ยนแปลงของจุลินทรียในระหวางการหมักน้ำตาลโตนด พบวาสิ ่งทดลองควบคุม  

มีปริมาณแบคทีเรยีมากกวาสิ่งทดลองที่ใสไมทั้ง 4 สิ่งทดลองตลอดระยะเวลาการหมัก 3 วัน และจะมี

ปริมาณกรดมากกวา ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดลดลงชากวา และปริมาณเอทานอลนอยกวา 

ยกเวนสิ่งทดลองที่ใชไมเคี่ยมซึ ่งมีความเขมขนของเอทานอลนอยที่สุด (รอยละ 0.11 โดยปริมาตร) 

การหมักดวยไมพะยอมและมะเกลือยางใหปริมาณเอทานอลสูงสุด (รอยละ 3.42 และ 3.28 ตามลำดับ) 

ย ีสตท ี ่พบมากท ี ่ส ุดหล ังการหม ัก 3 ว ันจากการว ิ เคราะห ด วยเทคนิคเมตาจ ีโนม ิกส ได แก 

Saccharomyces cerevisiae (ร อยละ 88.5) Lachancea fermentati (ร อยละ 15.7) Candida 

tropicalis (ร  อยละ  12.1)  และย ั งพบย ี สต  Hanseniaspora opuntiae (ร  อยละ  3. 2)  และ 

Hanseniaspora vineae (รอยละ 0.7) ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหจุลินทรียดวยการหาลำดับ 

นิวคลีโอไทด สารฟนอลิกในไมเหลานี้อาจชวยยับยั ้งการปนเปอนของแบคทีเรีย และสารประกอบ

ไนโตรเจนชวยในการเจริญของยีสต ทำใหเกิดการหมักแอลกอฮอลที่มีประสิทธิภาพย่ิงข้ึน 

คำสำคัญ: น้ำตาลโตนด เมตาจีโนมิกส ไมมะเกลือ พะยอม เค่ียม 
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ABSTRACT 

The purposes of this research were: 1) to study the compositions of ebony (Diospyros 

mollis Griff) , white meranti ( Shorea roxburghii G.  Don) , and resak tembaga ( Cotylelobium 

lanceolatum Craib) affecting the fermentation of palm nectar and 2) to examine the effects of 

ebony, white meranti and resak tembaga on the microbial changes during the fermentation of 

palm nectar using metagenomics technique. 

Compositions of ebony, white meranti and resak tembaga were determined by analyzing 

phenolics, flavonoids, nitrogen, and protein contents. Effects of ebony, white meranti and resak 

tembaga on the microbial changes during fermentation of palm nectar were studied using 

metagenomics technique. There were five fermentation treatments. These were fermentation of 

palm nectar only (control) and fermentations with the addition of white meranti, fresh ebony, 

roasted ebony, and resak tembaga. Microbial growth during fermentation was observed by plating 

fermenting nectar on Dicholran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC Agar) and Plate Count 

Agar with 0. 01 %  cycloheximide.  Titratable acidity, pH, total soluble solids and ethanol 

concentrations were measured during the course of fermentation. Colonies of yeasts and bacteria 

were selected and identified by nucleotide sequencing. Microbial sediments were collected from 

all fermentation treatments and analyzed using metagenomics technique. 

The results revealed that: 1)  the three types of wood had statistically significant 

difference (p<.05) in the amounts of phenolic compounds. White meranti had the highest content 
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at 288.73 mg GAE/g, followed by resak tembaga, roasted ebony, and fresh ebony with 282.60, 

130.50, and 50.47 mg GAE/g, respectively. The nitrogen content of resak tembaga was the highest 

at 3.096 TN%, followed by fresh ebony, white meranti and roasted ebony at 1.566, 1.270, and 

0.866 TN%, respectively. The highest levels of flavonoid content were resak tembaga at 45.847 

mg QE/g followed by white meranti, fresh ebony, and roasted ebony at 40.941, 35.529, and 32.391 

mg QE/g, respectively. There was no statistically significant difference (p<.05) of protein contents 

among the various kinds of woods, with the highest value being 0.828 %. 2) Effects of ebony, white 

meranti, and resak tembaga on the microbial changes during palm nectar fermentation showed 

that the control had higher bacterial growth during 3 days of fermentation than the other four 

treatments with the addition of woods, and gave higher amounts of acid, slower reduction of total 

soluble solids, and lower ethanol concentrations, except for resak tembaga which had the lowest 

ethanol concentration (0.11 %v/v). Fermentations with white meranti and roasted ebony yielded 

the highest ethanol concentrations ( 3. 42 and 3. 28 %v/v, respectively) .  After three days of 

fermentation the most common yeasts revealed by metagenomics technique were 

Saccharomyces cerevisiae (88.5 %), Lachancea fermentati (15.7 %), Candida tropicalis (12.1 %), 

Hanseniaspora opuntiae (3.2 %) and Hanseniaspora vineae (0.7 %). These results corresponded 

with those obtained by nucleotide sequence analysis. Phenolic compounds in these woods could 

help reduce bacterial contamination and the nitrogen compounds help the growth of yeasts, 

resulting in more efficient alcoholic fermentation. 

Keywords: palm nectar, metagenomics, Diospyros mollis, Shorea roxburghii,  

       Cotylelobium lanceolatum 
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         ณัฐณิชา  วงษา 

                 5 กันยายน 2565 

 

 



(8) 
 

สารบัญ 

 

 หนา 

  

บทคัดยอภาษาไทย…………………………………………………………………………………………………….. (3) 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ………………………………………………………………………………………………… (5) 

กิตติกรรมประกาศ……………………………………………………………………………………………………… (7) 

สารบัญ……………………………………………………………………………………………………………………… (8) 

สารบัญตาราง…………………………………………………………………………………………………………….. (12) 

สารบัญภาพ……………………………………………………………………………………………………………….. (15) 

บทที่ 1 บทนำ…………………………………………………………………………………………………………….. (17) 

1.1 ความเปนมาและความสำคัญของปญหา………………………………………………………… (17) 

1.2 วัตถุประสงคการวิจยั…………………………………………………………………………………… (19) 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั…………………………………………………………………………… (19) 

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ…………………………………………………………………………. (20) 

2.1 ลักษณะทางสีรรวิทยาและนิเวศวิทยาของมะเกลอื………………………………………….. (20) 

     2.1.1 การใชประโยชนของตนมะเกลือ………………………………………………………….. (22) 

2.2 ลักษณะทางสีรรวิทยาและนิเวศวิทยาของพะยอม…………………………………………… (23) 

              2.2.1 การใชประโยชนของตนพะยอม…………………………………………………………… (25) 

2.3 ลักษณะทางสีรรวิทยาและนิเวศวิทยาของเค่ียม……………………………………………… (27) 

              2.3.1 การใชประโยชนของตนเค่ียม……………………………………………………………… (28) 

2.4 ตาลโตนด…………………………………………………………………………………………………… (29) 

              2.4.1 ลักษณะทางสรีรวิทยาและนิเวศวิทยาของตาลโตนด………………………………. (30) 

              2.4.2 พันธุของตาลโตนดในประเทศไทย……………………………………………………….. (31) 

              2.4.3 การใชประโยชนตนตาลโตนด……………………………………………………………… (33) 

              2.4.4 น้ำตาลโตนด……………………………………………………………………………………… (34) 

              2.4.5 วิธีการเก็บน้ำตาลสดจากตนตาลตัวผู…………………………………………………… (35) 

 



(9) 
 

สารบัญ (ตอ) 

 

        หนา 

  

     2.4.6 วิธีการเกบ็น้ำตาลสดจากตนตาลตัวเมีย………………………………………………… (35) 

              2.4.7 องคประกอบของน้ำตาลโตนด…………………………………………………………….. (35) 

              2.4.8 จุลินทรียในน้ำตาลโตนด…………………………………………………………………….. (37) 

2.5 เมตาจีโนมกิส (Metagenomics)………………………………………………………………….. (40) 

              2.5.1 แนวทางในการศึกษาเมตาจีโนมิกส……………………………………………………… (43) 

              2.5.2 การใชประโยชนเมตาจีโนมิกส…………………………………………………………….. (44) 

บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย……………………………………………………………………………………………. (47) 

3.1 วัสดุอุปกรณ………………………………………………………………………………………………. (47) 

3.2 สารเคมี……………………………………………………………………………………………………… (49) 

3.3 วิธีการทดลอง…………………………………………………………………………………………….. (51) 

    3.3.1 ศึกษาการวิเคราะหคุณสมบัติบางประการของมะเกลือ พะยอม และ  

            เค่ียม……………………………………………………………………………………………… (51) 

               3.3.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียระหวางหมักน้ำตาลโตนด……………… (55) 

3.4 สถานที่ในการดำเนินการวิจัย……………………………………………………………………….. (59) 

3.5 ระยะเวลาที่ทำการวิจัย……………………………………………………………………………….. (59) 

บทที่ 4 ผลการทอลองและวิจารณผล……………………………………………………………………………. (60) 

4.1 การวิเคราะหคุณสมบติับางประการของมะเกลอื พะยอม และเค่ียม…………………. (60) 

4.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจลุินทรียระหวางการหมกัน้ำตาลโตนด…………………… (62) 

        4.3 การเจริญของจลุินทรยีระหวางการหมกัน้ำตาลโตนด………………………………………. (63) 

        4.4 ผลวิเคราะหทางเคมีในระหวางการหมักน้ำตาลโตนด………………………………………. (66) 

     4.4.1 ความเปนกรด- เบส (pH)……………………………………………………………………. (66) 

     4.4.2 ปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS, ºBrix)…………………………………. (66) 

     4.4.3 ปริมาณกรดระกวางการหมักน้ำตาลโตนด…………………………………………….. (67) 

     4.4.4 ปริมาณเอทานอลของน้ำตาลโตนดวันที่ 3…………………………………………….. (68) 

     4.4.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของจุลทรีย………………………………………………………… (69) 



(10) 
 

สารบัญ (ตอ) 

 

 หนา 

  

4.5 การวิเคราะหตนไมสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ตามลำดับยีน  

             16S rRNA ของแบคทีเรีย และ D1/D2 บนยีน 26s rDNA ของยีสต…………………….. (70) 

4.6 การวิเคราะหจุลินทรียน้ำตาลเมาระหวางการหมักดวยเทคนิคเมตาจโินมิกส………. (74) 

         4.7 การประเมินทางประสาทสัมผัสของน้ำตาลโตนดที่หมักดวยไมชนิดตางๆ…………..   (76) 

บทที่ 5 สรปุผลการทดลอง และขอเสนอแนะ…………………………………………………………………. (78) 

         5.1 สรุปผลการทดลอง……………………………………………………………………………………… (78) 

         5.2 ขอเสนอแนะ……………………………………………………………………………………………… (80) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(11) 
 

สารบัญ (ตอ) 

 

 หนา 

  

บรรณานุกรม……………………………………………………………………………………………………………… (81) 

ภาคผนวก………………………………………………………………………………………………………………….. (92) 

ภาคผนวก ก การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี…………………………………………………………. (93) 

ภาคผนวก ข การวิเคราะหจำนวนโคโลนี…………………………………………………………….. (98) 

ภาคผนวก ค การวิเคราะหทางสถิติ……………………………………………………………………. (100) 

ภาคผนวก ง กราฟมาตรฐาน……………………………………………………………………………… (111) 

ภาคผนวก จ แบบประเมินทางประสาทสัมผัส……………………………………………………… (114) 

ภาคผนวก ฉ ภาพการทดลอง…………………………………………………………………………….. (116) 

ภาคผนวก ช ผลการวิเคราะหตางๆ…………………………………………………………………….. (119) 

ประวัติผูเขียน…………………………………………………………………………………………………………….. (123) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



(12) 
 

สารบัญตาราง 

 

 หนา 

  

ตารางที่ 2.1 องคประกอบทางเคมีของน้ำตาลสด……………………………………………………………. (36) 

ตารางที่ 2.2 องคประกอบทางเคมีและคุณสมบัติของน้ำตาลสดอายุการเก็บเกี่ยว  

                12 ช่ัวโมง ที่ใสเปลือกไมพะยอมและไมใสเปลอืกไมพะยอม…………………………… (36) 

ตารางที่ 2.3 ชนิดของยีสตที่พบในน้ำตาลสดและน้ำตาลเมาของตางประเทศ……………………… (39) 

ตารางที่ 4.1 ปรมิาณสารฟนอลกิทั้งหมดและปริมาณฟลาโวนอยดของมะเกลอื  

                พะยอม เค่ียม………………………………………………………………………………………….. (61) 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณไนโตรเจนและปรมิาณโปรตีนในมะเกลอื พะยอม และเค่ียม……………….. (62) 

ตารางที่ 4.3 ปริมาณการผลิตแอลกอฮอล(%v/v) ของน้ำตาลโตนดหลงัการหมัก 3วัน………… (68) 

ตารางที่ 4.4 เอกลักษณของลำดับ (%) ของลำดับยีน 16S rRNA และ D1/D2 บนยีน  

                26s rDNA ของที่ไดจากน้ำตาลโตนด………………………………………………………….. (72) 

ตารางที่ 4.5 รอยละของฟงไจในน้ำตาลโตนดทั้ง 5 สิ่งทดลองจากการวิเคราะหดวยเมตา 

                จีโนมิกส…………………………………………………………………………………………………. (75) 

ตารางที่ 4.6 ผลการทดลองสอบการยอมรับประสาทสัมผสัการดมกลิ่นดานความชอบ 

                รวมจากน้ำตาลโตนดหลังจากการหมกั 3 วัน………………………………………………. (77) 

ตารางผนวกที่ ก.1 แสดงสภาะที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณเอทานอล โดยเทคนิค 

                       แกสโครมาโทรกราฟฟเฟรมไออไนเซชัน…………………………………………….. (94) 

ตารางผนวกที่ ก.2 ปรมิาณสารละลายเอทานอล (EtOH) และ n-propanol 

                       ในการเตรียม Standard preparation……………………………………………… (95) 

ตารางผนวกที่ ข.1 จำนวนโคโลนีทั้งหมดในน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC ต้ังแตวันที่ 0-3….. (99) 

ตารางผนวกที่ ข.2 ผลโคโลนีทั้งหมดในน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA ต้ังแตวันที่ 0-3…………… (99) 

ตารางผนวกที่ ค.1 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 0……………………………………………………………………… (101) 

ตารางผนวกที่ ค.2 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 1……………………………………………………………………… (101) 

  



(13) 
 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

 หนา 

  

ตารางผนวกที่ ค.3 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 2……………………………………………………………………… (101) 

ตารางผนวกที่ ค.4 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 3……………………………………………………………………… (102) 

ตารางผนวกที่ ค.5 คาทางสถิตจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 0……………………………………………………………………… (102) 

ตารางผนวกที่ ค.6 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 1……………………………………………………………………… (102) 

ตารางผนวกที่ ค.7 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 2……………………………………………………………………… (103) 

ตารางผนวกที่ ค.8 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA  

                       (Log cfu/ml) วันที่ 3……………………………………………………………………… (103) 

ตารางผนวกที่ ค.9  คาความเปนเปนกรด-ดาง วันที่ 0-3…………………………………………………. (103) 

ตารางผนวกที่ ค.10 ปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS, ºBrix) วันที่ 0-3………………. (104) 

ตารางผนวกที่ ค.11 ปริมาณกรดระหวางการหมกัน้ำตาลโตนด วันที่ 0-3………………………….. (104) 

ตารางผนวกที่ ค.12 ปริมาณไนโตรเจนของน้ำตาลโตนด………………………………………………….. (105) 

ตารางผนวกที่ ค.13 คาปรมิาณโปรตีนของน้ำตาลโตนด………………………………………………….. (106) 

ตารางผนวกที่ ค.14 คาปรมิาณฟลาโวนอยดของน้ำตาลโตนด………………………………………….. (107) 

ตารางผนวกที่ ค.15 คาปรมิาณฟนอลกิของน้ำตาลโตนด…………………………………………………. (108) 

ตารางผนวกที่ ค.16 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทดสอบทางประสาทสัมผัสทาง 

                        ดานกลิ่นของน้ำตาลโตนด……………………………………………………………….. (109) 

ตารางผนวกที่ ค.17 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณโปรตีนของน้ำตาลโตนด………… (109) 

ตารางผนวกที่ ค.18 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปรมิาณไนโตรเจนของน้ำตาลโตนด……. (109) 
 

 



(14) 
 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

 หนา 

ตารางผนวกที่ ค.19 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด……………… (109) 

ตารางผนวกที่ ค.20 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด…………….. (110) 

ตารางผนวกที่ ค.21 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนความเปนเปนกรด-ดาง วันที่ 0-3………. (110) 

ตารางผนวกที่ ค.22 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณของแข็งละลายน้ำ 

                         ไดทั้งหมด(TSS, ºBrix) วันที่ 0-3…………………………………………………….. (110) 

ตารางผนวกที่ ค.23 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณกรดระหวางการหมกั 

                        น้ำตาลโตนดวันที่ 0-3…………………………………………………………………….. (110) 

ตารางผนวกที่ ง.1   คาความเขมขนสารละลาย Gallic acid (mg/l) มาตรฐานกับพื้นที ่

                         ใตกราฟ……………………………………………………………………………………….. (112) 

ตารางผนวกที่ ง.2   คาความเขมขนเคอรซิตินมาตรฐานกับพื้นที่ใตกราฟ………………………….. (112) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(15) 
 

สารบัญภาพ 

 หนา 

  

ภาพที่ 2.1 ลักษณะของใบไมมะเกลือ……………………………………………………………………………. (20) 

ภาพที่ 2.2 ลักษณะของดอกของไมมะเกลือ…………………………………………………………………… (21) 

ภาพที่ 2.3 ลักษณะของพะยอม (ลำตน ใบ ดอก และผล)………………………………………………… (24) 

ภาพที่ 2.4 โครงสรางของสารตัวใหมสกัดจากเปลือกพะยอม……………………………………………. (25) 

ภาพที่ 2.5 ลักษณะของเค่ียม…………………………………………………………………………………………  (28) 

ภาพที่ 2.6 สวนประกอบของผลตาลโตนดสุก…………………………………………………………………. (31) 

ภาพที่ 2.7 ตาลพันธุหมอ…………………………………………………………………………………………….. (32) 

ภาพที่ 2.8 ตาลพันธุไข………………………………………………………………………………………………… (32) 

ภาพที่ 2.9 ตาลพันธุลูกผสม…………………………………………………………………………………………. (32) 

ภาพที่ 2.10 ข้ันตอนในการศึกษาเมตาจีโนมกิส (Metagenomics)…………………………………… (42) 

ภาพที่ 2.11 ข้ันตอนการทำ Sequence –based metagenomic เพื่อศึกษาลำดับเบส 

                ของ  16S rRNA และหาความสมัพันธของจุลนิทรียในตัวอยางที ่

                ศึกษาโดย phylogenetic trees……………………………………………………………….. (43) 

ภาพที่ 4.1   แสดงถึงตัวอยางการหมกัน้ำตาลโตนดแบบธรรมชาติ 5 สิ่งทดลอง 

                (วันที่ 0 และวันที่ 3) ………………………………………………………………………………. (63) 

ภาพที่ 4.2   ตัวอยางไมที่ใชในการทดลองการหมกัน้ำตาลโตนด………………………………………. (63) 

ภาพที่ 4.3   แนวโนมการเจริญของยีสตน้ำตาลโตนด วันที่ 0 ถึง วันที่ 3…………………………….  (64) 

ภาพที่ 4.4   แนวโนมการเจริญของแบคทเีรียน้ำตาลโตนด วันที่ 0 ถึง วันที่ 3…………………….  (65) 

ภาพที่ 4.5   ความเปนกรด-เบส (pH) การหมกัน้ำตาลโตนดในตัวอยาง 5 ตัวอยาง  

                เวลา 3 วัน………………………………………………………………………………………………. (66) 

ภาพที่ 4.6   ปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS, ºBrix) ในน้ำตาลโตนดในตัวอยาง  

                5 ตัวอยาง เปนเวลา 3วัน…………………………………………………………………………. (67) 

ภาพที่ 4.7   ปริมาณกรดระกวางการหมักในน้ำตาลโตนดในตัวอยาง 5 ตัวอยาง เวลา 3 วัน.. (68) 

ภาพที่ 4.8   ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA + รอยละ 0.01 Cycloheximide  

                และ ลักษณะโคโลนีภายใตกลองจุลทรรศน…………………………………………………. (69) 

 



(16) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 หนา 

  

ภาพที่ 4.9  ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ BRBC และลักษณะโคโลนีภายใต 

               กลองจุลทรรศน…………………………………………………………………………………………        (70) 

ภาพที่ 4.10 แผนภูมิวิวัฒนาการแบบ Neighbor-joining ของเช้ือแบคทเีรีย CN308 CN309  

               และ CN310 เทียบกับเช้ือในสกลุ Pantoea anthophila, 

               Leuconostoc pseudomesenteroides และ Escherichia coli………………… (73) 

ภาพที่ 4.11 แผนภูมิวิวัฒนาการแบบ Neighbor-joining ของเช้ือยีตส CN113 และ  

               CN114 เทียบ กับเช้ือในสกุล Saccharomyces cerevisiae  

               และ Lachancea fermentati………………………………………………………………….. (73) 

ภาพที่ 4.12 กราฟแสดงชนิดของฟงไจในน้ำตาลโตนดที่ตรวจพบยีสตดวยเทคนิค 

                เมตาจีโนมิกส………………………………………………………………………………………….. 
(76) 

ภาพผนวกที่ ง.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขน 

                     สารละลาย Gallic acid (mg/l)  มาตรฐานกับพื้นที่ใตกราฟ…………………… (111) 

ภาพผนวกที่ ง.2 ความสัมพนัธระหวางความเขมขนความเขมขนเคอรซิตินมาตรฐาน 

                     กับพื้นที่ใตกราฟ………………………………………………………………………………… (112) 

ภาพผนวกที่ จ.1 แบบประเมินการยอมรบัคุณภาพประสาทสัมผัสของหมกัน้ำตาลโตนด……… (115) 

ภาพผนวกที่ ฉ.1 กระบวนการเตรียมทดสอบประสาทสมัผสัของน้ำตาลโตนด……………………. (117) 

ภาพผนวกที่ ฉ.2 ตัวอยางเช้ือบนอาหาร PCA Agar ทำการ SpreadPlate………………………..  (117) 

ภาพผนวกที่ ฉ.3 ตัวอยางเช้ือบนอาหาร DRBC Agar ทำการ SpreadPlate……………………….  (118) 

ภาพผนวกที่ ช.1 ผลการวิเคราะหการจัดจำแนกจลุินทรีย………………………………………………… (120) 

ภาพผนวกที่ ช.2 ผลการสงวิเคราะหหาปรมิาณเอทานอลดวยเครื่อง 

                    แกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatographym GC-MS)………………………… (121) 

 

 



(17) 
 

บทท่ี 1 

บทนำ 

 

1.1 ความเปนมาและความสำคัญของปญหา  

 น้ำตาลเมา หรือ กะแช เปนเครื่องด่ืมทองถ่ินที่มีน้ำตาลสดที่ไดจากชอดอกของตนมะพราว หรือ

ตนตาล โดยภูมิปญญาชาวบานจะนำน้ำตาลสดเก็บไวในกระบอกไมไผ และใสไมพะยอมชวยถนอมรักษา

น้ำตาลสด พะยอมมีชื ่อวิทยาศาสตรวา Shorea roxburghii G.Don อยู ในวงศ Dipterocapaceae  

ชื่อสามัญเรียกวา White Meranti และมีชื่อเรียกอื่นๆ ที่ตางแตกไปตามภูมิภาคเชน พะยอม (กลาง)  

กะยอม (เชียงใหม) ขะยอม (ลาว) ขะยอมดงหรือพะยอมดง (เหนือ) แคน (เลย) เชียงหรือเซี ่ยว 

(กะเหรี่ยง เชียงใหม) พะยอมทอง (สุราษฎรธานี ปราจีนบุร)ี ยางหยวก (นาน) [1] สารสำคัญที่พบใน

พะยอม ไดแก Catechol Pyrogallol และ Tanin [2] ซึ่งโดยทั่วไปจะใสไมพะยอมในน้ำตาลสดเพื่อการ

ถนอมน้ำตาลสดในระหวางการเก็บเกี่ยวน้ำตาล และในการหมักจะใชไมมะเกลือสวนทางภาคใตนิยมใช

ไมเค่ียมทั้งการถนอมและการหมัก มะเกลือมีช่ือพื้นเมืองตางกันแลวแตทองถ่ิน เชน มักเกลือ (เขมรและ

ตราด) มะเกลือ (ภาคกลาง) เกลือ (ภาคใต) มีช่ือภาษาอังกฤษวา Ebony ช่ือวิทยาศาสตรคือ Diospyros 

mollos Griff วงศ   Ebenacae [3] มะเกล ือเป นต นไม ขนาดใหญเข ียวชอ ุ มตลอดท ั ้ งป   พบใน 

ปาเบญจพรรณ และปาดิบ ในประเทศไทยพบมากใน จังหวัดนครปฐม เพชรบุรี ราชบุรี ลพบุรี สระบุรี 

กาญจนบุร ี และนครราชสีมา ม ีสาระสำคัญท ี ่พบในผลของมะเกลือ ค ือ Tannin, Diospyrol, 

Diospyroquinone, Sterols, Organic acids, Aphrogenic principle, Invertine, emulsine แล ะ 

Hydroquinone principle [4] มะเกลือมีประโยชนมากมาย เชน ลูกสดเปนยาถายพยาธิ และใชเปน 

สียอมผาซึ่งจะไดสีดำ รากใชดื่มแกอาเจียน แกลม และเปลือกเอามายางใสในน้ำตาลสดทำใหเกิดการ

หมักขึ้น เรียกวา น้ำตาลเมา [3] สวนตนเคี่ยมเปนตนไมประจำจังหวัดสรุาษฏรธานี มีชื่อวิทยาศาสตร 

Cotylelobium lanceolatum Craib อยูในวงศ Dipterocapaceae จัดเปนไมยืนตนขนาดใหญ ลำตน

ตรง มีความสูงโดยประมาณ 20 – 40 เมตร เปลือกสีน้ำตาล เปลือกดานในเปนสีน้ำตาลออน ข้ึนไดทั่วไป

ตามปาดงดิบทางภาคใตของประเทศไทย พมา มาเลเซีย และอินโดนีเซีย ตนเคี่ยมมีสารที่สำคัญคือ 

Ampelopsin F, Isoampelopsin F, Viniferin, Vaticanol A, Vaticanol E, Vaticanol G แ ล ะ 

Lyoniresinol ตนเค่ียมเปนดรรชนีเพื่อช้ีวัดไดวาพื้นน้ันเหมาะสมตอการทำการเกษตรหรือไม อีกทั้งยัง

ใชใสในการหมักน้ำตาลโตนดเพื่อใหมีรสกลมกลอม [5] โดยยังไมมีหลักฐานทางวิทยาศาสตรอธบิายถึง

บทบาทของการใชไม ท ั ้งสามชนิดในการหมักน ้ำตาลโตนดโดยสันนิษฐานวา อาจเปนเพราะ 

มีสารโพลีฟนอลชวยยับยั้งจุลินทรียปนเปอน อยางไรก็ตามจากการวิจัยของอารี (2546) [1] ที่ศึกษา 
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ผลของไมพะยอมและไมเกลือตอจุลินทรียในการหมักน้ำตาลโตนด และน้ำตาลสด ไมพบวาไมพะยอม

และมะเกลือสามารถยับยั ้งการเจริญของอะซิติกแบคทีเรียไดแตพบวาไมมะเกลือมีสวนชวยให  

ยีสต Candida colliculose เจริญไดดี และไมพะยอมสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก

