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บทคัดย่อ 

 

การผลิตน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวโดยใช้วิธีการตรึงเซลล์ เป็นเทคนิคที่มุ่งเน้นปรับปรุงการอยู่รอดของ

จุลินทรีย์และกิจกรรมภายใต้สภาวะความเครียด งานวิจัยนี้มุ่งเน้นศึกษาประสิทธิภาพของการผลิตน้ำส้มสายชู

จากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์โดยใช้ใยบวบ เปรียบเทียบกับวิธีการผลิตน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการ

ไม่ตรึงเซลล์โดยใช้วิธีการหมักแบบกึ่งต่อเนื ่อง  (Semi-continuous culture) ในช่วงเริ ่มต้นของการหมัก

น้ำส้มสายชูจะทำการปรับความเข้มข้นทั้งหมด (Total concentration; TC) ให้ได้เท่ากับ 8 ซึ่งประกอบด้วย 

กรดอะซิติก 4.5% เอทานอล 3.5% ลงในถังหมัก 10 ลิตร ซึ่งมีปริมาตรการหมัก 7 ลิตร เติมสารอาหารและใส่

หัวเชื้อ A.aceti WK หมักที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส โดยให้อากาศ ผลที่ได้พบว่าวิธีการตรึงเซลล์โดยใช้

ใยบวบมีประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการไม่ตรึงเซลล์ โดยดูจากค่าอัตราการผลิตกรดอะซิติก (ETA) วิธีการตรึง

เซลล์มีอัตราการผลิตกรดอะซิติกเท่ากับ 1.37 กรัม/ลิตร/วัน ซึ่งมีค่ามากกว่าวิธีการไม่ตรึงเซลล์ที่มีอัตราการ

ผลิตกรดอะซิติกเท่ากับ 0.65 กรัม/ลิตร/วัน นอกจากนี้ค่าน้ำหนักเซลล์แห้งที่ได้จากวิธีการหมักแบบตรึงเซลล์มี

ปริมาณเซลล์แห้งอยู่ที่ 191.18 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งมากกว่าปริมาณเซลล์แห้งที่ได้จากวิธีการหมักแบบไม่ตรึง

เซลล์ที่มีค่าเท่ากับ 169.32 มิลลิกรัม/ลิตร เนื่องจากใยบวบมีลักษณะเป็นเส้นใยที่เหมาะสมต่อการยึดจับของ

เชื้อได้ดี และมีลักษณะเป็นรูพรุนทำให้ออกซิเจนสามารถกระจายผ่านได้ดี ดังนั้นเมื่อทำการหมักด้วยวิธีการ

ตรึงเซลล์จะทำให้มีเชื้อ A. aceti WK มากขึ้น จึงส่งผลให้มีการอัตราการผลิตกรดอะซิติกสูง 
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ABSTRACT 

 

Production of vinegar from rice wine using cell immobilized method is a technique 

that aims to improve microbial survival and activity under stress conditions. This research 

focused on an efficiency of rice wine vinegar production by cell immobilization. Luffa sponges 

were used as carrier for immobilization of Acetobacter aceti WK.  The experiment was 

compared with the fermentation of rice wine vinegar by free cell. Semi-continuous 

fermentation was employed. At the beginning of the vinegar fermentation, the total 

concentration (TC) was adjusted to 8, consisting of 4.5 % acetic acid and 3.5 % ethanol in 10 

L bioreactor with working volume of 7 L. After that, nutrients and A. aceti WK were added. 

Acetification was performed under 30±2C with aeration. The result showed that the cells 

immobilized on luffa were more effective than free cells. In the case of acetification rate (ETA), 

the acetification by immobilization method had ETA at level of 1.37 g/L/d, which was higher 

than that of the free cell method which had ETA at level of 0.65 g/L/d. Additionally, dry cell 

weight obtained from the immobilization acetification was 191.18 mg/L which was higher than 

free-cell acetification (169.32 mg/L). Due to porous structure of luffa sponge, it is suitable for 

oxygen transfer. Therefore, acetification by cell immobilization resulted in high A. aceti WK 

content that produced high ETA. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

