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                                                                        บทคดัย่อ 
        งานวิจยัน้ีใชป้ลายขา้ว และขา้วเตม็เมลด็ของขา้วจา้ว   ขา้วกลอ้ง  และขา้วเหนียวขาวเป็นวตัถุ ดิบ
ในการผลิตนํ้าสม้สายชูหมกั  กระบวนการผลิตแบ่งเป็น 2 ขั้นตอนคือ  ขั้นตอนท่ี 1 การผลิตแอล กอฮอล ์
หรือไวน์ขา้วจากขา้วแต่ละชนิดโดยใชลู้กแป้ง  ขั้นตอนท่ี 2 เป็นการผลิตนํ้าสม้สายชูหมกัหรือกรด
นํ้าสม้จากไวนข์า้วท่ีหมกัไดจ้ากขั้นตอนท่ี 1 โดยใชแ้บคทีเรียนํ้าสม้ Acetobacter  aceti TISIR 102 
         ขั้นตอนท่ี 1 การผลิตแอลกอฮอลจ์ากขา้วแต่ละชนิด  เร่ิมจากการนาํปลายขา้วไปแช่นํ้านาน 15-20 
นาที เทนํ้าท้ิง  แลว้น่ึงในไอนํ้าเดือดนาน 30 นาที ถา้ใชข้า้วเตม็เมลด็ตอ้งแช่นานถึง 6 ชัว่โมง  และน่ึง
นาน 30 นาที  จากนั้นปล่อยท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ลา้งเมือกออกดว้ยนํ้า  ผึ่งใหแ้หง้  นาํไปผสมกบั
ผงลูกแป้งในอตัราส่วนผงลูกแป้ง 7 กรัมนํ้าหนกัแหง้ ต่อขา้วน่ึง 1 กิโลกรัม  บรรจุลงในโหลแกว้ทรง
กลมท่ีมีความสูง 12 น้ิว  และมีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 9 น้ิว ปิดปากโหลดว้ยผา้ขาวบาง  นาํไปบ่ม ใน
ท่ีต่างๆกนัดงัน้ีคือ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ในหอ้งเยน็(10C)  และในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลานาน 3 วนั 
จากนั้นทาํการเติมนํ้าเช่ือมท่ีมีค่าความหวาน 12-14Brix  เพื่อเพิ่มปริมาณของเหลว เป็นวิธีท่ีเรียกกนัวา่ 
“ การผา่นํ้า”  แลว้นาํไปหมกัต่อในท่ีเดิมอีกนานประมาณ 3 สปัดาห์ ถึง 1 เดือน 
        ขั้นตอนท่ี 2  แอลกอฮอลใ์นไวน์ขา้วจะถูกเปล่ียนเป็นกรดนํ้าสม้โดย Acetobacter  aceti TISIR 102 
ในถงัหมกัแบบเป่าอากาศขนาดบรรจุ 3 ลิตร      ท่ีเรียกวา่“ Acetator”  ในการทดลองใช ้acetator จาํนวน
3 ถงัในการศึกษาเก่ียวกบัผลของปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่ ปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้   ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอล์
เร่ิมตน้ และการใชส้ารเสริมการเจิญเติบโตของแบคทีเรียนํ้าสม้ เช่น NH4H2PO4 และK4H2PO4ในปริมาณ
ต่างๆ ท่ีมีผลต่อกิจกรรมการผลิตกรดนํ้าสม้ของ Acetobacter aceti TISIR 102. 
         ผลการทดลองสรุปไดว้า่ในขั้นตอนท่ี 1    การหมกัแอลกอฮอลจ์ากขา้วแต่ละชนิดใหผ้ลไม่ต่าง กนั
มากนกั กล่าวคือ ไดค้วามเขม้ขน้ของแอลกอฮอล ์ อยูใ่นช่วงร้อยละ 15-17 (v/v) เม่ือวดัดว้ย Portable  
Refractometer  RHW-25 ส่วนในขั้นตอนท่ี 2 เม่ือใชป้ริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 30 (v/v) ซ่ึงจะทาํใหมี้
ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้ในนํ้าหมกัประมาณร้อยละ 13 (v/v) และเติม NH4H2PO4 ลงไปใน
นํ้าหมกัดว้ยในปริมาณ 10 กรัมต่อลิตรจะทาํใหแ้บคทีเรียนํ้าสม้สามารถผลิตกรด นํ้าสม้ไดถึ้งร้อยละ 6 
(w/v) ในระยะเวลาการหมกั 10 วนั  สีของนํ้าสม้สายชูท่ีหมกัจากขา้วจา้ว  และขา้วเหนียวขาวมีสีเหลือง
ทองเหมือนกนั  แต่นํ้าสม้สายชูท่ีหมกัจากขา้วกลอ้งจะมีสีนํ้าตาล 
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                                                                       Abstract 
 
     This research used broken rice and  rice grain of polished rice, unpolished rice  and white glutinous 
rice as the raw material for rice vinegar production. The process was devided  into two steps. First 
step was alcohol fermentation (rice wine) from various type of rice by using Look-Pang  and  the 
second step was  rice vinegar production  (acetic acid)  from  rice  wine which fermented  from  the 
first step by acetic acid bacteria Acetobacter  aceti TISIR 102.   
       The first step: process were  included steeping   rice in water 5-10 minutes for broken rice and 6 
hours for rice grain, excess water drained, steaming 30 minutes, cooling to room temperature, washing 
slime with water, excess water drained, mixed with Look-Pang  powder in ratio 7 grams dry weight of 
Look-Pang  powder to 1 kilogram of steamed rice, packed in 12 inch height and 9 inch diameter glass 
colume, covered with thin cloth, incubated in various condition; at room temperature, in cold room 
(10C) and  in the dark place at room temperature  for 3 days, increased  volume of  liquid  by  adding  
with  12-14Brix  syrup, incubate at the same condition  for 3 weeks  to 1 month.  
        The  second  step: alcohol in rice wine was converted  to  acetic acid  by Acetobacter  aceti 
TISIR 102  in  3 litres capacity air bubble colume reactor call “acetator” .  Three acetators were used  
for  the  experiment studied  about influence of  various  inoculum size, initial concentration of 
alcohol, and amount of  growth supplement materil such as NH4H2PO4 and K4H2PO4  on acetic acid 
production activity of Acetobacter aceti TISIR 102. 
         The result was concluded that in first step there had no difference of alcohol concentration 
which fermented from each type of rice.  The range of alcohol concentration was between 15-17 
(v/v) when measured with Portable Refractometer RHW-25.  In second step it was indicated that the 
inoculum size at 30 (v/v) which made the 13 (v/v) initial concentration of alcohol in mixture 
and 10g/L of  NH4H2PO4 added would reach 6 (w/v) of acetic acid produced in 10 days.  The 
colour of  polished rice vinegar was golden-yellowed similar to white glutinous rice  vinegar but differ 
from unpolished rice vinegar which brown in coloured. 
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                                                                        บทท่ี 1 
                                                                         บทนํา 
1.1  ความหมายและประเภทของนํา้ส้มสายชู  (มอก.83-2527 ขอ้ 2 หนา้ 1) 
       นํ้าสม้สายชู (vinegar)  หมายถึง ผลิตภณัฑท่ี์มีลกัษณะเป็นของเหลวใส  ทาํจากวตัถุดิบท่ีเหมาะสม
ไดแ้ก่  ธญัพืช  ผลไม ้ นํ้าตาลหรือกากนํ้าตาล   ตามกรรมวิธีการผลิตนํ้าสม้สายชูแต่ละประเภท 
มีรสเปร้ียวท่ีเกิดจากกรดอะซีคิก (acetic  acid) เป็นส่วนใหญ่ 
      นํ้าสม้สายชูตามมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรมน้ีแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือนํ้าสม้สายชูหมกั 
และนํ้าสม้สายชูกลัน่ 
1.1.1 นํ้าสม้สายชูหมกั (fermented vinegaar)  หมายถึง นํ้าสม้สายชูท่ีไดจ้ากการนาํวตัถุดิบมา 
              หมกักบัส่าเหลา้  แลว้นาํมาหมกักบัเช้ือนํ้าสม้สายชูตามกรรมวิธีการผลิต 

      1.1.2       นํ้าสม้สายชูกลัน่ (distilled vinegar  or  spirit vinegar) 
               distilled vinegar   หมายถึง นํ้าสม้สายชูท่ีไดจ้ากการกลัน่นํ้ าสม้สายชูหมกั 

            spirit vinegar  หมายถึง นํ้าสม้สายชูท่ีไดจ้ากการหมกัเอทธานอลเจือจาง กบัเช้ือนํ้าสม้ 
            สายชูตามกรรมวิธีการผลิต แลว้นาํไปกลัน่หรือกรอง 

1.2  คุณลักษณะท่ีต้องการของนํา้ส้มสายชู (มอก. 83-2527 ขอ้ 4 หนา้2-3) 
      1.2.1  ลกัษณะทัว่ไป 
                นํ้าสม้สายชูหมกั  ตอ้งมีลกัษณะท่ีตอ้งการดงัน้ีคือ 

- มีสีตามธรรมชาติของวตัถุดิบท่ีใชใ้นกรรมวิธีการผลิต 
- มีกล่ินของกรดอะซีติค  และอาจจะมีกล่ินของวตัถุดิบท่ีใชห้มกัอยูด่ว้ยกไ็ด ้
- ใส  ไม่มีหนอนนํ้าสม้  ส่ิงสกปรก  หรือส่ิงเจือปนอ่ืนใด 
- ไม่มีตะกอน นอกจากตะกอนท่ีเกิดโดยธรรมชาติของนํ้าสม้สายชูหมกั 

                 นํ้าสม้สายชูกลัน่ ตอ้งมีลกัษณะท่ีตอ้งการดงัน้ีคือ 
- มีสีตามธรรมชาติของวตัถุดิบท่ีใชใ้นกรรมวิธีการผลิต 
- มีกล่ินของกรดอะซีติค  และอาจจะมีกล่ินของวตัถุดิบท่ีใชห้มกัอยูด่ว้ยกไ็ด ้
- ใส  ไม่มีส่ิงสกปรก  หรือส่ิงเจือปนอ่ืนใด 
- ไม่มีตะกอน 

1.2.2 คุณลกัษณะทางเคมี 
                       กาํหนดใหมี้เกณฑต่์างๆดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 1.1 
 
 
 
 



                       ตารางท่ี 1.1  คุณลกัษณะทางเคมีของนํ้าสม้สายชูหมกั และนํ้าสม้สายชูกลัน่ 
 

 รายการท่ี          คุณลกัษณะ เกณฑก์าํหนดสาํหรับ 
    นํ้าสม้สายชูหมกั 

เกณฑก์าํหนดสาํหรับ 
    นํ้าสม้สายชูกลัน่ 

     วิธีการ 
    วิเคราะห์ 

       1 
 
 
       2 
 
       3 

ปริมาณกรดอะซีติค
(กรัมต่อ100 มิลลิลิตร) 
ตอ้งไม่นอ้ยกวา่ 
ของแขง็ทั้งหมด(total 
solid)  ร้อยละ 
กรดแร่อิสระ 
(free  mineral  acid) 

                 4 
 
 
      ไม่นอ้ยกวา่ 1 
 
        ตอ้งไม่พบ 

                  4 
 
 
      ไม่มากกวา่ 1 
 
         ตอ้งไม่พบ 

ภาคผนวก ก. 
 
 
ภาคผนวก ข. 
 
ภาคผนวก ค. 

 
           นอกจากน้ียงัมีการกาํหนดถึงวตัถุเจือปนอาหาร และสารปนเป้ือนไวโ้ดยท่ีการแต่งสีใหใ้ชไ้ด้
เฉพาะนํ้าตาลเค่ียวไหมเ้ท่านั้นซ่ึงการตรวจวิเคราะห์ ใชว้ธีิมาเทอร์ส (Mathers  test)ในภาคผนวก ง.  
ใหใ้ชว้ตัถุเจือปนอาหาร (Food  Additives) ไดด้งัน้ีคือ ซลัเฟอร์ไดออกไซด ์ ไม่เกิน 70 มิลลิกรัม ต่อ
นํ้าสม้สายชู 1 กิโลกรัม  กรดแอล-แอสคอร์บิก ไม่เกิน 400 มิลลิกรัม ต่อนํ้าสม้สายชู 1 กิโลกรัมส่วนสาร
ปนเป้ือนนั้นมีเกณฑก์าํหนดดงัแสดงในตารางท่ี 1.2 
                                     ตารางท่ี 1.2 เกณฑก์ารกาํหนดค่าสารปนเป้ือนในนํ้าสม้สายชู 
 

     สารปนเป้ือน          ปริมาณสูงสุดท่ียอมรับใหมี้ได ้
                มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

สารหนู(As)                               0.15 
ตะกัว่ (Pb)                               0.5 
ทองแดง (Cu)                               10 
สงักะสี (Zn)                                 5 

         
 นอกจากน้ีตอ้งไม่มีกรดนํ้าสม้ชนิดท่ีมิไดผ้ลิตจากกระบวนการผลิตนํ้าสม้สายชูหมกั    หรือนํ้าสม้ สายชู
กลัน่ ไม่มีหนอนนํ้าสม้ (vinegar  eel) มีแอลกอฮอลต์กคา้งไม่เกิน ร้อยละ 0.5  และหากตอ้งทาํการเจือ
จางความเขม้ขน้ของกรดนํ้าสม้ใหใ้ชน้ํ้ าสะอาดเป็นส่วนผสม     
           สาํหรับภาชนะท่ีใช ้บรรจุตอ้งสะอาด ทาํดว้ยแกว้หรือเคร่ืองเคลือบดินเผามีฝาซ่ึงปิดไดส้นิทพอดี
กบัภาชนะบรรจุ  วตัถุท่ีใชบุ้หรือใชร้องในฝาปิดหรือฝาชั้นในตอ้งไม่มีสี และไม่ทาํปฏิกิริยากบั



นํ้าสม้สายชู หรือละลายในนํ้าสม้สายชู  ปริมาตรสุทธิของนํ้าสม้สายชูในแต่ละภาชนะบรรจุ ตอ้งไม่นอ้ย
กวา่ท่ีระบุไวใ้นฉลาก 
1.3 จุลินทรีย์ท่ีเก่ียวข้องในขั้นตอนการผลิตนํา้ส้มสายชูหมักจากข้าว 

              จุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งจะมี 2 กลุ่มใหญ่ดงัน้ีคือ   กลุ่มแรกเป็นจุลินทรียย์คูาริโอต (eucaryote)  
ในกลุ่มฟังไจ (fungi) ซ่ึงมี 2 ประเภทคือ รา  และ  ยสีต ์   จุลินทรียเ์หล่าน้ีจะใชส้ารอาหารจากวตัถุดิบซ่ึง
เป็นขา้วสาํหรับการเจริญเติบโต และเพิ่มจาํนวนเซลโดยปฏิกิริยาการหมกั ซ่ึงเป็น Multiparallel  
fermentation หมายความถึงกระบวนการหมกัท่ีมีหลายปฏิกิริยา และจะเกิดข้ึนพร้อมๆ กนั  ซ่ึงจะแบ่ง
ออกเป็นสองขั้นตอนหลกัตามสภาวะของการหมกัและประเภทของจุลินทรีย ์ คือขั้นตอนท่ีหน่ึงเป็น
กระบวนการเปล่ียนแป้งใหเ้ป็นนํ้าตาล  และขั้นตอนท่ีสองการเปล่ียนนํ้าตาลเป็นแอลกอฮอล ์   
ส่วนจุลินทรีย ์ กลุ่มท่ีสองเป็นแบคท่ีเรียสร้างนํ้าสม้ท่ีมีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Acetobacier  aceti 
แบคทีเรียพวกน้ีจะทาํหนา้ท่ีในการเปล่ียนแอลกอฮอลใ์หเ้ป็นกรดนํ้าสม้   ซ่ึงในปฏิกิริยาในขั้นตอนน้ีจะ
เกิดกาซคาร์บอนไดออกไซดข้ึ์นดว้ยดงัน้ี                         
                       Starch (grain) 
                                                                            Sacchar ification 
                                                                                     mold 