บางชนิด ไดแก Bacillus cereus, Bacillus subtilis และ Staphylococcus  aureus 

 การศึกษาประชากรผสมของจลุินทรยีในน้ำตาลสด และการหมักน้ำตาลโตนดในอดีต ตองอาศัย

เทคนิคการเพาะเลี้ยงจุลินทรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Cultural Techniques) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast 

malt (YM) และ Potato dextrose agar (PDA) เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะรูปราง

และสีโคโลนี [6] แตเน่ืองจากในน้ำตาลโตนด มีจุลินทรียผสมหลายชนิด การใชอาหารเลี้ยงเช้ือเปนงาน 

ที่สิ้นเปลืองแรงงานและเวลา และอาศัยความชำนาญในการสังเกตลักษณะโคโลนีของจุลินทรีย  

 ดังนั้นการวิจัยนี้จึงจะศึกษาผลของไมมะเกลือ พะยอม และเคี่ยม ตอการแปลงเปลี่ยนของ

จุลินทรียในระหวางการหมักน้ำตาลโตนด ในปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคนิคเมตาจีโนมิกส ซึ่งเปนวิธีการ

ที่ใชในการศึกษาวิเคราะหจีโนมของจุลินทรียทั้งหมดที่มีในหนึ่งชุมชีพ (community) หรือในตัวอยาง

ธรรมชาติ โดยวิธีการสกัดดีเอ็นเอออกมาจากตัวอยางที่ตองการศึกษาโดยตรง ไมตองทำการเพาะเลี้ยง

เช้ือจุลินทรีย ดังน้ันเทคนิคเมตาจีโนมิกสจึงครอบคลุมไปถึงการศึกษาจุลินทรียที่ไมสามารถเพาะเลี้ยงได 

[7] โดยการใชยีน 16S rRNA ในการวิเคราะหโดยการออกแบบไพรเมอร (Primer) ที่จำเพาะตอการเพิ่ม

จำนวนของดีเอ็นเอซึ่งเปนบริเวณที่ใชจำแนกสปชีส (Species) ของจุลินทรีย ซึ่งสามารถใชในการศึกษา

วิวัฒนาการและความสัมพันธระหวางจุลินทรีย ซึ่งจะข้ึนอยูกับความคลายคลึงกันของลำดับเบสของยีน 

ที่สราง 16S rRNA [8] 

 งานวิจัยนี้จึงใชเทคนิคนี้เพื่อศึกษาผลของมะเกลือ พะยอม และเคี่ยม ตอจุลินทรียในน้ำตาล

โตนด และอิทธิพลตอการหมักแอลกอฮอล หรือ น้ำตาลโตนด ดวยเทคนิคเมตาจีโนมิกส ซึ่งอาจทำให

สามารถหาสิ่งทดแทนในการหมักน้ำตาลโตนดได เพื่อลดการทำลายตนไมเหลานี้ ซึ่งเปนไมใหญได 

เพื่อเปนการอนุรักษรักษาตนไมใหญ และใหทรัพยากรไมมะเกลือ พะยอม และเคี่ยม ไมถูกทำลาย  

ลดการตัดไมทำลายปา เพื่อเพิ่มพื้นที่สีเขียวใหกับประเทศ และไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพสม่ำเสมอ 

สามารถควบคุมกระบวนการผลิตได 
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1.2 วัตถุประสงค 

1.2.1 เพื ่อศึกษาองคประกอบของไมมะเกลือ พะยอม และเคี ่ยม ที่มีผลตอการหมักไดแก  

สารฟนอลิกและ สารไนโตรเจน 

1.2.2 เพื ่อศึกษาผลของไมมะเกลือ พะยอม และเคี ่ยม ตอการเปลี ่ยนแปลงของจุลินทร ีย 

ในระหวางการหมักน้ำตาลโตนดดวยเทคนิคมาตรฐานและเทคนิคเมตาจีโนมิกส 

1.2.3 เพื่อใหเขาใจถึงกลไกในการหมักน้ำตาลโตนดที่จะทำใหหาสิ่งทดแทนการใชไมดังกลาว 

เพื่อลดการทำลายสิ่งแวดลอม 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 การวิจัยนี้จะทำใหทราบถึงกลไกหรือสารสำคัญของไมดังกลาวตอการทำปฏิกิริยาตอน้ำตาล

โตนด และกลุมจุลินทรียที่สำคัญในน้ำตาลโตนดที่มีผลตอกระบวนการหมักและจัดจำแนกโดยเทคนิค 

เมตาจีโนมิกส องคความรู ที ่เกิดจากงานวิจัยในครั ้งนี ้ย ังสามารถนำผลที่ไดร ับมาพัฒนาเพื ่อหา 

สารทดแทนการใชไม เพื่อลดการทำลาย และอนุรักษตนไมใหญ
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

2.1 ลักษณะทางสรีรวิทยา และนิเวศวิทยาของมะเกลือ 
   Kingdom: Plantae 

  Division: Magnoliophyta 

   Class: Magnoliopsida 

    Order: Eeicales 

     Family: Ebenaceae 

      Genus: Diospyeos 

       Specific: Diospyros mollis 

 มะเกลือมีชื่อสามัญวา Ebony tree ชื่อวิทยาศาสตร Diospyros mollis Griff ในประเทศไทย 

มีชื่อเรียกพื้นเมืองที่หลากหลายตามภูมิภาคทองถิ่น เชน มะเกลือ ( ภาคกลาง ) มะเกีย (ภาคเหนือ) 

เกล ือ  (ภาคใต ) ม ัก เกล ือ  (ตราด ) ผ ี เผา  (เ ง ี ้ ยว  – เหน ือ ) [9] มะเกล ือ เป นต นไม  ใหญ พบได 

ในปาเบญจพรรณที่ราบทั่วไป พบมากในเฉพาะประเทศไทย โดยเฉพาะจังหวัด นครปฐม ราชบุรี 

เพชรบุรี ลพบุรี และนครราชสีมา ไมมะเกลือเปนไมยืนตนขนาดกลางจนถึงใหญ สูง 10 - 30 เมตร  

เรือนยอดเปนพุมกลม ลำตนเปนพูพอน กิ่งออนหอยลง และมีขนนุม เปลือกสีดำ และสีเทา แกนสีดำ

สนิท ใบเด่ียว เรียงสลับ รูปไขหรือรูปไขแกมขอบขนาน กวาง 1.5 - 4 เซนติเมตร ยาว 4 - 8 เซนติเมตร 

ปลายใบแหลมหรือมน ฐานใบแหลมหรือมนหรือเบี้ยว ขอบใบเรียบ ทองใบเห็นเสนใบชัด ใบออนมีขน 

ใบแกจะเกลี้ยงไมมีขนกอนรวงมีสีเหลือง (ภาพที่ 2.1) 

 

 ภาพท่ี 2.1 ลกัษณะของใบไมมะเกลือ  

 ท่ีมา : ฐานขอมลูพรรณไม องคการสวนพฤกษศาสตร www.qsbg.org  

         (วันทีส่ืบคน 17 กมุภาพันธ 2563) 
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  ดอกมะเกลือเปนดอกแยกเพศตนของดอกเพศผูเปนชอดอกแบบกระจะสั้นๆ ชอละ 3 ดอก 

ดอกเพศเมียเปนดอกเดี่ยว กลีบเลี้ยง กลีบดอกอยางละ 4 กลีบ โคนกลีบเชื่อมปลายแยก กลีบดอก 

เปนรูปเหยือกน้ำ ออกดอกชวงเดือนเมษายนถึงกรกฎาคม ผลมีลักษณะกลมเสนผานศูนยกลาง  

2 เซนติเมตร กลีบเปนจุก ผลดานในมีลักษณะเปนกลีบ 4 กลีบ (ภาพที่ 2.2) 

 

 
ภาพท่ี 2.2 ลกัษณะของดอกของไมมะเกลือ  

ท่ีมา : ฐานขอมลูพรรณไม องคการสวนพฤกษศาสตร www.qsbg.org  

 (วันที่สืบคน 17 กมุภาพันธ 2563) 
 

 ผลมะเกลือเมื ่อแกจะมีสีเทาเขียว เมื ่อผลแหงเปนสีดำ ผลจะเริ ่มแกชวงเดือนสิงหาคม 

ถึงธันวาคม เปลือกนอกสีเทาดำ แตกเปนเกล็ดเปลือกในสีเหลืองออน ถากทิ้งไวจะกลายเปนสีดำ ใบแหง 

ผลแหง และแกนสีดำ ในเปลือกไมและเปลือกผล มีองคประกอบทางเคมีหลักอยู  3 ประเภท  

เชนเดียวกับเน้ือไม ไดแก โฮโลเซลลูโลส (Holocellulose) ลิกนิน (Lignin) และสารแทรก (Extractive) 

โดยปริมาณ และชนิดของสารในองคประกอบแตละประเภทมีมากนอยตางกันไปขึ้นอยูกับชนิดของไม 

สวนของไมและถิ่นที่ปลูกของตนไม โดยปกติปริมาณสารแทรก และลิกนินในเปลือกไมจะสูงกวาใน 

เนื้อไมมากแตปริมาณโฮโลเซลลูโลสในเปลือกไมจะต่ำกวาในเนื้อไม [10] มะเกลือพบในปาผสมผลัดใบ

แลงสูง ที่ความสูงจากระดับน้ำทะเล 5 - 500 เมตร ตางประเทศพบในพมา และเอเชียตะวันออกเฉียงใต  

เปนพันธุไมเขตรอน เปนไมที่เปนที่ตองการมากที ่สุดในการคาไม เมืองสุลาเวสีเหนือในอินโดนีเซีย 

เปนหนึ่งในที่อยูอาศัยตามธรรมชาติของไมมะเกลือ  (Diospyros mollis Griff ) มะเกลือมีมากมาย

แพรหลายกระจายอยู ตามธรรมชาติ เชน อินโดจีน พมา ไทย คาบสมุทรมาเลเซีย สุมาตราชวา  

เกาะบอรเนียว ซาราวัก บรูไน ซาบา กาลิมันตันตะวันออก ฟลิปปนส เซเลเบส โมลูกา และนิวกินี 

รวมถึงการแพรกระจายของมะเกลือในอ ินโดน ีเซ ียรวมถึงเกาะบอรเน ียว (Kutai, Bulungan, 

Berau,Tarakan, Tidung), Sulawesi (Minahasa, Bolaang Mongondow, Gorontalo, Poso, 

Banggai, Muna), Moluccas (Morotai, Buru, Tanimbar, Halmahera) และ West Papua ทุกวันน้ี

http://www.qsbg.org/
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จำนวนของไมมะเกลือกำลังลดลงอันเนื่องมาจากการใชประโยชนจำนวนมากในอดีตแมวาไมมะเกลือ 

จะมีการกระจายทางธรรมชาติอยางกวางขวางในภาคตางๆ แตกอ็าจนำไปสูความขาดแคลนหรือแมแต

การสูญเสียแหลงพันธุกรรมความหลากหลาย ดังน้ันเราจำเปนตองอนุรกัษ Diospyros mollis Griff เปน

ทรัพยากรพันธุกรรมขอมูลเกี่ยวกับการเติบโต ระบุสภาพแวดลอมเพื่อการเติบโตที่เหมาะสมและที่อยู

อาศัยตามธรรมชาติ [11] จากงานวิจัย Kinho (2015) [12] ไมมะเกลือมีความสามารถในการปรับตัวสูง

ในสวนรุกขชาติของ MFRI จนถึงอายุ 2 ปหลังปลูกพบวาคารอยละเฉลี่ยของอัตราการรอดชีวิตโดยรวม

คือ 98% และปร ิมาณที ่ เพ ิ ่มข ึ ้นของการใช ป ุ ยในการศ ึกษาครั ้งนี ้ ไม ม ีความแตกตางอยาง 

มีนัยสำคัญทางสถิติกับความสูง และการเจริญเติบโตของเสนผานศูนยกลาง แมวาจะมีการแสดงที่

แตกตางกันในการเจริญเติบโตสงู และเสนผานศูนยกลางในกลุมการรกัษา Ebenaceae เปนพืชไมยืนตน

ขนาดกลางและสวนใหญเกิดขึ้นในเขตรอนและกึ่งเขตรอนดวยการเปนตัวแทนขนาดเล็กในเขตอบอุน 

[13] และจากระบบการจำแนกประเภทของอินฟาเรดกับ (Ebenoideae และ Lissocar- poideae) 

และจำพวก (Diospyros, Euclea, Royena และ Lissocarpa) ปรากฏวาระบบการจำแนกประเภท

ทั้งหมดสำหรับสกุล Diospyros สกุลนี ้เปนสกุลที ่ใหญที ่ส ุดมีการกระจายอยางกวางขวาง และมี

ความสำคัญทางเศรษฐกิจ [14]  

 มะเกลือมีสารสำคัญคือ Tannin, Diospyrol (ถูกออกซิไดซงาย), Diospyroquinone, Sterols, 

Organic acids, Aphrogenic principle, Invertine, Emulsine และ Hydroquinone principle [4] 

 2.1.1 การใชประโยชนของตนมะเกลือ  

  จากการศ ึกษาของสุภ ักตร   และ ธ ีระ (2550) [11] การค ัดแยกราเอนโดไฟต 

จากมะเกลือพบราจำนวน 11 ไอโซเลต นำราเอนโดไฟตทั ้งหมดมาศึกษา และจำแนกเปนราในซับ 

ดิวิชันดิวเอทโรไมซีส (Subdivision Deuteromycotina) ได 9 ไอโซเลต ราในซับดิวิชันแอสโคไมซัส 

(Subdivision Ascomycoyin) 1 ไอโซเลต และราในจีนสแอสเปอรจิลลัส 1 ไอโซเลต นำมาทดสอบ 

การยับยั้งเชื้อกอโรค พบวาสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได ไดแก Staphylococcus aureus, Shigella 

Type A, Escherichia coli และ Salmonella Type B              

  การศึกษาฤทธิ ์ของไมพะยอม และไมมะเกลือในการยับยั ้งการเจริญของจุลินทรีย 

บางชนิดบนอาหารวุนโดยคัดเลือกเปนแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวกที่เกี่ยวของกับความ

เปนพิษในอาหาร ไดแก  Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus และ Bacillus subtilis (ปริมาณเชื้อเริ่มตน 105 - 106 cfu/ml) เลี้ยงบนอาหาร NA  

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง และนำมาเลี้ยงตอบนอาหาร NB เปนเวลา  

16 – 20 ชั ่วโมง จากการทดลองพบวาไมมะเกลือไมมีการยับยั้งจุลินทรียแตอยางไร แตพบวาใน 

ไมมะเกลืออาจมีสารบางชนิดซึ่งชวยเรงอัตราการเจริญของยีสต Saccharomyces cerevisiae และ 
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ยังชวยควบคุมการสรางกรดแลคติกของยีสต Candida colliculosa เมื่อเพิ่มปริมาณไมมะเกลืออัตรา

การเจริญของยีสตเพิ่มข้ึน [1] 

  การศึกษาฤทธิ ์ทางชีวภาพของสารประกอบตางๆ จากสายพันธุ   Diospyros ใน 

ไมมะเกลือทำการศึกษา Phenolic compound พบวาของมะเกลือมีสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพ 

คือ  Anthelmintic และศึกษา Chemical compounds จากผลของมะเกลอื พบสารประกอบทางเคมี 

ดังน้ี Lupeol, A-amyrine, B-sitosterol, Diospyrol, 1, 8 dihydroxynapthalene, 8-dihydroxy-2-

acetyl-3-methyl และ Naphthalene [15] 

  การใชผลสดของมะเกลือตองระมัดระวัง ไมควรใหสัตวร ับประทานเกิน 20 เทา 

ของน้ำหนักตัว ถามีการรวมตัวกับสารประกอบพวกฟนอลิกจะทำใหการดูดซึมไดดีขึ ้นอาจมีผล 

ทำใหสัตวตาบอดไดควรมีการแทรกดีเกลือหรือน้ำมันละหุง เพื่อชวยการขับถายและปองกันการอดุตัน

ลําไสเน่ืองจากตัวเต็มวัยของพยาธิไสเดือน [16] 

 

2.2 ลักษณะทางสรีรวิทยาและนิเวศวิทยาของพะยอม   

 Kingdom: Plantae 

  Division: Magnoliophyta 

   Order: Malvales 

    Family: Dipterocarpaceae 

     Genus: Shorea 

       Specific: Shorea roxburghii 

 พะยอมมีชื ่อวิทยาศาสตร Shorea roxburghii G. Don และมีชื ่อพองทางพฤกษศาสตรคือ  

Shorea talura Roxb. อยูในวงศ  Dipterocarpaceae  มีช่ือสามัญคือ White Meranti และมีช่ือเรยีก

อื ่นๆ คือ กะยอม (เชียงใหม) พะยอม (ลาว) พะยอมดง (ภาคเหนือ) แคน (รอยเอ็ด) เชียง เซียว 

(กะเหรี ่ยง เชียงใหม) พะยอมทอง (ส ุราษฎรธานี,ปราจีนบุร ี) ยางหยวก (นาน) กระจายพันธุ 

ตามธรรมชาติเปนพืชที่มีการกระจายพันธุอยูในเขตอินเดียตะวันออก พมา ไทย ศรีลังกา เวียดนาม 

ฟลิปปนส คาบสมุทรอินโดจีน และมาเลเซีย ที่สูงจากระดับน้ำทะเล 60 - 1,200 เมตร ในประเทศไทย

พบข้ึนตามปาเบญจพรรณแลงช้ืน และปาดิบแลงทั่วไปแมแตในปาพรุที่มีน้ำแชขังก็ยังพบพะยอมข้ึนอยู

ตามธรรมชาติทุกภาคของไทย เชนในบริเวณสำนักงานโครงการพิกุลทองอันเนื่องมาจากพระราชดำริ  

ในเขตจังหวัดนราธิวาสเปนตน ถิ่นกำเนิดดั้งเดิมของพะยอมอยูในทวีปเอเชียใต และเอเชียตะวันออก

เฉียงใต พะยอมออกดอกระหวางเดือนธันวาคมจนถึงกุมภาพันธ จะผลัดใบหมดหรือเกือบหมดกอน 

https://th.wikipedia.org/wiki/Malvales
https://th.wikipedia.org/wiki/Dipterocarpaceae
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Shorea&action=edit&redlink=1
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ออกดอกและผลิใบใหมกอนผลิชอดอกเล็กนอย ออกผลระหวางเดือนมกราคมจนถึงมีนาคม เปลือก

พะยอมถูกใชเปนยาสมานและกันบูดสำหรับเครื่องดื่มแบบดั้งเดิมในประเทศไทย นอกจากนี้เปลือกยัง 

ถูกใชในการรักษาโรคบิดทองรวงและอหิวาตกโรคในการแพทยพื้นบานของอินเดีย [1] ลักษณะทาง

พฤกษศาสตร พะยอมเปนไมตนขนาดกลางถึงขนาดใหญสูง 15 - 40 เมตร เปนไมผลัดใบ ลำตนเปลา

ตรง กิ่งออนเกลี้ยง เรือนยอดเปนพุมกลม เปลือกหนาสีน้ำตาลหรือเทา แตกเปนรองตามยาวลำตนและ

เปนสะเก็ดหนาเปลือกในสีน้ำตาลออนปนเหลืองและมีทางสีน้ำตาลแกผาน เสนรอบลำตนอาจถึง 300 

เซนติเมตร ใบจะมีลักษณะใบเดี่ยวออกสลับ รูปขอบขนานกวาง 3.5 - 6.5 เซนติเมตร  ยาว 8 - 15 

เซนติเมตร ปลายมนหรือเปนต่ิงสั้นๆ โคนมน ขอบเปนคลื่นผิวเกลี้ยงเปนมัน ดอกจะมีลักษณะดอกสีขาว 

กลิ่นหอมจัดออกเปนชอใหญตามกิ่งและปลายกิ่ง กลีบเลี้ยง 5 กลีบ โคนเชื่อมติดกัน กลีบดอก 5 กลีบ 

เรียงเวียนกันแบบกังหันเมื่อบานเสนผานศูนยกลาง 1 - 2 เซนติเมตร เกสร ตัวผู 15 อัน ผลจะมีลักษณะ

รูปรีกวางประมาณ 1 เซนติเมตร ยาวประมาณ 2 เซนติเมตร กลีบเลี้ยงเจริญไปเปนปลีกยาว 3 ปลีก 

สั้น 2 ปลีกคลายผลยางมีลักษณะดังภาพที่ 2.3 

 

 
 ภาพท่ี 2.3 ลกัษณะของพะยอม (ลำตน ใบ ดอก และผล)  

 ท่ีมา : Solomon (2011) [18] 

 

 สารสำคัญที่พบในพะยอมสารชนิดใหมที่มีการคนพบซึ่งอยูในระหวางการศึกษาฤทธ์ิทาง 

เ ภ ส ั ช ไ ด  แ ก  Phayomphenol A1, Phayomphenol A2, 1’S-dihydrophayomphenol A2, 

Phayomphenol B1 และ Phayomphenol B2 [17] ดังภาพที่ 2.4             
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     1’S-dihydrophayomphenol A2 PhayomphenolA1: R=H Phayomphenol A2: R=H          

                   PhayomphenolB1: R=OH Phayomphenol B2: R=OH 

ภาพที่ 2.4  โครงสรางของสารตัวใหมสกัดจากเปลือกพะยอม  

ท่ีมา : Morikawa et al., (2012) [17]             

 

 2.2.1 การใชประโยชนของตนพะยอม 

   พะยอมเปนพนัธุไมที่สามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมไดดีมากประโยชนของ 

ไมพะยอมมีหลายอยาง เชน เนื้อไม ใชในงานกอสรางตางๆ ถามีการแชน้ำยาจะใชไดทนทาน นิยมใช 

ทำหมอนรางรถไฟ เสา ขื่อ รอด ตง คาน ทำเรือขุด ตอเรือ กลาวกันวาทนเพรียงไดดี ใช แจว พาย 

เสากระโดงเรือ เครื่องมือทางเกษตร ครก สาก กระเดื่อง ลูกหีบ ทำสวนประกอบของเกวียน ตัวถังรถ 

ทำกระเบื ้องไม ประโยชนทางดานสมุนไพร เนื ้อไม และเปลือกตมกับน้ำใชดื ่มเปนยาฝาดสมาน 

แกทองเดิน และลำไสอักเสบ ดอกใชปรุงเปนยาหอมแกลม บำรุงหัวใจ และลดไข ประโยชนอื่นๆ เปลือก

หรือชิ้นไมเล็กๆ ใชใสเครื่องหมักดองหรือกระบอกรองรับน้ำตาลโตนดและมะพราวเพื่อกันเสีย เปลอืก 

มีปริมาณแทนนินชนิด Pyrogallol และ Catechol สูงจึงนิยมใชฟอกหนังและอาจใชรับประทานกับ 

ใบพลูแทนหมาก ดอกออน รับประทานไดใชผัดกับไขหรือชุบไขทอดก็ได ดอกสดๆ นำมาลวกใชจิ้ม 

เปนผักจิ้มน้ำพริกใชผสมน้ำมันทาไม ยาเรือ [19] 

  การศึกษาคุณลักษณะของอาหารสมุนไพรไทยจากการสกัดเมทานอลจากเปลือก

พะยอมพบวา สามารถยับยั้งการเพิ่มระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมาในหนู และการศึกษาทางเคมี 

ของพะยอมพบวามี Stilbenoids หลายชนิด เชน Resveratrol และ Oligomers [17] 

                    จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเปลือกพะยอมพบวาสารสกัดจากเปลือก

พะยอมมีฤทธ์ิยับยั ้งเชื ้อ Colletotrichum sp. ที ่แยกไดจากพริก และมะละกอดวยวิธ ี Tissue 

transplanting technique โดยนำเปล ือกพะยอมท ั ้ งแบบสด  และแห  งมาสก ัดด วยน ้ำ  และ

เอทิลแอลกอฮอลรอยละ 95 ในอัตราสวนสกัด 1 : 5 ทำการระเหยตัวทำละลายดวยเครื่องระเหย

สุญญากาศจนไดสารสกัดที่ขนหนืดทำการเลี้ยงเชื้อราที่คัดแยกไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อราสูตร Potato 

dextrose agar ที่ผสมสารสกัดในแตละความเขมขน (5, 10, 15 และ 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) บมที่

อุณหภูมิหองนาน 7 วัน จากการศึกษาพบวาทุกระดับความเขมขนของสารสกัดหยาบจากเปลือกตน
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พะยอมทั้งสดและแหงที่สกัดดวยเอทานอลรอยละ 95 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเสนใย

เชื ้อรา Colletotrichum capsici และ Colletotrichum gloeosporioides ไดที ่ระดับความเขมขน 

400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับย้ังการเจริญไดดีที่สุด (รอยละ 100) โดยไมพบการเจริญของเสนใย

เชื ้อรา ในขณะที่ทุกระดับความเขมขนของสารสกัดหยาบที่สกัดดวยน้ำมีฤทธิ ์การยับยั ้งเชื ้อรา 

Colletotrichum capsici ไดเพียงเล็กนอย 1.0 เซนติเมตร (รอยละ 71.41) เมื่อเทียบกับชุดควบคุมพบ

การเจริญของเสนใยมีขนาดความกวางของโคโลนีเทากับ 3.5 เซนติเมตร และ Colletotrichum. 

gloeosporioides 0.3 เซนติเมตร (รอยละ 92.50) จากผลการทดลองนี ้แสดงใหเห็นวาสารสกัด 

จากเปลือกตนพะยอมดวยเอทานอลรอยละ 95 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่เปนสาเหตุกอ 

โรคแอนแทรกโนสในพริกและมะละกอได [19] 

  การศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียที่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

แกรมบวกซึ ่งไดแกสาร Hopeafuran, α-viniferan, Hopeahainol A และHopeahainol C ซึ ่งแยก 

ไดจากเปลือกสวนลำตนของพะยอม (Shorea roxburghii G. Don) ในจังหวัดขอนแกนประเทศไทย 

ทดสอบฤทธ์ิตานเชื้อแบคทีเรียชนิดใหมคือ Diptoindonesin D ผลตอ Diptoindonesin D ไดรับการ

ตรวจหาฤทธ์ิตานจุลชีพและมีคาความเขมขนของการยับย้ังข้ันต่ำ (MIC) ที่มีนัยสำคัญเทากับ 4.68 และ 

9.37 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอ Staphylococcus epidermidis และ Staphylococcus aureus 

ตามลำดับ [20] 

  จากการศึกษาการตานไขมันในเลือดสูงจากเปลือกของ Shorea roxburghii พบวา

เปลือกของ พะยอมที่สกัดดวยเมทานอล สามารถยับย้ังการเพิ่มระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมาของหนู 

ที่ไดรับน้ำมันมะกอก และยังยับย้ังการทำงานของเอนไซมไลเปสของตับออน (IC50 = 31.6 ไมโครกรัม / 

มล . )  จากสารสก ัดด ั งกล  าวได ทำการแยกสารประกอบได   ด ั ง น้ี  3-acetyl-4-phenyl-3, 4 

dihydroisocoumarins, Phayomphenols A1 (1) และ A2 (2) และสารประกอบอื่น ๆ  อีกจำนวน 22 

ชนิด โดยอาศัยหลักทางเคมี และสเปกโตรสโกปรวมถึงการวิเคราะหดวยรังสีเอ็กซสารที ่แยกไดมี 

Oligostilbenoids หลายชนิด ไดแก (-)  Hopeaphenol (3) และ (+) Isohopeaphenol (4) แสดงให

เห็นถึงประสิทธิภาพการยับยั้งการเพิ่มระดับไตรกลีเซอไรดในพลาสมา ขนาด 200 มก. /กก. po และ

ประสิทธิภาพการยับยั ้งเอนไซมไลเปสต ับอ อน ( IC 50 = 32.9 และ 26.5 µM ตามลำดับ) [17] 
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2.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและนิเวศวิทยาของเค่ียม 

 Kingdom: Plantae 

  Order: Malvales 

   Family: Dipterocarpaceae 

    Genus: Cotylelobium 

     Specific: Cotylelobium melanoxylon 

 เคี่ยมมีชื่อวิทยาศาสตร Cotylelobium melanoxylon Craib มีชื่อพื้นเมือง เชน เคี่ยมขาว 