 น้ำส้มสายชมูาจากภาษาฝรั่งเศษเรียกว่า Vinaigre แปลว่า ไวน์ที่มีรสเปรี้ยวมาก (Vin=wine, 

aigre = รสเปรี้ยว) ดังนั ้นน้ำส้มสายชูจึงมีความหมายว่าเป็นผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการทำให้เกิดกรดน้ำส้ม 

(Acetification) ของวัตถ ุด ิบประเภทน้ำตาลหรือแป้งท ี ่ผ ่านกระบวนการหมักแอลกอฮออล์มาแล้ว               

(นภษร, 2545) ทั้งนี้เนื่องจากประวัติการเกิดน้ำส้มสายชูนั้นเริ่มจากการหมักไวน์แต่บั งเอิญไวน์ถังนั้นเกิดมีรส

เปรี้ยวขึ้น เนื่องจากเชื้อน้ำส้มสายชูซึ่งปนมากับผลไม้เปลี่ยนเอทานอลเป็นกรดน้ำส้ม เมื่อได้ลองนำไวน์ที่มีรส

เปรี้ยวนี้ไปปรุงอาหารพบว่าทำให้อาหารมีรสชาติดีขึ้น จึงเกิดความนิยมใช้กันเรื่อยมาจนมีการผลิตน้ำส้มสายชู

เพิ่มมากขึ้น สำหรับคนไทยนั้นไม่ได้นิยมดื่มแอลกอฮอล์ที่มีวัตถุดิบเป็นผลไม้กันมาแต่เดิม แต่มีเครื่องดื่ม

ประเภทแอลกอฮอล์พื้นบ้าน เช่น กระแช่ น้ำตาลเมา สาโท และ อุ เป็นต้น ซึ่งเครื่องดื่มเหล่านี้เมื่อตั้งทิ้งไว้

นานๆ ในที่มีอากาศก็จะเปลี่ยนเป็นน้ำส้มสายชูได้เช่นกัน (นภา, 2518)                 

ชนิดของน้ำสม้สายช ู 

1. น้ำส้มสายชูหมัก (Fermented vinegar) หมายถึงน้ำส้มสายชูที ่ได้จากการหมัก ธัญพืช ผลไม้ 

น้ำตาล หรือยีสต์ให้ได้แอลกอฮอล์ แล้วหมักต่อด้วยเชื้อน้ำส้มสายชู วัตถุดิบที่นิยมใช้นั้นขึ้นอยู่กับแหล่งที่ผลิต 

เช่น ในสหรัฐอเมริกา และประเทศต่างๆในยุโรป ซึ่งมีแอปเปิ้ลมากก็นิยมผลิตน้ำส้มสายชูจากแอปเปิ้ลเรียกว่า 

Cider vinegar ผลิตจากองุ่นเรียกว่า Wine vinegar เป็นต้น ในบ้านเราแต่เดิมนิยมผลิตน้ำส้มสายชูจากข้าว

เหนียวและน้ำตาลเมา แต่ปัจจุบันได้มีการผลิตจากผลไม้ เช่น สัปปะรด และได้มีผู้ทดลองผลิตจากน้ำมะพร้าว 

ลูกจาก ปรากฏว่าได้น้ำส้มสายชูที่มีคุณภาพดีเช่นกัน (นภา, 2518)                 

2. น้ำส้มสายชูกลั ่น (Distilled vinegar) ได้จากการหมักเชื ้อน้ำส้มสายชูในสุราขาวเจือจางหรือ

เอทิลแอลกอฮอล์เจือจางโดยเติมเกลือแร่และอาหารเสริมซึ ่งจำเป็นต่อการเจริญของเชื ้อน้ำส้มสาย ชู

น้ำส้มสายชูกลั่นจะมีลักษณะใสเหมือนน้ำและจะขาดกลิ่นรสบางอย่าง ซึ่งพบในน้ำส้มสายชูหมัก (นภา, 2518)                 

3. น้ำส้มสายชูเทียม เป็นน้ำส้มสายชูที่ได้จากการนำกรดน้ำส้ม (Acetic acid) หรือที่เรียกว่าหัวน้ำส้ม 

มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตามความต้องการ จัดว่าเป็นน้ำส้มสายชูที่ขาดกลิ่นรสที่ดีเมื่อนำมาปรุงอาหาร  

(นภา, 2518) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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น้ำส้มสายชูหมักจากไวน์ข้าวได้รับการพัฒนาคิดค้นโดยใช้กระบวนการหมักแบบกึ่งต่อเนื่อง ที่เรียกว่า 

(Semi-continuous fermentation) เพื่อให้ได้น้ำส้มสายชูหมักจากไวน์ข้าวที่มีค่าอัตราการผลิตกรดที่สูงขึ้น

โดยใช้ระยะเวลาในการหมักที่สั้น ผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวที่ได้ มีกลิ่น รสชาติที่ดี และมีสารต้าน

อนุมูลอิสระสูง สามารถนำไปใช้เป็นส่วนประกอบของอาหารและเครื่องด่ืมได้เป็นอย่างดี (นภษร, 2545) 

โดยอุณหภูมิและค่าอัตราการผลิตกรดนั้นจะมีผลต่อประสิทธิภาพของการหมักเพื่อผลิตกรดอะซิติก 

แต่เมื่ออุณหภูมิและการผลิตกรดเพิ่มสูงขึ้นประสิทธิภาพของการหมักจะลดลง (Krusong และคณะ, 2015)  

เนื่องจากในการผลิตน้ำส้มสายชูเมื่อความเข้มข้นของกรดเพิ่มสูงขึ้น จะทำให้จุลินทรีย์อยู่ในสภาวะเครียดทำให้

จุลินทรีย์ที่ผลิตน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวอ่อนแอลง 

ทั้งนี้ในงานวิจัยมุ่งเน้นการเปรียบเทียบการผลิตกรดน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวโดยวิธีการตรึงเซลล์ และ

ไม่ตรึงเซลล์ เนื่องจากการตรึงเซลล์เป็นเทคนิคที่มุ่งเน้นปรับปรุงการอยู่รอดของจุลินทรีย์และกิจกรรมภายใต้

สภาวะความเครียด โดยการศึกษานี้จะนําเซลล์ที่ตรึงแล้วกลับมาใช้ใหม่ โดยจะต้องมีวัสดุมาเสริมกระบวนการ

ตรึงเซลล์ (Hutchinson และคณะ, 2020) ซึ่งใช้ในการตรึงเซลล์จุลินทรีย์จะต้องใช้วัสดุจากธรรมชาติ ที่มีเส้น

ใยและมีลักษณะเป็นรูพรุน ดังนั้นจึงเลือกใช้ใยบวบ เนื่องจากใยบวบมีองค์ประกอบหลักทางด้านเคมีของเส้นใย

เซลลูโลส Hemicellulose และ Lignin ซึ่งช่วยเสริมสร้างความแข็งแรง เนื่องจากใยบวบเป็นพืชที่เหมาะสมมี

ประสิทธิภาพที่ใช้ในการตรึงเซลล์และประสิทธิภาพในการผลิตกรด โดยใช้ใยบวบแบบผ่าตัดขวาง จึงมุ่งเน้น

พัฒนาโดยใช้วิธีการตรึงเซลล์แบบการดูดซับเซลล์ (Absorption) (Sinnot and Bloch, 1943) 

ข้าวเหนียวพันธุ์เขี้ยวงูเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองดั้งเดิมมีลักษณะเมล็ดเล็ก เรียวยาว สวยงาม  เป็นข้าว

เหนียวที่มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidants) ในรูปของวิตามินอี เด่นเป็นพิเศษ โดยเฉพาะวิตามินอี

ในรูปแบบที่เรียกว่า (Mixed tocopherols) ซึ่ง tocopherol แต่ละชนิดจะช่วยกันกำจัดอนุมูลอิสระที่ต่าง

ชนิดกันแต่เสริมการทำงานซึ่งกันและกัน ข้าวเหนียวเขี้ ยวงูเป็นพันธุ์ข้าวเหนียวที่มีคุณภาพดี อุดมไปด้วย