                                               (C6H10O5)n H2O                                      x C6H12O6     +     y C12H22O11 
                                                                                    enzyme 

 
     Fermentable  mono and disacchar ides 
                                                                     Alcoholic   fermentation 
                                                                                     yeast 

                                                       C6H12O6                                               2 C2H5OH    +     2 CO2 
                                                                                       anaerobic  condition 

                  
                       Ethyl  alcohol 
                                                                                        Acetification 
                                                                                     acetic  acid  bacteria 

                                                        C2H5OH  +   O2                                                 CH3CO2H    +    H2O 
                                                                                        aerobic  condition 

 
                        Acetic  acid 
                 รูปท่ี 1.1 ขั้นตอนการหมกันํ้าสม้สายชูจากวตัถุดิบท่ีเป็นแป้งจากขา้ว  (Adam,1985) 



 1.3.1  ขั้นตอนท่ี 1  การเปล่ียนแป้งเป็นนํา้ตาลโดยเช้ือรา (http//www. diw.go.th) 
           ในขั้นตอนน้ีวตัถุดิบท่ีเป็นแป้งจะถูกเปล่ียนใหเ้ป็นนํ้าตาลโดยใชเ้อน็ไซมจ์ากเช้ือราเรียกวา่
ปฏิกิริยา “Saccharification” สภาวะน้ีตอ้งการอากาศสาํหรับการเจริญของเช้ือรา เอน็ไซมท่ี์สร้างโดยเช้ือ
ราเป็นกลุ่มอะไมเลส(amylase) ประกอบดว้ยแอลฟาอะไมเลส(alpha  amylase)  เบตา้อะไมเลส (beta 
amylase) และกลูโคอะไมเลส (glucoamylase)  เอน็ไซมเ์หล่าน้ีจะยอ่ยโครงสร้างแอลฟาฟอร์ม (-
form) ในโมเลกลุของเมด็แป้งใหเ้ป็นนํ้าตาลโมเลกลุใหญ่  นํ้าตาลโมเลกลุคู่  และนํ้าตาลโมเลกลุเด่ียว 
ตามลาํดบั นํ้าตาลพวกท่ีเป็น fermentable momo and disaccharides  ไดแ้ก่ กลูโคส (glucose)  และ 
มอลโทส (maltose)  เช้ือรากลุ่มท่ีมีความสาํคญัและมีบทบาทในการสร้างเอน็ไซมใ์นปริมาณมาก ไดแ้ก่
ราในสอง Class ต่อไปน้ี  
             -  Class Zygomyces     Order  Mucorales      Family  Mucoraceae  ไดแ้ก่genus ท่ีสาํคญัคือ 
                       Genus  Rhizopus  sp.  (รูปท่ี1.2)  เช่น   R .oryzae,    R. japonicus,  R. oligosporus,   
                        R  arrhizus 
                       Genus  Mucor  sp. (รูปท่ี 1.3) เช่น  M.  rouxii,   M.  fragilis 
                       Genus  Amylomyces  sp. เช่น  Amylomyces  rouxii 
              -   Class  Deuteromycetes  Order  Moniliales   Family  Moniceae  ไดแ้ก่genus ท่ีสาํคญัคือ 
                       Genus  Aspergillus  sp. เช่น  A. oryzae,  A. niger (รูปท่ี 1.4-1.5) 
คุณสมบติัของเช้ือราในclassแรกคือ สามารถสร้างเอน็ไซมท่ี์มีแอคทิวต้ีิ (activity) สูงพร้อมกบัสร้างกรด
อินทรีย ์เช่น กรดฟูมาลิค(fumaric  acid) กรดซิตริค(citric  acid) และกรดแลคติค (lactic  acid)ทาํใหเ้กิด
รสเปร้ียว  กรดท่ีเกิดข้ึนน้ีจะเป็นตวัช่วยยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียช์นิดอ่ืนท่ีเป็นสาเหตุของการ
ปนเป้ือนได ้  แต่การไฮโดรไลส์แป้งเกิดไม่สมบูรณ์ กล่าวคือใหป้ริมาณนํ้าตาลรีดิวส์ (reducing  sugar) 
นอ้ยกวา่class หลงั  ยกเวน้เช้ือรา Amylomyces  rouxii ท่ีมีระดบัการสร้างนํ้าตาลรีดิวส์ไดสู้งสุดในกลุ่ม 
เน่ืองจากมีเอน็ไซม ์กลูโคอะไมเลส  แต่ไม่ผลิตกรดจึงไม่ทาํใหเ้กิดรสเปร้ียว  

                                                               
                                  รูปท่ี 1.2  เช้ือรา  Rhizopus sp.(http://www. moldtestingma.com) 

                                              
                               รูปท่ี 1.3  เช้ือรา Mucor sp..(http://www. Trfenv.com/moldInfo.shtml.) 



                                                  
                                                            รูปท่ี 1.4  เช้ือรา Aspergillus niger 
                                            (http://www.pollen.utuka.edu/spore/Aspergillus.html 
                                               และ  http://www.ttuhsc.edu//Aspergillus niger.jdp. ) 
 

                                                  
                         รูปท่ี 1.5  Aspergillus  oryzae (http://www.vschl.cz/kch/galerie/houby.htm ) 
 
            ในการเจริญเติบโตเช้ือราจะสร้างเสน้ใยจาํนวนมากแผก่ระจายปกคลุมบริเวณผวิของเมลด็ขา้ว
และแทรกตวัอยูใ่นบริเวณช่องวา่งระหวา่งเมลด็ขา้ว   มีบางส่วนท่ีแทงทะลุเขา้ไปในเมลด็ขา้วดว้ย  เช้ือ
ราจะสร้างเอน็ไซม ์จาํนวนมากออกมายอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํ้าตาลเฟอร์เมนต ์(fermented  sugar) ไดแ้ก่ มอล
โตไตรโอส (maltotriose)  มอลโตส (maltose)  กลูโคส (glucose)  นํ้าตาลนอนเฟอร์เมนต ์  (non-
fermented  sugar) ไดแ้ก่ ลิมิตเดกซ์ตริน (limit  dextrin)   และกรดอินทรีย ์  นอกจากน้ี ยงัไดส้ารอาหาร
และวิตามินบางตวัท่ีจะเป็นประโยชน์สาํหรับการเจริญเติบโตของยสีตท่ี์จะ มีบทบาทหนา้ท่ีสาํคญัใน
กระ บวนการเปล่ียนนํ้าตาลท่ีถูกเช้ือรายอ่ยแลว้ ใหเ้ป็นแอลกอฮอล ์ 
 1.3.2  ขั้นตอนท่ี 2  การเปล่ียนนํา้ตาลเป็นแอลกอฮอล์โดยยสีต์   (http//www. diw.go.th) 
           สาํหรับยสีตเ์ป็นจุลินทรียท่ี์เจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีอากาศ และไม่มีอากาศ (Facultative  
anaerobe) ในระยะแรกของกระบวนการผลิตท่ีมีการใหอ้ากาศ ยสีตจ์ะยงัไม่มีกิจกรรมเก่ียวกบัการหมกั  
แต่จะมีการใชส้ารอาหารเพ่ือเพิ่มจาํนวนเซลอยา่งรวดเร็ว ใหไ้ดป้ริมาณท่ีมากพอ โดยวิธีการแตกหน่อ 
(budding)(รูปท่ี1.6)  อีกทั้งยงัมีสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโต  ยสีต์
เป็นจุลินทรียท่ี์ชอบเจริญในท่ีท่ีเป็นกรด ซ่ึงในขณะท่ีเช้ือราเจริญอยูน่ั้นไดมี้การผลิตกรดข้ึนมาในช่วง
ของการยอ่ยแป้ง  ดงันั้นกรดท่ีเกิดข้ึนจึงมีประโยชน์ในการปรับสภาพใหเ้หมาะกบัการเจริญของยสีต์
ดว้ย   
 



                                                
                                            รูปท่ี 1.6  ลกัษณะเซลยสีตท่ี์กาํลงัแตกหน่อ  
                                  (http://www.darwin.baruch.cuny.edu./bio1003/fungihtm) 
 
ต่อมาในกระบวนการผลิตมีการเติมนํ้าลงไปทาํใหเ้กิดเป็นสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน เช้ือราท่ีเจริญอยูน่ั้น
จะหยดุกิจกรรมเพราะเช้ือราเป็นจุลินทรียท่ี์ตอ้งการอากาศ (ออกซิเจน) ในการเจริญ (Stricty  aerobe)  
ส่วยยสีตซ่ึ์งเจริญไดใ้นทั้งสองสภาวะจะเปล่ียนรูปแบบการสร้างพลงังานจากการหายใจท่ีใชอ้อกซิเจน 
(Aerobic  respiration) มาเป็นกระบวนการหมกั หรือการหายใจแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (Alcoholic 
fermentation หรือAnaerobic respiration)  ซ่ึงในช่วงน้ีจะเป็นขั้นตอนท่ีสองของกระ บวนการผลิต ท่ี
เป็นการเปล่ียนนํ้าตาลรีดิวส์ใหเ้ป็นแอลกอฮอล ์
         ยสีตท่ี์ใชใ้นการหมกัแอลกอฮอลไ์ดแ้ก่ Saccharomyces  sp.  เช่น  S. cerevisiae,  S. diastaticus, 
Hensenula  sp.  และยสีตใ์น Class  Blastomycetes  Family  Cryptococcaceae  ไดแ้ก่ Genus Torulopsis 
sp.  ซ่ึงโดยทัว่ไปมีคุณสมบติัคลา้ยกบั S. cerevisiae กล่าวคือมีการเจริญเติบโตเร็ว  ทนต่อความเป็นกรด 
ทนต่อความเขม้ขน้ของนํ้าตาล และทนต่อระดบัแอลกอฮอลไ์ดดี้     มียสีตบ์างชนิดท่ีสามารถเปล่ียนแป้ง
ใหเ้ป็นนํ้าตาลเฟอร์เมนตไ์ด ้เน่ืองจากมีเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสคือยสีตใ์นกลุ่ม Ascomycetous  ซ่ึงอยูใ่น    
Class   Ascomycetes      
                  Subclass  Hemiascomycetidae      
                  Order  Endomycetales      
                  Family  Saccharomyceideae    
ไดแ้ก่        Genus  Endomycopsis  sp. เช่น  E. fibuligera 
เม่ือตอ้งการใหย้สีตเ์ปล่ียนนํ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอลจ์ะตอ้งปรับสภาพใหอ้ยูใ่นสภาวะไร้อากาศ ปัจจยัท่ี
มีผลต่อการหมกัไดแ้ก่  อตัราส่วนของปริมาณระหวา่งขา้ว ต่อเช้ือราและยสีต ์ ช่วงระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ในการเจริญเติบโตเพิ่มปริมาณเซลของยสีต ์(Lag-phase) ท่ีอุณหภูมิการหมกันั้นๆ       องคป์ระกอบของ
สารอาหาร    ปริมาณกรดอินทรีย ์   ปริมาณออกซิเจน    ความสามารถในการทนต่อสภาวะแวดลอ้มของ
ยสีต ์เช่น ระดบัแอลกอฮอล ์   ความเขม้ขน้ของกรดอินทรีย ์   และอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนขณะท่ีเซลมีกิจกรรม 
จุลินทรียท่ี์นาํใชใ้นกระบวนการผลิตแอลกอฮอลแ์บ่งเป็นสองแบบคือ การใชใ้นลกัษณะลูกแป้ง  และ
การใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิซ่ึงจะกล่าวในรายละเอียดต่อไปน้ี          
1.3.2.1 การหมักโดยใช้ลูกแป้ง 

ลูกแป้งตามพระราชบญัญติั พ.ศ. 2493 มาตรา 4  จดัเป็นเช้ือสุราอยา่งหน่ึงตามนิยามดงัน้ี “เช้ือสุรา” 



หมายถึง  แป้งเช้ือสุรา  แป้งขา้วหมกั  หรือเช้ือใดๆกต็ามท่ีเม่ือนาํมาหมกักบัวตัถุหรือของเหลวแลว้
สามารถทาํใหเ้กิดแอลกอฮอลท่ี์ใชท้าํสุราได ้ 

                                                        
                                   รูปท่ี 1.7  ลกัษณะของกอ้นลูกแป้ง(http://www.surathai.net)   
 
ลูกแป้งท่ีทาํกนัอยูจ่ากอดีตถึงปัจจุบนัแบ่งออกไดเ้ป็น 3 แบบดงัน้ี 
แบบท่ี 1  ลูกแป้งสาํหรับยอ่ยแป้งเป็นนํ้าตาลอยา่งเดียว   
          ลูกแป้งชนิดน้ีจะมีเช้ือราเป็นตวัยอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํ้าตาล  ใชส้าํหรับทาํขา้วหวาน  หรือขา้วหมาก  
หรือขา้วแช่ 
แบบท่ี 2  ลูกแป้งสาํหรับยอ่ยนํ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอล ์
           ลูกแป้งชนิดน้ีจะมียสีตเ์ป็นตวัยอ่ยนํ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอลแ์ละคาร์บอนไดออกไซด ์ ใชส้าํหรับ 
หมกันํ้าหวานใหเ้ป็นเหลา้ เช่น ใชใ้นการหมกันํ้าตาลใหก้ลายเป็นนํ้าตาลเมา หรือกระแช่ 
แบบท่ี 3  ลูกแป้งท่ียอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํ้าตาลและยอ่ยนํ้าตาลเป็นแอลกอฮอล ์
           เป็นลูกแป้งท่ีมีเช้ือราและยสีตผ์สมกนัอยูใ่นอตัราส่วนท่ีพอเหมาะ เรียกวา่แป้งเหลา้โท   ในลูก
แป้งชนิดน้ีเช้ือรามีหนา้ท่ีในการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํ้าตาล  จากนั้นยสีตจ์ะยอ่ยนํ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอล์
และคาร์บอนไดออกไซด ์  คุณภาพของแป้งเหลา้ข้ึนอยูก่บัอตัราส่วนระหวา่งรา และยสีตต์อ้งพอเหมาะ
กนัถา้ในลูกแป้งมียสีตม์ากเกินไป ราจะยอ่ยแป้งใหเ้ป็นนํ้าตาลไม่ทนั เม่ือยสีตใ์ชน้ํ้ าตาลไดเ้ร็วจะผลิต
กาซคาร์บอนไดออกไซดใ์นปริมาณมาก ออกซิเจนนอ้ยลงจะมีผลทาํใหเ้ช้ือราไม่เจริญเติบโตดงันั้นใน
กระบวนการผลิตจึงเกิดแอลกอฮอลใ์นปริมาณตํ่า  และเน่ืองจากความยากในการควบคุมอตัราส่วนท่ี
พอเหมาะระหวา่งเช้ือราและยสีตน้ี์เองทาํใหผู้ผ้ลิตส่วนใหญ่นิยมท่ีจะใชลู้กแป้งแบบท่ี 1 และแบบท่ี 2 
ในการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมมากวา่การใชลู้กแป้งแบบท่ี 3 
ตัวอย่างสูตรการทําลูกแป้งจากเช้ือบริสุทธ์ิ(http://www.isan.clubs.ac.th) 
             -  เคร่ืองเทศ  30  กรัม 
             -  ฃ่า  300 กรัม 
             -  กระเทียม  100 กรัม 
             -  แป้งขา้วเหนียว  850 กรัม 
             -  ยสีต ์ 100 มิลลิลิตร 
             -  เช้ือรา  100 มิลลิลิตร 
             -  นํ้าสะอาดปลอดเช้ือ  250 มิลลิลิตร 