เคี ่ยมดำ เคี ่ยมแดง เปนไมยืนตนใน วงศ Dipterocarpaceae ชื ่อสามัญ Resak Tembaga พบใน

คาบสมุทรอินโดจีนและคาบสมทุรมลายู มีการกระจายทางภูมิศาสตรที่เฉพาะเจาะจงเน่ืองจากพบเฉพาะ

ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ไทย อินโดนีเซีย และมาเลเซีย ไปจนถึงเกาะบอรเนียว ในประเทศไทยตน

เคี่ยมจะพบไดทั่วไปทางตอนใตของประเทศ เชน ประจวบคิรีขันธ ชุมพร ระนอง สุราษฎรธานี กระบี่ 

ตรัง นครศรีธรรมราช เปนตน ตนเคี่ยมขึ้นอยูในปาดงดิบช้ืน สูงจากระดับน้ำทะเลประมาณ 10 - 100 

เมตร ลักษณะดินที่ข้ึนจะเปนดินรวนปนทราย ระบายน้ำไดดี ลำตนตรง ไมมีพูพอน เปลือกสีน้ำตาลเขม

อมดำ ผิวแตกเปนรองลึกหลุดออกได ใบเด่ียว เรียบเปนมัน ดอกชอ ดอกสีเหลืองออน บานเต็มที่ กลีบ

ดอกบิดหอเขาหากัน ผลเดี่ยวมีปกสีเขียวทรงลูกขาง ผลแกสีน้ำตาล ปลิวตามลมได เนื้อไมแข็งแรง

ทนทาน ใชในงานกอสราง เปลือกไมใสในภาชนะรองรับน้ำตาลไมใหบูดเนา ใชเปนยาหามเลือด  

แกทองรวง [21] ตนเคี่ยมจัดเปนไมยืนตนขนาดกลางถึงขนาดใหญ ลำตนตั้งตรง มีความสูงประมาณ  

20 - 40 เมตร ลักษณะเรือนยอดเปนพุมทึบ รูปเจดียแบบต่ำๆ สวนเปลือกตนเปนสีน้ำตาล เปลือกเรียบ 

มีรอยดางสีเทาและสีเหลืองสลับกัน และมีตอมระบายอากาศกระจายอยู ทั ่วไป เปลือกดานใน 

เปนสีน้ำตาลออน มีชันใสตามลำตนและจะจับกันเปนกอนสีเหลืองเมื ่อทิ ้งไวนานๆ ขยายพันธุด วย

วิธีการใชเมล็ด (โดยเด็ดปกออกกอนการนำไปเพาะ) และวิธีการตอนกิ่ง เจริญเติบโตไดในดินทุกชนิด 

ชอบดินรวนและดินรวนปนทรายที ่มีการระบายน้ำไดดี ชอบความชื ้นสูง และแสงแดดปานกลาง  

โดยตนเค่ียมสามารถพบข้ึนไดทั่วไปตามปาดงดิบทางภาคใตต้ังแตจังหวัดชุมพรลงไป และทางภาคใตของ

พมาลงไปจนถึงภาคเหนือของประเทศมาเลเซียและอินโดนีเซีย ที่จ ังหวัดสุราษฎรธานี ตนเคี่ยมมี  

2 ชนิด คือ เคี ่ยมขาว และเคี ่ยมดำ ซึ ่งเคี ่ยมดำเปลือกตนจะหนาและเขมกวาเปลือกตนเค่ียมขาว   

ใบเค่ียมมีลักษณะเปนรูปไข ปลายใบเรียวหรือหยักเปนต่ิงยาว สวนโคนใบมน ใบมีขนาดกวางประมาณ  

2 - 5 เซนติเมตร และยาวประมาณ 5 - 18 เซนติเมตร แผนใบหนา สวนทองใบมีขนสีน้ำตาลปนสเีหลอืง 

ดอกเคี่ยมเปนดอกสีขาวกลิ่มหอม ออกดอกเปนชอตามยาวที่หลายกิ ่งและตามงามใบ ผลเคี่ยมเปน

รูปทรงกลม มีขนาดเล็ก ผลมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.7 เซนติเมตร [22] โดยมีลักษณะ

โดยทั่วไปดังภาพที่ 2.5 

https://th.wikipedia.org/wiki/Malvales
https://th.wikipedia.org/wiki/Dipterocarpaceae
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Cotylelobium&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/Dipterocarpaceae
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%9A%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B8%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%88%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%9A%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B8%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B8%B9
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A7
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ภาพท่ี 2.5  ลักษณะของเค่ียม  

ท่ีมา : กานตสิรี (2561) [22] 

 

 2.3.1 การใชประโยชนของเค่ียม 

  เนื้อไมเคี่ยมมีความละเอียด แข็ง และเหนียว มีความทนทานสูงมาก จึงนิยมนำไป 

ทำเรือ ใชในงานกอสรางทั้งสวนพื้น กระดาน เสาเรือหรือสิ่งปลูกสรางอื่นๆ เปนตน ใชลากเรือนในการ

ยายบานหรือทำเลื่อนชักพระ ทำเครื่องมือเครื่องใชตางๆ เปนตน เปลือกใชทุบผสมกับชันใชสำหรับ 

ยาเรือ ตนเค่ียมใชผสมในน้ำยางทาไม น้ำมันทาไม และน้ำมันชักเงา แถบภาคใตนิยมใชเปลือกไมเค่ียม

นำมาตัดเปนชิ้นขนาดเล็กใสในกระบอกตาลรองรับน้ำตาลจากตนตาล โดยรสฝาดของไมเคี่ยมจะชวย

รักษาน้ำตาลไมใหบูดเร็วหรือบูดกอนการนำมาเค่ียว ในประเทศไทยมีการใช ตนเค่ียมในการแพทยแผน

ไทยเพื่อเปนยาสมานแผลยาระบายและการแข็งตัวของเลือด [23] 

  ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยามีการใชเปลือกและใบเค่ียมในการรักษาโรคบางชนิด เชน ทองเสีย  

มาลาเรีย  เบาหวาน [24] โดยในเปลือกไมเค่ียมมีสารที่สำคัญคือ Ampelopsin F, Isoampelopsin F, 

Viniferin, Vaticanol A, Vaticanol E, Vaticanol G และ Lyoniresinol ซึ ่งถูกนำมาใชเปนยาตาน

เบาหวาน [23] นอกจากสารเหลานี้ยังพบสารกลุมฟลาโวนอยด แทนนิน และสารประกอบซาโปนิน  

สารสก ัดจากเปล ือกย ั งมีฤทธ ิ ์ ในการต  านแบคท ี เ ร ียได แก   Escherichia coli ATCC 35218, 

Staphylocoocus aureus ATCC 25923 , Bacillus subtillis FNCC 0061 แล ะ  Pseudomonas 

aeruginosa FNCC 0063 [25] 

  จากงานวิจัยของ Chana-Thaworn (2011) [26] ศึกษาคุณสมบัติการยับย้ังแบคทีเรีย

จากการสารสกัดของเน้ือไมเค่ียมพบวาสารสกัดจากเค่ียมที่ระดับความเขมขน 3 - 5 เทา สามารถยับย้ัง

เ ช ื ้ อ แบ คท ี เ ร ี ย  3 ชน ิ ด ไ ด  ค ื อ  Escherichia coli  Staphylococcus aureus แล ะ  Listeria 

monocytogenus  
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  การศึกษาหาปริมาณสารตานอนุมูลอิสระจากเปลือกและแกนไมของตนเคี่ยม พบ 

สารตานอนุมูลอิสระ (รอยละ 86.28 และ 81.38) และปริมาณฟนอลิกทั้งหมด (23.15 และ 20.05 

mgGAE/g) [27] 

   การศึกษาปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด จากใบเคี่ยมพบวาใบเคี่ยมมีปริมาณฟนอลิก

ทั้งหมดสูงสุดคือ 158.14 mg จากปริมาณฟนอกลิกทั้งหมด พบวาใบเค่ียมสามารถยับย้ังเช้ือกอโรคไดแก 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, 

Salmonella typhymurium และ Vibrio cholerar [28] 

  ศึกษาสารกลุมฟนอลิก และแทนนิน ที่สกัดไดจากสวนของลำตน และใบเค่ียมซึ่งมีผล

ยับย้ังเช้ือกอโรคที่เกิดจากแบคทีเรียหลายชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยพบวาสารสกัดเอทานอลจาก

เค่ียมสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Vibrio 

cholera และแบคทีเร ียแกรมบวก ได แก   Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes [29] 

  ศึกษาสารสกัดจากไมเคี ่ยมในการยับยั้งเชื ้อกอโรคที่เกิดจากแบคทีเรียที ่แยกจาก 

ต  นต าล  6 กล ุ  ม  ไ ด  แ ก   Acetobacter, Flavobacterium, Lactobacillus Micrococcus แล ะ

Saccharomyces พบวาสารสกัดจากเคี ่ยมที ่ระดับความเขมขนรอยละ 0.2 สามารถยับยั ้งการ

เจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes และ Bacillus cereus ได 

[30] 

 

2.4 ตาลโตนด 

 Kingdom: Plantae 

   Division: Angiospermae  

   Class: Monocotyledoneae  

    Ordo: Arecales 

      Family: Arecaceae (sin. Palmae) 

       Genus: Borassus  

       Species: Borassus flabellifer Linn 

 ตาลโตนด มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Borassus flabellifer Linn. เปนพืชตระกูลปาลมชนิดหน่ึง

จากปาลม 20 จีนัส 1,500 สปชีส เปนพืชที่พบทั่วไปในเขตรอน ในประเทศไทยมีตาลโตนดจำนวนมาก

ซึ่งพบมากในจังหวัดเพชรบุรี กาญจนบุรี นครปฐม อยุธยา สงขลา และปตตานี โดยจังหวัดที่มีตนตาล 

โตนดมากที่สุด คือ จังหวัดสงขลา มีตนตาลประมาณ 1,262,771 ตน [31] ตาลโตนดเปนที่รูจักกันใน 
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ชื ่อ Tala ใน Odia, Tnaot ในภาษาเขมร , Thot Not ในภาษาเวียดนาม, Tari in ภาษาฮินดี, Tal  

ในภาษาเบงกาลี, เรื ่อง Hannu หรือ Tateningu ในภาษากันนาดา, Nungu ในภาษาทมิฬ, Pana 

Nangu ในภาษามาลายาลัม Thaati Munjalu ในเตลูก,ู Munjal ในภาษาอูรดู, Lontar ในอินโดนีเซีย, 

Siwalan [32] 

 2.4.1 ลักษณะทางสรีรวิทยาและนิเวศวิทยาของตาลโตนด 

 ตาลโตนดเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวในวงศหมาก-มะพราว (Arecaceae) อยู ในวงศยอย

Coryphoideae พบไดทั่วไปในเอเชียใต และเอเชียตะวันออกเฉียงใต ไดแก บังกลาเทศ อินเดีย ลาว 

พมา และไทย ลักษณะทั่วไปของตาลโตนดมีลำตนเดี่ยวไมแตกกิ่งกานสาขา มีความสูงไดถึง 30 เมตร 

เปนตนแยกเพศ คือ ตนเพศผูและเพศเมียอยูคนละตนกัน (Dioecious plant) ประชาชนแถบเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใตจะนิยมใชประโยชนจากหลายสวนของตาลโตนด เชน ลำตนใชในงานปลูกสราง  

ผลออน และผลแกใชรับประทาน ตนตาลโตนดมีความแข็งแรง ทนทาน และอายุยืนยาวโดยประมาณ 

80 - 100 ป โตเต็มที่จะสูงประมาณ 2,700 เซนติเมตร (90 ฟุต) หรืออาจมากกวาน้ัน มีเสนรอบวงโคน

ตนอยูระหวาง 60 - 120 เซนติเมตร (2 - 4 ฟุต) มีใบเปนรูปพัด (Fan leaf) ขนาดใหญแข็ง และหนา 

โดยจะใหผลผลิตหลังจากปลูกแลวประมาณ 10 - 15 ป สามารถขึ้นไดบนดินทุกชนิดทนทั้งความรอน

ความแหงแลง และน้ำทวม มีรากลึกมากโดยรากของตาลโตนดไมแผออกดานขาง ตาลโตนดที่ขึ้นอยู

ทั่วไปมีลักษณะและสวนประกอบดังน้ี [33] 

  ราก รากเปนเสี้ยนกลมยาวเปนกระจุกคลายมะพราวแตหยั่งลึกลงไปในดินลึกมาก 

ไมแผไปตามผิวดินเหมือนรากมะพราวโอกาสที่จะโคนลมจึงยาก 

  ลำตน ตาลโตนดเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวมีลักษณะสูงชะลูด ความสูงโดยทั่วไปประมาณ 

18 - 20 เมตร โตเต็มที่สูงประมาณ 15 - 27 เมตร บางตนอาจสูงถึง 30 เมตร ลำตนตรงหรือโคงเลก็นอย 

โคนตนอวบใหญประมาณ 1 เมตร เมื่อความสูงประมาณ 4 เมตร ลำตนจะเริ่มเรียวลง วัดโดยรอบ 

ไดประมาณ 40 เซนติเมตร ระยะความสูง 10 เมตร นับจากพื้นดิน เปลือกลำตนขรุขระมีสีขี้เถาเปน 

วงซอนๆ กัน 

  ใบ มีลักษณะเปนรูปใบพัด (Fan leaf หรือ Palmate) มีขนาดใหญ และหนา โดย 

แตละใบจะมีใบยอย เรียกวา Segment ซึ่งจะแตกออกจากจุดๆ เดียวกันที่ปลายกานใบ ยอดตาลแตละ

ตนประกอบดวยใบตาลประมาณ 25 - 40 ใบ แลวแตอายุตาล ใบมีสีเขียว ใบแกจะมีสีน้ำตาลออนหอย

แนบลำตน 

  ดอก ออกดอกเปนชอโดยดอกตัวผู และตัวเมียจะอยู แยกตนกัน ชอดอกของตัวผู

เรียกวา “งวงตาล” แตกแขนงออกเปน 2 - 4 งวงตอขอ ความยาวของงวงประมาณ 30 -  40 เซนติเมตร 

ในแตละงวงมีดอกเล็กๆ ตนตัวผู ตนหนึ ่งจะมีชอดอก 3 - 9 ชอ สวนชอดอกของตนตัวเมียเรียกวา  
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“ปลีตาล” ตนตัวเมียจะออกชอหลังตนตัวผู เล็กนอยประมาณ 10 ชอ ขนาดใหญและชุ มน้ำหวาน

มากกวา ในแตละชอจะมีดอกนอยกวาดอกตัวผู  โดยทั้งตัวผูและตนตัวเมียจะทยอยออกชอเรื่อย ๆ 

สามารถเก็บน้ำตาลไดตลอดป 

  ผล จะออกกับตนตัวเมียเทานั้น ระยะเวลาตั้งแตออกดอกจนถึงเก็บผลออนใชเวลา

ประมาณ 75 - 80 วัน โดยแตละทะลายจะมี 10 - 20 ลูก ผลออนสีเขียว ผลแกสีน้ำตาลเขมถึงดำ เน้ือ

ภายในเปนเสนใยละเอียดเมื่อสุกจะประกอบไปดวยแปงและน้ำตาล มีสีเหลืองแก และมีกลิ่มหอม นิยม

ใชทำขนมตาล สวนประกอบของผลตาลแบงออกเปน 5 สวน คือ เปลือกช้ันนอก (Exocarp) สวนที่เปน

เสนใย (Mesocarp) สวนที่เปนกะลาแข็งหุมเมล็ด (Endocarp) สวนเนื้อในเมล็ด (Endosperm) และ

สวนเมล็ด (Embryo) [34] ดังภาพที่ 2.6  
 

 

ภาพท่ี 2.6 สวนประกอบของผลตาลโตนดสุก  

ท่ีมา : มารวย (2541) [34] 

  ลอนตาลโตนดตัวเมียจะมีลกูตาลเปนทะลาย ตนตาลโตนด 1 ตน สามารถใหลูกตาล 

เฉลี่ย 10 - 13 ทะลายตอป ใน 1 ทะลายจะมีผลเฉลี่ย 5 - 10 ผล ลูกตาล 1 ผล จะมีลอนตาลประมาณ  

2 - 3 ลอน ข้ึนอยูกับฤดูกาลแทงชอดอก ลอนตาลจะเปนเน้ือสีขาว ออนนุม มีรสหวานมัน [34] 

 2.4.2 พันธุของตาลโตนดในประเทศไทย 

  พันธุของตาลโตนดทีป่ลกูทั่วไป มีอยู 3 พันธุ ไดแก  

   ตาลโตนดพันธุหมอ ลำตนตรงใหญแข็งแรง ลกูใหญ ผลคอนขางดำ เปลือก

หนาใน 1 ผล มี 2 - 4 เมล็ดจะใหผลเมื่ออายุ 10 ปข้ึนไป (ภาพที่ 2.7) [35] 
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ภาพท่ี 2.7 ตาลพันธุหมอ  

ท่ีมา : จันทรเพญ็ (2544) [35] 

 

1 ผล มี 2 - 4 

เมล็ด ใหผลเมื่ออายุมากกวา 10 ปข้ึนไป เกษตรกรไมนิยมปลูกเพราะเมล็ดมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 2.8) 

 

ภาพท่ี 2.8 ตาลพันธุไข  

ท่ีมา : จันทรเพญ็ (2544) [35] 

 

2 - 3 

เมล็ด ใหผลเมื่ออายุมากกวา 10 ปข้ึนไป (ภาพที่ 2.9) 

 

ภาพท่ี 2.9 ตาลพันธุลูกผสม  

ท่ีมา : จันทรเพญ็ (2544) [35] 
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 2.4.3 การใชประโยชนตนตาลโตนด 

  ประโยชนดานระบบนิเวศ ตนตาลที่ขึ้นตามทองทุงนาปกติจะมีนกชนิดตางๆ เชน  

นกฮูก นกเคาแมว ทำรังบนตนอยูเสมอ นกเหลานี้จะชวยควบคุมแมลง ใหปุยแกนาขาวโดยมูลของมัน 

และตนตาลจะชวยปองกันลมพายุนอกจากน้ียังชวยปรับปรุงสภาพดินใหดีข้ึนดวย [36] 

  นอกจากน้ีน้ำตาลสดที่ไดจากชอตาลสามารถนำมาทำน้ำตาลปกใชประกอบอาหารคาว

หวานไดหลายอยางมากมาย เปลือกแกอาการทองอืด ทองเฟอ และลดกรดในกระเพาะ รากตมดื่มแก

รอนใน กระหายน้ำ แกไข ขับพยาธิ สวนของงวงตาลแกโรคซาง กาบหรือกานใบสดนำมาอังไปบีบเอาน้ำ

แกทองรวง ทองเสีย [37] 

  ผนังชั้นกลาง (Mesocarp) ของผลของตาลโตนดเมื่อสุกเต็มที่จะมีสีเหลือง ซึ่งนิยม

นำมาคั้นเพื่อเตรียมเปนแปงตาลโตนดและนำไปใชเปนสวนประกอบของการทำขนม เชน ขนมตาล 

ไอศกรีม และเคก สำหรับน้ำสามารถนำไปใชในการผลิตเอทานอลไดจากการตรวจสอบรายงานการวิจัย

พบวาการผลิตเอทานอลจากผลตาลโตนดยังมีนอย ซึ่งงานวิจัยแรกที่มีการศึกษาการผลิตแอลกอฮอล

จากตาลโตนด คือ งานวิจัยของ Teeparuksapun (2019) [38] ซึ่งไดนำสวนของผลตาลโตนดมาใชใน

การ ผลิตเอทานอลโดยใชยีสตสายพันธุ Saccharomyces cerevisiae   

  ขวัญใจ  (2561) [65] ศึกษาน ้ำเล ี ้ยงจากชอดอกเพศผู และเพศเม ียนำไปตม 

เพื่อเปนเครื่องดื่ม หรือนำมาเคี่ยวทำน้ำตาล น้ำตาลที่ไดจากตาลโตนดมีแรธาตุและสารอาหารหลาย

ชนิด เชน แคลเซียม โพแทสเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน วิตามินเอ ซี บี1 บี2 บี3  

และบี6 ซึ่งสารอาหารเหลาน้ี ไมสามารถพบไดในน้ำตาลทราย นอกจากนี้น้ำตาลโตนดยังใหคาดัชนี

น้ำตาลที่ต่ำ (Glycemix index, GI) อยูที่ 35 - 42 ซึ่งนอยกวาน้ำตาลทรายที่มีคาดัชนีน้ำตาลที่สูงอยูที่ 

58 - 82  

  Masayuki (2007) [39] ไดการศึกษาฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราของสารสกัดเอ

ทานอลของเปลือกหุมเมล็ดของ Borassus flabellifer พบวาสามารถยับย้ัง Aspergillus brasiliensis 

และ Bacillus subtilis ดวยเสนผานศูนยกลางของวงใส 22 มิลลิเมตร และ 23 มิลลิเมตร ตามลำดับ 

 และจากการวิเคราะหสารสกัด Borassus flabellifer พบวามี Saponins, Tannins, Flavonoids and 

Glycosides 

  Subashini (2015) [40] ศ ึกษาการว ิ เคราะหทางเคม ี โดยแก สโครมาโตกราฟ

แมสสเปคสเปคโทรมิ เตอร (GCMS) พบสารประกอบ 28 ชนิด ค ือ Resorcinol, Phenol กรด 

Pentanoic, Glycerin, 10-undecenyl ester, Octadecanoic acid แล ะ  n-Hexadecanoic acid 

สารประกอบเหลาน้ีสามารถนำมาใชสำหรับการใชงานที่หลากหลาย เชน สารตานอนุมูลอิสระ ตานการ

อักเสบตานจุลชีพ และตานมะเร็ง  
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  Ramya (2018) [41] สารพฤกษเคมีในเน้ือสดของลูกตาลอุดมไปดวยวิตามิน A และ C 

ในขณะท ี ่  Sap หร ือน ้ ำตาลมี  n-Hexadecanoic acid, Pentanoic acid, 10-undecenyl ester, 

Octadecanoic acid , Phenol, 3,4,5-trimethoxy-, Phenol, 5- (1,5- dimethyl-4-hexenyl)-2-

methyl-, (R)-, Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5- dihydroxy-6-methyl-, Resorcinol, Phenol, 2,6- 

dimethoxy-,6H-Purin-6-one, 2-amino- 1,7-dihydro, 6H-Purin-6-one, 2-amino-1,7-dihydro-, 

1,4- Benzenediol, 2-methoxy, Phenol, 3,4-dimethoxy, Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-

hexenyl)-4-methyl-, Phenol, 4-[2-(dimethylamino) ethyl], 1-Butanol, 2-amino-3-Hydroxy-

4-methoxybenzoicacid 

  Pramod (2013) [42] รายงานฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดตาลโตนด 

(Borabus flabellifer Linn) โดยใช ว ิธ ีการว ิ เคราะห DPPH assay พบ (2, 2-Diphenyl-1 picryl 

hydrazyl) และABTS (2, 2-azinobis-(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) การว ิ เคราะห

พ ฤ ก ษ เ ค มี พ บ  Saponins, Tannins, Flavonoids, Carbohydrates, Amino acids แ ล ะ 

ฟนอล  

  การศึกษาสารสกัดแอลกอฮอล (ALEBF) ของ Borabus flabellifer ตอสภาวะน้ำตาล

ในเลือดของหนูปกติและหนูที่เปนเบาหวาน ในเวลา 7 วัน พบวาหนูที่เปนเบาหวานตอบสนองตอสาร

สกัด (ALEBF) ของ Borabus flabellifer โดยระดับน้ำตาลในเลือดลดลง และมีระดับน้ำตาลในเลือดทีดี่

ข้ึนลดระดับอินซูลินเมื่อเปรียบเทียบกับ dexamethasone ในหนูที่ไมไดรับสารสกัด [43] 

 2.4.4 น้ำตาลโตนด 

  น้ำตาลโตนด มีชื่อสามัญเปนภาษาอังกฤษวา Palmyra palm เปนน้ำตาลที่ไดจาก 

ชอดอกของตนตาลโตนด (Borassus flabellifer Linn.) เปนพืชตระกูลปาลมที่สามารถข้ึนไดในเขตรอน 

พบโดยทั่วไปในแถบทวีปเอเชีย เชน ไทย พมา อินเดีน เขมร และศรีลังกา [44] ในประเทศไทยพบได 

ที่จังหวัด นครปฐม สุพรรณบุรี ชัยนาท เพชรบุรี สงขลา เปนตน [33] น้ำตาลโตนดสดสามารถนำมาแปร

รูปผลิตภัณฑไดหลายชนิด เชน น้ำตาลเขมขน น้ำสมสายชูหมัก น้ำตาลโตนดพาสเจอรไรซ และ น้ำตาล

โตนดสเตอริไลซ เปนตน [45] 

  น้ำตาลเปนสารใหความหวานธรรมชาติที่ไดจากผลไมโดยไมตองใชสารเคมีสังเคราะห

สารเติมแตงหรือสารกันบูด ช่ือด้ังเดิมของน้ำตาลโตนดคือ Gur ในอินเดียเหนือและ Panela ในเม็กซิโก

และอเมริกาใต มีแรธาตุ โปรตีนและวิตามิน น้ำตาลโตนดมีคุณคาทางโภชนาการที่ดีและคุณคาทางยา

เปนยาอายุรเวท อินเดียผลิตน้ำตาลโตนดมากกวา 70% ของทั้งหมด [45] การผลิตอยูในอุตสาหกรรมใน

อินเดียดวยการควบคุมคุณภาพไมดี สภาวะการจัดเก็บคาน้ำตาลโตนดที่ระดับผูผลิต เกษตรกรแยมาก

เพราะเก็บไวในโกดัง ของใชในครัวเรือนและระบบจัดเก็บในสภาพที่ไมถูกสุขลักษณะไมไดรับการ
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บำรุงรักษาอยางเขมงวดซึ่งทำใหมีจุลินทรียที่ทำใหเกิดโรคและไมทำใหเกิดโรคหลายชนิดจุลินทรีย 

ที่ปนเปอนเหลาน้ีอาจทำใหเกิดผลเสียตอสุขภาพของมนุษยรวมถึงภาพลักษณโดยรวมของน้ำตาลโตนด.  