สารอาหารที่มีประโยชน์หลายอย่าง เช่น มีสารต่อต้านอนุมูลอิสระ  ช่วยลดคลอเลสเตอรอล เมื่อรับประทาน

เป็นประจำจึงช่วยป้องกันการเกิดโรคต่างๆ ได้เป็นอย่างดี เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดอุดตัน โรคหัวใจ โรค

ปอด และยังช่วยป้องกันการเกิดอาการวัยทองได้อีกด้วย (พายัพภูเบศวร,์ 2559) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการผลิตน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์โดยใช้ใยบวบ 

เปรียบเทียบกับวิธีการผลิตน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการไม่ตรึงเซลล์ 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.3.1 สามารถนำกระบวนการที่ผลิตมาใช้ในอุตสาหกรรมได้จริง เพื่อช่วยลดต้นทุนและระยะเวลาใน

การผลิต 

 1.3.2 สามารถพัฒนาประสิทธิภาพของการหมักน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัย 

2.1 น้ำส้มสายช ู

 น้ำส้มสายชูเป็นเครื่องปรุงอาหาร (Seasoning) ที่เรารู้จักและใช้กันอย่างแพร่หลายในชีวิตประจำวัน 

Vinegar มาจากคำว่า vin aige เป็นภาษาฝรั่งเศส แปลว่า ไวน์เปรี้ยว เพราะน้ำส้มสายชูในสมัยเริ่มต้นได้จาก

การหมัก (Fermentation) เอทิลแอลกอฮอล์ในไวน์ด้วยแบคทีเรียกลุ่ม Acetobacter และ Gluconobacter 

ทำให้ได้กรดน้ำส้ม (Acetic acid) ซึ่งเป็นรสเปรี้ยว (จุฑาทิพ, 2559) 

 น้ำส้มสายชูเป็นเครื่องปรุงอาหารที่มีประจำทุกครัวเรือน เพื่อเพิ่มรสเปรี้ยวหรือแต่งกลิ่น มีกรดอินทรีย์

ชนิดหนึ่ง คือกรดน้ำส้ม (Acetic Acid) เป็นองค์ประกอบสำคัญ นอกจากนี้อาจมีกรดอินทรีย์และสารอื่นๆ ปน

อยู่ด้วยเป็นส่วนน้อย เช่น กรดมาลิค (Malic Acid) กรดแลคติก (Lactic Acid) เอสเทอร์ (Ester) แอลกอฮอล์ 

(Alcohol) อัลดีไฮด์ (Aldehyde) ฯลฯ เกิดขึ้นจากการผลิตน้ำส้มด้วยกรรมวิธีการหมัก โดยปฏิกิริยาจะขึ้นอยู่

กับชนิดของวัตถุดิบ (จุฑาทิพ, 2559) 

2.2 ชนิดของน้ำส้มสายชู  

1. น้ำส้มสายชูหมัก (Fermented vinegar) หมายถึงน้ำส้มสายชูที ่ได้จากการหมัก ธัญพืช ผลไม้ 

น้ำตาล หรือยีสต์ให้ได้แอลกอฮอล์ แล้วหมักต่อด้วยเชื้อน้ำส้มสายชู วัตถุดิบที่นิยมใช้นั้นขึ้นอยู่กับแหล่งที่ผลิต 

เช่น ในสหรัฐอเมริกา และประเทศต่างๆในยุโรป ซึ่งมีแอปเปิ้ลมากก็นิยมผลิตน้ำส้มสายชูจากแอปเปิ้ลเรียกว่า 

Cider vinegar ผลิตจากองุ่นเรียกว่า Wine vinegar เป็นต้น ในบ้านเราแต่เดิมนิยมผลิตน้ำส้มสายชูจากข้าว

เหนียวและน้ำตาลเมา แต่ปัจจุบันได้มีการผลิตจากผลไม้ เช่น สัปปะรด และได้มีผู้ทดลองผลิตจากน้ำมะพร้าว 

ลูกจาก ปรากฏว่าได้น้ำส้มสายชูที่มีคุณภาพดีเช่นกัน (นภา, 2518)                 