การเตรียมเคร่ืองเทศใหน้าํส่วนประกอบต่างๆบดใหล้ะเอียดแลว้นาํมาผสมกนัในอตัราส่วนดงัน้ี 
             -  ดอกจนัทร์ 15 กรัม 
             -  เปราะหอม  15 กรัม 
             -  กานพลู  15 กรัม 
             -  โกฐพงุปลา  15 กรัม 
             -  พริกไทยขาว  50 กรัม 
             -  พริกไทยดาํ  75 กรัม 
             -  ขิงแหง้  25 กรัม 
              -  ดีปลี  50 กรัม 
              -  ลูกจนัทร์เปลือก  40 กรัม 
              -  แปดกลีบ  15 กรัม 
              -  ชะเอมไทย  130 กรัม 
              -  อบเชย  100 กรัม 
              -  จะด่าน  100 กรัม 
              -  รากไคร้เครือ  100 กรัม 
              -  เจตมูลเพลิงแดง  30 กรัม 
              -  โกฐสอ  50 กรัม 
              -  โกฐจุฬาสมัพา  25 กรัม 
              -  มะตูมแหง้  75 กรัม     
วธีิทํา 
           บดข่า  กระเทียม  ขิง ใหล้ะเอียด นาํไปผสมกบัเคร่ืองเทศท่ีเตรียมไว ้คลุกเคลา้ใหเ้ขา้กนักบัแป้ง
ขา้วเหนียว เทเช้ือราและยสีตล์งไป เติมนํ้าสะอาดทีละนอ้ยจนสามารถป้ันแป้งเป็นกอ้นได ้  วางเรียงบน
ภาชนะโปร่ง คลุมทบัดว้ยผา้ขาวบางสองชั้น นาํไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง หรือบ่มในบรรยา กาศท่ีมีการ
ควบคุมระดบัความช้ืนสมัพทัธ์และอุณหภูมิจนเช้ือราเจริญ สงัเกตจากลกัษณะของลูกแป้งท่ีมีเสน้ใยสี
ขาวข้ึนฟู  แลว้จึงนาํไปตากแดดใหแ้หง้ (รูปท่ี 1.8) ลูกแป้งท่ีแหง้แลว้จะมีนํ้าหนกัเบา วดัค่าความช้ืน
สุดทา้ยไดน้อ้ยกวา่ร้อยละ 20 นาํไปเกบ็ไวใ้นภาชนะท่ีปิดสนิท 
 
 



                            
                                          รูปท่ี 1.8  การป้ัน และตากแดดลูกแป้ง 
                 ( http://www.sainan.sawanbanna.net  และ http://www. isan.clubs.ac.th) 
ตัวอย่างสูตรการทําลูกแป้งต่อเช้ือจากลูกแป้งเก่า 
           -  แป้งขา้วจา้ว หรือแป้งขา้วเหนียว  400 กรัม 
           -  กระเทียม  6 กรัม 
           -  ขิง และ ข่า อยา่งละ 6 กรัม 
           -  ชะเอม  6 กรัม 
           -  พริกไทย  6 กรัม 
           -  ดีปลี  2 กรัม 
         -  ลูกแป้งเก่า  5 กรัม ต่อ แป้ง  1 กิโลกรัม 
วิธีทาํ 
        บดสมุนไพรเคร่ืองเทศใหล้ะเอียดผสมกบัแป้งขา้วจา้ว หรือแป้งขา้วเหนียวค่อยๆเติมนํ้าสะอาด
ปลอดเช้ือ จนสามารถป้ันเป็นกอ้นได ้  เรียงลูกแป้งบนภาชนะกน้โปร่ง  บดลูกแป้งเก่าใหล้ะเอียด นาํไป
โรยลงบนลูกแป้งท่ีป้ันไว ้ นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนานประมาณ 48 ชัว่โมง  หรือจนกวา่จะมีเสน้ใยสี
ขาวๆ เหลืองๆข้ึนจบัท่ีผวิของกอ้นแป้งแสดงวา่เช้ือรา และยสีตมี์การเจริญเติบโตแลว้  จากนั้นนาํไปตาก
แดดเพ่ือหยดุการเจริญของเช้ือ  เม่ือแหง้แลว้นาํไปเกบ็ในภาชนะท่ีปิดสนิท 
คุณสมบัติท่ีดีเป็นท่ีต้องการของเช้ือจุลินทรีย์ในลูกแป้ง 
เช้ือรา 
        -  มีความสามารถในการสร้างเสน้ใยในปริมาณมากในระยะเวลารวดเร็ว 
        -  มีความสามารถในการสร้าง fermentable  sugar 
        -  ใหก้ล่ินท่ีดี 
ยสีต ์
       -  สร้างแอลกอฮอลไ์ดใ้นปริมาณสูง 
       -  ทนต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีมีความเขม้ขน้ของแอลกอฮอลสู์ง 
       -  หมกัไดดี้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
       - ไม่ใหก้ล่ินกาซไข่เน่า  และ เม่ือส้ินสุดการหมกัตอ้งสามารถตกตะกอนไดดี้  ลูกแป้งท่ีดีตอ้ง
ประกอบไปดว้ยเช้ือราและยสีตส์ายพนัธ์ุท่ีตอ้งการ โดยไม่มีจุลินทรียช์นิดปนเป้ือนหรือมีนอ้ยชนิดท่ีสุด  



ถา้มีการปนเป้ือนในปริมาณสูงจะทาํใหก้ารหมกัไดแ้อลกอฮอลใ์นปริมาณตํ่า นํ้าหมกัท่ีไดมี้คุณภาพไม่ดี 
เช่น ขุ่น เกิดสี  มียางเหนียว  มีกล่ินบูด  นอกจากน้ีในระหวา่งการหมกัจะมีการสร้างกาซ
คาร์บอนไดออกไซด ์ และกาซไฮโดรเจนในปริมาณมาก  มีการสร้างเอนไซมท่ี์จะไปทาํปฏิกิริยาการ
เปล่ียนกรดอะมิโน (amino  acid) ไปเป็นฟูเซลออยส์ (fusel  oil)  มีการสร้างและสะสมเอทิลคาร์บาเมต 
(ethyl  carbamate)  เกิดการออกซิไดซ์กรดอินทรีย ์(organic  acid) และแอลกอฮอล ์
            เคร่ืองเทศสมุนไพรท่ีเป็นส่วนผสมในลูกแป้งอาจจะใชใ้นลกัษณะเป็นผง หรือเป็นสารสกดัใน
นํ้าเดือดกไ็ด ้  ชนิดและปริมาณท่ีใชถื้อวา่เป็นความลบัของแต่ละสูตร   เคร่ืองเทศสมุนไพรเหล่าน้ีทาํ
หนา้ท่ีเป็นทั้งสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีตอ้งการ และเป็นสารยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือน  เช่นการใช ้ อบเชย เป็นแหล่งของคาร์บอน ไนโตรเจน วติามิน 
และเกลือแร่ สาํหรับช่วยเสริมการเจริญเติบโต และกิจกรรมการหมกัของเช้ือรา และยสีต ์    การใช้
กานพลูเป็นสารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดปนเป้ือน เป็นตน้ ในลูกแป้งจะไม่มีการใชเ้คร่ืองเทศ
สมุนไพรอยา่งเดียว หรืออยา่งใดอยา่งหน่ึงในปริมาณมาก แต่จะใชห้ลายชนิดเพื่อเสริมฤทธ์ิซ่ึงกนัและ
กนั (Synergistic  effect)   ดงันั้นจึงไม่ควรเกบ็ลูกแป้งไวน้านก่อนการนาํมาใช ้ เน่ืองจากเม่ือเคร่ืองเทศ
สมุนไพรเหล่าน้ีเกิดการระเหยจะทาํใหคุ้ณสมบติัต่างๆเสียไป  เกิดการปนเป้ือนมากข้ึน ลูกแป้งจึงดอ้ย
คุณภาพลงเร่ือยๆตามอายกุารเกบ็  เม่ือนาํลูกแป้งมาทาํการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของจุลินทรียจ์ะ
พบวา่มีหลายสายพนัธ์ุทั้งสายพนัธ์ุท่ีตอ้งการ และไม่ตอ้งการดงัน้ี 
เช้ือรา 
         เช้ือราท่ีใชใ้น Amylo  process  ไดแ้ก่ Mucor  rouxii , Rhizopus  japonicus, R. tonkinensis ชนิดท่ี
นิยมใชก้นัมากคือ R. delema ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการ saccharify ไดดี้มาก และสร้างกรดนอ้ย  
นอกจากนั้นยงัพบเช้ือราในสกลุอ่ืนดว้ย  เช่น Clamydomucor sp., Aspergillus  sp., Penicillium sp. และ 
Monella  sp.  
ยสีต์ 
ยสีตท่ี์พบในลูกแป้งมีสองกลุ่มใหญ่คือ ยสีตห์มกัแป้ง และยสีตไ์ม่หมกัแป้ง 
      -  ยสีตห์มกัแป้ง 
          จดัอยูใ่นกลุ่ม filamentous  type  ไดแ้ก่ Saccharomycopsis  sp., Endomycopsis sp. 
       -  ยสีตไ์ม่หมกัแป้ง 
          ยสีตพ์วกน้ีอยูใ่น Family  Saccharomycetaceae  ไดแ้ก่  Saccharomyces  cerevisiae, S.diastaticus,  
Pichia  sp.และ  Hansenula  sp.    
                                        Family  Cryptococcaceae  ไดแ้ก่  Candida  sp., Toruropsis  sp.,Kloeckera 
sp.,  Rhodotorular  sp. และ  Trichosporon  sp.  
                                        Family  Sporobolemycetaceae  ไดแ้ก่  Sporobolemyces  sp. 
 



ลักษณะทางกายภาพท่ีดีของลูกแป้ง 
- มีนํ้ าหนกัเบา  เน้ือฟูมีโพรงอากาศขา้งใน  แสดงวา่ยสีตมี์กิจกรรมในการสร้างกาซ

คาร์บอนไดออกไซดท่ี์ดี 
- มีกล่ินเคร่ืองเทศ  ไม่เหมน็เปร้ียวจากการปนเป้ือนของแบคทีเรียนํ้าสม้ 
- มีสีขาวนวลเป็นสีเดียวกนัทั้งลูก  ไม่มีสีดาํ หรือสีเขียวของเช้ืออ่ืนปะปน 
- เม่ือบ้ีดูจะเห็นเสน้ใยของเช้ือรากระจายตวัดีเกาะกบัผงแป้ง 
- เม่ือชิมดูจะมีรสหวาน  แสดงถึงประสิทธิภาพในการสร้างนํ้าตาลของเช้ือรา 

คุณสมบัติท่ีดขีองลูกแป้งเม่ือทดสอบการหมักกับข้าวเหนียว 
- หมกัใหน้ํ้ าตอ้ย (นํ้าเช่ือมขาว) ปริมาณมากในเวลาสั้น 
- หมกัไดแ้อลกอฮอลใ์นปริมาณสูง 
- หมกัแลว้ไดก้ล่ินหอม 
- สภาวะการหมกัควรมีการปนเป้ือนนอ้ย หรือเกิดการปนเป้ือนไดย้าก 
 

1.3.2.2  การหมักโดยใช้เช้ือบริสุทธ์ิ 
             กระบวนการหมกัเร่ิมจากการขยายปริมาณเช้ือบริสุทธ์ิสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกแลว้โดยการถ่ายสปอร์
(spore)หรือเสน้ใยของเช้ือราลงบนขา้วน่ึง  บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งจนเช้ือราเจริญเติบโตจนปรากฏเสน้ใย
จาํนวนมากปกคลุมบนเมลด็ขา้ว ซ่ึงใชเ้วลานานประมาณ 5-6 วนั ขั้นตอนน้ีเรียกวา่การเตรียมโคจิ(Koji)  
หลงัจากนั้นทาํการขยายขนาดโคจิ โดยเตรียมขา้วน่ึงตามปริมาณท่ีตอ้งการ  ท้ิงไวใ้หเ้ยน็แลว้ถ่ายโคจิท่ี
เตรียมไว ้ (starter) ลงบนขา้วน่ึง  คลุกเคลา้ใหเ้ขา้กนั  บ่มท้ิงไวน้าน 2 วนั ในระยะการบ่ม น้ีควรมีการ
คลุกเคลา้บา้งเป็นระยะเม่ือส้ินสุดการบ่มอุณหภูมิในกองขา้วจะสูงประมาณ 42 องศาเซลเซียสและมีเสน้
ใยสีขาวปกคลุมอยูเ่ตม็  บางส่วนเสน้ใยจะแทงทะลุเขา้ไปในเมลด็ขา้ว   ในโคจิน้ีจะมีเอน็ไซม(์enzyme) 
กรดอินทรีย ์ (organic  acid) วิตามิน (vitamin) และสารอาหารต่างๆท่ีเป็นประโยชนต่์อการเจริญเติบโต
ของยสีตท่ี์ทาํหนา้ท่ีต่อไปในช่วงของการหมกัแอลกอฮอล ์  โดยการถ่ายเช้ือยสีตบ์ริสุทธ์ิสายพนัธ์ุท่ี
ตอ้งการลงไป    เช้ือยสีตท่ี์ใชค้วรมีจาํนวนเซลเร่ิมตน้ 108 เซล/มิลลิลิตร  ตั้งท้ิงไวน้าน 3 วนั ในระยะน้ี
ใหมี้การกวนผสมเป็นระยะๆ ในช่วงน้ียสีตจ์ะเจริญเติบโตเพิ่มจาํนวนเซลมากข้ึนและเป็นระยะเร่ิมตน้
ของการหมกัแอลกอฮอล ์ จากนั้นจึงทาํการขยายการหมกัเป็นระดบัใหญ่ต่อไป 
1.3.3  ขั้นตอนท่ี 3 การเปล่ียนแอลกอฮอล์เป็นกรดนํา้ส้มโดยเช้ือแบคทีเรียนํา้ส้ม 
          การเปล่ียนแอลกอฮอลใ์หเ้ป็นกรดนํ้าสม้ (กรดอะซีติค: acetic  acid)โดยการใชแ้บคทีเรียนํ้าสม้ซ่ึง
เป็นแบคทีเรียพวก Acetobacter aceti  ตอ้งทาํการหมกัในสภาพท่ีมีอากาศ ปฏิกิริยาออกซิเด ชัน่เกิดข้ึน
สามขั้นตอนดงัน้ี 
         ขั้นตอนแรกเป็นการเปล่ียนแอลกอฮอลเ์ป็นอะเซทลัดีไฮด ์ (acetaldehyde)โดยใชเ้อนไซมแ์อล 
กอฮอล ์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 



          ขั้นตอนท่ีสองเป็นการเปล่ียนอะเซทลัดีไฮดใ์หเ้ป็นไฮเดรตอะเซทลัดีไฮด ์ (hydrate acetaldehyde)  
โดยใชเ้อนไซมอ์ะเซทลัดีไฮด ์ ดีไฮโดรจีเนส (acetaldehyde dehydrogenase) เป็นตวั เร่งปฏิกิริยา 
          ขั้นตอนท่ีสามเป็นการสร้างกรดนํ้าสม้ จากไฮเดรตอะเซทลัดีไฮด ์ จากปฏิกิริยาโดยรวมทั้งสาม
ขั้นตอนสามารถสรุปเป็นสมการแสดงปฏิกิริยาการเปล่ียนแอลกอฮอลเ์ป็นกรดอะซีติคไดด้งั น้ี 
                           C2H5OH  +   O2                         CH3CO2H    +    H2O 
                            alcohol                                           acetic  acid 
 
จุลินทรีย์แบคทีเรียนํา้ส้ม (Acetic acid bacteria) (http://en-wikipedia.org/wiki/Acetic acid bacteria)  
Scientific  classification  : 
           Kingdom       Bacteria 
           Phylum          Proteobacteria 
           Class             Alpha  Proteobacteria 
           Order             Rhodospirillales 
           Family           Acetobacteraceae 
           Genera           Acetobacter 
 

                                                    
                      รูปท่ี 1.9  รูปร่างของแบคทีเรียนํ้าสม้ (http//www. vinegarman.com) 
แบคทีเรียนํ้าสม้มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod-shaped)  แกรมลบ (gram -negative) ตอ้งการอากาศในการ
เจริญเติบโต (aerobic)  ไดพ้ลงังานจากการออกซิไดซ์ (oxidized) เอทธานอล เป็นกรดนํ้าสม้  เป็น
แบคทีเรียท่ีสามารถพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติบริเวณท่ีมีเอทธานอลท่ีถูกยสีตห์มกัจากนํ้าตาล โดยทัว่ไป 
แหล่งท่ีจะคดัแยกเช้ือพวกน้ีออกมาได ้เช่นในไวน์ หรือเบียร์ท่ีผา่นการกรองท่ีไม่ปลอดเช้ือ 
แบคทีเรียนํ้าสม้บางสกลุมีความสามารถในการออกซิไดซ์กรดนํ้าสม้ใหเ้ป็นกาซคาร์บอนไดออกไซด ์  
และนํ้า ซ่ึงจะทาํใหค้วามเขม้ขน้ของกรดนํ้าสม้ในสารละลายลดลง 
1.4  ข้าว   