 2.4.5 วิธีการเก็บน้ำตาลสดจากตนตาลตัวผู 

  ขนาดตนตาลที่เหมาะสมตอการเก็บเกี่ยวน้ำหวาน คือ หลังจากที่ออกงวงยาวประมาณ  

50 เซนติเมตร ดอกบานพอประมาณใหรวบงวงตาลเขาดวยกันใชไมคาบตาล บีบงวงเบาๆ วันละครั้ง  

ทำติดตอกันประมาณ 3 - 4 วัน แลวหักปลายงวงทิ้งประมาณ 1 นิ้ว ใสกระบอกแชน้ำทิ้งไวประมาณ  

3 คืน วันถัดมาข้ึนเทน้ำในกระบอกทิ้งไว 1 คืน แลวลองปาดตาลโดยทำในตอนเชาถามีน้ำไหลซึมออกมา 

ไมหยุดถือวาใชได โดยใชกระบอกน้ำตาลสด ซึ่งทำจากไมไผใสไมพะยอมหรือไมเคี่ยม ที่ตัดเปนชิ้นๆ 

ขนาด 3 - 5 กรัม โดยไมเค่ียมหรือไมพะยอมจะชวยปองกันและยับย้ังการเจริญเติบโตของจลุินทรยีไมให

น้ำตาลสดเนาเสีย [33] [45] [46]   

  2.4.6 วิธีการเก็บน้ำตาลสดจากตนตาลตัวเมีย 

  เวลาที่เหมาะสมตอการเก็บน้ำหวานคือ หลังจากชอดอกบานเปนจั่นแลว ขนาดเทา 

ลูกละมุดหรือใหญกวาใหนวดตาลระหวางจั่นโดยใชไมคาบตาลนวดติดตอกันประมาณ 3 วัน หักปลาย

จั่นทิ้ง ประมาณ 1 น้ิว ปาดจั่นดูถามีน้ำไหลออกมาไมหยุดแสดงวาใชได หลังจากน้ันใชกระบอกไมไผที่มี

การเติมไมเค่ียมหรือไมพะยอม ประมาณ 3 - 5 กรัม แขวนรองรับน้ำตาลสด โดยทั่วไปเกษตรกรไมนิยม

เก็บน้ำหวานจากตนตัวเมีย สวนใหญจะปลอยใหออกจั่นติดผลเพื่อเก็บผลตาลมากกวา [33] ชวงเวลาที่

เก็บน้ำตาลอยูระหวางเดือนกุมภาพันธถึงปลายเดือนพฤษภาคม โดยแตวันละจะเก็บน้ำตาล 2 ครั้ง  

คือชวงเชามืดกับชวงบาย โดยเฉลี่ยตนตาลตัวเมียจะใหน้ำตาลวันละ 4 - 5 ลิตรตอตน สวนตนตาลตัวผู

จะใหน้ำตาลวันละ 3 ลิตรตอตน [33] นอกจากนี้พบวาการเก็บน้ำตาลโตนดในตอนเชาใหปริมาณมาก

และมีความหวานสูงกวาการเก็บน้ำตาลในชวงบายอีกดวย [44] 

 2.4.7 องคประกอบของน้ำตาลโตนด 

  จากการศึกษาของกรมสงเสริมการเกษตร (2544) [33] รายงานวา น้ำตาลโตนดสด

ประกอบไปดวยปริมาณน้ำตาลทั้งหมด รอยละ 11.54 (น้ำตาลอินเวอรท) น้ำตาลซูโครสรอยละ 13 - 17 

น้ำตาลกลูโคสรอยละ 0.8 โปรตีน รอยละ 0.002 - 0.03 คาพีเอซประมาณ 4.69 ปริมาณทั้งหมดเทากับ 

รอยละ 0.098 และคาปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายได เทากับ 13.93º บริกซ ดังแสดงในตารางที่ 

2.1 
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ตารางท่ี 2.1 องคประกอบทางเคมีของน้ำตาลสด 

องคประกอบ น้ำตาลสด (a) น้ำตาลสด (b) 

คาความเปนกรด-ดาง (pH) 5.09 5.76 

ปริมาณของแข็งทีล่ะลายไดทัง้หมด 13.08 11.20 

ปริมาณน้ำตาลทั้งหมด (%) 12.34 10.91 

ปริมาณความเปนกรดทั้งหมด 

 (% as Lactic acid) 

0.036 0.032 

 ที่มา : (a) เรณุกา (2545) [46] 

        (b) สุภารัตน (2547) [45] 

 จากตางรางที ่ 1 แสดงผลการวิเคราะหคุณภาพน้ำตาลโตนดสดจากรายงานกอนหนาน้ี

เปรียบเทยีบกันพบวาระยะเวลาระหวางรองรับน้ำตาลโตนดที่ตน จะสงผลถึงคุณภาพน้ำตาลสด จะมีผล

ใหคา pH ของน้ำตาลสดลดลง และสอดคลองกับปริมาณกรดเพิ่มข้ึน ซึ่งเกิดจากแบคทีเรียพวกกรดแลก

ติกที่เพิ่มข้ึน [45] [46] 

  การพิจารณาองคประกอบของน้ำตาลสดควรจะตองแยกความแตกตางระหวาง Sweet toddy 

และ Toddy ออกจากกัน โดย Sweet toddy คือ น้ำตาลสดที่สดจริงๆ ยังไมมีกระบวนการทำใหบูด

เกิดข้ึน และสวนของ Toddy คือ น้ำตาลสดที่เกิดการบูดข้ึนในสภาวะที่ใสไมพะยอมหรือไมใสไมพะยอม 

[47] ดังตารางที่ 2.2 

 

ตารางท่ี 2.2 องคประกอบทางเคมีและคุณสมบัติของน้ำตาลสดอายุการเก็บเกี่ยว 12 ช่ัวโมงที่ใสเปลือก

       ไมพะยอมและไมใสเปลือกไมพะยอม  

คุณสมบัติและองคประกอบทางเคม ี ใสไมพะยอม ไมใสไมพะยอม 

วิตามิน ซี (มิลลกิรมั/มิลลลิิตร) 0.08 0.09 

ปริมาณของแข็งทีล่ะลายไดทัง้หมด 

 (มิลลกิรมั/100มิลลิลิตร) 

13.80 14.20 

น้ำตาล (กรมั/100มิลลิตร) 12.34 13.11 

กรด (กรมั/100มิลลิตร) 0.04 0.13 

ที่มา: ดัดแปลงจากอินทธีมา (2557) [47] 
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ตารางท่ี 2.2 องคประกอบทางเคมีและคุณสมบัติของน้ำตาลสดอายุการเก็บเกี่ยว 12 ช่ัวโมงที่ใสเปลือก

       ไมพะยอมและไมใสเปลือกไมพะยอม (ตอ) 

คุณสมบัติและองคประกอบทางเคม ี ใสไมพะยอม ไมใสไมพะยอม 

โปรตีน (กรัม/100มลิลิตร) 0.37 0.32 

เถา (กรัม/100มลิลิตร) 1.04 1.00 

ความช้ืนรอยละ 

คาความเปนกรด-เบส (pH) 

84.47 

5.09 

84.65 

4.15 

 ที่มา: ดัดแปลงจากอินทธีมา (2557) [47] 

 

 2.4.8 จุลินทรียในน้ำตาลโตนด 

  จ ุ ล ิ นทร ี ย  ส  วน ใหญ ที่ พ บ ในน ้ ำ ตาลสด  ไ ด  แ ก  Bacillus subtilis, Bacillus 

mesentericus, Bacillus vulgatus, Aerobacter aerogens, Actinomyces, Saccharomyces, 

Penicillium Mucor, และ Aspergillus [48]  

  Savitree et al. (2020) [49] ศึกษาชุมชนยีสตในนำ้ตาลมะพราวสด ตาลโตนด และ

น้ำตาลตนจาก และความสามารถในการหมักเอทานอลของยีสตที่แยกได โดยนำเก็บตัวอยางน้ำตาล 30 

ตัวอยาง รวบรวมจากภาคกลาง (สมุทรสงคราม,เพชรบุรี และชัยนาท) และภาคตะวันออกของประเทศ

ไทย (ฉะเชิงเทรา) และภาคใตของประเทศไทย (นครศรีธรรมราช และตรัง) แยกยีสตออกจากตัวอยาง

น้ำตาลสดแตละตัวอยางโดยใชเทคนิค Serial dilution ตัวอยางที ่เจือจาง 0.1 มิลลิลิตร กระจาย

ตัวอยางบน Yeast extract-malt extract (YM) (สารสกัดจากยีสตรอยละ 0.3 สารสกัดจากมอลตรอย

ละ 0.3 เปปโทนรอยละ 0.5 และ น้ำตาลกลูโคสรอยละ 1 วุนเสริมรอยละ 0.02 Chloramphenicol 

และโซเดียมโพรพิโอเนต รอยละ 0.025) และบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 วัน เลือก

โคโลนีของยีสตที่มีสัณฐานวิทยาตางกันทำใหบริสุทธ์ิโดยการทำ Cross streaking ซ้ำๆ บนวุน YM ยีสต

ที่แยกไดบริสุทธ์ิจะถูกนำไปเลีย้งใน YM broth ที่เสริมดวยกลีเซอรอลรอยละ 10 (v/v) และเก็บรักษาใน

ชองแชแข็งที่ -80˚C และนำตัวอยางมาการหาลำดับดีเอ็นเอ และการระบุยีสตโดยใชเทคนิค PCR พบ

สายพันธุที่มีโอกาสพบมากสูงสุดในน้ำตาลลดของมะพราว ตาลโตนด และตนจาก คือ Saccharomyces 

Cerevisiae รอยละ 76.67, 86.70 และ 100 ตามลำดับ และไมพบความแตกตางที่ชัดเจนในชุมชนยีสต

จากน้ำตาลของปาลมทั ้งสามชนิด รวม 199 ไอโซเลท เชื ้อ Candida sanyaensis 26 สายพันธุ 

Candida tropicalis, Hanseniaspora guilliermondii, Lachancea fermentati, Lachancea 

thermotolerans, Pichia kudriavzevii และ Saccharomyces Cerevisiae ผลิตปริมาณเอทานอล
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สูงตั้งแต 69.57 76.74 g/L ผลการวิจัยพบวายีสตในน้ำตาลของปาลมสามารถมีบทบาทในการหมัก

น้ำตาลตามธรรมชาติ  

 Aline et al. (2006) [50] วิเคราะหทางชีวภาพเพื่อปรับปรุงคุณภาพของน้ำตาลโตนด

จากการว ิ เคราะห สามารถแยกเช ื ้ อ  ไดแก  Acinetobacter, Bordetella, Corynebacterium, 

Enterococcus และ Xanthomonas เชื ้อแบคทีเร ียเหลาน้ี มีฤทธิ ์ต านยาปฏิช ีวนะหลายชนิด  

ซึ่งอาจเปนอันตรายตอสุขภาพของมนุษย และสัตว ดังนั้นจึงเปนสิ่งสำคัญที่ในการผลิตน้ำตาลโตนด

จะตองมีการจัดการคุณภาพหลังการเก็บเกี่ยวของน้ำตาลโตนดอยางดีที่สุด และยังพบจุลินทรีย 8 ชนิด  

ซ ึ ่ งแยกไดจากน ้ำตาลโตนดท ี ่ เก ็บ ไว  ได แก  Alcalogenes, Xanthomonas, Acinetobacter, 

Micrococcus, Corynebacterium, Alteromona Bordetella แล ะ  Enterrococcus. ย ี ส ต  แ ล ะ

จุลินทรียอื่นๆ ไดแก Leuconostoc mesentroides, Leuconostoc dextranicum และ Aerobactor 

arogenes [51] 

  Leong (1953) [52] ศึกษาน้ำตาลเมาที่นำมาจากรานเหลาในแหลงตางๆ ของประเทศ

สิงคโปร พบ เดกโตรสรอยละ 1.94 กรดอะชิติกรอยละ 0.42 ซูโครสรอยละ 1.13 แอลกอฮอลรอยละ 

5.01 และโปรตีนรอยละ 0.22 และยังพบวามีคุณสมบัติและองคประกอบตางๆ ของยีสตทำใหน้ำตาล

เมาเพิ่มคุณคาทางสารอาหาร คือ วิตามินบี 1 เพิ่มข้ึน  

  Faparusi (1974) [53] ศึกษาการเจริญของจุลินทรียในน้ำตาลที่หมักเปนเวลา 7 วัน 

พบวาภายใน 24 ชั ่วโมงแรกของการหมัก จุลินทรียที ่มีบทบาทมากที่ส ุดคือ Lactobacillus sp., 

Leuconostoc sp. และ  Saccharomyces cerevisiae หล ั ง จ าก 48 ช ั ่ ว โม ง  ตรวจสอบพบวา 

Acetobacter sp. และหลังจาก 72 ช่ัวโมง หลังการหมักตรวจพบเช้ือยีสตอีกกลุมหน่ึงซึ่งประกอบดวย 

Pichia sp., Schizosaccharomyces pombe และ Candida mycoderma นอกจากนี้ยังพบเชื้อรา

พวก Aspergillus flavus, Mucor sp. และ Rhizopus sp.  

  Okolie (2013) [54] ศึกษาการหมักไวนปาลมซึ่งเปนเครื่องด่ืมแอลกอฮอลแบบด้ังเดิม

จากตนปาลมของชุมชน Idiaba, Abeokuta, Ogun State, ไนจีเรีย วิเคราะหจากลำดับ 16s rRNA พบ

แบคทีเร ียกรดแลคติกท ี ่สำค ัญ ได แก   Lactobacillus sp, Lactobacillus casei strain zhang, 

Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum, Leuconcostoc 

lactis, Pediococcus parvulus strain Bpe- 299, Acetobacter pomorum, Acetobacter 

pasteurianus, Gluconobacter oxydans, Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacterium 

bacterium, Acidovorax sp, Comamonas sp, Bacillus subtilis แ ล ะ Staphylococcus 

piscifermentans กรดแลคติกที่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกเปนสาเหตุหลักที่ทำใหเกิดสภาวะเปน

กรดในไวนปาลม  
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  Okolie et al. (2013) [54] ศึกษาแบคทีเรียในน้ำตาลเมาจากตนปาลม Elaeis sp. 

และ Raphia sp.ในประเทศไนจีเรีย พบวาแบคทีเรียที ่มักพบมากมี 5 จีนัส คือ Micrococcus, 

Leuconotoc, Streptococcus, Lactobabillus และ Acetobacter โดยเฉพาะในกลุม Lactic acid 

Bacteria และ Gram Negative Bacteria จะสรางกรดทำให pH ของน้ำตาลสดลดลงจาก 7.0 เหลือ

ประมาณ 4.5 เปนตน [55] เชนเดียวกันกับการศึกษาวิจัยของ Leong (1953) [53] ศึกษาแบคทีเรีย 

ในน้ำตาลสดจากปาลม Elaeis guinensis พบแบคทีเรียที่คลายคลึงกัน 
 

  ปราโมทย (2525) [56] ไดศึกษายีสตในน้ำตาลสด น้ำตาลเมา ลูกแปงสุรา และเช้ือสาย

พันธุ ดีที ่คัดเลือกเพื ่อการผลิตแอลกอฮอล พบวาชนิดของยีสตในน้ำตาลสด เชน Candida saka, 

Candida sorbosn, Torulopsis condia, Pichia ohmeri, Saccharomycodes ludwigii แ ล ะ 

Candida sp. สวนน้ำตาลเมาพบ Saccharomycos chevalieri เปนตน ซึ ่งกอนหนาน้ี ปราโมทย 

(2521) [6] ไดรวบรวมขอมูลสายพันธุยีสตที่พบในน้ำตาลสดและน้ำตาลเมาของตางประเทศ (ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.3) 

 

ตารางท่ี 2.3 ชนิดของยีสตที่พบในน้ำตาลสดและน้ำตาลเมาของตางประเทศ 

ชนิดของยีสต ทวีปเอเชีย ทวีปแอฟรกิา 

Saccharomyces carlsbergensis  ลิเบีย 

Saccharomyces cerevisiae อินเดีย กานา, ไนจเีรีย, Gold coast 

Saccharomyces chevalieri ฟลิปปนส, ปากีสถาน คองโก 

Saccharomyces ellipsoideus  คองโก 

Saccharomyces florentinus  ไนจีเรีย 

Saccharomyces laghbi  ลิเบีย 

Saccharomyces pastorianus  คองโก 

Saccharomyces rosei  ไนจีเรีย 

Saccharomyces vafer  ไนจีเรีย 

Schizosaccharomyces pombe ปากีสถาน,ญี่ปุน ลิเบีย, ไนจีเรีย,Gold coast 

Saccharomyces spp. - ไนจีเรีย 

Saccharomyces bailii var. bailii ฟลิปปนส - 

Candida sp. ฟลิปปนส ไนจีเรีย 

 ที่มา: ดัดแปลงจาก ปราโมทย (2521) [6] 
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ตารางท่ี 2.3 ชนิดของยีสตที่พบในน้ำตาลสดและน้ำตาลเมาของตางประเทศ (ตอ) 

ชนิดของยีสต ทวีปเอเชีย ทวีปแอฟรกิา 

Candida krusei - Gold coast 

Candida nycoderma - ไนจีเรีย, Gold coast 

Endomycopsis fibuligera var. 

monospora 
ญี่ปุน - 

Endomycopsis vini - ไนจีเรีย 

Hansenula sp. - Gold coast 

Kloeckera apiculata ญี่ปุน, ฟลปิปนส ไนจีเรีย, Gold coast 

Pichi spp. - ไนจีเรีย 

Pichia vini var. vini ญี่ปุน, ฟลปิปนส  

Pichia farnose ญี่ปุน  

Pichia membranaefaciens ญี่ปุน ไนจีเรีย 

ที่มา: ดัดแปลงจาก ปราโมทย (2521) [6] 

 

  จากการศึกษาชนิดของจุลินทรียในน้ำตาลโตนดสดที่เก็บเกี ่ยวแบบวิธีดั ้งเดิมของ

เกษตรกร จากอำเภอสทิงพระ และอำเภอสิงหนคร จังหวัดสงขลา พบวาตัวอยางน้ำตาลโตนดสดที่ใชไม

เคี่ยมและไมใชไมเคี่ยมเปนวัตถุกันเสียมีปริมาณจุลินทรียเริ่มตนทั้งหมดเทากับ 108 และ 109 cfu/ml 

ตามลำด ับ สำหร ับปร ิมาณโคลิฟอร มพบวา ท ั ้ งในต ัวอย างท ี ่ใช  ไม  เค ี ่ยมและไม ใช  ไม เคี ่ยม 

มีปริมาณสูงถึง 103 cfu/ml [57] 

 

2.5 เมตาจีโนมิกส (Metagenomics) 

 เมตาจีโนมิกส คือ การวิเคราะหจีโนมของจุลินทรียทั้งหมดที่มีในหนึ่งชุมชน (Community)  

โดยคำนิยามนั้นจะแตกตางจาก Genomics ซึ่งเปนการวิเคราะหดีเอ็นเอในจีโนมของเซลลหน่ึงเซลล

หรือสิ ่งมีชีวิตหนึ่งชนิดเทานั้น [58] ในภาษากรีกคำแปลที่เหมาะสมที่ส ุดของคำวา “Meta” ก็คือ 

“เกินกวา” หรือ “เหนือกวา” (หรือคำวา Beyond ใน ภาษาอังกฤษ) ดังนั ้นศัพทคำนี้จึงแปลไดวา  

“การ ศึกษาจีโนมที่เกินกวาหนึ่งจีโนมขึ้นไป” [58] ศัพทคำนี้ไดถูกนำมาใชครั้งแรกในงานตีพิมพเมื่อ  

ปค.ศ.1998 ในงานวิจัยศึกษาจุลินทรียในดินโดยใชการโคลนนิ ่งดีเอ ็นเอที ่สกัดจากตัวอยางจาก

สิ ่งแวดลอมในธรรมชาติ ดวยวิธีแบบสุม [59] ตอมาคำนิยามนี ้ก็ไดเปลี ่ยนแปลงไป โดยไดรวมถึง
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การศึกษาใดๆ ก็ตามที่เปนการวิเคราะหดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตทั้งหมด (ในที่น้ีคือ จุลินทรีย) ในหน่ึงชุมชีพ

ตัวอยางของการวิเคราะห เชน การศึกษาโดยตรงถึงความหลากหลายของลำดับเบสของยีน 16S rRNA  

จากตัวอยางสิ่งแวดลอม ไปจนถึงการสกัด และวิเคราะหดีเอ็นเอจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอมโดยไมตอง

เพาะเช้ือ [60] ทั้งน้ีอาจจะมีขอโตแยงวาถามีการเพาะเลี้ยงเช้ือในตัวอยางๆ หน่ึง กอนเพื่อเปนการเพิ่ม

จำนวนประชากรสิ่งมีชีวิตที่สนใจใหมากขึ้น หรือเพื่อใหสปอรในตัวอยางนั้นๆ แตกออกมากอนแลว 

จึงทำการศึกษาก็อาจจะเรียกวาเปนวิธีเมตาจีโนมิกสไดเชนกัน ดังน้ันคำนิยามดังกลาวจึงควรที่จะมไีว

แบบกวางๆ ไมจำกัดใหเฉพาะลงไปใหมากนัก [58] โดยสรุปแลวคำนิยามที ่ใชในปจจุบันของเมตา 

จีโนมิกสคือการศึกษาดีเอ็นเอทั้งหมดที่สกัดไดจากตัวอยางธรรมชาติซึ่งรวมถึงจีโนมของจุลนิทรียทั้งหมด

ที่มีในหนึ ่งตัวอยางทั ้งนี ้ จุลินทรียที ่อยูในตัวอยางธรรมชาติที ่ศึกษานั ้น สวนใหญเพาะเลี้ยงไมได 

(Unculturable) ดังนั ้นเมตาจีโนมิกส จึงครอบคลุมไปถึงการศึกษาจุลินทรียที่ เพาะเลี ้ยงไมได 

ดวยการสกัดดีเอ็นเอโดยตรงจากสิ่งแวดลอม เริ่มตนในป พ.ศ. 2528 โดย [61] และทีมงานของเขา  

อยางไรก็ตามคำศัพทใหมของ Metagenome เกิดขึ้นในป 1998 โดยนักวิจัยช่ือ Handelsman เมตา 

จีโนมิกส คือการศึกษาจีโนมจากชุมชนจุลนิทรียในสิง่แวดลอม [62] [63] คำศัพทอื่นๆ ของเมตาจีโนมกิส 

ไดแก จีโนมิกสชุมชนจีโนมิกสสิ่งแวดลอมและจีโนมิกสประชากร [64] เมตาจีโนมิกสมีทิศทางใน

การศึกษาแบงออกเปนสองการศึกษาหลัก ไดแก เมตาจีโนมิกสเชิงโครงสราง และเมตาจีโนมิกสเชิง

หนาที่ ขอดีของการศึกษาเมตาจีโนมิกส เชนการตรวจจับแบคทีเรียอารเคียไวรัส และยูคาริโอต จัดทำ

โปรไฟลของสิ่งมีชีวิตที่มีอยูในทุกโดเมน การวิเคราะหจีโนมที่ใชงานได ศึกษาวิวัฒนาการ และการ

ตรวจหาเช้ือโรค เปนตน มีการใชเทคนิค และวิธีการที่นำไปสูเปาหมายคอนขางหลากหลาย และพัฒนา

ไปพรอมๆ กับการศึกษาโดยขัน้ตอนแรกคือการสกัดแยกสารพันธุกรรม (โดยเนน DNA) จากสิ่งมีชีวิต

ทั้งหมดในสิ่งแวดลอมที่สนใจศึกษาโดยตรงซึ่งอาจมาจากดิน น้ำทะเล ตะกอนใตทะเล ปากของมนุษย 

ลำไสของมนุษย เปนตน ปจจุบันยังมีการสกัด RNA หรือโปรตีนทั้งหมดมาศึกษาดวย จากนั้นนำเอา 

DNA ที่ไดไปสรางเปนฐานขอมูลทางพันธุกรรม (Metagenomic library ) โดยการโคลนเขาไปใน

เวคเตอรแลวนำเวคเตอรสงถายเขาไปในเซลลเจาบาน (Host) คัดเลือกโคลนไปศึกษาหาลำดับเบส

เปรียบเทียบกับฐานขอมูล ซึ่งในปจจุบันการใชเทคนิคในการหาลำดับนิวคลีโอไทดใหมๆ สามารถทำได

โดยตรงจากตัวอยาง DNA ที่สกัดโดยไมตองสราง library ซึ่งทำใหรวดเร็วมากย่ิงข้ึนกวาเดิม การศึกษา

จุลินทรียโดยวิธีเมตาจีโนมิกสสามารถแบงตามวัตถุประสงคในการศึกษาได เปน Function based 

metagenomics และ Sequence-based metagenomics ดังภาพที่ 2.10 
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ภาพท่ี 2.10 ข้ันตอนในการศึกษาเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) 

ท่ีมา : โชติมา (2553) [8] 

 

 Function-based Metagenomics มีวัตถุประสงคการศึกษาเพื่อคนหาสิ่งที่จุลินทรียในสังคม

นั้นๆ ผลิตได เชน เอนไซม ยาปฏิชีวนะ หรือผลิตภัณฑใหมที่ไมสามารถแยกไดมากอนจากจุลินทรีย 

ที่สามารถเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการเพื่อนำมาใชในอุตสาหกรรมดานตางๆ ซึ่งอาจทำโดยการสกัด

โปรตีนหรือเมทาบอไลทเพื ่อนำไปศึกษาหรืออาศัยการสราง Library จาก DNA ที่สกัดได แลวนำ 

ไปคัดเลือกหาสารหรือโปรตีนใหมๆ ที่แสดงออกโดยแบคทีเรียที่มีช้ินดีเอ็นเอน้ัน ๆ อยู 

 Sequence –based metagenomics เป นอ ีกแนวทางหนึ ่ งในการศ ึกษาจ ุล ินทร ีย  โดย 

มีวัตถุประสงคการศึกษาเพื่อระบุวากลุมประชากรที่ศึกษาน้ันเปนจลุินทรยีชนิดใดบางโดยการใชยีน 16S 

rRNA ในการวิเคราะหโดยการออกแบบ Primer ที่จำเพาะตอการเพิ่มจำนวนของดีเอ็นเอซึ่งเปนบริเวณ

ที่ใชจำแนก Species ของจุลินทรีย ซึ่งสามารถใชในการศึกษาวิวัฒนาการและความสัมพันธระหวาง

จุลินทรีย ซึ่งจะขึ้นอยูกับความคลายคลึงกันของลำดับเบสของยีนที่สราง 16S rRNA ขั้นตอนการทำ  

(ดังภาพที่ 2.11) [66] 

สกัดดีเอ็นเอ จากกลุม

จุลินทรียที่อาศัยใน

ส่ิงแวดลอมหน่ึง ๆเชน 

จากดิน หรือน้ำ 

Sequence-based metagenomics 

เพื่อหาชนิดของจุลินทรีย และยีนใน

ส่ิงแวดลอม 

Function-based metagenomics 

เพื่อหาผลิตภัณฑใหม เชน วิตามิน สาร

ปฏิชีวนะ เปนตน จากยีนในส่ิงแวดลอม 
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ภาพท่ี 2.11 ข้ันตอนการทำ Sequence –based metagenomic เพื่อศึกษาลำดับเบสของ 16S rRNA 

      และหาความสัมพันธของจุลินทรียในตัวอยางที่ศึกษาโดย Phylogenetic trees  

ท่ีมา : Tringe (2005) [66] 

 

 2.5.1 แนวทางในการศึกษาเมตาจีโนมิกส 

  กระบวนการที่เกี่ยวของกับการศึกษาเมตาจีโนมิกสน้ัน เริ่มต้ังแตการสกัดดีเอ็นเอจาก

ตัวอยางในสิ่งแวดลอมโดยตรง จากน้ันจึงวิเคราะหดีเอ็นเอเหลาน้ันโดยใชแนวทางหลักๆ 3 แนวทาง คือ 

  2.5.1.1 ดีเอ็นเอทั้งหมดที่ไดจะถูกนำไปใชเปน Template เพื่อเพิ่มจำนวนในสวน

ลำด ับเบสของย ีน 16S rRNA หร ือ 18S rRNA ดวยว ิธ ีการ  Polymerase chain reaction (PCR)  

เพื่อศึกษาชนิดจุลินทรียในชุมชีพน้ัน ๆ [67] 

  2.5.1.2 ดีเอ็นเอที่สกัดไดจะถูกนำเขาสูเวคเตอรพาหะที่เหมาะสมและนำเขาสูเซลล 

เจ าบ าน เพื ่อสร างเปน Metagenomic library [59] เพื ่อศึกษาวิเคราะหคุณสมบัติท ี ่น าสนใจ 

ได นับตั้งแตการบงชี ้ลำดับวิวัฒนาการ (Phylogenic marker) เชน การเปรียบเทียบลำดับเบสของ 

ยีน 16S rRNA ยีน recA หรือยีน อื่น ๆ ดวยวิธี Hybridization หรือ Multiplex PCR (Stein, 1996) 

จนไปถึงการคนหาเอนไซมหรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ (Knietsch, 2003) ซึ่งแบงออกไดเปน 

วิธีคัดเลือกโดยอางอิงคุณสมบัติจำเพาะที่ตองการศึกษา (Functionbased) หรือคัดเลือกโดยอางอิง

ลำดับเบสของยีนที่ตองการ (Sequence-based) [68] [69] 
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  2.5.1.3 การวิเคราะหลำดับเบสทั ้งหมดของเมตาจีโนมิกสที ่สกัดมาได ซึ ่งวิธีการน้ี 