     ขา้วเป็นพืชตระกลูหญา้ท่ีสามารถกินเมลด็ได ้ เป็นพืชใบเล้ียงเด่ียว  ตน้ขา้วมีลกัษณะบางอยา่ง เช่น 
ใบ  กาบใบ  ลาํตน้ และรากคลา้ยตน้หญา้ 



1.4.1 โครงสร้างของเมล็ดข้าว (รูปท่ี 1.10) (http//www.ricethailand.org) 
         เมลด็ขา้ว(rice fruit, rice  grain, rice seed)  เป็นผลชนิด caryopsis  เน่ืองจากส่วนท่ีเป็นเมลด็เด่ียว 
(single seed) ติดแน่นอยูก่บัผนงัของรังไข่ หรือเยือ่หุม้ผล (pericarp) 
เมลด็ขา้วประกอบดว้ยส่วนใหญ่ๆ สองส่วนคือ 

- ส่วนท่ีห่อหุม้เรียกวา่แกลบ (hull หรือ husk) 
- ส่วนท่ีรับประทานไดเ้รียกวา่ ขา้วกลอ้ง (caryopsis หรือ brown rice) 

แกลบ  ประกอบดว้ย เปลือกใหญ่ (lemma) เปลือกเลก็ (palea)  หาง (awn )  ขั้วเมลด็ (rachilla)  และกลีบ
รองเมลด็ (Sterile lemmas) 
ข้าวกล้อง  หรือส่วนของเมลด็ขา้วท่ีเอาเปลือกออกแลว้  ประกอบดว้ยส่วนต่างๆดงัน้ี 
                  -  เยือ่หุม้ผล (pericarp) หรือ fruit  coat  ประกอบดว้ยเน้ือเยือ่สามชั้นคือ epicarp, mesocarp 
และ endocarp เยือ่หุม้ผลมีลกัษณะเป็น fibrous  ผนงัเซลประกอบดว้ย โปรตีน (protein)   เซลลูโลส 
(cellulose) และ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  
                  -  เยือ่หุม้เมลด็ (tegmen  หรือ seed coat)  อยูถ่ดัจากเยือ่หุม้เมลด็เขา้ไป  ประกอบดว้ยเน้ือเยือ่
สองชั้นเรียงกนัเป็นแถวเป็นท่ีอยูข่องสารประเภทไขมนั (fatty  acid)  
                  -  เยือ่อาลูโรน (aleurone) อยูถ่ดัจาก tegmen ทาํหนา้ท่ีห่อหุม้ส่วนท่ีเป็นขา้วสาร (starchy  
endosperm)  และคพัภะ (embryo)  เยือ่อะลูโลนมีองคป์ระกอบเป็นโปรตีนในปริมาณสูง  นอกจากนั้น
เป็นนํ้ามนั(oil) เซลลูโลส (cellulose)  และ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 
                 -  ส่วนท่ีเป็นแป้ง (starchy  endosperm)  เป็นส่วนท่ีเรียกวา่ขา้วสาร อยูช่ั้นในสุดของเมลด็ 
ประกอบดว้ยแป้งเป็นส่วนใหญ่ และมีโปรตีนอยูบ่า้ง  แป้งในเมลด็ขา้วมีสองชนิด คืออะมิโลเพคติน 
(amylopectin) และ อะมิเลส (amylase)    
                  อะมิโลเพคติน เป็นโพลิเมอร์ (polymer)  ของ D- glucose ท่ีต่อกนัเป็น branch  chain 
                  อะมิโลส เป็นโพลิเมอร์ของD-glucose ท่ีต่อกนัเป็น linear  chain   
ส่วนประกอบของแป้งทั้งสองชนิดมีสดัส่วนท่ีต่างกนัออกไปตามชนิดของขา้ว  ขา้วเหนียวจะมีอะมิโล
เพคตินมากกวา่ในขณะท่ีขา้วจา้วจะมีอะมิโลสมากกวา่ 
                -  คพัภะ (embryo)  อยูติ่ดกบั endosperm  ทางดา้นเปลือกใหญ่  คพัภะเป็นส่วนท่ีจะเจริญเป็น
ตน้ต่อไป ประกอบดว้ย ตน้อ่อน (plumule) รากอ่อน (radicle)  เยือ่หุม้ตน้อ่อน (coleoptile)  เยือ่หุม้ราก
อ่อน (coleorhiza)  ท่อนํ้าท่ออาหาร (epiblast)และใบเล้ียง (scutellum) คพัภะเป็นส่วนท่ีมีองคป์ระกอบท่ี
มีโปรตีนและไขมนัสูง 



                 
                               รูปท่ี 1.10 โครงสร้างของเมลด็ขา้ว (http://www.riceweb.org/plant.html) 
 
1.4.2  ชนิดของข้าว (http//www. kanchanapisek.or.th) 
          ขา้วท่ีปลูกเพื่อใชใ้นการบริโภคสามารถแบ่งออกไดเ้ป็นชนิดต่างๆ ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัส่ิงท่ีใชเ้ป็น
มาตรการในการแบ่งดงัน้ี 
           1.4.2.1  การแบ่งตามสภาพพ้ืนท่ีปลูก แบ่งไดเ้ป็น 
                        -  ขา้วไร่  หมายถึงขา้วท่ีปลูกบนท่ีดอน ไม่มีนํ้ าขงัในพื้นท่ีปลูก 
                        -  ขา้วนาสวน  หมายถึงขา้วท่ีปลูกแบบปักดาํหรือหวา่น  ระดบันํ้าในนาลึกไม่เกิน 80  
                            เซนติเมตร 
                         -  ขา้วนาเมือง หรือขา้วข้ึนนํ้า  หมายถึง ขา้วท่ีปลูกแบบหวา่น ระดบันํ้าในนาลึก 
                             มากกวา่80 เซนติเมตรข้ึนไป 
          1.4.2.2  แบ่งตามชนิดของแป้งในเมลด็ท่ีบริโภค แบ่งไดเ้ป็น 
                      -  ขา้วจา้ว  ประกอบดว้ยอะมิโลส ประมาณร้อยละ 30 
                      -  ขา้วเหนียว ประกอบดว้ยอะมิโลเพคตินเป็นส่วนใหญ่  และมีอะมิโลสนอ้ยมาก 
                          อะมิโล เพคตินทาํใหเ้มลด็ขา้วมีความเหนียวเม่ือหุงตม้สุกแลว้ 
 
1.4.3   การจําแนกช้ันทางวทิยาศาสตร์ (http//www. kanchanapisek.or.th) 
          อาณาจกัร:    Plantae 
          ส่วน :           Magnoliophyta 
          ชั้น:               Liliopsida 
          ตระกลู:         Poales 



          วงศ:์              Poaceae 
           สกลุ:            Oryza 
 
ขา้วท่ีนิยมบริโภคมีอยูส่องสปีชีส์ (species) ใหญ่ๆ คือ 

- Oryza glaberrima  มีปลูกเฉพาะเขตในแอฟริกาเท่านั้น 
- Oryza  sativa  มีปลูกทัว่ไปในทุกประเทศ 

ขา้วชนิด Oryza  sativa  ยงัแบ่งออกไดเ้ป็น indica ท่ีปลูกกนัมากในเขตร้อน และ japonica ท่ีปลูกมาก
ในเขตอบอุ่น ขา้วท่ีปลูกในประเทศไทยเป็น indica ซ่ึงแบ่งออกเป็นขา้วจา้ว  และขา้วเหนียว  ต่อมามี
การคดัเลือกปรับปรุงสายพนัธ์ุกนัอยา่งแพร่หลาย ทาํใหใ้นปัจจุบนัมีขา้วใหบ้ริโภคกนัหลากหลายสาย
พนัธ์ุ โดยขา้วแต่ละสายพนัธ์ุจะมีรสชาติ และประโยชนก์ารใชส้อยท่ีต่างกนัออกไป 
         ปกติชาวนาจะปลูกขา้วกนัในฤดูฝนใชน้ํ้ าฝนในการปลูกขา้วเรียกวา่ “นาปี”  แต่ในบางทอ้งท่ีมีนํ้ า
ชลประทานซ่ึงไดจ้ากเข่ือนต่างๆ  ชาวนาจะปลูกขา้วนอกฤดูฝนดว้ย เรียกวา่ “นาปรัง” ขา้วท่ีปลูก บนท่ี
ดอนหรือภูเขาซ่ึงป็นท่ีท่ีไม่มีนํ้ าขงัในพื้นท่ีปลูก เรียกวา่ “ขา้วไร่” 
1.4.4  ข้าวกล้อง   ข้าวซ้อมมือ  ข้าวขาว 
           ขา้วเป็นอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรท โดยเฉล่ียขา้วสารจะมีแป้งประมาณร้อยละ 70-80 และ
โปรตีน ร้อยละ 5-8  
 ข้าวกล้อง (Cargo rice, Loonzain rice, Brown rice, Husked rice, unpolished rice) 

                                                       
                             รูปท่ี 1.11 สีของ เมลด็ขา้วกลอ้ง(http//www. doa.go.th) 
 ช่ือทางวิทยาศาสตร์คือ  Olyza sativa Linn. คือขา้วท่ีสีเอาแต่เปลือกหรือแกลบออกไปโดยยงัมีจมูกขา้ว
และเยือ่หุม้เมลด็อยู ่  ส่วนท่ีเป็นจมูกขา้วและเยือ่หุม้เมลด็ขา้วน้ีมีวิตามินและเกลือแร่ท่ีมีคุณค่าทางอาหาร
และเป็นประโยชน์มากมายดงัน้ี 
วิตามินบี 1(Vitamin B1)               ป้องกนัโรคเหน็บชา 
วิตามินบี 2 (Vitamin B2)              ป้องกนัโรคปากนกระจอก 
ไนอะซีน (Niacine)                       ช่วยรักษาระบบผวิหนงัและระบบประสาท  ป้องกนัโรค pellagra  
                                                    ซ่ึง เป็นสาเหตุใหเ้กิดอาการทอ้งเสีย  ประสาทไหว 
ฟอสฟอรัส (Phosphorus)             ช่วยในการเจริญเติบโตของกระดูกและฟัน 
แคลเชียม (Calcium)                     ทาํใหก้ระดูกแขง็แรง  ป้องกนัไม่ใหเ้ป็นตะคริว 



ทองแดง (Copper)                         สร้างเมด็โลหิตและฮีโมโกลบิน (hemoglobin) 
ธาตุเหลก็ (Iron)                            ป้องกนัโรคโลหิตจาง 
โปรตีน (Protein)                          เสริมสร้างส่วนท่ีสึกหรอ 
ไขมนั (Fat)                                  ใหพ้ลงังานแก่ร่างกาย 
คาร์โบไฮเดรท (Carbohydrate)    ใหพ้ลงังานแก่ร่างกาย 
กากหรือใยอาหาร (Fiber)             ช่วยใหท้อ้งไม่ผกู และป้องกนัมะเร็งในลาํไส ้
ข้าวซ้อมมือ   เป็นช่ือท่ีใชเ้รียกขา้วประเภทท่ีเอาเปลือกออกโดยการตาํ  ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใชก้นัในสมยัโบราณ 
ชาวบา้นโดยทัว่ไปใชว้ิธีตาํกินกนัเอง จึงเรียกขา้วท่ีตาํวา่ขา้วซอ้มมือ  แต่ในปัจจุบนัใชเ้คร่ืองจกัรในการ
สีขา้วแทนและเรียกขา้วท่ีสีเอาเปลือกออกวา่ ขา้วกลอ้ง 
ข้าวขาวหรือข้าวสาร  (White rice, polished rice)   

                                                   
                                           รูปท่ี 1.12 เมลด็ขา้วสาร หรือขา้วขาว 
ขา้วขาวหรือขา้วสารคือขา้วท่ีเกิดจากการสี ขดัหลายๆคร้ัง จนเยือ่หุม้เมลด็ และจมูกขา้วหลุดออกไป
หมดเหลือแต่เน้ือในของขา้วท่ีเป็นส่วนของแป้ง 
 
       ตารางท่ี1. 3  เปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการของขา้วกลอ้ง และขา้วจา้วชนิดขดัขาวก่อนหุง 
                         (http//www.dss.go.th) 
                   ส่วนประกอบขา้ว 100 กรัม         ขา้วกลอ้ง         ขา้วจา้ว 
ความช้ืน (กรัม)             11.2            10.2 
โปรตีน (กรัม)              7.4              6.6 
ไขมนั(กรัม)              2.4              0.8 
ใยอาหาร(กรัม)              2.8              0.6 
เถา้(กรัม)              1.3              0.4 
คาร์โบไฮเดรททั้งหมด (กรัม)            77.4             82.0 
ค่าพลงังานความร้อน (กิโลแคลอร่ี)            362             361 
แคลเซียม (มิลลิกรัม)              12                8 
ฟอสฟอรัส(มิลลิกรัม)            255              87 
เหลก็ (มิลลิกรัม)              1.0              1.2 



โซเดียม (มิลลิกรัม)               12                31 
โพแทสเซียม (มิลลิกรัม)             326              111 
ทองแดง(มิลลิกรัม)              0.1               0.1 
สงักะสี (มิลลิกรัม)              0.5               0.1 
วิตามินเอ (มิลลิกรัม)              1.0                 0 
วิตามินบี 1 (มิลลิกรัม)              0.29             0.07 
วิตามินบี 2 (มิลลิกรัม)              0.04             0.02 
ไนอะซีน (มิลลิกรัม)               5.5              1.8 
 
1.5   กระบวนการหมักนํา้ส้มสายชูจากข้าวโดยใช้ลูกแป้งและแบคทีเรียนํา้ส้ม 
        กระบวนการหมกันํ้าสม้สายชูจากขา้วโดยใชลู้กแป้งและแบคทีเรียนํ้าสม้ แบ่งออกเป็นสองขั้นตอน
หลกัคือขั้นตอนแรกการหมกัแอลกอฮอลจ์ากขา้วโดยใชลู้กแป้ง และ ขั้นตอนท่ีสองการผลิตกรดนํ้าสม้
จากแอลกอฮอลท่ี์หมกัไดจ้ากขั้นตอนแรกโดยแบคทีเรียนํ้าสม้ซ่ึงมีวิธีการดาํเนินงานดงัต่อไปน้ี 
         1.5.1  ขั้นตอนแรก การหมักแอลกอฮอล์จากข้าวโดยใช้ลูกแป้ง (http:// www. diw.go.th) 
                   1.5.1.1  การลา้ง และการแช่ขา้ว 

                การลา้งขา้วทาํเพื่อชะลา้งส่วนท่ีเป็นรําขา้วท่ีติดอยูบ่ริเวณผวิขา้วท่ีขดัแลว้ออกไป พร้อมกบั
ส่ิงเจือปนอ่ืนๆ เช่น แกลบ  ฟาง และช่วยลดระดบัการปนเป้ือนจากจุลินทรียไ์ด ้ ส่วนการแช่ขา้วมี
จุดประสงคเ์พือ่ใหข้า้วอมนํ้าประมาณร้อยละ25-30 โดยนํ้าหนกัก่อนท่ีจะนาํไปน่ึงสุก นํ้าจะซึมผา่นเขา้
ไปกระจายอยูท่ ัว่บริเวณเอนโดสเปิร์ม ของเมลด็ขา้ว ทาํหนา้ท่ีเป็นตวันาํความร้อนไปทาํใหเ้มด็แป้ง
เกิดเจลาติไนซ์ (gelatinize)ระหวา่งการน่ึง และยงัเป็นการปรับปรุงอนุภาคของแป้งในเมลด็ขา้วใหมี้
คุณสมบติัท่ีดีข้ึน การแช่ขา้วใชเ้วลานาน 3-4 ชัว่โมง  นํ้าท่ีใชใ้นการลา้งและแช่ขา้วตอ้งเป็นนํ้าสะอาด
คุณภาพนํ้าบริโภคเช่นเดียวกบันํ้าท่ีใชเ้ป็นส่วนประกอบในการหมกั 