ไดกลายเปนเครื่องมือที ่มีประสิทธิภาพสูงในการศึกษาจุลินทรียที ่ไมสามารถเพาะเลี ้ยงได โดยใช

เทคโนโลยีการวิเคราะหลำดับเบสที่พัฒนาข้ึนใหม เชน Pyrosequencing [69] 

 2.5.2 การใชประโยชนเมตาจีโนมิกส 

  Laetitia (2019) [70] ไดใชหลักเมตาจีโนมิกสประกอบ (MAGs) จาก DNA สิ่งแวดลอม

ที ่สกัดจากน้ำพุรอนสองแหงภายในระบบนิเวศภูเขาไฟบนคาบสมุทร Kamchatka ประเทศรัสเซีย 

ทำการศึกษาแยกเช้ือจุลินทรีย ความหลากหลายของจุลนิทรีย รวบรวมจีโนมของแบคทีเรีย และอารเคีย 

โดยใช DNA ที่โคลนยีน 16S rRNA สรุปวาสายวิวัฒนาการประกอบไปดวยจีโนมจุลินทรียที่มีอยู 3,240 

สปชีส 

   Dang (2019) [71] สามารถใชเมตาจีโนมิกสเพื่อระบุสารชีวภาพเพื่อนำมาใชระบุชนิด

พันธุที่มีคุณสมบัติเหมาะสมสำหรับ Biocontrol ของมอสคลับที่พบมากในประเทศนิวซีแลนด ตรวจพบ

โรคในพืชของ Selaginella ที่เปนเนื้อราย ซึ่งอานจากลำดับของ Xanthomonas translucens และ 

Pseudomonas syringae มีความสัมพันธกันกับประชากรของ Selaginella  

  Palme (2017) [72] ศึกษา Metagenomic DNA sequencing ใชเปนเครื ่องมือใน

การศึกษายาปฏิชีวนะความตานทานในสภาพแวดลอมที่แตกตางกันรวมถึง Microbiota ของมนุษย  

  จากการศึกษาของ Agyirifo et al. (2019) [73] ศึกษาชุมชนจุลินทรียของเมล็ดโกโก

ในการหม ักตามธรรมชาต ิใน Amazon biome โดยใช การตรวจหาช ุมชนจ ุล ินทร ีย  โดยว ิ ธี 

Metagenomics โดยใชแพลตฟอรม Illumina HiSeq พบวา ชุมชนจุลินทรียคือ ประกอบดวยกลุมยีสต 

เชน Pichia และCandida กลุ มเชื้อราเสนใย เชน Aspergillus, Penicillium และ Fusarium, กลุม

แบคทีเรียกรดแลคติก เชน Leuconostoc, Lactococcus และ Lactobacillus กลุมแบคทีเรียกรด 

อะซิติก เชน Acetobacter และ Gluconobacter กลุมเอนเทอโรแบคทเีรีย และบาซิลลัส  

  Wu et al. (2017) [74] ทำการศึกษาชุมชนจุลินทรียหลายกลุมที่เกิดข้ึนจากการหมัก

กรดอะซิติกของน้ำสมสายชูแบบดั้งเดิมที่ผลิตจากธัญพืช ใชเทคนิคเมตาจีโนมิกสเพื่อหาถึงเครือขาย 

เมตาบอลิซึมของแหลงกำเนิดจุลินทรียทีม่ีผลตอการสังเคราะหรสชาติของน้ำสมสายชูจากธัญพืชโดย

น้ำสมสายชูที่ใช คือน้ำสมสายชูหอม Zhenjiang จากน้ัน Bora et al. (2016) [75] ทำการศึกษาชุมชน

ของจุลินทรียในการหมักไวนขาว ผานวิธีการ Metagenomics ที่เกี่ยวของกับ Illuminebased วิธีการ

เรียงลำดับจีโนมทั้งหมด การศึกษาความหลากหลายของชุมชนจุลินทรียพบจุลินทรียที่ผลิตอะไมเลส  

เชน Rhizopus delemar, Mucor circinelloides และ Aspergillus sp. จุลินทรียที ่ผลิตเอทานอล 

ได แก   Meyerozyma guilliermondii Wickerhamomyces ciferrii, Saccharomyces cerevisiae, 

Candida glabrata, Debaryomyces hansenii, Ogataea  parapolymorpha แล ะ  Dekkera 
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bruxellensis  แบคทีเรียกรดแลคติกที่เกิดข้ึนบอยที่สุด  Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

brevis, Leuconostoc lactis, Weissella  cibaria, Lactococcus lactis, Weissella para 

mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides, etc. 

  Verce et al. (2019) [76] ไดทำการศึกษาน้ำ Kefir ซึ่งเปนเครื่องดื่มผลไมรสเปรี้ยว 

ที่มีแอลกอฮอล และอัดลมเล็กนอยซึ่งทำโดยการหมักสารละลายซูโครสในน้ำมะเดื่อแหง และเมล็ด 

คีเฟอรน้ำ และจัดลำดับดวยเมตาจีโนมิกส เพื่อตรวจสอบความหลากหลายของสายพันธุจุลินทรียที่มีอยู

สองจุดในระหวางการหมัก kefir โดยละเอียด ทั้งในสุรา Kefir และในเมล็ด Kefir ในน้ำ จากการ

ตรวจสอบพบสายพ ันธ ุ  จ ุ ล ินทร ีย   ค ือ  Lactobacillus harbinensis, Lactobacillus hilgardii, 

Lactobacillus nagelii, Lactobacillus paracasei แล ะ  Lactobacillus ส ายพ ั น ธ ุ  ค ล  า ยกั บ 

Lactobacillus hordeimali มีอยูในน้ำ kefir แลวพบวาตรวจสอบ Bifidobacterium aquikefiri และ

ยีสตสองสายพันธุคือ Saccharomyces cerevisiae และ Dekkera bruxellensis จากการวิเคราะห

เช ิงฟ งก ช ันของชุดข อม ูล Metagenomic ทำให สามารถเช ื ่อมโยงการผลิตกรดแลคติกกรด 

อะซิติกเอทานอลและคารบอนไดออกไซดกับกลุมยอยของสายพันธุจุลินทรียได 

  Hong et al. (2016) [77] นำเครื่องด่ืมแอลกอฮอลทั่วไปในประเทศจนี Chinese Rice 

Wine (CRW) เพื่อตรวจสอบอิทธิพลขององคประกอบของจุลินทรียที่มีตอคุณภาพของ Chinese Rice 

Wine (CRW) และการจัดลำดับสำหรับตัวอยางไวน 110 ตัวอยาง ในยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียและ

เชื้อรา Internal Transcribed Spacer II (ITS2) Bioinformatic การวิเคราะหแสดงใหเห็นวาคุณภาพ

เริ่มตนยีสตและไวนสุดทายมีความสัมพันธกับองคประกอบทางอนุกรมวิธานของเช้ือจุลินทรียซึ่งคนพบ

การเนาเสียของไวนมีผลมาจากการเจริญเติบโตของ Lactobacillus นอกจากนี ้ยังมีการวิเคราะห

ตัวอยางไวนจากตัวอยาง 20 ตัวอยางจำนวน 3 ชุดจากกลุมตัวอยาง 110 ตัวอยาง นำมาวิเคราะห 

Metagenomics ผลการว ิจ ัยพบวาการเน าเส ียของไวน  เก ิดจากการเติบโตอย างรวดเร ็วของ 

Lactobacillus brevis ในชวงแรกของการหมักการวิเคราะหการทำงานของยีนแสดงใหเห็นถึง

ความสำคัญ เชนการสังเคราะหไบโอตินการหมักมอลแลกติกและการผลิตกรดไขมันสายสั้นผลลัพธ

เหลานี้นำไปสูขอสรุปวาการกิจกรรมของจุลินทรียมีผลตอคุณภาพไวนดังนั้นการดูแลจุลินทรียท ี่มี

ประโยชนและการยับย้ังจุลินทรียที่ไมตองการจึงมีความสำคัญสำหรับโรงเบียรแบบใชเครื่องจักร 

  Djeni (2020) [78] ศึกษาไวนปาลมซึ่งเปนเครื่องดื่มแอลกอฮอลแบบดั้งเดิมที่บริโภค

กันมากที่สุดในแอฟริกาตะวันตกมีจุลินทรียและสารเมตาโบไลตที่ซับซอนซึ่งมีบทบาทสำคัญตอคุณภาพ

และมูลคาโดยรวมของผลิตภัณฑ ในการศึกษาในปจจุบันไดใชวิธี Metagenomic และ Metabolomic 

แบบผสมผสานเพื่ออธิบายโครงสรางชุมชนของจุลินทรียและรายละเอียดการเผาผลาญของน้ำหมัก 

จ า ก ป า ล  ม  3 ช น ิ ด  ( Elaeis guineensis, Raphia hookeri, Borassus aethiopum) พ บ ว า

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verce%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30918501


(46) 
 

Lactobacillaceae รอยละ 47, Leuconostocaceae รอยละ 16 และ Acetobacteriaceae รอยละ 

28 เปนแบคทีเรียที ่มีอยูมากที ่สุดและ Saccharomyces cerevisiae รอยละ 87 ซึ ่งเปนยีสตที่เดน 

ในเครื่องด่ืมเหลาน้ี  
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บทท่ี 3 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลกิ (Phenolic compounds)  

─ Spectrophotometer (ย่ีหอ Metertech รุน SP-830 plus) 

─ Parafilm 

─ หลอดทดลอง 

─ กระดาษกรอง 0.45 ไมครอน 

─ ขวดสีชา 

─ ขวดปรับปริมาตร 

─ เครื่องหมุนเหว่ียง (Centrifuge) (ย่ีหอ Hettich รุน EBA 20) 

─ ไมโครปเปต (Micropipette) (ย่ีหอ Onilab รุน MicroPette plus) 

 3.1.2 วิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (Kjeldahl Method) 

─ ขวดปรับปริมาตร 

─ เครื่องช่ังอยางละเอียด ทศนิยม 4 ตำแหนง 5 

─ ขวดยอยโปรตีน Kjeldahl Flask 

─ เครื่องกลั่น 

─ ขวดรูปชมพู 

─ บิวเรตต 

─ ขาต้ัง และตัวจับบิวเรตต 

 3.1.3 วิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด   

─ ไมโครปเปต (Micropipette) (ย่ีหอ Onilab รุน MicroPette plus) 

─ หลอดทดลอง 

─ Spectrophotometer (ย่ีหอ Metertech รุน SP-830 plus) 

─ น้ำกลั่น 
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3.1.4 วิเคราะหหาปรมิาณโปรตีน (Kjeldahl Method)  

─ ขวดแกววิเคราะหโปรตีน (Kjeldahl Apparatus)  

─ เครื่องยอย (Digestion Apparatus) (ย่ีหอ Buchi รุน K-350) 

─ เครื่องกลั่น (Distallation) (ย่ีหอ Buchi รุน K-350) 

─ ขาต้ังและบิวเรตสาหรบัไทเทรตสารละลาย  

─ ขวดรูปชมพูขนาด (Erlenmeyer flask) 250 มิลลิลิตร  

─ กระบอกตวงขนาด 25, 100 และ 300 มิลลลิิตร  

─ น้ำกลั่น  

─ บีกเกอร  

─ Glass bead or boiling chip  

─ เครื่องช่ัง 2 ตำแหนง 

 3.1.5 วิเคราะหการหมกัน้ำตาลโตนดแบบธรรมชาติ (Spontaneous) 

─ เครื่องรีแฟรกโตมเิตอร (Atago type n-1) 

─ ไมโครปเปต (Micropipette) (ย่ีหอ Onilab รุน MicroPette plus) 

─ จานเพาะเช้ือ 

─ หลอดทดลอง 

─ ขวดฝาเกลียว (Blue cap bottle) 

─ ลูป (Loop) 

─ pH Meter 

─ ไมมะเกลือ (ตำบลหวยกรด อำเภอสรรคบรุี จังหวัดชัยนาท) 

─ น้ำตาลโตนดสด (ตำบลหวยกรด อำเภอสรรคบุรี จังหวัดชัยนาท) 

─ ไมพะยอม (ตำบลหวยกรด อำเภอสรรคบุรี จังหวัดชัยนาท) 

─ ไมเค่ียม (อำเภอบานนาสาร จังหวัดสุราษฎรธานี) 

─ เครื่องเขยาสาร (Vortex Mixer) (ย่ีหอ VELP รุน ZX3) 

 3.1.6 วิเคราะหจลุินทรียโดยเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) 

─ ไมโครปเปต (Micropipette) (ย่ีหอ Onilab รุน MicroPette plus) 

─ เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge) (ย่ีหอ Hettich รุน EBA 20) 
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─ หลอดไมโครเซ็นติฟวก 

─ กระดาษกรอง ขนาด 0.45 ไมคอน 

3.2 สารเคมี 

 3.2.1 วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลกิ (Phenolic compounds)  

─ Folin-Ciocalteau reagent (ภาคผนวก ก) 

─ โซเดียมไบคารบอเนต (Na2 CO3)   

─ เอทานอลบริสทุธิ( Absolute ethanol) 99.9% 

─ กรดแกลลิก (Gallic acid monohydrate) จากบริษัท Sigma-Aldrich 

 3.2.2 วิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (Kjeldahl Method) 

─ กรดบอริก (H3BO3) 

─ คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 .5H2O) 

─ เอทลิ แอลกอฮอล 90 - 95% (C2H5OH) 

─ กรดไฮโดรคลอริก 36 -38% (HCl) 

─ Methyl red 

─ Methylene blue 

─ โพแทสเซยีม ซลัเฟต (K2SO4) 

─ กรดซาลิไซลกิ (C6H4 (OH). COOH) 

─ โซเดียมคารบอเนต (Anhydrous Na2CO3) 

─ โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  

─ โซเดียมไทโอซลัเฟต (Na2S2O3 .5H2O) 

─ กรดซลัฟูรกิ 93 - 98% (H2SO4) 

─ ซิงคคลอไรด (Zn) 

─ สารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก (HCl) 1 นอรมอล 

3.2.3 วิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด   

─ โซเดียมไนไตรท (NaNO2) 

─ เควอวิทีน (Quercetin) 

─ เมทานอล (CH3OH) 
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─ อลูมเินียมไนเตรต (Al (NO3)3 

─ โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 

 3.2.4 วิเคราะหหาปรมิาณโปรตีน (Kjeldahl Method) 

─ กรดซลัฟวริก (H2SO4) 

─ คอปเปอรซัลเฟต (CuSo4) 

─ โซเดียมซัลเฟต (NaSo4) 

─ กรดไฮโดรคลอริก เขมขน 0.1 N (HCl) 

─ โพแทสเซยีม ซลัเฟต (K2SO4) 

─ โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  

─ กรดบอริก 

─ เมทลิออเรนจ 

─ Bromocresol green  

─ เอทานอล (C2H5OH) 

 3.2.5 วิเคราะหการหมกัน้ำตาลโตนดแบบธรรมชาติ (Spontaneous) 

─ Cycloheximide 

─ Rose Bengal Chloramphenicol agar 

─ Plate Count Agar (PCA) 

─ Peptone 

 3.2.4 วิเคราะหจลุินทรียโดยเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) 

  3.2.4.1 สารเคมทีี่ใชในการสกัด DNA  

─ Lysis buffer (Teis-HCI,NaCi,EDTA,SDS) 

─ Protenase K 

─ RNase A 

─ โซเดียมอะซเิตท (Sodium citrate) 

─ โซเดียมคลอไรด (NaCI) 

─ Phenol: Chlorofrm: Isoamyl Alcohol 

─ Sodium Acetete 

─ Ethanol 
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─ Isopropanol 

─ Absolute ethanol 

─ SE buffer 

  3.2.4.2 สารเคมทีี่ใชในการทำ PCR 

─ Tap DNA polymerase 

─ dNTP (dATP dTTP cTP gTP) 

─ DNA Sample 

─ แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 

─ TE buffer 

─ Buffer A  

─ Primer      

  3.2.4.3 สารเคมทีี่ใชการทำ Gel Electrophoresis 

─ Agarose gel 

─ Loading buffer 

─ Ethidium bromide 

─ TBE buffer 

   

3.3 วิธีการทดลอง 

3.3.1 วิเคราะหคุณสมบัติบางประการของมะเกลือ พะยอม และเค่ียม  

  3.3.1.1 การเตรียมตัวอยางพืช 

  นำตัวอยางมะเกลือสด มะเกลือยาง พะยอม และเคี่ยม ทำการบดละเอียด 100 กรัม 

ตอน้ำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร ใสบีกเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร สกัดดวยวิธีการแช (Soaking extraction) 

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน และกรองผานกระดาษกรอง 1 มิลลิลิตรใสลงในขวดสีชา เพื่อนำไป

วิเคราะหตอไป [79] 

3.3.1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิก  

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลกิ เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลกิเขมขน 

1000 มิลลิกรัม/ลิตร ชั ่งกรดแกลลิก 0.025 กรัม ละลายในเอทานอลบริสุทธและปรับปริมาตรให 

เปน 25 มิลลิลิตรในขวดปรับ ปริมาตรจากนั ้นนำสารละลายมาตรฐาน กรดแกลลิกเขมขน 1000 
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มิลลิกรัม/ลิตร มาเจือจางดวยเอทานอลบริสุทธใหมีความเขมขนเปน 0, 50, 100 และ 150 มิลลกิรัม/

ลิตร แลวนำไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื ่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 765 นาโน

เมตร (A765) [79] 

   วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลกิ (Phenolic compounds)  

   วิเคราะหตามวิธีการทดลองของ AOAC (1995) [80] นำตัวอยางบดอยาง

หยาบ 100 กรัม แชลงในน้ำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร แชไวเปนเวลา 3 วัน จากน้ันนำตัวอยางที่ได จำนวน 

1 มิลลิลิตร ถาสารละลายขุนนำไปปนเหว่ียงและนำสวนใสมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในขวดส ีเติมสารละลาย 

10% Folin - Ciocalteu Reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไว 5 นาที จากน้ันเติมโซเดียมคารบอเนต 

(Na2 CO3 ) รอยละ 7.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาให สารละลายผสมกัน และต้ังไวในที่มืด เปนเวลา 30 

นาที (ถาสารละลายขุ นนำไปป นเหวี ่ยงและนำเอา สารละลายใสมาวิเคราะห) เมื ่อเกิดปฏิกิร ิยา

สารละลาย จะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสน้ีำเงิน แลวนำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นา

โนเมตร (A765) ดวยเครื ่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรโดยทดลอง 3 ซ้ำ จากนั ้นนำไปคำนวณหาปริมาณ

สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดดังสมการที่ 3.1 จากกราฟมาตรฐานปริมาณกรดแกลลิก ในชวง 20 – 100 

ไมโครกรัม 

 

การคำนวณปริมาณสารฟนอลิกในตัวอยางสารสกัด 

 mg GAE/g DW =�OD765 - 0.0064

slope
� dilotion × volume

1000 × W
                              (3.1) 

  

  W คือ น้ำหนักของตัวอยาง (g)  

 Slope คือความชันที่ไดจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 

 Volume คือปริมาตรของสารสกัดทั้งหมด (ml)  

 Dilution คือคาการเจือจางตัวอยางกอนนำมาวิเคราะห 

 

  3.3.1.3 วิเคราะหไนโตรเจน (Kjeldahl Methood)  

    การเตรียมรเีอเจนต (Reagent)  

                     วิเคราะหตามวิธีการทดลองของ AOAC (1995) [80] สารละลายกรดบอริก

รอยละ 4 ชั่งกรดบอริก จำนวน 40 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 2000 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่นปริมาณ 500 

มิลลิลิตร นำไปตมจนละลายหมด เติมน้ำกลั่นใหไดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร คนใหเขากันแลวต้ังทิ้งไวให

เย็นลง สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 50 ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซดจำนวน 500 กรัม ใสบีกเกอร
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ขนาด 2000 มิลลิลิตร ที่มีน้ำกลั่นอยู 800 มิลลิลิตร โดยทำการละลายในตูดูดควัน เติมน้ำกลั่นใหได

ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร คน ใหเขากัน (หมายเหตุ เตรียมใหมีความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดร

อกไซดมากเกินพอ) สารละลาย Mixed indicator ชั่งเมทธิลเรด จำนวน 0.20 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 

200 มิลลิลิตร เติมเอทานอลรอยละ 90 - 95 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร คนใหเขากัน ชั ่งเมทธิลินบลู 

จำนวน 0.10 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 200 มิลลิลิตร เติมเอทานอลรอยละ 90 – 95 ปริมาณ 100 

มิลลิลิตร คนใหเขากัน นำสารละลายขอ Mixed indicator มาเทรวมกัน คนใหเขากัน Mixed catalyst 

ผสมคอปเปอรซัลเฟต และโพแทสเซียมซัลเฟต ในอัตราสวน 1 : 9 โดยน้ำหนัก 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  

                               สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.2 นอรมอล นำกรดไฮโดรคลอริก 

รอยละ 36 - 38 จำนวน 86 มิลลิลิตร หรือสารละลายมาตรฐานกรด ไฮโดรคลอริก 1 นอรมอล จำนวน 

1000 มิลลิลิตร (1 Ampoule for 1000 ml) ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5000 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยน้ำกลั่น เขยาใหเขากัน การหาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก  

0.2 นอรมอล (Standardization) ชั่งโซเดียมคารบอเนต ที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง จำนวน 0.2 กรัม ใส Erlenmeyer flask ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่นปริมาณ 

100 มิลลิลิตร หยดสารละลาย Mixed indicator 2 – 3 หยด จะได สารละลายสีเขียวออน นำไป 

ไตเตรทกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.2 นอรมอล จนถึงจุดยุติจะไดสารละลายสีชมพูมวง 

บันทึกผล คำนวณหาความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก [80] ดังสมการที่ 3.2 

 

N (HCl) = 
52.99 × ปริมาตร HCl (ml)

Wt. Na CO (g) × 1000
                                          (3.2) 

 

52.99 = สมมูลของ Na2CO3 

3.3.1.4 วิธีวิเคราะหไนโตรเจน (Nitrogen) 

                      วิเคราะหตามวิธีการทดลองของ AOAC (1995) [80] ตัวอยางจำนวน 0.3xxx 

- 0.5xxx มิลลิลิตร ใส Kjeldahl flask ขนาด 800 มิลลิลิตร เติมกรดซาลิไซลิก จำนวน 2 กรัม เติม

กรดซัลฟรูิกรอยละ 93 - 98 ปริมาณ 40 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ต้ังทิ้งไวเปนเวลาอยางนอย 30 นาที 

และโซเดียมไธโอซัลเฟต จำนวน 5 กรัม นำไปต้ังบนเตาสำหรับยอยตัวอยาง ทำการยอยตัวอยางโดยใช

ไฟปานกลาง จนกระทั่งไดสารละลายสีน้ำตาล ปดไฟ และต้ังทิ้งไวใหเย็น เติม Mixed catalyst จำนวน 
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10 กรัม และทำการยอยอีกครั้งจนไดสารละลายสีเขียวใส ปดไฟทิ้ง ไวใหเย็น เติมสารละลายกรดบอริก

รอยละ 4 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร และสารละลาย Mixed indicator ปริมาณ 4 - 5 หยด ทำการกลั่นจน

ไดปริมาตรของสารละลายใน Erlenmeyer flask ปริมาณ 350 มิลลิลิตร นำสารละลายที่ไดไปไตเตรท

กับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.2 นอรมอล บันทึกผล วิเคราะหแบลงค (Blank) โดยไมใส

ตัวอยางทำการวิเคราะหเชนเดียวกับตัวอยาง คำนวณหาปริมาณไนโตรเจนดังสมการที่ 3.3  

 

คำนวณ %Total N = 
N(HCl) × {ml(HCL) - ml(blank)} × 14.0067 × 100

Wt. of sample (g) × 1000
             (3.3) 

   

14.0067 = น้ำหนักอะตอมของไนโตรเจน 
 

  3.3.1.5 วิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด   

   สรางกราฟมาตรฐาน Quercetin โดยวิธี Aluminium nitrate colorimetric 

method โดยปเปตโซเดียมไนไตรทรอยละ 5 ปริมาณ 0.15 มิลลิลิตร ลงในสารละลายเควอวิทีน 

(Quercetin) ในเมทานอล 2 มิลลิลิตร เจือจางดวยน้ำกลั่น 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 6 นาที เติมอลูมิเนยีม

ไนเตรตรอยละ 10 ปริมาณ 0.15 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 6 นาที จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร 

ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ตั ้งทิ ้งไว 12 นาที นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 510 นาโนเมตร หาปริมาณ 

ฟลาโวนอยดทั้งหมดในสารสกัดหยาบดวยวิธีเชนเดียวกับสารมาตรฐานเควอวิทีน (Quercetin) หา

ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด ดวยวิธีเชนเดียวกับสารมาตรฐาน Quercetin โดยปเปตตัวอยาง 20 - 100 

[81] 

  3.3.1.6 วิเคราะหหาปริมาณโปรตีน (Kjeldahl Method)   

   วิเคราะหตามวิธีการทดลองของ AOAC (1995) [80] 

   1.ชั่งตัวอยาง 2 - 5 กรัม (ควรมีโปรตีนประมาณ 5 กรัม) ใสลงใน Kjeldalh 

flask เติม Mixed catalyst: CuSO4 0.1 กรัม, NaSO4 2 กรัม และ conc.H2SO4 25 กรัม (สารผสม

ระหวาง คอปเปอรซัลเฟต: โพแทสเซียม ซัลเฟต อัตราสวน 1:10) นำไปยอยบน Heating mantle โดย

ใหความรอนออนๆ จนกระทั่งหมดฟอง แลวคอยเพิ่มความรอนอุณหภูมิ 400 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง

สารละลายใส ทิ้งไวใหเย็น  

   2. เติมน้ำกลั่นลงในหลอดยอย 10 - 15 มิลลิลิตร นำหลอดยอยมาตอเขากับ

เครื่องกลั่น  
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   3. เติมโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 40 ปริมาณ 40 - 50 มิลลิลิตร (เขมขนรอย

ละ 40 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในน้ำกลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร) 

   4. นำ Receiving flask ที่มีกรดบอริกรอยละ 4 (เตรียมโดยตมน้ำกลั ่น 50 

มิลลิลิตรใหรอน แลวใสผงกรดบอริกลงไป 4.0 กรัม ตมจนละลายหมดทิ้งไวจนสารละลายเย็นลงแลว 

จึงเติมน้ำ) อยู 20 - 25 มิลล ิล ิตร และเติม Indicator (Mixed indicator: Methylred 0.1 กรัม: 

Bromocresol green 0.1 กรัม ในเอทานอล 100 มิลลิลติร) เรียบรอยแลวมารองรับสารละลายที่กลั่น

ได  

   5. กลั่นจนไดสารละลายประมาณ 25 มิลลิลิตร  

   6. ไทเทรตสารละลายที ่กล ั ่นไดด วย 0.1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก 

จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวงอมชมพู  

   7. ทำ Blank ตามขอ 1-7 โดยไมตองใสตัวอยาง  

   8. คำนวณหาปริมาณโปรตีนดังสมการที่ 3.4 

 การวิเคราะหโปรตีนโดยวิธนีี้ ควรทำตัวอยางไวตรวจสอบ เรียกวา Blank (โดยใสสารเคมแีละ

ข้ันตอนการวิเคราะหเชนเดียวกับตัวอยาง)  

  การคำนวณปริมาณโปรตีน (รอยละ) = 
(A - B) × N × 1.4 × F

Wt.
                   (3.4) 

 

 A คือปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร)  

 B คือปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับ blank (มิลลิลิตร)  

 Wt คือน้ำหนักของตัวอยาง  

 N คือความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก (N)  