           1.5.1.2  การน่ึงขา้ว 
           การน่ึงขา้วมีจุดประสงคเ์พื่อทาํใหแ้ป้งเกิดจิลาติไนซ์ ท่ีมีการจดัโครงสร้างของแป้งให ้

อยูใ่นรูป alpha  form  และทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพอยูใ่นฟอร์มท่ีง่ายต่อการเขา้ตดัของเอนไซมข์องเช้ือรา  
การน่ึงขา้วจะใชเ้วลาประมาณ 30-60 นาที  หลงัจากการน่ึงแลว้ทาํใหเ้ยน็ลงโดยการพรมนํ้า  และเพื่อ
เป็นการปรับความช้ืนใหไ้ดป้ระมาณร้อยละ 50 ก่อนนาํไปเติมหวัเช้ือ 

             1.5.1.3  การหมกัแอลกอฮอล ์(นํ้าส่า หรือ ไวน์ขา้ว) 
การหมกัเร่ิมดว้ยการนาํขา้วน่ึงสุกมาเติมเช้ือรา และยสีต ์ ซ่ึงอาจจะใชลู้กแป้ง  หรือ 

เช้ือบริสุทธ์ิกไ็ด ้ท้ิงไวป้ระมาณ 3 วนั วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ไดป้ระมาณ 4.0  วดัความหวานได้
ประมาณ 37-47 องศาบริกซ์ (ข้ึนอยูก่บัชนิดของขา้ว)  จากนั้นเติมนํ้าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ และมีคุณ ภาพนํ้า



บริโภคลงไปเพ่ือเจือจางความหวานหรือเพ่ือปรับค่าบริกซ์ใหมี้ค่าประมาณ 20-20Brix แลว้ปล่อยให้
เกิดการหมกัต่อไปอีกประมาณ 4-7 วนั  หรือวดัความเขม้ขน้ของแอลกอฮอลไ์ดป้ระมาณร้อยละ 10-12  
จากนั้นกรองเอาส่วนท่ีเป็นนํ้าส่าไปเกบ็ในถงัพกัและเติมสารเพ่ือฆ่าเช้ือและหยดุการทาํงานของ
จุลินทรีย ์
        1.5.2  ขั้นตอนท่ีสอง  การผลิตกรดนํา้ส้มจากนํา้ส่า หรือไวน์ข้าว 
                   นาํนํ้าส่ามาผสมกบัหวัเช้ือแบคทีเรียนํ้าสม้ในอตัราส่วนท่ีพอเหมาะ ภาชนะท่ีใชค้วรเป็น
ภาชนะปากกวา้ง หรือเป็นถงัท่ีมีการใหอ้ากาศอยา่งเพยีงพอ ปล่อยท้ิงไวจ้นกวา่จะมีปริมาณของกรด 
นํ้าสม้มากกวา่ร้อยละ 4 (w/v) จึงนาํไปกรอง  ฆ่าเช้ือ  ทาํใหใ้ส  บ่มใหมี้กล่ินรสท่ีดี และบรรจุในบรรจุ
ภณัฑท่ี์เหมาะสมต่อไป 
1.6  กรรมวธีิการผลิตนํา้ส้มสายชูหมัก (Malai   Boonyaratanakornkit, 2004) 
       กรรมวิธีการผลิตแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ชนิดคือ 
       1.6.1  วิธีการหมกัอยา่งชา้ (The Orleans  process  or  slow  process) 
                เป็นวิธีการหมกัตามธรรมชาติโดยการปล่อยใหว้ตัถุดิบท่ีมีปริมาณนํ้าตาลสูงพอควร เช่นผลไม้
นั้นถูกเปล่ียนนํ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอลโ์ดยเช้ือยสีตท่ี์ปะปนมากบัวตัถุดิบ หรือเช้ือยสีตบ์ริสุทธ์ิท่ีใส่ลง
ไป  จากนั้นเช้ือนํ้าสม้สายชูท่ีอยูใ่นธรรมชาติจะเปล่ียนแอลกอฮอลใ์หเ้ป็นกรดนํ้าสม้ต่อไป วิธีน้ีการ
หมกัตอ้งใชเ้วลานานประมาณ 2-3 เดือน ประสิทธิภาพของเช้ือ และคุณภาพของนํ้า สม้สายชูหมกัท่ีได้
ไม่แน่นอน  วิธีน้ีสามารถปรับปรุงใหดี้ข้ึนและเร็วข้ึนไดโ้ดยการเติมหวัเช้ือนํ้าสม้ท่ีไดจ้ากการหมกัใน
รุ่นก่อนๆลงไปประมาณร้อยละ 33 ของปริมาณทั้งหมดท่ีจะหมกั 
        1.6.2  วิธีการหมกัอยา่งเร็ว (The  Quick  Vinegar  process) 
                  วิธีน้ีตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีมีการออกแบบใหส้ามารถควบคุมสภาวะใหเ้หมาะสมกบัแบค ทีเรีย
นํ้าสม้ในการท่ีจะออกซิไดซดแ์อลกอฮอลใ์หเ้ป็นกรดนํ้าสม้  เคร่ืองมือท่ีพฒันาข้ึนมามีหลายแบบ เช่น
อาจจะมีการกวนพร้อมกบัการใหอ้ากาศ  หรือปล่อยใหส่้วนผสมฃองสารละลายแอลกอฮอลก์บั
แบคทีเรียนํ้าสม้ไหลผา่นวสัดุปูรอง (supporting  material) เช่น เศษไมช้ิ้นเลก็ๆ   หรือซงัขา้วโพด โดย
ควบคุมใหมี้การไหลผา่นชา้ๆหมุนเวยีนหลายคร้ังจนไดค้วามเขม้ขน้ของกรดนํ้าสม้ตามท่ีตอ้งการ 
แบคทีเรียนํ้าสม้จะไปเกาะอยูบ่นวสัดุปูรอง เป็นการเพิ่มพื้นท่ีในการสมัผสัของแอลกอฮอล ์  และอากาศ 
กบัเซลของแบคทีเรีย  เคร่ืองมือแบบน้ีตอ้งมีการใหอ้ากาศผา่นทางกน้ถงั  และควรรักษาอุณหภูมิใหอ้ยู่
ในช่วง 15-34 C  ขอ้ดีของวธีิน้ีคือ ความเป็นกรดจะเพ่ิมข้ึนประมาณร้อยละ 0.5 – 0.7 ต่อ 24 ชัว่โมง 
        1.6.3  วิธีการหมกัโดยใชเ้คร่ืองท่ีเรียกวา่ “Acetator” 
                  การหมกันํ้าสม้สายชูโดยวิธีน้ีเป็นการหมกัในถงัหมกัทรงสูงท่ีมีลกัษณะเป็นถงัปิดมีการให้
อากาศอยา่งพอเพียงเขา้สู่นํ้ าหมกัในลกัษณะท่ีเป็นฟองละเอียด  ทาํใหแ้บคทีเรียนํ้าสม้กระจายอยูใ่นนํ้ า
หมกัอยา่งทัว่ถึง  สามารถใชส้ารอาหารกบัแอลกอฮอล ์  และออกซิเจนท่ีละลายอยูใ่นนํ้าเพือ่การ
เจริญเติบโตและผลิตกรดนํ้าสม้ไดเ้พิ่มข้ึนร้อยละ 3-4 ต่อ 24 ชัว่โมง 



1.7  ปัจจัยท่ีต้องการในการหมักนํา้ส้มสายชู (จิรวธุ ,ธงชยั, นนัทนิตย ์, 2541) 
       1.7.1  ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอล ์
                ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอลท่ี์เหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดนํ้าสม้คือประมาณร้อยละ 10-13 
ไม่นิยมใชม้ากกวา่ร้อยละ14  เน่ืองจากจะทาํใหป้ฏิกิริยาการออกซิไดซ์ แอลกอฮอล ์ เป็นกรดนํ้าสม้
เกิดข้ึนไม่สมบูรณ์ ทาํใหไ้ดก้รดนํ้าสม้ลดลง  แต่ถา้ใชแ้อลกอฮอลน์อ้ยกวา่ร้อยละ 10 จะเกิดปฏิกิริยา 
over oxidation  กรดนํ้าสม้ถูกเปล่ียนเป็นกาซคาร์บอนไดออกไซด ์ และนํ้า  นอกจากน้ีถา้เช้ือนํ้าสม้
เปล่ียนแอลกอฮอลเ์ป็นกรดนํ้าสม้หมดแลว้ มีการเติมนํ้าส่าชา้ไป จะทาํใหเ้ซลของแบคที เรียนํ้าสม้ถูก
ทาํลายเน่ืองมาจากการขาดแอลกอฮอลแ์ละความเขม้ขน้ของกรดนํ้าสม้ 

1.7.2  ปริมาณออกซิเจน 
         ปฏิกิริยาการเปล่ียนแอลกอฮอลเ์ป็นกรดนํ้าสม้เป็นปฏิกิริยาแบบออกซิเดชัน่มีความจาํเป็น 

มากในการใชอ้อกซิเจน จึงตอ้งมีการใหอ้ากาศอยูต่ลอดเวลา และใหแ้บคทีเรียนํ้าสม้สมัผสัอากาศมาก
ท่ีสุด ซ่ึงมีวิธีการหน่ึงคือการใชว้สัดุปูรอง (supporting  material ) เช่นซงัขา้วโพด  กอ้นหินหรือ กอ้นอิฐ
ท่ีมีขนาดเลก็ๆ  ใส่ลงในถงัหมกัเพื่อใหแ้บคทีเรียนํ้าสม้ยดึเกาะ เป็นการเพิ่มพื้นท่ีผวิสมัผสักบั
แอลกอฮอล ์ และอากาศใหม้ากข้ึน  การขาดออกซิเจนในช่วงระหวา่งการหมกัจะเกิดผลกระทบต่อ
แบคทีเรียนํ้าสม้อยา่งมาก เพราะเช้ือจะถูกทาํลายลงอยา่งรวดเร็ว เน่ืองจากการสูญเสีย ATP ทาํให้
กิจกรรมต่างๆของเซลหยดุชะงกัลง 

1.7.3  ปริมาณกรดในนํ้าหมกั 
          นํ้าผลไมท่ี้มีปริมาณแอลกอฮอลพ์อเหมาะท่ีจะนาํมาผลิตนํ้าสม้สายชูจะตอ้งมีการปรับ 

ปริมาณกรดใหเ้หมาะสม เพื่อป้องกนัการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืน  และเป็นการเสริมใหแ้บค ทีเรีย
นํ้าสม้เจริญเติบโตไดม้ากข้ึน  โดยปกติค่าความเป็นกรดควรอยูท่ี่ร้อยละ 0.4-0.5 ในรูปของ Tataric  acid    

1.7.4  อุณหภูมิท่ีเหมาะสาํหรับการหมกั 
           อุณหภูมิท่ีใชใ้นการหมกัควรคุมใหอ้ยูใ่นช่วง 26-32 องศาเซลเซียส ถา้อุณหภูมิตํ่าเกินไป 

จะทาํใหก้ารหมกัเกิดข้ึนชา้ลง เน่ืองจากแบคทีเรียนํ้าสม้มีการเจริญชา้มาก  แต่ถา้อุณหภูมิสูงเกินไป จะมี
ผลทาํใหก้รดนํ้าสม้ระเหยไปไดง่้าย กล่ินและรสของนํ้าสม้สายชูหมกัท่ีไดไ้ม่ดี 
1.8  งานวจิัยท่ีเก่ียวข้อง 
       1.8.1  อนุรักษ ์ ขจรบุญ    ศิริรักษ ์ ทบัพุม่   และนนัทนิตย ์ คงวนั,2539  การผลิตและเปรียบ เทียบ
คุณภาพนํ้าสม้สายชูหมกัจากนํ้าสบัปะรดและขา้วเหนียว 
                ในงานวิจยัทาํการหมกันํ้าสม้สายชูจากวตัถุดิบ 2 ชนิดคือ นํ้าสบัปะรด และขา้วเหนียว โดย
การหมกัแบ่งเป็น 2 ขั้นคือการหมกัแอลกอฮฮล ์ และการผลิตนํ้าสม้สายชู ผลการทดลองสรุปไดว้า่ใน
ขั้นตอนการหมกัแอลกอฮอลค์วรใชน้ํ้ าสบัปะรดท่ีมีความหวานเร่ิมตน้ประมาณ 20 Brix จึงจะได้
แอลกอฮอลร้์อยละ 13 (v/v) เม่ือหมกัได ้ 1 สปัดาห์    ส่วนขา้วเหนียว ควรใชอ้ตัราส่วนของลูกแป้งต่อ
ขา้วเหนียวน่ึง 1 : 1.5 จึงจะไดแ้อลกอฮอลร้์อยละ10 (v/v)  ในขั้นตอนการผลิตกรดนํ้าสม้ไดท้ดลองหมกั



แบบธรรมชาติ  และหมกัในระบบหมกัท่ีมีการเติมอากาศและมีวสัดุปูรองท่ีมีการป๊ัมหมุนเวียนนํ้าหมกั
จากผลการทดลองพบวา่การหมกัในระบบท่ีมีการเติมอากาศและมีวสัดุปูรองใหค้วามเขม้ขน้ของกรด
นํ้าสม้สูงกวา่การหมกัแบบธรรมชาติ โดยใหก้รดนํ้าสม้ร้อยละ 3 (w/v) เม่ือใชเ้วลาการหมกั 1 สปัดาห์  
แต่นํ้าสม้สายชูท่ีหมกัไดจ้ะมีความขุ่นมากกวา่การหมกัแบบธรรมชาติ 

1.8.2  สราวธุ  อยูส่บาย  และ นนัทนิตย ์  คงวนั, 2540  การผลิตนํ้าสม้สายชูหมกัจากเปลือก
สบัปะรดโดยระบบตรึงฟิลม์ 

                 งานวิจยัเป็นการผลิตนํ้าสม้สายชูหมกัจากนํ้าท่ีคั้นจากเปลือกสบัปะรด เปรียบเทียบกนัระ 
หวา่งการหมกัแบบธรรมดาท่ีไม่มีการใหอ้ากาศ และการหมกัในถงัหมกัแบบตรึงฟิลม์ (Fixed  bed  
reactor) ท่ีมีซงัขา้วโพดเป็นตวักลางท่ีมีการหมุนเวยีนนํ้าหมกัเป็นคร้ังคราว   ผลการทดลองพบวา่การ
หมกัในถงัตรึงฟิลม์ไดค้วามเขม้ของกรดนํ้าสม้ร้อยละ 4.12 (w/v)  ในขณะท่ีการหมกัแบบธรรมดาไม่มี
การใหอ้ากาศไดค้วามเขม้ขน้ของกรดนํ้าสม้ร้อยละ 2.22 (w/v) ท่ีระยะเวลาการหมกัเท่ากนั 
       1.8.3  จิรวธุ  รัตนโอภาส    ธงชยั  พฒันวรพนัธ์ุ   และ นนัทนิตย ์ คงวนั, 2541  การศึกษาหาอตัรา
การป้อนนํ้าหมกัท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดนํ้าสม้โดยระบบตรึงฟิลม์ 
                 งานวิจยัเป็นการศึกษาหาอตัราการป้อน (การหมุนเวยีน) นํ้าส่าท่ีเหมาะสมในการผลิตนํ้า สม้
สายชูหมกัโดยใชถ้งัหมกัแบบตรึงฟิลม์ (Fixed  bed  reactor)  ท่ีมี PVC  rasching  ring  ท่ีมีขนาดเสน้
ผา่นศูนยก์ลาง 1.0 เซนติเมตร  ยาว 1.0 เซนติเมตร เป็นตวักลาง  นํ้าส่าไดจ้ากการหมกันํ้าท่ีคั้นออกจาก
เปลือกสบัปะรด  โดยใชเ้ช้ือ Saccharomyces  cerevisiae  ในขวดแกว้ปากแคบ ซ่ึงจะไดค้วามเขม้ขน้
ของแอลกอฮอลร้์อยละ 13 (v/v) เม่ือหมกันาน 1 สปัดาห์  และเม่ือนาํนํ้าส่าไปทาํการผลิตกรดนํ้าสม้ใน
ถงัหมกัแบบตรึงฟิลม์ท่ีมีการพน่ฝอยนํ้าส่าตลอดเวลาจากทางดา้นบนของตวัถงัหมกัผา่นชั้นของ
แบคทีเรียท่ีเกาะบนตวักลาง  และมีการหมุนเวยีนนํ้าส่าในอตัรา 0.6   0.8   1.0  และ  1.2 ลิตรต่อนาที  
ผลการทดลองพบวา่ อตัราการหมุนเวยีนนํ้าส่า 0.8 ลิตรต่อนาทีใหผ้ลดีท่ีสุด โดยท่ีจะไดค้วามเขม้ขน้
ของกรดนํ้าสม้ร้อยละ 2.13 (w/v) ในระยะเวลา 1 สปัดาห์ 
1.8.4 จกัรกริศน์  พมิพป์รุ  และคณะ, 2543  การศึกษาหวัเช้ือขา้วหมาก 

                       เป็นการศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพของลูกแป้งขา้วหมาก 3 ชนิดคือ ลูกแป้งนนทบุรี  ลูก
แป้งอู่ทอง  และลูกแป้งวดัตึก   การศึกษาพบวา่ลูกแป้งแต่ละชนิดมีปริมาณของเช้ือจุลินทรียท่ี์ต่าง กนั
ออกไป  โดยลูกแป้งนนทบุรีมีปริมาณเช้ือยสีต ์1.03  x   105 CFU  เช้ือรา 4.50  x   106 CFU  เป็นลูกแป้ง
ท่ีเม่ือนาํมาหมกัเป็นขา้วหมากแลว้สามารถหมกัไดเ้ร็ว  มีนํ้ ามาก  และมีกล่ินหอมไดรั้บการยอมรับจาก
ผูน้ริโภคมากท่ีสุด 
          1.8.5  แสงไทย  เคา้ภูไทย, 2545  ขมุทองเหลา้ไทย ไวน์ผลไม ้
                    การศึกษาพบวา่เช้ือแป้งหมกัแบ่งไดเ้ป็น 3 ชนิดดงัน้ีคือ ชนิดท่ีเปล่ียนแป้งเป็นนํ้าตาลอยา่ง
เดียวเรียกวา่  แป้งหวาน หรือแป้งขา้วหมาก  ชนิดต่อมาคือทาํหนา้ท่ีสองอยา่งคือเปล่ียนแป้งเป็นนํ้าตาล 
และเปล่ียนนํ้าตาลเป็นแอลกอฮอล ์  เรียกวา่ แป้งเลก็  แป้งกลาง ตามขนาดของลูกแป้ง  ชาวบา้นเรียก  



แป้งเหลา้  ส่วนชนิดท่ีสามเปล่ียนนํ้าตาลเป็นแอลกอฮอลอ์ยา่งเดียว เรียกวา่ แป้งใหญ่ เน่ืองจากมีขนาด
ใหญ่ท่ีสุด  และมีปริมาณยสีตม์ากท่ีสุด 
         1.8.6  Kumiko  Nanda, Mariko Taniguchi, Satoshi  Ujiki , Nobuhiro Ishihara, Hirotaka Mori, 
Hisayo Ono, and Yashikatsu Murooka ,2001  Characterization  of  Acetic  Acid  Bacteria in 
Traditional Acetic  Acid  Fermentation  of  Rice Vinegar (Komesu) Unpolished Rice Vinegar 
(Kurosu) Produced in Japan. 
                  ในงานวิจยัเป็นการแยกเช้ือบริสุทธ์ิจาก Japanese rice vinegar และ Unpolished rice vinegar 
ซ่ึงใชก้ระบวนการแบบดั้งเดิมท่ีไม่ไดใ้ชเ้ช้ือบริสุทธ์ิในกระบวนการหมกั เช้ือท่ีแยกไดมี้ 178 ชนิด และ
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มโดยใชล้กัษณะทางดา้นพนัธุกรรม ผลการทดลองพบวา่เช้ือท่ีแยกไดมี้ลกัษณะทาง
พนัธุกรรมคลา้ยกบั Acetobacter pasteurianus. และเป็นสายพนัธ์ุเด่นท่ีพบในปริมาณมากกวา่ชนิดอ่ีน
ในช่วงของการหมกัเพื่อผลิตกรดนํ้าสม้ 
         1.8.7  San  Chiang  Tan , 2005   Vinegar  fermentation 
                    ทาํการทดลองหมกันํ้าสม้สายชูเปรียบเทียบระหวา่งการหมกัใน generator ท่ีมีการหมุน 
เวียนนํ้าหมกัผา่นแบคทีเรียท่ีเกาะบนวสัดุปูรอง และการหมกัแบบsubmerge ท่ีมีการเป่าอากาศลงไปใน
นํ้าหมกั ผลการทดลองพบวา่การหมกัในgenerator มีการสูญเสียแอลกอฮอล ์ และกรดนํ้าสม้มาก กวา่
เน่ืองจากมีผวิหนา้กวา้ง แบคทีเรียนํ้าสม้มีการเจริญเติบโตชา้ ตอ้งใชเ้วลานานจึงจะเร่ิมการหมกัไดใ้น
ขณะท่ีการหมกัแบบ submerge มีการสูญเสียแอลกอฮอล ์ และกรดนํ้าสม้นอ้ยกวา่ แบคทีเรียนํ้าสม้
สามารถเจริญไดดี้ ดงันั้นจึงไดป้ระสิทธิภาพท่ีสูงกวา่ 
         1.8.8   Fragapane  Giuseppe, Rubio-Fernandez  Hipolito, Desamparados  Salvador  Maria, 2006  
Continuous  production of  wine vinegar  in  bubble  colume  reactors  of  up  to 60 litre  capacity 
                   ผลการทดลองพบวา่ควรควบคุมอุณหภูมิของการหมกัท่ี 30C  อตัราการการใหอ้ากาศ 0.25 
min/l (wm)  และ อตัราการไหลของนํ้าหมกัเขา้ระบบ 950 ml/h  จะไดค้วามเขม้ขน้ของกรดนํ้าสม้ 92 g/l 
มีค่า overall  productivity 1.41 g/l/h  และ yield 94.2 
          1.8.9  G.S. Kocher, K.L. Kalra  and  R.P. Phutela, 2006 Comparative Production of Sugarcane 
Vinegar by Different Immobilization Techniques 
                     งานวิจยัใชเ้ช้ือยสีตS์accharomyces cerevisiae ในการหมกัเอทธานอลจากนํ้าออ้ยซ่ึงได้
ความเขม้ขน้ของเอทธานอล 8 (v/v)  เอธานอลท่ีไดถู้กนาํไปใชใ้นการหมกันํ้าสม้สายชูโดยใชว้ิธี 
submerge และ semi-continuous fermentation  ใน pack bed colume ท่ีมีการตรึงเซลของแบคที เรีย
นํ้าสม้ (Acetobacter aceti NRRL. 746)  2 วิธี คือการดูดซบัเซลไวบ้นผวิของตวักลาง 3 ชนิด คือ ชาน
ออ้ย   ซงัขา้วโพด  ข้ีเล่ือย  และการห่อหุม้เซลดว้ย calcium alginate  ผลการทดลองพบวา่การตรึงเซลไว้
ท่ีผวิของตวักลางทั้ง 3 ชนิดใหผ้ลดีใกลเ้คียงกนั คือในระบบท่ีเป็น submerge fermentation  สามารถผลิต
กรดได ้6.7 ภายในเวลา 28 วนั และเม่ือมีการ recycle เซลท่ีเกาะท่ีผวิของชานออ้ยจะทาํใหร้ะยะเวลา



การหมกัสั้นลงเหลือ 13 วนั  และในระบบท่ีเป็น semi-continuous fermentation  ระยะเวลาในการหมกั
จะลดลงเหลือเพียง 80 ชัว่โมง 
 
1.9   จุดประสงค์ของงานวจิยั 

     1.9.1  เปรียบเทียบการหมกัโดยใชข้า้วเตม็เมลด็ และ ปลายขา้ว  3 ชนิด ไดแ้ก่  ขา้วจา้ว   ขา้วกลอ้ง  
และขา้วเหนียวขาว เป็นวตัถุดิบ 
     1.9.2  ศึกษากระบวนการผลิตท่ีเหมาะสม เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑน์ํ้ าสม้สายชูหมกัท่ีมีคุณภาพตามท่ี
กาํหนดไวใ้นมาตรฐานอาหาร กล่าวคือตอ้งมีกรดนํ้าสม้ไม่นอ้ยกวา่ 4 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                   
 
 
 
 



                                                                           บทท่ี 2                                     
                                         วสัดุอุปกรณ์ สารเคมี และขั้นตอนการดําเนินงานวจิัย 
2.1  วสัดุอุปกรณ์ และสารเคมี 
       2.1.1  วตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกัไดแ้ก่  ขา้วจา้ว   ขา้วเหนียว   ขา้วกลอ้ง 

                                    
 
      2.1.2   เช้ือจุลินทรีย ์
                 2.1.2.1  ลูกแป้งส่าเหลา้  
                               เป็นลูกแป้งส่าเหลา้จากกลุ่มแม่บา้นจงัหวดัมหาสารคาม 

                                           
              
                   2.1.2.2  แบคทีเรียนํ้าสม้ Acetobacter  aceti  TISTR 102 

                                        
มีลกัษณะเป็นเช้ือจุลินทรียท่ี์ผา่นกระบวนการทาํแหง้ และบรรจุอยูใ่น ampule ท่ีจดัจาํหน่ายโดยศูนย ์
จุลินทรีย ์ สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย ซ่ึงจะตอ้งนาํมาเล้ียงในอาหารเหลว 
เพื่อขยายปริมาณ และจาํนวนต่อไป 



      2.1.3  โหลแกว้สาํหรับหมกัแอลกอฮอล ์(นํ้าส่า หรือไวน์ขา้ว) 
                   ลกัษณะเป็นโหลแกว้ทรงกระบอกปากเปิด ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 22 เซนติเมตร สูง 32 
เซนติเมตรจาํนวน 9 ใบ 

                                                          
 
    2.1.4  ถงัหมกั  และป๊ัมเป่าอากาศสาํหรับผลิตกรดนํ้าสม้  
               -  ตวัถงัหมกัทาํดว้ยวสัดุท่ีเป็นพีวีซีใส ทรงกระบอก มีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางภายใน 14 
เซนติเมตร  ความหนา 0.5 เซนติเมตร  ความสูง 35 เซนติเมตร  การใหอ้ากาศใชก้ารต่อท่อจาก ป๊มเป่า
อากาศเขา้ท่ีขา้งถงัทางดา้นล่าง โดยท่ีแผน่ฐานดา้นล่างของตวัถงัมีการเจาะรูทัว่ทั้งแผน่เพื่อให้
ฟองอากาศกระจายในนํ้าหมกัอยา่งทัว่ถึง  ดา้นบนของถงัหมกัมีฝาท่ีสามารถเปิดได ้  บนฝาจะมีการต่อ
ท่อไว ้ 2 ท่อท่ีมีขนาดใหญ่และเลก็ดงัในรูป ท่อใหญ่มีไวเ้พื่อการเกบ็ตวัอยา่ง ท่อเลก็จะต่อกบัสายยางท่ี
จุ่มปลายในนํ้าเพื่อลดความดนัท่ีเกิดข้ึนภายในถงัขณะทาํการหมกั 
               -  ป๊ัมเป่าอากาศ เป็น Electrical   Magnetic  Air  Compressor  Model  ACO-318  
 

                                                     



      2.1.5   ชุดน่ึงขา้วไฟฟ้า 
                     เป็น Electric Pan  with  Steam  Plate  HANABISHI    Multi-purpose  HTP  360S 
                     จาํนวน 2 ชุด 
 

                                         
 
       2.1.6  Portable  refractometer  RHW-25  สาํหรับใชว้ดัความเขม้ขน้ของแอลกอฮอล ์

                                          
 

2.1.7 สารเคมีท่ีใชใ้นการขยายหวัเช้ือ และ ใชใ้นการเล้ียงแบคทีเรียนํ้าสม้ไดแ้ก่ นํ้าตาลกลูโคส   
สารสกดัยสีต ์(yeast  extract)  แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3)  และนํ้ากลัน่ 

                        

                                                      



สูตรอาหารเล้ียงแบคทีเรียนํ้าสม้ประกอบดว้ย 
                    กลูโคส (glucose)                         100           กรัม 
                    สารสกดัยสีต ์(yeast  extract)          10          กรัม 
                   นํ้ากลัน่  (distilled  water)                  1          ลิตร 
ถา้เป็นอาหารแขง็ใหเ้ติมผงวุน้ (Agar  powder) ร้อยละ 2 (w/v)  และแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) ร้อย
ละ 1 (w/v) 
2.1.8  สารเคมี และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณกรดนํ้าสม้ 
                  

                                                   
 
          สารท่ีใชใ้นการวิเคราะห์กรดนํ้าสม้ประกอบดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีตม้เดือดใหม่ๆ   สารละลาย NaOH 
ความเขม้ขน้ 0.1N และ phenolphthalein อินดิเคเตอร์          
                                                                       

                                  
                   ชุดไตเตรทกรดนํ้าสม้                    นาํตวัอยา่งนํ้าสม้สายชูหมกัท่ีผลิตไดม้าไตเตรทกบั  
                                                                         สารละลายNaOH ความเขม้ขน้ 0.1 N จุดส้ินสุดของ  
                                                                         การไตเตรทของเหลวจะเปล่ียนจากไม่มีสีเป็นสีชมพ ู



2.2  ขั้นตอนการดําเนินงานวจิัย 
       ขั้นตอนการวิจยัแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนหลกั คือ  
               -   ขั้นตอนท่ี 1  การหมกัแอลกอฮอลจ์ากขา้วทั้งสามชนิด โดยใชลู้กแป้งส่าเหลา้ 
               -   ขั้นตอนท่ี  2  การผลิตกรดนํ้าสม้จากแอลกอฮอลใ์นถงัเป่าอากาศโดยแบคท่ีเรียนํ้าสม้  
                    สายพนัธ์ุ Acetobacter  aceti  TISTR 102 
2.2.1 กระบวนการหมกัแอลกอฮอลจ์ากขา้วทั้งสามชนิดโดยใชลู้กแป้งส่าเหลา้ 
 

                                                                ลา้งขา้วใหส้ะอาด 
                                                                               
                                                               แช่ขา้วในนํ้าสะอาด 
                                                                              
                                               น่ึงในไอนํ้าเดือดจนขา้วน่ิมไม่เป็นไตแขง็ 
                                                                              
                                                                     ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ 
                                                                               
                                                        ลา้งเมือกออกดว้ยนํ้าสะอาด 
                                                                               
                                                  ใส่เช้ือลูกแป้งส่าเหลา้ตามอตัราส่วน 
                                                                               
                                                               หมกัเป็นเวลา 3 วนั 
                                                                               
                                                                            ผา่นํ้า 
                                                                                
                  หมกันานประมาณ 3 สปัดาห์ ถึง 1 เดีอน หรือจนกวา่จะไดป้ริมาณแอลกอฮอลค์งท่ี 
                                                                                
                                                         กรองนํ้าส่า หรือไวน์ขา้วท่ีได ้
 
หมายเหตุ    การผา่นํ้าคือ การเติมนํ้า หรือนํ้าเช่ือมลงไป  จุดประสงคเ์พื่อเพิ่มปริมาณของของเหลว       
 
 
 
 
 



                                                            ลา้งและ แช่ขา้วในนํ้าสะอาด 

                                      
                                                             
                                                          
                                                          เทนํ้าท้ิงแลว้น่ึงขา้วในหมอ้น่ึง 

          
         
                                                 
                                                 ลา้งเมือกออกจากขา้วท่ีน่ึงแลว้ดว้ยนํ้าสะอาด 

                                    
 



                                                            ผึ่งขา้วใหแ้หง้ในตะแกรง 

                        
                            