 F คือคาแฟคเตอร (Conversion factor เทากับ 5.95)  

 

 3.3.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียระหวางหมักน้ำตาลโตนด 

  3.3.2.1 การหมักน้ำตาลโตนดแบบธรรมชาติ 

  นำน้ำตาลสดที่เก็บจากตนตาลจากแหลงเก็บเกี่ยวที ่ตำบลหวยกรด อำเภอสรรคบรุี 

จังหวัดชัยนาท ใสกระบอกโดยไมใสไมพะยอมตามที่เคยปฏิบัติ นำน้ำตาลสด 500 มิลลิลิตร บรรจุ 

ในขวดฝาเกลียว (Blue cap bottle) ขนาด 1,000 มิลลิลิตร แบงเปน 5 สิ่งทดลอง เติมไมชนิดตางๆ 

100 กรัม ดังน้ี  
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สิ่งทดลองที่ 1 น้ำตาลโตนด (สิ่งทดลองควบคุม) 

สิ่งทดลองที่ 2 น้ำตาลโตนด และพะยอม  

สิ่งทดลองที่ 3 น้ำตาลโตนด และมะเกลือสด  

สิ่งทดลองที่ 4 น้ำตาลโตนด และมะเกลือยาง (ยางมะไมเกลอืดวยไฟออนใหผิวไหมมะเกลอืมผีิว

สีน้ำตาลออน)  

สิ่งทดลองที่ 5 น้ำตาลโตนด และเค่ียม  

     หมักที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เก็บตัวอยางทุกวัน เพื ่อนำไป

วิเคราะหในข้ันตอนตอไป  

3.3.2.2 วิเคราะหจุลินทรียระหวางการหมักดวยวิธีเพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 วิเคราะหการเจริญของยีสตและแบคทีเรียในระหวางการหมักดวยวิธี Spread Plate 

นำตัวอยางที่อยูระหวางการหมักทำการเจือจางดวยเปปโตน (Peptone) รอยละ 0.1 ใหมีปริมาณความ

เขมขน (101- 107 cfu/ml) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร Dichloran Rose Bengal 

Chloramphenicol Agar (DRBC Agar) ที ่ม ีสาร Chloramphenicol สามารถยับยั ้งการเจริญของ

แบคทีเรีย และ Dichloran จำกัดขนาดสปอรราได ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารเลีย้ง

เชื้อดวยวิธี Spread Plate บมเชื้อที่อุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวปเปต

ตัวอยางที ่ระดับเจือจางตางๆ ลงบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Plate Count Agar (PCA) ที่เติมสารละลาย 

Cycloheximide รอยละ 0.01 เพื่อยับยั้งการเจริญของยีสต [82] ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยใหทั่ว

ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ ดวยวิธี Spread Plate บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนับ

เฉพาะจานที่มีจำนวนโคโลนีระหวาง 30 – 300 โคโลนีรายงานผลมีหนวยเปน Log cfu/ml บมเชื้อที่

อุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนำไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เพื่อนำไประบุสปชีสของจุลินทรียตอไป [83] 

3.3.2.3 ระบุเชื ้อจ ุล ินทร ีย โดยการนำเช ื ้อจ ุล ินทร ีย ท ี ่แยกจนบริส ุทธ ิ ์  (Pure Culture)  

ที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกัน ไดแก สี ขนาด ความมันวาว และลักษณะของเซลลภายใตกลองจลุทรรศน 

นำโคโลนีที่คัดเลือกไดไปวิเคราะหดวยวิธีการทางชีวโมเลกุลที ่สามารถระบุชนิดของจุลินทรียไดถึง

ระดับสปชีส ไดแก หาลำดับนิวคลีโอไทดของ 26S rRNA gene เพื ่อระบุชนิดของยีสตหาลำดับ 

นิวคลีโอไทดของ ITS rRNA region เพื ่อระบุชนิดของรา และหาลำดับนิวคลีโอไทดของ 16S rRNA 

gene เพื่อระบุชนิดแบคทีเรีย สงวิเคราะหทีศู่นยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติจากน้ัน

นำลำดับนิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม 
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Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ศึกษา

ความคลายคลึงระหวางกลุมของสายดีเอ็นเอต้ังแต สองสายข้ึนไป (Multiple Sequence Alignment) 

และสรางแผนภูมิตนไม (Phylogenetic Tree) ดวยวิธี Neighbor - joining Method ดวยโปรแกรม 

MEGA 11 โดยมีคา Bootstrap จำนวน 1,000 ซ้ำ [7] 

3.3.2.4 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงทางเคม ี

 นำตัวอยางในข้ันตอนที่ 3.3.2.1 นำมาวัดความเปนเปนกรด-ดาง และปริมาณของแข็ง

ละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS, ºBrix) ดวยเครื ่องรีแฟรกโตมิเตอร หลังจากการหมักวิเคราะหปริมาณ

แอลกอฮอลดวยเครื่อง Gas Chromatography (GC) (ตารางผนวกที่ ก.1) 

3.3.2.5 การประเมินทางประสาทสัมผัส 

  การประเมินทางประสาทสัมผัสโดยใหคะแนนความชอบโดยใชผูทดสอบจำนวน 30 

คน โดยการทดสอบดานกลิ่นใหคะแนนความชอบแตละตัวอยางแบบมีทิศทางการใหคะแนนความ

แตกตางไปทางมากกวาหรือนอยกวาโดยใหคะแนน 1-5 ระดับ (5 = ชอบมากที่สุด 4 = ชอบมาก 3 = 

ชอบปานกลาง 2 = ชอบนอย 1 = ชอบนอยที่สุด) วิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s 

New Multiple Range Test; DMRT [83] 

3.3.2.6 การวิเคราะหจุลินทรียระหวางการหมกัดวยเมตาจิโนมิกส  

  เมตาจีโนมิกสเปนวิธีการที่ใชในการศึกษาวิเคราะหจโีนมของจุลินทรียทั้งหมดที่มใีน

หนึ่งชุมชีพ (Community) หรือในตัวอยางธรรมชาติ โดยวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางที่ตองการ

ศึกษาโดยตรง โดยไมตองทำการเพาะเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย เก็บตัวอยางน้ำตาลโตนดหลังการหมัก วันที่ 3 

เก็บใสหลอดเซน็ตริฟวกนำไปเขาเครือ่งปนเหว่ียง (Centrifuge) จนไดตะกอนจุลินทรียรวม 15 กรัม เพื่อ

ใชการเตรียมสกัด DNA ตอไป 

  การสกัดดีเอ็นเอ  

  การสกัดดีเอ็นเอ ดัดแปลงมาจาก Nazir (2016) [63] นำตัวอยางมา 1 มิลลิลิตร ใสใน

หลอดเซนตริฟวสขนาด 1.5 มิลลิลิตรที ่มี Lysis buffer 1.2 มิลลิลิตร จากนั ้นบมที ่อุณหภูมิหอง  

15 นาที นำไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ นาน 15 นาที ดูดสารละลายใสใสในหลอดใหม เติม RNase  

10 ไมโครลิตร บมไว 1 ช่ัวโมงที่อุณภูมิหอง เติมสารฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮออล (25 

: 14 : 1) 600 ไมโครลิตร ผสมเปนเนื ้อดวยกัน นำไปป นเหวี ่ยงที ่ 12,000 รอบนาน 15 นาที ดูด

สารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม ทำการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมโซเดียมอะซิเตทเขมขน 3 โมลาร 

pH 5.2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเอทานอลความเขมขน 100% ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บไวใน
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อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที นำไปปนเหว่ียง 12,000 รอบ เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ำ

ทิ ้ง ลางตะกอนดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 70 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นำไปป นเหวี่ยงที่ 

12,000 รอบ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้ง คว่ำหลอดบนกระดาษทิชชูและ

ซับใหแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส นำมาตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยวิธี Gel Electrophoresis  

  Gel Electrophoresis 

  นำดีเอ็นเอตัวอยางจำนวน 5 ไมโครลิตร ใสลงชองใสตัวอยางของแผนเจล (1% 

Agarose gel) ที่วางบนบล็อกรันเจล ที่มี TBE Buffer 0.5X ภาพใตกระแสไฟฟา 100 v เปนเวลา 60 

นาทีแลว นำแผน Agarose gel มายอมดวย Ethidium bromide นาน 15 นาทีและ ตรวจแถบ 

ดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ถายภาพดวย Gel documentation และเปรียบเทียบขนาดของจโีน

มสารที่สกัดได [85] 

  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR)  

  นำดีเอ็นเอตัวอยาง มาเพิ่มปริมาณโดยใชไพรเมอรแบบสุม เพื่อนำมาวิเคราะหความ

หลากหลายดวยเทคนิค PCR ตามวิธีการของ [85] โดยทำปฏิกิริยาปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบ 

ดวย 10 mM Tris-HCL pH8.3, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2 , 100µm (dNTP dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP), 0.4 µm Primer, 50 ng/µl Genomic DNA ของย ีสต  ถ ูกขยายด วยไพรเมอร 338F (5′-

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 ′) และ 806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′) [86] และสวน 

ITS1 ของ เช้ือราถูกขยายดวยไพรเมอรฟอรเวิรส ITS1F (5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3 ′) และ

ไพรเมอรรีเวิรส ITS1R (5′GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′) [87] D1/D2 บนยีน 26S rDNA ขยายไพร

เมอร  NL-1 (5’- GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) และ  NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC 

AAG ACG G-3’) [88] และ 0.1 unit Taq DNA มาทำปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง

ควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycle) PTC [85] เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยมี PCR Profile คือ  

1. Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จํานวน 1 รอบ 

2. Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสนาน 10 วินาที จำนวน 40 รอบ 

3. Annealing ทีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที จำนวน 40 รอบ 

4. Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที จำนวน 40 รอบ 

5. Final extention ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จำนวน 1 รอบ 40 
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นำผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไปแยกแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิค Eletrophoresis โดยใชรอยละ 1.2 Agarose 

gel ใน 0.5x TBE buffer โดยแบงผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมา 6 ไมโครลิตร ผสมกับ Loading dye 2 

ไมโครลิตร เมื ่อไดสารสกัดของดีเอ็นเอจึงนำเขาสู ขั ้นตอนวิธีการเมตาจีโนมิกสเปนวิธีการที ่ใชใน

การศึกษาวิเคราะหจีโนมของจุลินทรียทั้งหมด 

  ตัวอยาง DNA ที่ผานการสกัด ทำใหบริสุทธ์ิดวยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสจากนั้นสวนที่ย่ืน

ออกมาของช ิ ้นส  วนด ี เอ ็นเอจะถ ูกแปลงเป นปลายใช  T4 DNA polymerase, Klenow DNA 

Polymerase และ T4 Polynucleotide Kinase หลังจากเพิ่มฐาน 'A' ที่ปลาย 3 ' ของช้ินสวนดีเอ็นเอ

แลวนำไปทำการเปรียบเทียบในฐานขอมูล 

  การวิเคราะหอนุกรมวิธานโดยใชการอานลำดับ Metagenomic ทัง้หมด 

   ในการวิจัยครั้งน้ีศึกษาเฉพาะเมตาจีโนมิกสของยีสต และราชวงยีนที่ใชในการ

วิเคราะหจากลำดับยีน ITS ซึ่งเก็บตัวอยางน้ำตาลเมาหลังการหมัก วันที่ 3 สงวิเคราะหที่ Technical 

Application Specialist for Next Generation Sequencing and Gene Art Gibthai Co., Ltd. เพื่อ

ใชการเตรียมสกัด DNA และ Bioinformatics analysis การอานลำดับเบส จัดทำโปรไฟลอนุกรมวิธาน

ที่หลากหลาย ไดแก BLAST อัลกอริทึม BLAST blastn ถูกใชเพื่อจัดเรียงลำดับ  

 

3.4 สถานที่ในการดำเนินการวิจัย 

 หองปฏิบัติการ อาคารเฉลิมพระเกียรติ สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะ

เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 

 อาคารปฏิบัติวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการ

อาหาร คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 

3.5 ระยะเวลาที่ทำการวิจัย 

 เริ่มต้ังแต กุมภาพันธ 2563 ถึง มีนาคม 2565  
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณผล 

 

4.1 การวิเคราะหคุณสมบัติบางประการของมะเกลือ พะยอม และเคี่ยม 

จากการวิเคราะหปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด และปริมาณฟลาโวนอยดของมะเกลือ พะยอม 

และ เคี่ยมไดแสดงผลดังตารางที่ 4.1 พบวา มะเกลือยาง มะเกลือสด พะยอม และเคี่ยมมปีริมาณสาร 

ฟนอลิกทั้งหมด 130.507, 50.479, 288.735 และ 282.607 mg GAE/g ตามลำดับ จากผลดังกลาวจะ

เห็นวาพะยอม และเคี่ยมมีสารฟนอลิกสูงที่สุด แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ และรองลงมาคือ 

มะเกลือยาง และมะเกลือสดมีปริมาณนอยที ่สุด และจะเห็นไดวามะเกลือสดนอยกวามะเกลือยาง

เน่ืองจากความช้ืนที่ลดลงทำใหปริมาณตางๆ เพิ่มข้ึน สวนปริมาณฟลาโวนอยด พบวา เค่ียมมี 45.847 

mg QE/g พะยอม 40.941 mg QE/g มะเกลือสด 35.529 mg QE/g และมะเกลือยาง 32.391 mg 

QE/g ตามลำดับ ปริมาณฟลาโวนอยดของเคี่ยมและพะยอมมีปริมาณใกลเคียงกันไมแตกตางอยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ และมะเกลือมีปริมาณฟลาโวนอยดนอยที่สุด พบวา พะยอม และเคี่ยมมีปริมาณ 

ฟนอลิกและฟลาโวนอยดมากที่สุดเปนการยืนยันการที่ใชไมพะยอม และเค่ียมใสในการเก็บเกี่ยวน้ำตาล

โตนดเพื่อยับยั้งแบคทีเรียเนื่องจากมสีารฟนอลิก ทั้งนี้อารี [1] พบวาสารสกัดไมพะยอมยังมีผลในการ

ยับยั ้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดที ่เปนสาเหตุใหเกิดความเปนพิษในอาหาร เชน 

Bacillus cereus, B. subtilis และ Staphylococcus aureus การยับย้ังมีผลมาจากแทนนินในไม และ

จากการศึกษาของปุณณานี (2554) [28] ไดทำการศึกษาปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมดจากใบเคี่ยมมี

ปริมาณฟนอลิกทั ้งหมดสูงสุดคือ 158.14 mg จากปริมาณฟนอลิกทั ้งหมด ซึ ่งจากรายงานปริมาณ 

ฟนอลิกที ่ส ูงสามารถยับยั ้งเชื ้อกอโรคไดแก Escherichia coli, Staphylococcu aureus, Listeria 

monocytogenes, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium แ ล ะ  Vibrio cholera แ ล ะ

การศึกษาของ Suchanuch และ Punnanee (2012) [29] ทำการศึกษาสารกลุมฟนอลิก และแทนนิน 

ที่สกัดไดจากสวนของลำตน และใบเค่ียมซึ่งมีผลยับย้ังเช้ือกอโรคที่เกิดจากแบคทีเรยีหลายชนิดไดอยางมี

ประสิทธิภาพ นอกจากนั ้นในไมมะเกลือมีงานวิจัยพบวา มะเกลือมีสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพคือ 

Anthelmintic และศึกษาสารเคมี จากผลของมะเกลือ พบสารประกอบทางทางเคมี เชน Lupeol, A-

amyrine, B-sitosterol, Diospyrol, 1, 8 dihydroxynapthalene, 8-dihydroxy-2-acetyl-3-methyl 

และ Naphthalene [15] นอกจากสารเหลานี้ยังพบสารกลุมฟลาโวนอยด แทนนิน และ สารประกอบ
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ซาโปนิน Matsuda et al., (2009) [23] ไดอางไววาไมพะยอมน้ันจะใหน้ำฝาดพบชนิด Pyrogallol และ 

Catechol ซึ่งสารทั้งสองชนิดคือแทนนินน่ันเอง แทนนินน้ันมีความสามารถในการตกตะกอนโปรตีนได 

 

ตารางท่ี 4.1 ปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด และฟลาโวนอยดของมะเกลอื พะยอม เค่ียม 

สิ่งทดลอง 

 

สารฟนอลิกทั้งหมด และ ฟลาโวนอยด 

ปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด 

(mg GAE/g) 

ปริมาณฟลาโวนอยด 

(mg QE/g) 

มะเกลือสด 50.479±2.957 c 35.529±1.971 b 

มะเกลือยาง 130.507±2.071 b 32.391±3.104 c 

พะยอม 288.735±1.025 a 40.941±0.660 a 

เค่ียม 282.607±1.935 a 45.847±0.705 a 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 

 

จากการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน และปริมาณโปรตีน ของมะเกลือ พะยอม และเคี่ยมได 

ผลดังตารางที่ 4.2 พบวา เคี่ยมมีปริมาณไนโตรเจนมากที่สุดคือ 3.096 TN% รองลงมาคือมะเกลือสด 

1.566 TN% พะยอม 1.270 TN% และมะเกลือยาง 0.866 TN% ตามลำดับ ซึ ่งทางภาคใตใชเคี่ยม 

ในกระบอกรองตาลระหวางการเก็บเกี่ยวน้ำตาลโตนด และกระบวนการหมักน้ำตาลซึ่งงานวิจัยน้ีเปนครัง้

แรกที่บงชี้วาการใชเคี่ยมทั้งระหวางการรองน้ำตาล และการหมักน้ำตาลนั้นอาจเปนเพราะเคี่ยมมสีาร 

ฟนอลิกสูง ซึ่งชวยถนอมรักษาน้ำตาลจากการเสื่อมเสียจากแบคทีเรีย และมีปริมาณไนโตรเจนที่เปน

แหลงสารอาหารในการหมักของยีสต สวนปริมาณโปรตีนของทั้ง 4 สิ่งทดลอง ดังตารางที่ 4.2 พบวา  

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ อยูในชวงรอยละ 0.5 – 0.8 จากงานวิจัยของอารี [1] 

พบวาในการวิเคราะหไนโตรเจนในไมนั้น ผลการวิเคราะหที่ไดจะเปนไนโตรเจนทั้งหมดไมวาจะอยูใน 

รูปสารประกอบอินทรีย หรือ อนินทรียก็ตาม พบวาในไมมะเกลือยางมีไนโตรเจนทั้งหมด 0.991 กรัม 

ตอไมมะเกลือปง 100 กรัม ซึ่งใกลเคียงกับผลการวิจัยนี้ คือปริมาณไนโตรเจน 0.866 TN% สวนไม

พะยอมมีไนโตรเจนทั้งหมด 0.186 กรัมตอไมพะยอม 100 กรัม ซึ่งนอยกวาผลการวิจัยดังกลาว [1]  

ที่พบวาพะยอมมีคา 1.270 TN% 
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ตารางท่ี 4.2 ปริมาณไนโตรเจน และโปรตีนของมะเกลือ พะยอม และเค่ียม 

สิ่งทดลอง 

 

ปริมาณไนโตรเจน และ โปรตีน 

ปริมาณไนโตรเจน 

(TN%) 

ปริมาณโปรตีน(ns) 

(%) 

มะเกลือสด 1.566±0.057 b 0.731±0.254 

มะเกลือยาง 0.866±0.057 d 0.564±0.425 

พะยอม 1.270±0.034 c 0.828±0.994 

เค่ียม 3.096±0.005a 0.824±0.417 
หมายเหตุ ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>.05) 

หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 

 

4.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจุลนิทรียระหวางการหมักน้ำตาลโตนด 

การหมักน้ำตาลโตนดแบบธรรมชาติโดยการเตรียมน้ำตาลโตนด จากตำบลหวยกรด อำเภอ

สรรคบุรี จังหวัดชัยนาท แบงเปน 5 สิง่ทดลอง (ภาพที่ 4.1 ) คือ สิ่งทดลองที่ 1 น้ำตาลโตนด (สิ่ง

ทดลองควบคุม) 

 สิ่งทดลองที่ 2 น้ำตาลโตนด และพะยอม (ภาพที่ 4.2)  

สิ่งทดลองที่ 3 น้ำตาลโตนด และมะเกลือสด (ภาพที่ 4.2) 

 สิ่งทดลองที่ 4 น้ำตาลโตนด และมะเกลือ (ยางมะไมเกลือดวยไฟออนใหผิวมะเกลือมผีิว 

สีน้ำตาลออน) (ภาพที่ 4.2) 

 สิ่งทดลองที่ 5 น้ำตาลโตนด และเค่ียม (ภาพที่ 4.2) 

การหมักน้ำตาลโตนดวันแรกแสดงดังภาพที่ 4.1 พบวาน้ำหมักมีสีที่ใสตามธรรมชาติของน้ำตาล

โตนด ไมมีตะกอนขุนของยีสตเกิดฟองเล็กนอย จนวันที่ 1-2 เริ่มมีตะกอนขุนจำนวนมากเริ่มตกตะกอน

อยูดานใตขวดเกิดฟองที่เกิดการหมักมีกาซเกิดขึ้น ชุดควบคุมเริ่มมีกลิ่นบูดเชนเดียวกับมะเกลือสด

เน่ืองจากมีการปนเปอนแบคทีเรียทำใหเกิดการบูดเสีย สวนมะเกลือยาง และเค่ียมมีจะกลิ่นหอมของไม

ที ่ใสและหอมมากกวาสิ ่งทดลองควบคุม สวนพะยอมมีกลิ ่นของแอลกอฮอลเล็กนอย และในวันที่  

3 พบวาทั้ง 5 สิ่งทดลองไมเกิดฟองกาซ แตพบมีตะกอนของจุลินทรียจำนวนมากอยูดานใตของขวด  

จากการศึกษาของ Browning et al. (1916) [89] ไดทำการศึกษาในลักษณะที่คลายคลึงกัน โดยใช

น้ำตาลสดจากมะพราวในการหมัก และใชเปลือกไมของ Vateria acuminata พบวา นอกจากแทนนิน

ในไมจะชวยยับย้ังการเนาเสียในน้ำตาลสดแลวยังชวยใหน้ำตาลสดลักษณะใสเพิ่มข้ึน เน่ืองจากเกิดการ

ตกตะกอนของโปรตีนในน้ำตาลสด 
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ภาพท่ี 4.1 แสดงถึงตัวอยางการหมกัน้ำตาลโตนดแบบธรรมชาติ 5 สิ่งทดลอง วันที่ 0 และวันที่ 3 

 

 

ภาพท่ี 4.2 ตัวอยางไมที่ใชในการทดลองการหมกัน้ำตาลโตนด 

   (1 พะยอม 2 เค่ียม 3 มะเกลือสด และ 4 มะเกลือยาง) 

 

4.3 การเจริญของจุลินทรียระหวางการหมักน้ำตาลโตนด 

ระหวางเก็บตัวอยางการหมักน้ำตาลโตนดทั้ง 5 สิ่งทดลอง ไดแก สิ่งทดลองควบคุม น้ำตาล

โตนดที ่ใสพะยอม มะเกลือสด มะเกลือยาง และเคี ่ยม นำมาวิเคราะหปริมาณยีสตดวยอาหาร 

Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC Agar) พบ ป ร ิ ม าณเช ื ้ อ ย ี สต  เ ร ิ ่ มต น 

6.41±0.07, 6.18±0.12, 6.29±0.16, 6.35±0.09 และ 6.19±0.01 Log cfu/ml ตามลำด ับ ว ันที่ 1  

ถึง 2 มีปร ิมาณเพิ ่มขึ ้นเล ็กนอย และวันที ่ 3 ปริมาณยีสต 6.31±0.12 , 6.25±0.01, 6.46±0.05, 

6.27±0.03 และ 6.26±0.08 Log cfu/ml ตามลำดับ ดังภาพที่ 4.3 

1 2 

3 4 
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ภาพท่ี 4.3 แนวโนมการเจรญิของยีสตน้ำตาลโตนด วันที่ 0 ถึง วันที่ 3 ชุดควบคุม( ) น้ำตาลสด+

พะยอม( ) น้ำตาลสด+มะเกลือยาง(∆) น้ำตาลสด+มะเกลอืสด(◊) น้ำตาลสด+เค่ียม( )  

 

 ปริมาณยีสตทั้ง 5 สิ่งทดลองในระหวางการหมักเปนเวลา 3วัน ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ (ตารางผนวกที่ ค.4) ดังน้ันปริมาณสารฟนอลิก และไนโตรเจนในไมที่ใสไมมีผลตอการปริมาณ

ยีสต  

 เมื่อนำตัวอยางน้ำตาลโตนดระหวางการหมักไปวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียดวยอาหาร PCA +

รอยละ 0.01 Cycloheximide ปริมาณแบคทีเรียในสิ่งทดลองควบคุมมีปริมาณสูงกวาสิ่งทดลองที่ใสไม

ตางๆแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางผนวกที่ ค.8) ปริมาณเชื้อแบคทีเรียเริ่ม 8.26±0.10, 

8.10±0.04, 8.18±0.01, 8.12±0.02 และ 8.17±0.04 Log cfu/ml ตามลำด ับ ปร ิมาณเช้ือในชุด

ควบคุมวันที่ 1 ถึงวันที่ 2 มีปริมาณแบคทีเรียเพิ่มสูงข้ึนกวาทั้ง 4 สิ่งทดลอง และในวันที่ 3 พบปริมาณ

เชื้อ 8.30±0.01, 8.02±0.04, 8.01±0.02, 8±0.01 และ 8.02±0.07 Log cfu/ml ตามลำดับ ดังภาพที่ 
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ภาพท่ี 4.4 แนวโนมการเจรญิของแบคทีเรียน้ำตาลโตนด วันที่ 0 ถึง วันที่ 3 ชุดควบคุม( ) น้ำตาลสด+

พะยอม( ) น้ำตาลสด+มะเกลือยาง(∆) น้ำตาลสด+มะเกลอืสด(◊) น้ำตาลสด+เค่ียม( )  

 

ทำใหเห็นไดวา ไมแตละชนิดที่ใสมีผลตอการหมัก ซึ่งพบวาชุดควบคุมมีปริมาณแบคที ่เรีย 

ที่สูงข้ึนทำใหเกิดการเนาเสยี จากการวิจัยของอารี [1] ไดทำการศึกษาฤทธ์ิของไมพะยอมและไมมะเกลอื

ในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียบางชนิดบนอาหารวุนโดยคัดเลือกแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรีย

แกรมบวกที่เกี่ยวของกับความเปนพิษในอาหาร ไดแก Salmonella typhimurium, Escherichia coli, 

Staphylococcu aureus, Bacillus cereus และ Bacillus subtilis จากการทดลองพบวาไมมะเกลือ

ไมมีการยับยั้งจุลินทรียแตอยางใด แตพบวาในไมมะเกลืออาจมีสารบางชนิดซึ่งชวยเรงอัตราการเจริญ

ของยีสต Saccharomyces cerevisiae และยังชวยควบคุมการสรางกรดแลคติกของยีสต Candida 

colliculosa เมื่อเพิ่มปริมาณไมมะเกลืออัตราการเจริญของยีสตเพิ่มข้ึน ในไมพะยอม ไมมะเกลือ และ

ไมเค่ียมมีปริมาณฟนอลิกทั้งหมดสงูจากปรมิาณฟนอลิกทั้งหมด พบสารฟนอลิกสามารถยับย้ังเช้ือกอโรค

ได  แ ก  Escherichia coli, Staphylococcu aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, 

Salmonella typhymurium และ Vibrio cholera [28] ซึ ่งม ีส วนทำใหการเจร ิญของแบคทีเรีย 

มีจำนวนที่นอยกวาชุดควบคุม 
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4.4 ผลวิเคราะหทางเคมีในระหวางการหมักน้ำตาลโตนด 

 4.4.1 ความเปนกรด - เบส (pH)  