                                                           
                                                   บดลูกแป้งส่าเหลา้พอละเอียด 

      
 
                                                      
             บรรจุขา้วน่ึงลงในโหลแกว้สลบักบัการโรยลูกแป้งท่ีบดแลว้เป็นชั้นจนเกือบเตม็   

                              
 



                       ปิดทบัดว้ยผา้ขาวบาง  และกระดาษฟอยล ์    

                  
 
 
ปล่อยไวใ้หเ้กิดการหมกันาน 3 วนั  แลว้ทาํการผา่นํ้าเพือ่เพิ่มปริมาณของเหลว หมกัต่อนานประ มาณ  3 
สปัดาห์ ถึง 1 เดือนจนไดป้ริมาณแอลกอฮอลม์ากกวา่ร้อยละ 10  และมีปริมาณคงท่ี จาก นั้น กรองนํ้าส่า 
หรือไวน์ขา้ว ท่ีหมกัไดแ้ลว้นาํไปใชใ้นการผลิตกรดนํ้าสม้ในขั้นตอนท่ี 2 ต่อไป 

                                                         
 
 
2.2.2 การผลิตกรดนํ้าสม้โดยแบคทีเรียนํ้าสม้จากนํ้าส่าหรือไวน์ขา้วท่ีหมกัไดจ้ากขา้วทั้งสาม 
             ชนิดในถงัเป่าอากาศ เพื่อศึกษาปัจจยัต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต  ไดแ้ก่   

2.2.2.1 ผลของการเติมสารเสริมการเจริญเติบโต ท่ีมีต่อกระบวนการผลิตกรดนํ้าสม้ของ
แบคทีเรียนํ้าสม้ ในการทดลองใชส้ารเสริมสองชนิดคือ NH4H2PO4  และ KH2PO4 

2.2.2.2 ปริมาณแบคทีเรียนํ้าสม้เร่ิมตม้ (inoculum size)ท่ีเหมาะสม   
2.2.2.3 ความเขม้ขน้ของแอลกอฮลเ์ร่ิมตน้ (initial concentration of alcohol) 
 



 
 
 
 

          
 
                                                   การหมกัในถงัหมกัแบบเป่าอากาศ 
 
 
                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                     บทท่ี 3 
                                                                ผลการทดลอง 
3.1     ขั้นตอนท่ี 1 ผลของ การหมักแอลกอฮอล์จากข้าว (การหมักนํา้ส่า หรือไวน์ข้าว) โดยการใช้ลูก 
           แป้งส่าเหล้า  
           3.1.1  ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการแช่นํ้า  และการน่ึงขา้ว 
                   การทดลองใชป้ริมาณนํ้าในการแช่ในอตัราส่วนขา้ว : นํ้า  เท่ากบั  1  :   1.5  วตัถุดิบท่ีเป็น
ปลายขา้วใชเ้วลาในการแช่นํ้านาน 5-10 นาที และใชเ้วลาในการน่ึงประมาณ 30 นาที    ส่วนขา้วเตม็
เมลด็ตอ้งใชเ้วลาในการแช่นานประมาณ 6 ชัว่โมง และใชเ้วลาในการน่ึงนาน 30 นาที จึงจะไดข้า้วท่ีสุก
พอดีไม่เป็นไตแขง็ และไม่แฉะ 
           3.1.2  สภาวะการหมกัแอลกอฮอล ์
                   การหมกัจะใชข้า้วน่ึงท่ีลา้งเมือก และสะเดด็นํ้าแลว้นั้นมาผสมกบัแป้งส่าเหลา้ท่ีบดพอ 
ละเอียด แลว้ในอตัราส่วน 7 กรัมนํ้าหนกัแหง้ ต่อ ขา้วน่ึง 1 กิโลกรัม  เม่ือผา่นไป 3 วนัจะสงัเกตเห็นวา่
ขา้วจะมีการลอยตวัข้ึน(รูปท่ี 3.1) และมีส่วนของของเหลวอยูด่า้นล่าง จึงทาํการผา่นํ้าดว้ยนํ้าเช่ือมท่ี
ความเขม้ขน้ 12-14 Brix  และหมกัต่อนานประมาณ 3 สปัดาห์ ถึง 1 เดือน จะไดค้วามเขม้ขน้ของ
แอลกอฮอลใ์นนํ้าส่าร้อยละ 15-17 (w/v) เม่ือวดัดว้ย Portable  Refractometer   RHW-25   ส่วนการหมกั
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  การหมกัในท่ีเยน็และ การหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในท่ีมืดใหผ้ลไม่ต่างกนั  แต่การหมกัใน
ท่ีมืดลกัษณะปรากฏของนํ้าส่าท่ีไดจ้ะค่อนขา้งขุ่น  วตัถุดิบท่ีเป็นขา้วกลอ้งโดยเฉพาะอยา่งยิง่ขา้วกลอ้ง
เตม็เมลด็ จะใชเ้วลาในการหมกันานกวา่ขา้วชนิดอ่ืนจึงจะไดค้วามเขม้ขน้ของแอลกอฮอลท่ี์ใกลเ้คียงกนั 
และใหป้ริมาณนํ้าส่านอ้ยกวา่ 

                                        
                           รูปท่ี 3.1  การลอยตวัของขา้วในระหวา่งการหมกัแอลกอฮอล ์
3.2 ขั้นตอนท่ี 2 ผลของการผลิตกรดนํา้ส้มจากแอลกอฮอล์ท่ีหมักได้จากขั้นตอนท่ี 1 โดยใช้ 
          แบคทีเรียนํา้ส้ม   ( Acetobacter  aceti  TISTR  102) 

3.2.1 การศึกษาผลของการเติมสารเสริมการเจริญเติบโตประเภทเกลือฟอสเฟตลงในนํ้าส่า ท่ีมี
ต่อการผลิตกรดนํ้าสม้ของแบคทีเรียนํ้าสม้ 



                      การทดลองใชส้ารเสริมการเจริญเติบโต 2 ชนิด คือ NH4H2PO4  และ  KH2PO4  แต่ละชนิด
ใชป้ริมาณความเขม้ขน้ 0.5  และ 1.0 กรัมต่อลิตร  เติมลงในนํ้าส่า ท่ีมีปริมาณแอลกอ ฮอล ์ ร้อยละ10  
และ ใชอ้ตัราส่วนของนํ้าส่า กบัปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1 : 1 โดยปริมาตร ซ่ึงเม่ือทาํการผสมเช้ือลงในนํ้าส่า
แลว้จะทาํใหป้ริมาณแอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้ของกระบวนการผลิตกรดอยูท่ี่ประมาณร้อยละ 8 จากนั้นทาํการ
ใหอ้ากาศเป็นเวลานาน 7 วนั  แลว้จึงเกบ็ตวัอยา่งมาวิเคราะห์ปริมาณกรดนํ้าสม้ท่ีได ้
ตารางท่ี 3.1  เปรียบเทียบปริมาณกรดนํ้าสม้ท่ีแบคทีเรียผลิต  ระหวา่งการใชน้ํ้ าส่าท่ีไม่เติมและนํ้าส่า 
                    ท่ี เติมสารเสริมการเจริญเติบโต NH4H2PO4  และ  KH2PO4  ท่ีความเขม้ขน้ 0.5  และ   
                    1.0 กรัม ต่อลิตร ท่ีระยะเวลาการหมกั 7 วนั 

                
  ชนิดและความเขม้ขน้ของสาร 
        เสริมการเจริญเติบโต 

 ปริมาณกรดนํา้ส้มที่
ผลิต 
         (ร้อยละw/v) 

                 ไม่เติมสาร   
                  (Control) 

 
                0.84                   

                 NH4H2PO4 
             0.5 กรัมต่อลิตร 
             1.0 กรัมต่อลิตร 

 
                0.90       
                1.08     

                  KH2PO4 
             0.5 กรัมต่อลิตร 
             1.0 กรัมต่อลิตร 

 
                1.05         
                1.08      

 
จากตารางน้ีจะเห็นไดว้า่การเติมสารเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียนํ้าสม้ทั้งสองชนิดมีแนว โนม้ท่ี
จะทาํใหมี้การผลิตกรดนํ้าสม้ไดม้ากข้ีนเม่ือเทียบกบันํ้าส่าท่ีไม่เติมสาร โดยสารเสริมทั้งสองชนิดใหผ้ล
ใกลเ้คียงกนั 
          3.2.2   การศึกษาปริมาณเชือ้(Inoculum  size) และปริมาณแอลกอฮอล์เร่ิมต้นท่ีเหมาะสม  
                     จากการทดลองท่ี 3.2.1 จะเห็นไดว้า่ปริมาณกรดนํ้าสม้ท่ีไดมี้ค่าตํ่า ซ่ึงอาจจะเป็นไปไดว้า่
เป็นผลเน่ืองมาจากการใชป้ริมาณของแอลกอฮอล ์  และปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ไม่เหมาะสม  ดงันั้นในการ
ทดลองน้ีจึงทาํการศึกษาถึงปัจจยัทั้งสองท่ีจะมีผลต่อการผลิตกรดนํ้าสม้โดยใชน้ํ้ าส่าท่ีมีปริมาณ 
แอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้ประมาณร้อยละ 17 เป็นวตัถุดิบ แลว้นาํมาเติมเช้ือนํ้าสม้ท่ีอยูใ่นรูปของของเหลวใน
อตัราส่วนของนํ้าส่ากบัปริมาณเช้ือ ท่ีต่างๆกนั คือ 90 : 10    80 : 20  70 : 30   60 : 40   และ 50 : 50 หรือ
ร้อยละ10   20   30    40   และ  50 โดยปริมาตร ตามลาํดบั   จากนั้นใหอ้ากาศแบบมากเกินพอตลอดเวลา



เป็นเวลา 10  วนั  จนปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึนมีค่าคงท่ี  เกบ็ตวัอยา่งมาทาํการวิเคราะห์ปริมาณกรดนํ้าสม้ท่ี
เกิดข้ึน ทาํการทดลอง 3 ซํ้า เพื่อทวนสอบผล  การใชอ้ตัราส่วนของนํ้าส่าและปริมาณเช้ือท่ีต่างกนั จะมี
ผลทาํใหป้ริมาณแอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้ท่ีจะเขา้สู่กระบวนการผลิตกรดนํ้าสม้แตกต่างกนัไปดงัน้ี 
ตารางท่ี 3.2  ความสมัพนัธ์ของ inoculum  size กบั ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้การหมกั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 3.3  ปริมาณร้อยละของกรดนํ้าสม้ ท่ีแบคทีเรียนํ้าสม้ผลิตข้ึนเม่ือใช ้inoculum  size  
                     ร้อย ละ10 (v/v)ท่ีระยะเวลาการหมกัต่างๆ 
                     

    ระยะเวลาการหมกั (วนั) ปริมาณกรดนํ้าสม้(ร้อยละ w/v) 
                      3                        0.72 
                      4                        0.84 
                      7                        1.08 
                     10                        1.35 

  
ตารางท่ี 3.4  ปริมาณร้อยละของกรดนํ้าสม้ ท่ีแบคทีเรียนํ้าสม้ผลิตข้ึนเม่ือใช ้inoculum  size   
                     ร้อย ละ20 (v/v)ท่ีระยะเวลาการหมกัต่างๆ 
          

    ระยะเวลาการหมกั (วนั) ปริมาณกรดนํ้าสม้(ร้อยละ w/v) 
                      3                        0.90 
                      4                        1.14 
                      7                        1.59 
                     10                        1.50 

  
 

            inoculum  size 
             ร้อยละ (v/v) 

  ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอล ์
               ร้อยละ (v/v) 

                    10                          17   
                    20                          15 
                    30                          13 
                    40                          11 
                    50                            9 



 
ตารางท่ี 3.5  ปริมาณร้อยละของกรดนํ้าสม้ ท่ีแบคทีเรียนํ้าสม้ผลิตข้ึนเม่ือใช ้inoculum  size  ร้อยละ 
                     30 (v/v)ท่ีระยะเวลาการหมกัต่างๆ 
 

    ระยะเวลาการหมกั (วนั) ปริมาณกรดนํ้าสม้(ร้อยละ w/v) 
                      3                        1.35 
                      4                        1.83 
                      7                        3.84 
                     10                        3.99 

  
ตารางท่ี 3.6  ปริมาณร้อยละของกรดนํ้าสม้ ท่ีแบคทีเรียนํ้าสม้ผลิตข้ึนเม่ือใช ้inoculum  size ร้อยละ 
                     40 (v/v)ท่ีระยะเวลาการหมกัต่างๆ 
 

    ระยะเวลาการหมกั (วนั) ปริมาณกรดนํ้าสม้(ร้อยละ w/v) 
                      3                        1.38 
                      4                        1.98 
                      7                        3.80 
                     10                        3.70 

 
 ตารางท่ี 3.7  ปริมาณร้อยละของกรดนํ้าสม้ ท่ีแบคทีเรียนํ้าสม้ผลิตข้ึนเม่ือใช ้inoculum  size ร้อยละ 
                      50 (v/v)ท่ีระยะเวลาการหมกัต่างๆ 
 

    ระยะเวลาการหมกั (วนั) ปริมาณกรดนํ้าสม้(ร้อยละ w/v) 
                      3                        1.32 
                      4                        1.44 
                      7                        1.50 
                     10                        2.46 

 
 
 
 



 
ตารางท่ี 3.8  เปรียบเทียบปริมาณกรดนํ้าสม้สูงสุดท่ีหมกัไดท่ี้ระยะการหมกั 10 วนัเม่ือใช ้inoculum   
                     size   ต่างๆ 
                 

  inoculum  size  (ร้อยละv/v)     ปริมาณกรดนํ้าสม้ (ร้อยละ w/v)   
                      10                           1.35 
                      20                           1.50 
                      30                           3.99 
                      40                           3.70 
                      50                           2.46 

  
จากตารางท่ี 3.2 ถึง 3.8   จะเห็นไดว้า่การใชอ้ตัราส่วนของนํ้าส่า กบัปริมาณเช้ือ ในปริมาณ 70 : 30 
(inoculum  size ร้อยละ 30 v/v)  และ 60 : 40 (inoculum  size ร้อยละ 40v/v)  ซ่ึงจะทาํใหมี้ความเขม้ ขน้
ของแอลกอฮฮลเ์ร่ิมตน้ประมาณร้อยละ 13  และ 11 (w/v)ตามลาํดบั นั้นจะใหก้รดนํ้าสม้ปริมาณสูง
ใกลเ้คียงกนั ในระยะเวลาการหมกั 7 วนั  แต่เม่ือหมกัไป 10 วนั การใช ้   inoculum  size  ร้อยละ 30 v/v
ยงัมีการผลิตกรดนํ้าสม้เพิ่มข้ึนจนถึงในปริมาณท่ีสามารถใชเ้ป็นนํ้าสม้สายชูหมกัได ้  ดงันั้นจากตารางน้ี
จึงสามารถสรุปไดใ้นเบ้ืองตน้วา่การผลิตกรดนํ้าสม้ควรใชป้ริมาณแอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้ประมาณร้อยละ13  
          3.2.3   การศึกษาหาปริมาณท่ีเหมาะสมของสารเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียนํ้าสม้ในรูป 
ของเกลือฟอสเฟตท่ีจะใชเ้ติมในนํ้าส่า    

            จากผลการทดลองในตารางท่ี 3.1 จะเห็นไดว้า่การเติมสารอาหารเสริมประเภทเกลือ 
ฟอสเฟตลงในนํ้าส่าจะสามารถกระตุน้ใหแ้บคท่ีเรียนํ้าสม้สามารผลิตกรดนํ้าสม้ไดเ้ร็วข้ึนได ้ ดงันั้นจึง
ทาํการทดลองเพื่อหาปริมาณท่ีพอเหมาะในการเติมโดยใช ้ NH4H2PO4 เติมลงในนํ้าส่าในปริมาณท่ี
ต่างกนัดงัน้ีคือ 0.03    0.05    0.10   0.50   1.00   3.00   5.00    10.00   และ 15.00  กรัมต่อลิตร    นํ้าส่าท่ี
ใชเ้ม่ือผสมกบัแบคท่ีเรียนํ้าสม้แลว้มีปริมาณแอลกอฮอลเ์ร่ิมตน้ร้อยละ 13 (w/v)  โดยมีตวัควบคุมคือนํ้า
ส่าท่ีไม่มีการเติม NH4H2PO4  ผลการทดลองแสดงไวใ้นตารางท่ี 3.9 
 