  ผลการศึกษาคาความเปนกรด - เบส (pH) มีแนวโนมลดลงเรื่อยๆ ในชวงวันที่ 2 – 3 

ซึ ่งในวันที ่ 3 คา pH ของสิ ่งทดลองควบคุมน้ำตาลโตนดที ่ใสพะยอม มะเกลือสด มะเกลือยาง  

และเคี ่ยม มีคา 2.95, 4.17 และ 3.88 ตามลำดับ (ภาพที่ 4.5) คากรด - เบส (pH) ของสิ ่งทดลอง

ควบคุมมีคาต่ำกวาสิ่งทดลองอื่นๆ แสดงวาแบคทีเรียสรางกรดมากกวาเน่ืองจากไมที่ใสในน้ำตาลโตนด 

ชวยควบคุมปริมาณของแบคทีเรีย  

 

  
 

ภาพท่ี 4.5 ความเปนกรด-เบส (pH) การหมักน้ำตาลโตนดในตัวอยาง 5 ตัวอยาง เวลา 3 วัน  

ชุดควบคุม( ) น้ำตาลสด+พะยอม( ) น้ำตาลสด+มะเกลือยาง(∆) น้ำตาลสด+มะเกลือสด(◊)  

น้ำตาลสด+เค่ียม( )  

 

 4.1.2 ปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทัง้หมด (TSS, ºBrix) 

  ปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS) คาเริ่มตนมีคา 12 องศาบริกซ มีแนวโนม

ลดลงเรื่อยๆ ปริมาณ TSS ในวันที่ 3 ของ สิ่งทดลองควบคุม น้ำตาลโตนดที่ใสพะยอม มะเกลือสด 

มะเกลือยาง และเค่ียม มีคา 8,6 และ 5 องศาบริกซ ตามลำดับ (ภาพที่ 4.6) โดยสิ่งทดลองควบคุมมีคา 

TSS ลดลงชากวาสิ่งทดลองอื่นๆ อาจเปนเพราะสารไนโตรเจนในไมตางๆ ชวยใหยีสตสามารถหมัก

น้ำตาลไดดีกวา 
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ภาพท่ี 4.6 ปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS, ºBrix) ในน้ำตาลโตนดในตัวอยาง 5 ตัวอยาง 

เปนเวลา 3 วัน  ชุดควบคุม( ) น้ำตาลสด+พะยอม( ) น้ำตาลสด+มะเกลือยาง(∆)  

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด(◊) น้ำตาลสด+เค่ียม( )  

 

4.4.3 ปริมาณกรดระหวางการหมักน้ำตาลโตนด 

  จากการศึกษาพบวาคาวัดปริมาณกรด เริ่มตนรอยละ 0.08, 0.07, 0.1, 0.09, 0.08 

ตามลำดับ มีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชวงวันที่ 2 ปริมาณกรดอยูที่ 0.3, 0.26, 0.2, 0.25 และ 0.17 ตามลำดับ 

ตามลำดับ ปริมาณกรดสุดทายวันที่ 3 คือ สิ่งทดลองควบคุม 0.40 มีคากรดมากกวา สิ่งทดลองที่ใสไม 

แตละชนิด คือพะยอมรอยละ 0.27 มะเกลือสดรอยละ 0.20 มะเกลือยางรอยละ 0.27 และเค่ียมรอยละ 

0.18 (ภาพที่ 4.7) สอดคลองกับคา pH เน่ืองจาก สิ่งทดลองควบคุมมีคา pH ต่ำ และมีคาปริมาณกรดที่

สูงกวาสิ่งทดลองตางๆ ซึ่งเกิดจากแบคทีเรียสรางกรด และแบคทีเรียบางชนิดทำใหมีปริมาณกรดสูง 
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ภาพท่ี 4.7 ปริมาณกรดระหวางการหมักในน้ำตาลโตนดในตัวอยาง 5 ตัวอยาง เวลา 3 วัน  

ชุดดควบคุม( ) น้ำตาลสด+พะยอม( ) น้ำตาลสด+มะเกลือยาง(∆) น้ำตาลสด+มะเกลือสด(◊)  

น้ำตาลสด+เค่ียม( )  

 
 

4.4.4 ปริมาณเอทานอลของน้ำตาลโตนดวันที่ 3  

  เมื ่อหมักน้ำตาลโตนดเปนเวลา 3 วัน นำตัวอยางมากรองดวยกระดาษกรอง 0.45 

ไมครอน ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นำไปแชแข็งกอนนำไปวัดปริมาณเอทานอลดวยเครื ่องแกสโคร 

มาโตกราฟ (Gas Chromatographym GC-MS) ผลการทดลองพบวา ปริมาณเอทานอลของน้ำตาล

โตนดที่ใส พะยอม และมะเกลือยางมีคาสูงที่สุด ไดแก รอยละ 3.28 - 3.42 ไมแตกตางกันทางสถิติ 

รองลงมาคือ สิ่งทดลองควบคุม และน้ำตาลโตนดที่ใสมะเกลือสด ไดแก รอยละ 2.30 และน้ำตาลโตนด 

ที่ใสเค่ียมรอยละ 0.11 (ตารางที่ 4.3) 

ตารางท่ี 4.3 ปริมาณการผลิตแอลกอฮอล (%v/v) ของน้ำตาลโตนดหลังการหมัก 3 วัน  

 

 

 

 

 

 
 

หมายเหตุตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 
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สิ่งทดลองควบคุม 2.30±0.41b 

มะเกลือสด 2.30±0.42b 

มะเกลือยาง 3.28±0.11a 

พะยอม 3.42±0.11a 

เค่ียม 0.11±0.00c 
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  เมื่อพิจารณาปริมาณเอทานอล กับปริมาณไนโตรเจนในไมตางๆ ไมพบความสมัพันธ  

เชน แมเคี ่ยมมีไนโตรเจนสูงที ่สุดแตไมทำใหไดเอทานอลสูง สวนพะยอม และมะเกลือยางทำให 

ไดเอทานอลสูงสุด ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ TSS (ภาพที่ 4.6) พะยอม และมะเกลือยางที่มีการใชน้ำตาล

ไดดี ดังนั้นการใชไมเคี่ยมหมักน้ำตาลโตนดในภาคใตจึงอาศัยยีสตที ่มีอยู ตามธรรมชาติในการหมัก

มากกวา ผลของไมเค่ียมตอการเจริญของยีสตจึงอาจตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

 4.4.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย 

  จากการศึกษาลักษณะโคโลนีของจุลินทรียน้ำตาลโตนดบนอาหารเลี้ยงเช้ือทั้ง 2 ชนิด  

คือ PCA + รอยละ 0.01 Cycloheximide และ อาหารเลี ้ยงเชื ้อ DRBC พบวา มีลักษณะโคโลนีที่

แตกตางปรากฏข้ึนบนอาหารเลีย้งเช้ือทั้ง 2 ชนิด มีลักษณะโคโลนี สี พื้นผิว ที่แตกตางกัน จึงนำไปศึกษา

ลักษณะของเซลลดวยกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษาดานสันฐานวิทยาพบวา มีโคโลนีที่แตกตางกันบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือ คือ PCA+ รอยละ 0.01 Cycloheximide โคโลนีที่พบจะมีลักษณะ โคโลนีสีเหลือง และ สีขาว 

ลักษณะมันวาว หรือ ผิวขรุขระ พบโคโลนีที่แตกตางอยู 3 แบบคือ หมายเลข 1 โคโลนีสีเหลือง เซลลมี

ลักษณะเปนทอนสั้น หมายเลข 2 โคโลนีสีขาวมีความมันวาว เซลลลักษณะกลมเล็กเปนคู หมายเลข 3 

โคโลนีสีขาวผิวขรุขระ เซลลมีลักษณะเปนทอนสั้น ดังภาพที่ 4.8 

 

 
 

ภาพท่ี 4.8 ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA + รอยละ 0.01 Cycloheximide และลกัษณะ

โคโลนี 

    ภายใตกลองจุลทรรศนโดยการยอมแกรม 

     (หมายเลข 1 โคโลนีสเีหลือง ภายใตกลองจุลทรรศนลักษณะ ทอนสั้น  

     หมายเลข 2 โคโลนีสีขาว มันวาว ภายใตกลองจลุทรรศนลักษณะ กลมเล็กเปนคู 

     หมายเลข 3 โคโลนีสีขาว ผิวขรุขระ ภายใตกลองจุลทรรศนลักษณะ เปนทอนสั้น)  

  

 

1 2 3 
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ลักษณะโคโลนีอาหารเลี้ยงเช้ือ DRBC โคโลนีที่พบจะมีลักษณะ โคโลนีสขีาวขุน และ สี

ชมพู ล ักษณะมันวาว หร ือ ผ ิวขร ุขระ จากการเพาะเลี ้ยงเชื ้อบนอาหาร DRBC พบโคโลนีเซลล 

ที่แตกตางอยู 2 แบบ คือ โคโลนีสีขาวขุนเซลล มีลักษณะทรงกลม หมายเลข 2 โคโลนีสีชมพูมีความมัน

วาวเล็กนอยมีลักษณะ กลมรี มีเสนใยเทียม ดังภาพที่ 4.9 

 

 
 

ภาพท่ี 4.9 ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือ DRBC และลกัษณะโคโลนีภายใตกลองจลุทรรศนโดย

      การยอมแกรม (หมายเลข 1 โคโลนีสีขาวขุน ภายใตกลองจลุทรรศนลักษณะ รูปทรงกลม 

     หมายเลข 2 โคโลนีสีชมพู ภายใตกลองจลุทรรศนลักษณะ กลมรี มเีสนใยเทียม) 

 
 

4.5 การวิเคราะหตนไมสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ตามลำดับยนี 16S rRNA ของ

แบคทีเรีย และ D1/D2 บนยนี 26s rDNA ของยสีต 

การวินิจฉัยทางสัณฐานวิทยาของสายพันธุแบคทีเรีย ยีสต รา เพียงอยางเดียวอาจไมเพยีงพอ

ดังนั ้นในการศึกษานี ้จ ึงไดทำการศึกษาการจำแนกสายพันธุ แบคทีเรีย และยีสต ดวยเทคนิคทาง 

ชีวโมเลกุลดวย เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดดวยการสกัดดีเอ็นเอ พบวาดีเอ็นเอแบคทีเรียบนยีน 16S 

rDNA บางสวนของยีนประมาณ 1400 – 1503 bp (ตารางที่ 4.4) ตนไมสายวิวัฒนาการที่สรางขึ้นจาก

ลำดับยีน 16S rDNA มีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการสามารถจัดจำแนกแบคทีเรียไดเปน 3 สกุล ไดแก 

Pantoea anthophila, leuconostoc pseudomesenteroides แล ะ  Escherichia coli (ภาพที่  

4.10) และวิเคราะหดีเอ็นเอยีสต บริเวณโดเมน D1/D2 บนยีน 26S rDNA บางสวนของยีนประมาณ 

578 – 580 bp (ตารางที่ 4.4) ตนไมสายวิวัฒนาการที่สรางข้ึนบริเวณโดเมน D1/D2 บนยีน 26S rDNA 

มีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการสามารถจัดจำแนกยีสตเปน 2 สกุล ไดแก กลุ ม Saccharomyces 

cerevisiae และ Lachancea fermentati (ภาพที่ 4.11) ซึ่งจากรายงานของ Savitree et al. (2020) 

1 

2 
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[49] ไดทำการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 บนยีน 26s rDNA และ ITS ของยีสตจากน้ำตาล

สดซึ่งสายพันธุยีสตที่พบมากที่สดุคือ Saccharomyces cerevisiae (รอยละ 86.70) และ Lachancea 

fermentati ยังพบวา Lachancea fermentati มีการผลิตเอทานอลในปรมิาณสูงสดุ 76.74 กรัม/ลิตร

Saccharomyces cerevisiae ประมาณ 69.57 ถึง 76.74 กรัม/ลิตร   

ทำใหพบวาจากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอกและภายใตกลองจุลทรรศน พบวา

แบคทีเรีย แสดงดังภาพที่ 4.8 หมายเลข 1 คือ Pantoea anthophila อยูในวงศ Enterobacteriaceae 

เปนเชื้อกอโรคพืชที่โดดเดน และเชื้อโรคฉวยโอกาสของมนุษย [90] หมายเลข 2 คือ Leuconostoc 

pesudomesenteroides เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่เกี่ยวของกับอาหาร และใชเริ่มตนในการหมักนม

บางชนิด ซึ่งแบคทีเรียประเภทแบคทีเรียที่ผลติกรดแลคติกจะยับย้ังแบคทเีรียอืน่ๆ เน่ืองจากคา pH กรด

อินทรียไฮโดรเจนเปอรออกไซด และสารเคมีอื่นๆ [91] และ หมายเลข 3 คือ Escherichia coli พบใน

จานเพาะเชื้อของชุดควบคุมเปนเชื้อแบคทีเรียที่มาจากสำไสของสิ่งมีชีวิตที่อาจปนเปอนระหวางหรือ

หลังการเก็บเกี่ยวน้ำตาลโตนด 

จากภาพที่ 4.9 หมายเลข 1 คือ Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่มีลักษณะสมบัติ 

โดดเดนในการหมักแอลกอฮอล โดยพบยีสต Saccharomyces cerevisiae ทำหนาที่เปลี่ยนน้ำตาล

เปนแอลกอฮอล [92] หมายเลข 2 คือ Lachancea fermentati พบมากในการหมักไวนองุ น และ 

คอมบูชา เปนสายพันธุ การผลิตเบียรเพื ่อสรางเบียรเปรี ้ยวหรือเบียรแอลกอฮอลต่ำเพราะผลิต 

กรดแลคติกระหวางการหมัก[93] 
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ตารางท่ี 4.4 เอกลักษณของลำดับ (%) ของลำดับยีน 16S rRNA และ D1/D2 บนยีน 26s rDNA ของที่

ไดจากน้ำตาลโตนด 

 

Morphotypic 

isolated strains 

Nucleotide 

fragment 

length (bp) 

Query 

coverage 

(%) 

Sequence 

identity 

(%) 

The closest match in 

GenBank (accession 

number) 

CN308 1400 100 99.79 Pantoea anthophila sp. 

LMG 2558 (EF688010) 

CN309 1448 100 100 Leuconostoc 

pesudomesenteroides 

sp. NRIC 1777 

(NR040814) 

CN310 1503 100 99.80 Escherichia coli ETEC 

(MF919609) 

CN113 580 100 100 Saccharomyces 

cerevisiae P38 

(MT420738) 

CN114 578 100 100 Lachancea fermentati 

CBS 7007 (KY108224) 
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ภาพท่ี 4.10 แผนภูมิวิวัฒนาการแบบ Neighbor-joining ของเช้ือแบคทเีรีย CN308 CN309 และ 

CN310 เทียบกบัเช้ือในสกุล Pantoea anthophila, Leuconostoc pseudomesenteroides และ 

Escherichia coli 

 

ภาพท่ี 4.11 แผนภูมิวิวัฒนาการแบบ Neighbor-joining ของเช้ือยีสต CN113 และ CN114 เทียบกบั

เช้ือในสกลุ Saccharomyces cerevisiaeและ Lachancea fermentati 
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4.6 การวิเคราะหจุลินทรียน้ำตาลโตนดระหวางการหมักดวยเทคนิคเมตาจิโนมิกส  

การวิเคราะหจุลินทรียระหวางการหมักดวยเทคนิคเมตาจีโนมิกส (ITS) (ตารางที่ 4.5 และภาพ

ที่ 4.12) เช้ือที่พบมากที่สุดในน้ำตาลโตนด คือ Saccharomyces cerevisiae สูงสุดถึงรอยละ 88.5 แต

เค่ียมมีปริมาณเช้ือ Saccharomyces cerevisiae นอยที่สุด รอยละ 67.4 ทำใหไดปริมาณแอลกอฮอล

ต่ำที่สุด (ตารางที่ 4.3) เช้ือที่พบรองลงมาคือ Lachancea fermentati พบ รอยละ 3.6 – 15.7 พบใน

เค่ียมมากที่สุด ซึ่งพบในผลการเลี้ยงเช้ือ (ภาพที่ 4.11) Lachancea fermentati มีความสามารถพิเศษ

ในการผลิตกรดแลคติกจำนวนมากในระหวางการหมักแอลกอฮอล สงผลใหเกิดการสะสมของกรดแล

คติกทำใหการผลิตเอทานอลลดลง [93] จากตารางพบ Candida 2 สปชีส คือ Candida tropicalis 

รอยละ 4.0 - 12.1 และ Candida sojae รอยละ 0.1 – 0.3 พบไดในน้ำตาลสด จากรายงานของ 

Savitree et al. (2020)  [49] ทำการสำรวจยีสตในมะพราว ตาลโตนด และน้ำตาลจาก จากการหมักเอ

ทานอลของยีสตที่แยกได ซึ่งพบ Saccharomyces cerevisiae มีอยูจำนวนมากในตัวอยางทั้ง 3 ชนิด 

คือ รอยละ76.67, 86.70 และ 100 และยังพบเชื ้ออื ่นๆ เชน Lachancea fermentati, Candida 

tropicalis เปนตน และพบ Hanseniaspora opuntiae หลังจากหมักจะมีปริมาณลดลง พบในสิ่ง

ทดลองเพียง รอยละ 0.7 - 3.2 ซึ่งเปนเชื้อทีพ่บไดทั่วไปในน้ำตาลสด โดยจากการทดลองของจรัณธร 

(2558) [79] ไดรวบรวมน้ำตาลสดจากตนปาลม 3 สายพันธุ  (Elaeis guineensis, Raphia hookeri 

และ Borassus aethiopum) นำน้ำตาลสดมาวิเคราะหโดย MiSeq amplicon และเทคนิคเมตาจีโน

มิกส โดยศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดยีน 16S rRNA และ ITS ความยาวลำดับเบส 450 bp สําหรับ

แบคทีเรีย และความยาวลำดับเบส 200 - 450 bp สําหรับยีสต ยีสตที่พบมากในตัวอยางเหลานี้คือ 

Saccharomyces cerevisiae รอยละ 95.3, 88.4 และ 78.1 ในปาลมรอน ปาลมน้ำมัน และปาลมรา

เปย ตามลําดับ รองลงมาคือ Hanseniaspora sp. รอยละ 9.28 Hanseniaspora valbyensis รอย

ละ 11.92 และ Hanseniaspora guilliermondii รอยละ 8.0 เปนตน 

จากตารางที่ 4.5 ยังพบยีสตตางๆ เชน Hanseniaspora vineae รอยละ 0.7 Meyerozyma 

sp, Tremellomycetes sp, Pichia mandshurica และ Issatchenkia orientalis รอยละ 0.2 และ 

ย ังพบเช ื ้อรา ร อยละ 0.1 คือ Aspergillus penicillioides และย ังพบฟงไจอ ื ่นๆ ในส ิ ่งทดลอง  

เชน มะเกลือสดพบ รอยละ 4.1 ซึ่งบงชี้วาการใชมะเกลือสดอาจทำใหมกีารปนเปอน ทำใหภูมิปญญา

ด้ังเดิมเลือกใชมะเกลือยางแทน 

 กระบวนการหมักน้ำตาลโตนดจากการศึกษาจำนวนประชากรของยีสตในการหมักน้ำตาลโตนด 

ทำใหทราบถึงจำนวนของยีสตที่มีผลตอการหมัก เชน Saccharomyces cerevisiae สูงถึงรอยละ 88.5 

ที ่ไดจากธรรมชาติของน้ำตาลโตนดสดโดยไมผานการเติมยีสตมีปริมาณที่เพ ียงพอตอการหมัก

แอลกอฮอล และจากการหาจำนวนโคโลนีของแบคทีเรีย ของสิ่งทดลองควบคุมมีปริมาณแบคทีเรีย 

javascript:gg('s__Saccharomyces_cerevisiae');
javascript:gg('s__Saccharomyces_cerevisiae');
javascript:gg('s__Lachancea_fermentati');
javascript:gg('s__Lachancea_fermentati');
javascript:gg('s__Candida_tropicalis');
javascript:gg('s__Candida_tropicalis');
javascript:gg('s__Candida_sojae');
javascript:gg('s__Saccharomyces_cerevisiae');
javascript:gg('s__Lachancea_fermentati');
javascript:gg('s__Candida_tropicalis');
javascript:gg('s__Candida_tropicalis');
javascript:gg('s__Hanseniaspora_opuntiae');
javascript:gg('s__Hanseniaspora_vineae');
javascript:gg('s__Tremellomycetes_sp');
javascript:gg('s__Pichia_mandshurica');
javascript:gg('s__Issatchenkia_orientalis');
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สูงกวาสิ่งทดลองที่ใสไมตางๆอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ และจากการศึกษาสารประกอบในไมตัวอยาง 

แตละชนิดมีสารที่สำคัญตอการหมักคือ ปริมาณสารฟนอลิกที่มีผลตอการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 

เชน Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae และแบคทีเรียแกรมบวกเชน 

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes [29] ดังน ั ้น ในการหมัก 

เราสามารถหาสิ่งทดแทนการใชไมตัวอยางเหลานี้ไดโดยการสรางสภาพแวดลอมในการหมักโดยการ 

ใชสารเคมีที่มีผลตอการยับย้ังเช้ือจุลินทรีย เชน การใชโซเดียมเมตาไบซัลไฟต (KMS) เปนตัวชวยยับย้ัง

การเจริญของจุลินทรียที ่ไมตองการที ่อาจทำใหเกิดการเนาเสีย หรือการออกชิเดชั ่น [94] ปริมาณ

ไนโตรเจนมีสวนสำคัญ เปนแหลงอาหารของยีสตในการหมัก เติมสารเคมีทดแทน เชน ไดแอมโมเนยีม

ฟอสเฟต (DAP) เปนแหลงไนโตรเจนที่นิยมใสในการหมักน้ำผลไม หรือการทำไวน เปนตน [95] 

 

ตารางท่ี 4.5 รอยละของฟงไจในน้ำตาลโตนดทัง้ 5 สิง่ทดลองจากการวิเคราะหดวยเมตาจีโนมิกส 

อนุกรมวิธาน 

PW 

ชุด

ควบคุม 

PW.C 

น้ำตาล

สด+เค่ียม 

PW. D1 

น้ำตาลสด+

มะเกลือสด 

PW. D2 

น้ำตาลสด+

มะเกลือยาง 

PW. S 

น้ำตาลสด+

พยอม 

Aspergillus penicillioides   0.1%   

Meyerozyma sp 0.1% 0.1% 0.1%  0.1% 

Kodamaea ohmeri   0.1%   

Pichia mandshurica  0.2%    

Issatchenkia orientalis  0.2%    

Lachancea fermentati 3.6% 15.7% 3.7% 10.0% 5.1% 

Saccharomyces cerevisiae 88.5% 67.4% 83.4% 85.0% 87.7% 

Candida sojae 0.1% 0.3% 0.1% 0.1% 0.1% 

Candida tropicalis 4.3% 12.1% 6.5% 4.0% 4.6% 

Hanseniaspora opuntiae 2.8% 3.2% 1.4% 0.7% 1.7% 

Hanseniaspora vineae 0.3% 0.7% 0.3% 0.1% 0.2% 

Tremellomycetes sp   0.1%   

Fungi sp 0.1% 0.1% 4.1% 0.1% 0.1% 

https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=bc9d5f8dbadebd06JmltdHM9MTY2MjMzNjAwMCZpZ3VpZD0xODVjZTg0ZS0yZjlkLTYwMjMtMTc3Ni1mOTZiMmUzNjYxMzYmaW5zaWQ9NTQwNg&ptn=3&hsh=3&fclid=185ce84e-2f9d-6023-1776-f96b2e366136&u=a1aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvVmlicmlvX2Nob2xlcmFlIzp-OnRleHQ9Vi4lMjBjaG9sZXJhZSUyMHdhcyUyMGZpcnN0JTIwZGVzY3JpYmVkJTIwYnklMjBGJUMzJUE5bGl4LUFyY2hpbSVDMyVBOGRlJTIwUG91Y2hldCxjaG9sZXJhJTIwd2FzJTIwZGlzY292ZXJlZCUyMGJ5JTIwUm9iZXJ0JTIwS29jaCUyMGluJTIwMTg4NC4&ntb=1
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ภาพท่ี 4.12 รอยละของฟงไจในน้ำตาลโตนดทั้ง 5 สิ่งทดลองจากการวิเคราะหดวยเมตาจีโนมิกส  

 

 

 

 

4.7 การประเมินทางประสาทสัมผัสของน้ำตาลโตนดท่ีหมักดวยไมชนิดตางๆ   

 เมื่อนำน้ำตาลโตนดหมักดวยไมชนิดตางๆ ทั้ง 5 สิ่งทดลอง เปนเวลา 3 วัน นำมาประเมิน 

ทางประสาทสัมผัสโดยใชผู ทดสอบจำนวน 30 คน โดยการทดสอบดมกลิ ่นใหคะแนน 1 - 5 ระดับ  

( 5 =ชอบมากที่สุด 4 =ชอบมาก 3 =ชอบปานกลาง 2 =ชอบนอย 1 =ชอบนอยที่สุด ) ไดผลการทดลอง 

ดังแสดงในตารางที ่ 4.6 จากผลการประเมินทางประสาทสัมผ ัสดานความชอบดานกลิ ่นโดย 

ผูทดสอบ จำนวน 30 คน ผลที่ไดคะแนนคือความชอบอยูระดับความชอบปานกลาง โดย น้ำตาลสดและ

มะเกลือยาง ไดคะแนนความชอบมากที่สุด คือ 3.77 รองลงมาคือ น้ำตาลสดและพะยอม และน้ำตาลสด

และเค่ียม และสิ่งทดลองความคุมไดคะแนนความชอบนอยที่สุดคือ 2.10 

 

 

 

0.0% 20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%

Aspergillus penicillioides

Meyerozyma Sp

Kodamaea ohmeri

Pichia mandshurica

Issatchenkia orientalis

Lachancea fermentati

Saccharomyces cerevisiae

Candida sojae

Candida tropicalis

Hanseniaspora opuntiae

Hanseniasporavineae

Tremellomycetessp

other fungi

ชุดควบคุม น้ำตาลสด + มะเกลือยาง น้ำตาลสด + มะเกลือสด 

น้ำตาลสด + เค่ียม   น้ำตาลสด + พะยอม 
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ตารางท่ี 4.6 ผลการประเมินความชอบทางประสาทสมัผสัดานกลิ่นของน้ำตาลโตนดหลังจากการหมัก 3 

วัน 

สิ่งทดลอง คะแนนเฉลี่ยการทดสอบทางประสาทสัมผสัดานกลิ่น 

ชุดควบคุม 2.10d 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 3.77a 

น้ำตาลสด+พะยอม 3.70b 

น้ำตาลสด+เค่ียม 2.77c 

หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 
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บทท่ี 5 

 สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 จากการศึกษาคุณสมบัติของไมพะยอม มะเกลือสด มะเกลือยาง และเคี่ยม ที่มีผลตอการหมัก

น้ำตาลโตนด พบวาสารฟนอลิกในไมทั ้ง 4 สิ ่งทดลอง มีปริมาณ  288.735, 50.479, 130.507 และ 

282.607 mg GAE/g ตามลำดับ ซึ่งพะยอม และเคี ่ยมมีปริมาณสารฟนอลิกมากที ่สุด และจากการ

วิเคราะหไนโตรเจนในไมทั้ง 4 สิ่งทดลอง มีปริมาณ 1.270, 1.566, 0.866 และ 3.096 TN% ตามลำดับ 

ซึ่งเคี่ยมมีปริมาณไนโตรเจน และปริมาณฟนอลิกสูงสุดมีผลในการยับยั้งเชื้อที่ทำใหเกิดการเนาเสีย  

และทำใหยีสตเจริญเติบโตไดดี ซึ่งเหมาะสำหรับใสในกระบอกเก็บน้ำตาลโตนดเพื่อชวยไมใหน้ำตาล

โตนดเนาเสียโดยเร็ว และพบวาปริมาณโปรตีนของทั้ง 4 สิ่งทดลอง อยูในชวงรอยละ 0.5 – 0.8 และ

พบวาฟลาโวนอยดในไมทั้ง 4 สิ่งทดลอง มีปริมาณ 40.941, 35.529, 32.391 และ 45.847 mg QE/g 

ตามลำดับ ปริมาณฟลาโวนอยดของเค่ียม และพะยอมมีปริมาณใกลเคียงกัน 

 จากการศ ึกษาปริมาณยีสตบนอาหาร Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar 

(DRBC Agar) ในสิ ่งทดลองควบคุม น้ำตาลโตนดที่ใสพะยอม มะเกลือสด มะเกลือยาง และเคี ่ยม  

พบปริมาณเชื ้อยีสต 6.31±0.12, 6.25±0.01, 6.46±0.05, 6.27±0.03 และ 6.26±0.08 Log cfu/ml 

ตามลำดับ ปริมาณยีสตไมตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ และปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดดวย Plate 

Count Agar (PCA) + 0.01 % Cycloheximide พบปริมาณเชื ้อแบคทีเรีย  8.30±0.01, 8.02±0.04, 

8.01±0.02, 8±0.01 และ 8.02±0.07 Log cfu/ml ตามลำด ับ จำนวนแบคท ี เร ียในช ุดควบคุม  

มีปริมาณเช้ือแบคทีเรียสูงข้ึนอยางมีนัยสำคัญทางสถิติตางจากน้ำตาลสดที่ใสไมทั้ง 4 ตัวอยาง  

 จากการศึกษาการเปลี ่ยนแปลงของจุลินทรียในระหวางการหมักน้ำตาลโตนดดวยเทคนิค

มาตรฐานและเทคนิคเมตาจีโนมิกส จากการคัดเลือกโคโลนีที่แตกตางกันพบวา ยีสตที่พบมีโคโลนี  

และลักษณะสันฐานวิทยาที่แตกตางอยู 2 แบบ และ แบคทีเรีย 3 แบบ ทำการสกัดดีเอ็นเอลำดับยีน 

16S rRNA ของแบคทีเรีย และ D1/D2 บนยีน 26s rDNA ของยีสต จากผลการทดลองยีสตที ่พบ  

คือ  Saccharomyces cerevisiae และ Lachancea fermentati และ แบคท ีเร ีย ค ือ Pantoea 

anthophila, Leuconostoc pseudomesenteroides และ Escherichia coli ซ ึ ่ ง เป นแบคท ีเรีย

ปนเปอนอาจจะปนเปอนจากการเก็บเกี่ยวหรือภาชนะที่สัมผัสกับตัวอยาง 

javascript:gg('s__Saccharomyces_cerevisiae');
javascript:gg('s__Lachancea_fermentati');
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  จากการศึกษาดวยเทคนิคเมตาจีโนมิกส (IST) พบยีสตที ่พบมากที ่สุดคือ Saccharomyces 

cerevisiae รอยละ 88.5 และ Lachancea fermentati รอยละ 15.7 ซึ่งเปนเช้ือจุลินทรียที่สำคัญตอ

การหม ัก และย ังพบย ีสต และฟงไจอ ีกหลายชนิด ได แก Candida tropicalis ร อยละ 12.1 

Hanseniaspora vineae ร  อ ย ล ะ  0.7 Hanseniaspora opuntiae ร  อ ย ล ะ  3.2 Aspergillus 

penicillioides, Meyerozyma sp. , Kodamaea ohmeri, Candida sojae แ ล ะ 

Tremellomycetes sp. รอยละ 0.1 Pichia mandshurica และ Issatchenkia orientalis รอยละ 

0.2 และยังพบฟงไจอื่นๆ รอยละ 4.1 ซึ่งพบมาในมะเกลอืสดเกิดจากการปนเปอน และจากภมูปิญญา

ด้ังเดิมไมนิยมใสมะเกลือสดเพราะทำใหเกิดการเนาเสียในการหมักน้ำตาลโตนด 

 จากการศึกษาน้ำตาลโตนดหลังการหมัก 3 วัน วัดปร ิมาณเอทานอลดวยเครื ่องแกสโคร 

มาโตกราฟ (Gas Chromatographym GC-MS) พบวา ปริมาณเอทานอลของ พะยอม และมะเกลือยาง 

สูงที่สุด รอยละ 3.28 - 3.42 รองลงมาคือ ชุดควบคุม และมะเกลือสด รอยละ 2.28 - 2.30 ปริมาณ 

เอทานอลที่เกิดจาก ชุดควบคุมอาจเกิดไดจากการหมักของเช้ือตามธรรมชาติแตก็พบวามีปริมาณกรดอะ

ซิติกหรือกรดน้ำสมที่สูงเชนเดียวกัน และเคี่ยมมีปริมาณเอทานอล รอยละ 0.11 ซึ่งถึงแมเคี่ยมจะมี

ปริมาณฟนอลิก และไนโตรเจนที่สูงแตก็ไมมีสวนชวยทำใหปริมาณเอทานอลสูงตาม เห็นไดจากปริมาณ

ของเช ื ้ อ Saccharomyces cerevisiae ท ี ่ม ีส  วนในการผล ิตแอลกอฮอล ม ีปร ิมาณที่น อยสุด  

รอยละ 67.4 ซึ่งควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงกลไกที่เค่ียมมีตอการหมักเปนตน 

 จากการศึกษาประเมินประสาทสัมผัสดวยวิธีการเปรียบเทียบความแตกตางตัวอยางโดยการให

คะแนน โดยใหผูทดสอบจำนวน 30 คน ผลที่ไดคะแนนการยอมรับความชอบอยูระดับความชอบปาน

กลาง คือ น้ำตาลสดที่ใสไมมะเกลือยาง 3.77 น้ำตาลสดที่ใสไมพะยอม 3.70 น้ำตาลสดที่ใสไมเคี่ยม 

2.77 และ สิ่งทดลองควบคุม 2.10 ตามลำดับ ซึ่งผูทดสอบมีความชอบน้ำตาลสดที่ใสไมมะเกลือยางมาก

ที่สุด 

 ดังน้ันการหมักน้ำตาลเมาซึ่งเปนวิถีโบราณในการรักษาแปรรูปวัตถุดิบที่หาไดงายในทองถ่ิน เชน 

น้ำตาลโตนดจึงควรมีวิธีการเก็บเกี่ยวที่คำนึงถึงความสะอาดปลอดภัยตอการบริโภคเพื่อลดเช้ือปนเปอน

จากการเก็บเกี ่ยว ไมที ่ใชในการหมักควรทำความสะอาดกอนนำไปใชหมักน้ำตาลโตนด ควรมีการ 

ตอยอดงานวิจัยในการใชยีสตที่มีประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอลทำเปนการคาหรือสารชวยในการ

ถนอมน้ำตาลสดลดการเนาเสียเพื่อทดแทนการตัดไมทำลายสิ่งแวดลอมเพราะไมเหลาน้ีเปนพืชทองถ่ิน

เปนทรัพยากรธรรมชาติที่สมควรอนุรักษไว 
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5.2 ขอเสนอแนะ 

 5.2.1 ควรศึกษาทดลองเพิ ่มเติมเกี ่ยวเชื ้อจุลินทรียที่พบแตละชนิดในกระบวนการหมัก  

  และหนาที่ในการหมักน้ำตาลโตนดโดยศึกษาจุลินทรียที่พบจำนวนมากจากเทคนิค 

  เมตาจีโนมิกส 

 5.2.2 ควรศึกษาไมตัวอยางจากแหลงตาง ๆ เพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลของไมแตละชนิด 

 5.2.3 ศึกษากลไกของเค่ียมตอปริมาณเช้ือยีสต Saccharomyces cerevisiae ในการหมัก 

javascript:gg('s__Saccharomyces_cerevisiae');
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1.วิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอลดวยเคร่ือง แกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatographym GC-

MS) 

1.1 เตรียมความพรอมและต้ังคาการใชงานเครื่อง 

      ตั้งคาเครื่องแกสโครมาโตกราฟการวิเคราะหทุกครั้งจะตองตั้งคาสภาวะที่เหมาะสมกอน 

ใชงาน 

ตารางผนวกท่ี ก.1 แสดงสภาะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหปริมาณเอทานอล โดยเทคนิคแกสโครมาโทร

กราฟฟเฟรมไออไนเซชัน 

พารามิเตอร สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 

แกสพา N2 

อัตราการไหล (mL/min) 72 

อุณหภูมิ (ºC) 60 

อุณหภูมิของชองฉีด (ºC) 150 

อุณหภูมิของดีเทคเตอร (ºC) 200 

ปริมาตรที่ฉีด (µl) 0.2 
 

2.1 เตรียม Standard preparation ปเปตสารละลาย Ethanol ความเขมขนรอยละ 1 

ปริมาตร 5 10 15 และ 20 ตามลำดับ ใสขวด Flask ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากน้ันเติมสารละลาย n-

propanol ความเขมขนรอยละ 1.5 ปรมิาตร 50 มลิลลิิตร และปรับปรมิาตรดวยน้ำใหได 100 มิลลลิิตร 

จะได Standard ทั้งหมด 4 ตัวอยาง ดังตารางภาคผนวกที่ 2  
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ตารางผนวกท่ี ก.2 ปริมาณสารละลาย EtOH และ n-propanol ในการเตรียม Standard 

preparation 

Standard 

preparation 

รอยละ 1 (v/v) 

ของEtOH (ml) 

รอยละ 5 

(v/v) ของ  

n-propanol 

(ml) 

ในปริมาตร 

(ml) 

ความ

เขมขนที่ได 

EtOH 

ความเขมขนที่

ได  

n-propanol 

อัตราสวน

EtOH / n-

propanol 

1 5 50 100 0.05 0.75 0.07 

2 10 50 100 0.1 0.75 0.13 

3 15 50 100 0.15 0.75 0.20 

4 20 50 100 0.2 0.75 0.27 
 

3.1 เตรียมตัวอยางในการวิเคราะห 

3.1.1 ใช Syringe ปริมาตร 20 มิลลลิติร ดูดตัวอยาง กรองตัวอยางดวยแผนกรอง Syringe 

filter ขนาด 0.45 ไมครอน เพือ่ใหตัวอยางใส 

 3.1.2 เกบ็รกัษาตัวอยางที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนำมาวิเคราะหข้ันตอนตอไป ปเปตตัวอยาง

ที่ขวดปรับปรมิาตรในขวด flask ใส ขวดใสตัวอยาง (Vial) ปริมาตร 2 สวน 3 ของขวด 

 

2. การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคท้ังหมด (Total Phenolic Compound) โดยวิธี 

Folin - Ciocalteu colorimetric method ดัดแปลงจากวิธีของ AOAC. (1990) 

2.1 เตรียมสารละลาย 

─ สารโฟลินความเขมขนรอยละ 10 โดยปริมาตร (รอยละ 10 v/v Folin - Ciocalteau 

reagent) นำสารละลายโฟลินมาเจือจางดวยน้ำกลั่น ใหมีความเขมขน เปนรอยละ 10 

โดยปริมาตร เชนใชสารละลายโฟลิน 10 มิลลิลิตรผสมกับน้ำกลั่น 90 มิลลิลิตรเปนตน  

─  สารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขนรอยละ 7.5 โดยน้ำหนักตอปริมาตร (รอย

ละ 7.5 w/v) ช่ัง Na2CO3 anhydrous มา 75 กรัม ละลายดวยน้ำกลั่น แลวปรับ

ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร  
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─  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเขม

ขน 1000 มิลลิกรัม/ลิตร โดยชั่งกรดแกลลิก 0.025 กรัม ละลายในเอทานอลบริสุทธ์ิ

และปรับปริมาตรใหเปน 25 มิลลิลิตรในขวดปรับ ปริมาตรจากน้ันนำสารละลาย

มาตรฐาน กรดแกลลิกเขมขน 1000 มิลลิกรัม/ลิตร มาเจือจางดวย เอทานอลบริสุทธ์ิ

ใหมีความเขมขน เปน 0, 50, 100 และ 150 มิลลิกรัม/ลิตร 

2.2 วิธีการทดลอง 

เตรียมสารละลาย gallic acid ความเขมขน 100 microgram/ml ปรมิาตร 50 ml 

(ช่ัง gallic acid 0.0050 กรัม ละลายในน้ำกลั่น และปรบัปริมาตรใหได 50 ml) 

 

เจือจางที่ความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 microgram /ml ปริมาตร 5 ml 

(ใชน้ำกลั่นที่ความเขมขน 0 และ gallic acid (100 microgram /ml) 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 ml. 

ตามลำดับ)  

 

ปรับปรมิาตรของสารละละลายมาตรฐานดวยน้ำกลั่นใหไดปริมาตร 5 ml 

2.2 การวิเคราะหปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมด 

สารละลายมาตรฐาน (0-100 microgram/ml) หรือสารสกดัขาวปริมาตร 0.4 ml (3 ซา) 

 

เติม Folin - Ciocalteu 2 ml. ทิ้งไว 4 นาที 

 

เติมสารละลาย Na2CO3 1.6 ml. เขยาใหเขากัน ต้ังทิง้ไวที่อณุหภูมิหอง 30 นาที 

(สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ำเงิน ความเขมของสีตามความเขมขนของ gallic acid)  
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นำสารละลายสวนใสวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 765 nm. (ใชน้ำกลั่นเปน blank) 

 

พลอตกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของ gallic acid (microgram/ml) 

 

คำนวณปริมาณฟนอลกิทั้งหมดในตัวอยาง 

หมายเหตุ ตัวอยางที่ใชวัดคาปริมาณฟนอลิกทั้งหมด คาการดูดกลืนแสงควรอยูในชวงของสารละลาย

มาตรฐานและไมควรเกิน 1 จึงจำเปนตองเจอืจางตัวอยางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมกอนทาปฏิกิริยา 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะหจำนวนโคโลนี 
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ตารางผนวกท่ี ข.1 ผลจำนวนโคโลนีทัง้หมดในน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC ต้ังแตวันที่ 0 - 3 

สิ่งทดลอง 
จำนวนโคโลนีบนอาหาร DRBC (cfu/ml) 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 

ชุดควบคุม 1.58 x106 2.62 x106 2.41 x106 2.13 x106 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 1.34 x106 2.08 x106 2.22 x106 1.97x106 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 1.34 x106 1.65 x106 1.95 x106 1.89 x106 

น้ำตาลสด+พะยอม 1.41x106 1.70 x106 1.77 x106 1.81 x106 

น้ำตาลสด+เค่ียม 1.21x106 1.59 x106 1.96 x106 1.84 x106 

 

ตารางผนวกท่ี ข.2 ผลโคโลนีทั้งหมดในน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA ต้ังแตวันที่ 0-3 

สิ่งทดลอง 
จำนวนโคโลนีบนอาหาร PCA (cfu/ml) 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 

ชุดควบคุม 1.85 x108 1.95 x108 1.93 x108 1.99 x108 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 1.52 x108 1.55 x108 1.31 x108 1.01 x108 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 1.34 x108 1.30 x108 1.18 x108 1.06 x108 

น้ำตาลสด+พะยอม 1.25 x108 1.27 x108 1.22 x108 1.03 x108 

น้ำตาลสด+เค่ียม 1.50 x108 1.35 x108 1.10 x108 1.07 x108 
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การวิเคราะหทางสถิติ 
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ตารางผนวกท่ี ค.1 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC (log cfu/ml) วันที่ 0 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) (ns) 

ชุดควบคุม 6.1890±0.11 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 6.1177±0.10 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 6.2596±0.08 

น้ำตาลสด+พะยอม 6.1471±0.06 

น้ำตาลสด+เค่ียม 6.0892±0.14 
หมายเหตุ ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.2 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC (log cfu/ml) วันที่ 1 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) 

ชุดควบคุม 6.4146±0.07a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 6.2963±0.16ab 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 6.3592±0.09ab 

น้ำตาลสด+พะยอม 6.1804±0.12b 

น้ำตาลสด+เค่ียม 6.1936±0.10ab 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.3 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC (log cfu/ml) วันที่ 2 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) 

ชุดควบคุม 6.3809±0.03c 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 6.4742±0.00a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 6.4639±0.09b 

น้ำตาลสด+พะยอม 6.2487±0.01d 

น้ำตาลสด+เค่ียม 6.3809±0.10c 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 
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ตารางผนวกท่ี ค.4 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร DRBC(log cfu/ml) วันที่ 3 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) (ns) 

ชุดควบคุม 6.3196±0.02 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 6.4688±0.00 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 6.2757±0.03 

น้ำตาลสด+พะยอม 6.2582±0.01 

น้ำตาลสด+เค่ียม 6.2699±0.01 
หมายเหตุ ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.5 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA (log cfu/ml) วันที่ 0 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) 

ชุดควบคุม 8.2604±0.10a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 8.1816±0.01ab 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 8.1211±0.02ab 

น้ำตาลสด+พะยอม 8.0967±0.04b 

น้ำตาลสด+เค่ียม 8.1757±0.04ab 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต(ิp≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.6 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA (log cfu/ml) วันที่ 1 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) (ns) 

ชุดควบคุม 8.2797±0.12 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 8.1752±0.13 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 8.1107±0.07 

น้ำตาลสด+พะยอม 8.1023±0.04 

น้ำตาลสด+เค่ียม 8.1279±0.04 
หมายเหตุ ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 
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ตารางผนวกท่ี ค.7 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA (log cfu/ml) วันที่ 2 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) (ns) 

ชุดควบคุม 8.8275±0.12 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 8.1132±0.08 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 8.1119±0.08 

น้ำตาลสด+พะยอม 8.0557±0.12 

น้ำตาลสด+เค่ียม 8.0422±0.02 
หมายเหตุ ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ(p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.8 คาทางสถิติจำนวนโคโลนีของน้ำตาลโตนดบนอาหาร PCA (log cfu/ml) วันที่ 3 

สิ่งทดลอง SD (log cfu/ml) 

ชุดควบคุม 8.2959±0.00a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 8.0123±0.02b 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 8.0057±0.00b 

น้ำตาลสด+พะยอม 8.0258±0.05b 

น้ำตาลสด+เค่ียม 8.0219±0.07b 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.9 คาความเปนเปนกรด-ดาง วันที่ 0-3 

สิ่งทดลอง SD  

ชุดควบคุม 3.7700±0.67a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 4.2975±0.37b 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 4.3400±0.32b 

น้ำตาลสด+พะยอม 4.2375±0.44b 

น้ำตาลสด+เค่ียม 4.2725±0.37b 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต(ิp≤.05) 
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ตารางผนวกท่ี ค.10 ปรมิาณของแข็งละลายน้ำไดทัง้หมด (TSS, ºBrix) วันที่ 0-3 

สิ่งทดลอง SD  

ชุดควบคุม 8.3333±0.50a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 6.0667±0.10 b 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 5.5667±0.85d 

น้ำตาลสด+พะยอม 5.3333±0.50d 

น้ำตาลสด+เค่ียม 6.0333±0.86 c 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.11 ปรมิาณกรดระหวางการหมักน้ำตาลโตนด วันที่ 0-3 

สิ่งทดลอง SD  

ชุดควบคุม 0.2600±0.12a 

น้ำตาลสด+มะเกลอืสด 0.1800±0.04c 

น้ำตาลสด+มะเกลอืยาง 0.2125±0.07b 

น้ำตาลสด+พะยอม 0.2000±0.08b 

น้ำตาลสด+เค่ียม 0.1475±0.04d 
หมายเหตุ ตัวอักษร a-d ที่แตกตางกันในแนวตั้ง แสดงถงึความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(p≤.05) 
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ตารางผนวกท่ี ค.12 ปริมาณไนโตรเจนของน้ำตาลโตนด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง จำนวนซ้ำ ไนโตรเจน  

มะเกลือยาง 

1 0.112 

2 0.014 

3 0.145 

𝑋𝑋 0.090 

SD 0.068 

มะเกลือสด 

1 0.094 

2 0.164 

3 0.093 

𝑋𝑋 0.117 

SD 0.040 

พะยอม 

1 0.125 

2 0.122 

3 0.151 

𝑋𝑋 0.132 

SD 0.016 

เค่ียม 

1 0.069 

2 0.125 

3 0.202 

𝑋𝑋 0.132 

SD 0.067 
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ตารางผนวกท่ี ค.13 คาปริมาณโปรตีนของน้ำตาลโตนด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง จำนวนซ้ำ โปรตีน  

มะเกลือยาง 

1 0.8 

2 0.9 

3 0.9 

𝑋𝑋 0.87 

SD 0.058 

มะเกลือสด 

1 1.5 

2 1.6 

3 1.6 

𝑋𝑋 1.57 

SD 0.058 

พะยอม 

1 1.29 

2 1.29 

3 1.23 

𝑋𝑋 1.27 

SD 0.034 

เค่ียม 

1 3.10 

2 3.09 

3 3.10 

𝑋𝑋 3.097 

SD 0.005 



(107) 
 

ตารางผนวกท่ี ค.14 คาปริมาณฟลาโวนอยดของน้ำตาลโตนด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง จำนวนซ้ำ ฟลาโวนอยด 

มะเกลือยาง 

1 26.558 

2 37.147 

3 33.470 

𝑋𝑋 32.291 

SD 5.376 

มะเกลือสด 

1 33.397 

2 36.779 

3 36.411 

𝑋𝑋 35.529 

SD 1.861 

พะยอม 

1 40.589 

2 40.014 

3 42.220 

𝑋𝑋 40.941 

SD 1.143 

เค่ียม 

1 44.720 

2 45.676 

3 47.147 

𝑋𝑋 45.847 

SD 1.235 
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ตารางผนวกท่ี ค.15 คาปริมาณฟนอลิกของน้ำตาลโตนด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง จำนวนซ้ำ ฟนอลิก 

มะเกลือยาง 

1 1.71 

2 1.69 

3 1.62 

𝑋𝑋 1.670 

SD 0.047 

มะเกลือสด 

1 0.62 

2 0.65 

3 0.68 

𝑋𝑋 0.649 

SD 0.021 

พะยอม 

1 3.74 

2 3.74 

3 3.70 

𝑋𝑋 3.73 

SD 0.023 

เค่ียม 

1 3.71 

2 3.63 

3 3.64 

𝑋𝑋 3.66 

SD 0.043 
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ตารางผนวกท่ี ค.16 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทดสอบทางประสาทสัมผสัทางดานกลิ่นของ

น้ำตาลโตนด 

SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 3 43.025 14.342 8.773* 

Error 87 142.225 1.635  

Total 120 1263.000   

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 
 

ตารางผนวกท่ี ค.17 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณโปรตีนของน้ำตาลโตนด 

หมายเหตุ ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.18 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณไนโตรเจนของน้ำตาลโตนด 
SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 3 8.543 2.848 1441.924* 

Error 8 0.016 0.002  

Total 11 8.559   

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

 

ตารางผนวกท่ี ค.19 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด 
SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 3 124516.204 41505.399 3102.969* 

Error 8 107.008 13.376  

Total 11 124623.204   

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

 

SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 3 0.138 0.046 0.427ns 

Error 8 0.861 0.108  

Total 11 0.998   
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ตารางผนวกท่ี ค.20 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด 
SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 3 317.878 105.959 12.058* 

Error 8 70.302 8.788  

Total 11 388.180   

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

ตารางผนวกท่ี ค.21 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนความเปนเปนกรด-ดาง วันที่ 0-3 

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05) 

ตารางผนวกท่ี ค.22 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณของแข็งละลายน้ำไดทั้งหมด (TSS, ºBrix) 

วันที่ 0-3 

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤.05)  

ตารางผนวกท่ี ค.23 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณกรดระหวางการหมกัน้ำตาลโตนด 

วันที่ 0-3 

หมายเหตุ * หมายถึง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ(p≤.05) 

 

 

SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 4 2.632 0.658 3.180* 

Error 55 11.378 0.207  

Total 59 14.010   

SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 4 51.540 12.885 32.456* 

Error 55 15.880 0.397  

Total 59 437.220   

SOV df Sum of squares Mean Square F 

Treatment 4 0.083 0.021 3.319* 

Error 55 0.344 0.006  

Total 59 0.427   
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ภาคผนวก ง 

กราฟมาตรฐาน 
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ตารางผนวกท่ี ง.1 คาความเขมขนสารละลาย Gallic acid (mg/l) มาตรฐานกับพื้นที่ใตกราฟ 

ความเขมขนของสารละลาย Gallic acid (mg/l) (x) พื้นที่ใตกราฟ (y) 

0 0 

20 0.285 

40 0.540 

60 0.850 

80 1.135 

100 1.245 
 

     

ภาพผนวกท่ี ง.1 ความสมัพันธระหวางความเขมขนสารละลาย Gallic acid (mg/l) มาตรฐานกับพื้นที่

ใตกราฟ  

จากสมการเสนตรง y = 0.013x  

       x = y/0.013 

ตารางผนวกท่ี ง.2 คาความเขมขนเคอรซิตินมาตรฐานกบัพืน้ที่ใตกราฟ 

ความเขมขนของเคอรซิติน (x) พื้นที่ใตกราฟ (y) 

0 0 

20 0.302 

40 0.550 

60 0.850 

80 1.125 

100 1.350 

 

y = 0.013x + 0.0269

R² = 0.9883
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ภาพผนวกท่ี ง.2 ความสมัพันธระหวางความเขมขนความเขมขนเคอรซิตินมาตรฐานกับพื้นที่ใตกราฟ 

จากสมการเสนตรง y = 0.0136x  

         x = y/0.0136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0136x + 0.0162
R² = 0.9985
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ภาคผนวก จ 

แบบประเมินทางประสาทสัมผัส 
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ภาพผนวกท่ี จ.1 แบบประเมินการยอมรบัคุณภาพประสาทสัมผัสของหมกัน้ำตาลโตนด 

แบบทดสอบการยอมรับทางประสาทสัมผัสดานกลิ่น 

ผลิตภัณฑ    น้ำตาลโตนด 

เพศ  (  ) ชาย (  ) หญิง  อาย ุ (   ) 20 - 25 ป  (   ) 26 - 30 ป  (   ) 31 - 35 ป 

           (   ) 36 - 40 ป  (   ) 41 - 45 ป  (   ) มากกวา 46 ป 

คำแนะนำ กรุณาดมตัวอยางแตละรหัสและใหคะแนนตามความชอบตรงตามความรูสึกในตัวอยาง  

4 ตัวอยาง โดยใสตัวเลขระดับคะแนนลงในชองวาง โดยเกณฑการใหคะแนนดังนี้  (5 =ชอบมากที่สุด   

4 =ชอบมาก  3 =ชอบปานกลาง  2 =ชอบนอย 1 =ชอบนอยที่สุด ) 

 

ตัวอยาง   862  245  458  396 

ระดับคะแนน    ..………  ..………  ..………  ..……… 

ขอบคุณคะ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(116) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ฉ 

ภาพการทดลอง 
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ภาพผนวกท่ี ฉ.1 กระบวนการเตรียมทดสอบประสาทสมัผสัของน้ำตาลโตนด 

 

ภาพผนวกท่ี ฉ.2 ตัวอยางเช้ือบนอาหาร PCA Agar ทำการ Spread Plate  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พยอม เคี่ยม 

มะเกลือสด มะเกลือยาง 

ชุดควบคุม 
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ภาพผนวกท่ี ฉ.3 ตัวอยางเช้ือบนอาหาร DRBC Agar ทำการ Spread Plate  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

พยอม เคี่ยม 

มะเกลือสด มะเกลือยาง 

ชุดควบคุม 
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ภาคผนวก ช 

ผลการวิเคราะหตาง ๆ 
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ภาพผนวกท่ี ช.1 ผลการวิเคราะหการจัดจำแนกจุลินทรีย 
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ภาพผนวกที ่  ช .2 ผลการสงว ิ เคราะห หาปริมาณเอทานอลดวยเคร ื ่อง แก สโครมาโตกราฟ  

(Gas Chromatographym GC-MS) 

 

Control 

 
พะยอม
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มะเกลือยาง 

 
มะเกลือสด 

 
เค่ียม 
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