 
 
 
 
 
 



 
ตารางท่ี 3.9    ผลของสารเสริม NH4H2PO4 ปริมาณต่างๆ ท่ีมีต่อการผลิตกรดนํ้าสม้ของแบคทีเรีย 
                       นํ้าสม้ เม่ือทาํการวิเคราะห์ปริมาณกรดท่ีระยะเวลาการหมกั 7 วนั 
 

ปริมาณ NH4H2PO4 ท่ีเติม
ในนํ้าส่า  (กรัมต่อลิตร) 

  ปริมาณกรดนํ้าสม้ท่ีผลิต 
                (ร้อยละ) 

                  0  (control)                   2.5 
                  0.03                   2.5 
                  0.05                   2.5 
                  0.10                   2.5 
                  0.50                   2.6 
                  1.00                   2.7 
                  3.00                   3.7 
                  5.00                   3.7 
                 10.00                   6.0 
                 15.00                   6.1 

จากตารางน้ีจะเห็นไดว้า่การเติมสารเสริม  NH4H2PO4 ลงในนํ้าส่ามีผลต่อการผลิตกรดนํ้าสม้ของ
แบคทีเรีย เม่ือเทียบกบัตวัควบคุม (control) ซ่ึงเป็นนํ้าส่าท่ีไม่มีการเติมสารเสริมการเจริญเติบโต โดยท่ี
ปริมาณของสารเสริมท่ีเติม 10 กรัมต่อลิตร จะไดป้ริมาณกรดสูงถึงร้อยละ 6 แต่เม่ือเพิ่มข้ึนไปเป็น 15 
กรัมต่อลิตร การผลิตกรดกไ็ม่ไดเ้พิ่มมากข้ึน  ดงันั้นในกระบวนการหมกัต่อไป การใชส้ารเสริมใน
ปริมาณร้อยละ 10 กรัมต่อลิตร กเ็พียงพอสาํหรับการกระตุน้การผลิตกรดนํ้าสม้ของแบคทีเรียนํ้าสม้ 

3.3 การเก็บเก่ียวและการเปรียบเทียบคุณลักษณะทางกายภาพของนํา้ส้มสายชูท่ีหมักได้จากข้าวแต่ 
ละชนิด 

    จากผลการทดลองท่ีไดท้ั้งหมดจากตารางท่ี3.1 – 3.9 ไดน้าํมาใชใ้นการหมกันํ้าสม้สายชูจากนํ้าส่า
ท่ีหมกัจากขา้วทั้ง 3 ชนิดคือ ขา้วจา้ว  ขา้วเหนียว  และขา้วกลอ้ง  โดยสภาวะท่ีใชคื้อใช ้ inoculum  
size  ร้อยละ 30  ซ่ึงใหค้วามเขม้ขน้ของแอลกอฮอลเ์ม่ือเร่ิมการหมกัประมาณร้อยละ 13 เติมสาร
เสริมการเจริญ NH4H2PO4 10 กรัมต่อลิตร ใหอ้ากาศแบบมากเกินพอนานเป็นเวลา 10 วนั จากนั้น
หยดุใหอ้ากาศปล่อยใหเ้กิดการตกตะกอน เม่ือใสแลว้จึงเติมสารเคมีเพื่อทาํลายจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือน  
จากนั้นนาํไปบรรจุในขวดแกว้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จะไดเ้ป็นผลิตภณัฑน์ํ้ าสม้สายชูหมกัจากขา้ว
ทั้ง 3 ชนิด   จากภาพจะเห็นไดว้า่นํ้ าสม้สายชูท่ีหมกัจากขา้วกลอ้งจะมีสีท่ีเขม้กวา่นํ้ าสม้สายชูท่ีหมกั



จากขา้วจา้ว  และขา้วเหนียว  แต่นํ้าสม้สายชูทั้ง 3 ชนิดจะมีกล่ินหอมของการหมกั  ไม่แสบจมูก ซ่ึง
จะเป็นกล่ินท่ีต่างไปจากนํ้าสม้สายชูกลัน่ทัว่ไป 

 

                            
 
             รูปท่ี  3.2  เปรียบเทียบสีของนํ้าสม้สายชูท่ีหมกัไดจ้ากขา้วจา้ว  ขา้วกลอ้ง  และขา้วเหนียว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                         บทท่ี 4 
                                                                สรุปผลการทดลอง 

         กรรมวิธีการหมกันํ้าสม้สายชูจากขา้วจา้ว  ขา้วเหนียว  และขา้วกลอ้ง สามารถสรุปไดด้งัน้ีคือ 
นาํปลายขา้วแช่นํ้านาน  5-10  นาที ใชอ้ตัราส่วนของขา้วต่อนํ้า  1 ส่วนต่อ 1.5 ส่วน โดยปริมาตร   
จากนั้นกรองนํ้าออก แลว้น่ึงในไอนํ้าเดือด นานประมาณ 30 นาที  จะทาํใหข้า้วสุกพอดี  ไม่เป็นไตแขง็
และ ไม่แฉะ ถา้ใชข้า้วเตม็เมลด็จะทาํใหร้ะยะเวลาในการแช่นํ้านานประมาณ 6 ชัว่โมง และน่ึงนาน 30 
นาที จากนั้นนาํไปลา้งเมือกอออก ผึ่งท้ิงไวใ้หเ้ยน็  นาํมาผสมกบัลูกแป้งส่าเหลา้ท่ีบดพอละเอียดใน
อตัราส่วน ผงลูกแป้ง 7 กรัมนํ้าหนกัแหง้ ต่อขา้วท่ีน่ึงแลว้ 1 กิโลกรัม  บรรจุลงในโหลแกว้ปากเปิดโดย
การวางเรียงสลบักนัป็นชั้นของขา้วน่ึง และลูกแป้งท่ีบดพอละเอียด แลว้ปิดปากโหลดว้ยผา้ขาวบาง
หลายๆชั้น  ตั้งไวน้านประมาณ 3 วนัจนสงักตเห็นนํ้าตอ้ย จึงทาํการผา่นํ้าดว้ยนํ้าเช่ือมท่ีมีความหวาน
ประมาณ 12-14  Brix   ปล่อยใหห้มกันาน 3 สปัดาห์ ถึง 1 เดือน จะไดน้ํ้ าส่าท่ีมีแอลกอฮอลร้์อยละ 15-
17 (v/v) เม่ือวดัดว้ย Portable  Refractometer  RHW-25  แต่ถา้เป็นขา้วกลอ้งตอ้งใชเ้วลาในการหมกันาน
กวา่น้ีจึงจะไดแ้อลกอฮอลใ์นปริมาณดงักล่าว และการหมกัจากขา้วกลอ้งจะไดป้ริมาณนํ้าส่าท่ีนอ้ยกวา่  
ส่วนในขั้นตอนการผลิตกรดนํ้าสม้โดยแบคทีเรียนํ้าสม้นั้นทาํในถงักลมทรงสูงท่ีมีการเป่าอากาศแบบ
มากเกินพอตลอดเวลา ถา้ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (innoculum  size)  ร้อยละ30 (v/v)  ซ่ึงจะทาํใหมี้ปริมาณ
แอล กอฮฮลเ์ร่ิมตน้ในนํ้าส่าประมาณร้อยละ 13 (w/v)และ เติมสารเสริมการเจริญเติบโตในรูปของเกลือ
ฟอสเฟต เช่น  NH4H2PO4  หรือ  KH2PO4  ในปริมาณ 10 กรัมต่อลิตร จะไดก้รดนํ้าสม้ในสารละลาย
ประมาณร้อยละ 6 (w/v) ภายในระยะเวลา 10 วนั  เม่ือนาํไปกรอง และฆ่าเช้ือแลว้จะไดน้ํ้ าสม้สายชูท่ี
หมกัจากขา้วเหนียว  และขา้วจา้วจะมีลกัษณะใส  สีเหลืองทอง แต่นํ้าสม้สายชูท่ีหมกัจากขา้วกลอ้งจะมี
สีนํ้าตาล 
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     ภาคผนวก            
 
ภาคผนวก  ก.   การวิเคราะห์กรดนํ้าสม้ (กรดอะซีติค) (มอก. 83-2527 หนา้ 15-16) 
      สารละลายท่ีใช ้

5.1.1 สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 0.1 โมลต่อลูกบาศกเ์ดซิเมตร 
5.1.2 สารละลายฟีนอลฟ์ทาลีนอินดิเคเตอร์ 

       วิธีวิเคราะห์ 
            ใชปิ้เปตดูดตวัอยา่งมา 2 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร  เติมนํ้ากลัน่ซ่ึงตม้เดือดและทาํใหเ้ยน็แลว้ใหม่ๆลง
ไปจนกระทัง่สีของสารละลายจางลงแลว้ไตเตรทดว้ยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ์  โดย
ใชฟี้นอลฟ์ทาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ จุดส้ินสุดเป็นสีชมพ ูจดปริมาตรสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอก
ไซดท่ี์ใช ้
        วิธีคาํนวณ 
คาํนวณหากรดอะซีติคเป็นกรัม ต่อ 100 ลูกบาศกเ์ซนติเมตรจากสูตรดงัน้ี 
        กรดอะซีติค (กรัมต่อ100 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร)          =           V       x     N     x    60  x   100  
                                                                                                        __________________________ 
                                                                                                                      2    x    1000 
เม่ือ  V   คือ   ปริมาตรสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชใ้นการไตเตรท  เป็นลูกบาศก ์
                      เซนติเมตร  
        N   คือ   ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ์ เป็นโมลต่อลูกบาศก ์
                     เดซิเมตร 
 
ภาคผนวก  ข.   การวิเคราะห์ปริมาณของแขง็ทั้งหมด (มอก. 83-2527 หนา้ 16-17)  
เคร่ืองมือประกอบดว้ย 

จานระเหย (evaporating  dish) ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5  เซนติเมตร 
1. เคร่ืององันํ้า 
2. ตูอ้บ (oven) 
3. เดสิกเกเตอร์ (desicator) 
4. เคร่ืองชัง่อยา่งละเอียด (analytical balance) 

วิธีวิเคราะห์  ใชปิ้เปตดูดตวัอยา่งมา 10  ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ใส่ลงในจานระเหยท่ีทราบนํ้าหนกัแน่นอน
แลว้วางบนเคร่ืององันํ้าจนตวัอยา่งแหง้  แลว้นาํไปใส่ในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียสนาน  
2 ชัว่โมงคร่ึง  ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ในเดสิกเกเตอร์แลว้ชัง่อีกคร้ัง 
 



วิธีคาํนวณ 
                 คาํนวณหาของแขง็ทั้งหมด เป็นร้อยละจากสูตรดงัน้ี 
                 ของแขง็ทั้งหมด        =       W1    -       W2 
                                                          ______________           X       100 
                                                                     10 
                 เม่ือ   W2      คือ    นํ้าหนกัจานระเหยพร้อมตวัอยา่งหลงัจากอบแลว้ เป็นกรัม  
                          W1      คือ    นํ้าหนกัจานระเหยก่อนใส่ตวัอยา่ง เป็นกรัม 
 
ภาคผนวก ค.  การวิเคราะห์กรดแร่อิสระ(มอก. 83-2527 หนา้ 17) 
สารละลายท่ีใช ้
                สารละลายเมทิลไวโอเลตในนํ้า 0.01 กรัมต่อ 100 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร 
วิธีวิเคราะห์ 
                ตวงตวัอยา่ง 5 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร เติมสารละลายเมทิลไวโอเลต  2 ถึง 3 หยด  ผสมใหเ้ขา้กนั 
ถา้สารละลายเปล่ียนเป็นสีเขียวหรือสีนํ้าเงิน  แสดงวา่มีกรดแร่อิสระ 
 
ภาคผนวก ง.  การวิเคราะห์สีของนํ้าตาลเค่ียวไหม ้ โดยวิธีมาเทอร์ส (Mayhers  test) (มอก. 83-2527  
                       หนา้ 13-15) 
เคร่ืองมือประกอบดว้ย 

1. หลอดหมุนเหวี่ยง (centrifugal  tube) ขนาด  50 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร 
2. เคร่ืองหมุนเหวี่ยง 

สารละลายท่ีใชแ้ละวิธีเตรียม 
1. สารละลายเปกติน (pectin  solution) 

ละลายเปกติน 1 กรัมในนํ้า  75 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร เติมเมทธานอล 25 ลูกบาศกเ์ซนติ 
เมตรเพ่ือกนัเสีย 

2. สารละลาย 2,4  ไดไนโตรฟีนิลไฮดราซีน (2,4-dinitrophenylhydrazine)  
ละลาย 2,4  ไดไนโตรฟีนิลไฮดราซีน 1  กรัมในกรดซลัฟูริคเขม้ขน้ (ความหนาแน่น 
สมัพทัธ์ 1.84)  7.5 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร (ถา้เกบ็ไวใ้นขวดแกว้ท่ีมีจุกปิดสนิท  จะเกบ็ไวไ้ด้
เป็นเวลา 2 ถึง 3 เดือน) 

วิธีวิเคราะห์ 
1. ตวงตวัอยา่งท่ีกรองแลว้ 50 ถึง 60 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร (ปริมาตรท่ีใชข้ึ้นกบัความเขม้ ของ

สีตวัอยา่ง) นาํไปตั้งบนเคร่ืององันํ้าจนเหลือปริมาตร 10 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร แลว้ใส่ใน



หลอดหมุนเหวี่ยง เติมสารละลายเปกติน 1 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ผสมใหเ้ขา้กนั เติมกรด
ไฮโดรคลอริคเขม้ขน้ (ความหนาแน่นสมัพทัธ์ 1.16)  2 ถึง 3 หยด และ    
เอทธานอล ลงในหลอดหมุนเหวี่ยงพอประมาณ  เขยา่ใหเ้ขา้กนันาํไปหมุนเหวีย่งนาน  5 
ถึง 10 นาที  แลว้รินส่วนท่ีเป็นนํ้า ท้ิงไป 

2. นาํตะกอนท่ีไดจ้ากขอ้ 1 ไปละลายในนํ้า 10 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร เติมกรดไฮโดรคลอริค
เขม้ขน้ และเอทธานอลเช่นเดียวกบัขอ้ 1 เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาํไปหมุนเหวี่ยง  แลว้ริน ส่วนท่ี
เป็นนํ้าท้ิง 

3. นาํตะกอนท่ีไดจ้ากขอ้ 2 มาทาํตามวิธีเดียวกบัขอ้ 2 หลายๆคร้ัง จนกระทัง่ชั้นเอทธานอล
ใสและไม่มีสี  รินส่วนท่ีเป็นนํ้าท้ิง  ละลายตะกอนท่ีเป็นวุน้ในนํ้าร้อน 10 ลูกบาศก์
เซนติเมตร  ถา้ส่วนท่ีเป็นนํ้าใสไม่มีสี แสดงวา่ไม่มีนํ้าตาลเค่ียวไหม ้ ถา้ส่วนท่ีเป็นนํ้าใสมี
สีนํ้าตาลแสดงวา่มีนํ้ าตาลเค่ียวไหม ้ เพื่อความแน่นอนใหท้ดสอบต่อไปตามขอ้ 4 

4. แยกส่วนท่ีเป็นนํ้าใสท่ีมีสีนํ้าตาลออกมาเติมสารละลาย 2,4 ไดไนโตรฟีนิลไฮดราซีน 
1 ลูกบาศกเ์ซนติเมตรลงไป  ผสมใหเ้ขา้กนัดี ตั้งบนเคร่ืององันํ้านาน 30 นาที ถา้มีตะ 
กอนเกิดข้ึนแสดงวา่มีนํ้ าตาลเค่ียวไหม ้

 
ภาคผนวก จ.   การวดัปริมาณเอทธิลแอลกอฮอล ์ 
       ใช ้Portable  Refractometer  RHW-25  โดยใชน้ํ้ ากลัน่เป็น blank 
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