2. น้ำส้มสายชูกลั ่น (Distilled vinegar) ได้จากการหมักเชื ้อน้ำส้มสายชูในสุราขาวเจือจางหรือ

เอทิลแอลกอฮอล์เจือจางโดยเติมเกลือแร่และอาหารเสริมซึ ่งจำเป็นต่อการเจริญของเชื ้อน้ำส้มสายชู

น้ำส้มสายชูกลั่นจะมีลักษณะใสเหมือนน้ำและจะขาดกลิ่นรสบางอย่าง ซึ่งพบในน้ำส้มสายชูหมัก (นภา, 2518)                 

3. น้ำส้มสายชูเทียม เป็นน้ำส้มสายชูที่ได้จากการนำกรดน้ำส้ม (Acetic acid) หรือที่เรียกว่าหัวน้ำส้ม 

มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตามความต้องการ จัดว่าเป็นน้ำส้มสายชูที่ขาดกลิ่นรสที่ดีเมื่อนำมาปรุงอาหาร  

(นภา, 2518) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.3 กระบวนการหมักน้ำส้มสายช ู

 การหมักน้ำส้มสายชูมีกรรมวิธีการหมัก 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเป็นการหมักน้ำตาลให้กลายเป็น

เอทิลแอลกอฮอล์และคาร์บอนไดออกไซด์ โดยการทำงานของยีสต์ และขั้นตอนที่สอง คือการออกซิไดซ์พวก

แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดน้ำส้ม โดยการทำงานของพวกแบคทีเรียที่ผลิตกรดน้ำส้ม (Solieri และ Giudici, 2009) 

 โดยจะหมักแบบกึ่งต่อเนื่อง เนื่องจากการหมักแบบกึ่งต่อเนื่องเป็นการหมักที่มีการเติมอาหารหรือ

วัตถุดิบระหว่างกระบวนการหมัก เพื่อปรับความเข้มข้นของอาหารที่ใช้เลี้ยงให้คงที่และมีสภาวะที่เหมาะสมต่อ

กระบวนการหมัก และจะมีการเก็บตัวอย่างน้ำส้มสายชูเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก ซึ่งการหมักแบบกึ่งต่อเนื่อง

เป็นการประยุกต์การหมักแบบครั้งเดียวกับการหมักแบบต่อเนื่องเข้าด้วยกัน  โดยการหมักน้ำส้มสายชูจะต้อง

คำนึงถึงวัตถุดิบตั้งต้นที่ใช้ว่ามีความเข้มข้นของเอทานอลและความเข้มข้นของกรดอะซิติกเหมาะสมหรือไม่    

ซึ่งโดยปกติแล้วความเข้มข้นของเอทานอลและกรดอะซิติกที่สูงจะมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  

(De Ory และคณะ, 2004) 

2.4 ประเภทกระบวนการหมักน้ำส้มสายชู 

 2.4.1 กระบวนการหมักแบบเร็ว (Quick acetification process) เป็นวิธีที ่ใช้การอย่างแพร่หลาย

เนื่องจากทำให้น้ำส้มสายชูมีกลิ่นรสที่ดี วิธีนี้จะทำให้ปริมาณกรดสูงกว่ากระบวนการหมักแบบช้า เนื่องจากมี

การปรับปรุงเชื้อที่ใช้ในการหมักให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยเพิ่มและลด Lag phase และเพิ่มออกซิเจนให้

มากขึ้น โดยส่วนกลางของถังหมักจะใช้วัสดุที่เป็นรูพรุนเพื่อให้แบคทีเรียยึดเกาะวัสดุที่ใช้มักเป็นพวกเซลลูโลส 

เช่น เปลือกไม้ ซังข้าวโพด และหวาย ส่วนล่างของถังหมักจะเป็นส่วนที่ใช้เก็บน้ำส้มสายชู ในการหมักจะปล่อย

ให้แอลกอฮอล์ไหลลงผ่านส่วนที่เป็นรูพรุนที่มีแบคทีเรียเจริญเป็นเมือกเกาะอยู่ แบคทีเรียจะออกซิไดซ์

แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก โดยอากาศจะเข้าไปบริเวณส่วนกลางของถังหมักและในระหว่างการหมัก

จะต้องมีการควบคุมอุณหภูมิให้ไม่เกิน 29-30 องศาเซลเซียส (ดุษณ,ี 2537) 

 2.4.2 กระบวนการหมักแบบช้า เป็นกระบวนการหมักที่เกิดขึ้นอย่างช้าๆ ได้ผลผลิตน้อยและคุณภาพ

ของน้ำส้มสายชูที่ได้ค่อนข้างต่ำ มีการหมักแบบตั้งทิ้งไว้นิ่งๆ (Let alone acetification) มักเกิดภายหลังจาก

การหมักแอลกอฮอล์ด้วยยีสต์ จากนั้นเกิดการปนเปื้อนของแบคทีเรียที่อยู่ในอากาศหรือสภาพแวดล้อมเปลี่ยน

แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติกหรือน้ำส้มสายชู ลักษณะการหมักแบบเชื้อแบคทีเรียทำให้อะซิติกมีการเจริญ

แบบแผ่นฝ้าที่ผิวหน้าของของเหลวและมีการออกซิไดซ์แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก แผ่นฝ้าของแบคทีเรียนี้

มักเรียกวา่ “Mother of Vinegar” (Krusong และคณะ, 2016) 

 2.4.3 กระบวนการหมักแบบ Submerged acetification เป็นกระบวนการหมักแบบใหม่ที่มีความ

รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูง นิยมใช้ผลิตในระดับอุตสาหกรรมเป็นระบบ “Submerged process” นิยมทำ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การหมักในถังทรงสูง “Cavitator” เชื้อแบคทีเรียอะซิติกจะกระจายในถังหมัก สามารถให้สารอาหารและ

แอลกอฮอล์กับออกซิเจนที่ละลายอยู่ในถังหมักโดยมีการผลิตกรดอะซิติกพร้อมกับการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย    

อะซิติก (Krusong และคณะ, 2016) 

  ในกรณีการตรึงเซลล์ของแบคทีเรียอะซิติก A. aceti  WK เพื่อหมักน้ำส้มสายชู ซึ่งเป็นกระบวนการ

หมักแบบเร็ว (Quick acetification process) ให้ไวน์ไหลอย่างช้าๆผ่านวัสดุตัวกลางที่มีเซลล์ของแบคทีเรีย  

อะซิติกยึดติดหรือตรึงอยู่ซึ่งจะถูกเรียกว่า ฟิล์มชีวภาพ (Biofilm) อากาศจะเคลื่อนที่ผ่านอย่างอิสระจากทาง  

ด้านนอกของแผ่นฟิล์มเพื่อเพิ่มอัตราการถ่ายออกซิเจน ทำให้แอลกอฮอล์ถูกเปลี่ยนไปเป็นกรดอย่างรวดเร็ว     

ข้อดีของการใช้วิธีตรึงเซลล์คือ ปริมาณออกซิเจนที่สัมผัสกับไวน์ต่อเวลามากขึ้น คือมีอัตราการแลกเปลี่ยน

ออกซิเจนสูง นอกจากนี้แอลกอฮอล์สามารถสัมผัสกับแบคทีเรียได้ เร็วขึ้นเนื่องจากมีการไหลไปตามวัสดุที่

นำมาใช้ตรึงและมีเซลล์แบคทีเรียปริมาณมากขึ้นในการทำปฏิกิริยา สรุปคือน้ำหมักที่มีเซลล์แบคทีเรียที่ผลิต

กรดจะไหลอย่างช้าๆ ลงมาสู่วัสดุที่ใช้ตรึง จากนั้นวัสดุจะดูดเข้าสู่ส่วนรูและใยของวัสดุเมื่อเซลล์แบคทีเรียถูก

ยึดติดกับเส้นใยแล้วจะเกิดการฟอร์มตัวเป็นแผ่นฟิล์มบางๆบริเวณผิวของวัสดุ (Krusong และคณะ, 2016) 

2.5 หลักการและประเภทการหมัก 

       ระบบการหมักในอาหารเหลว (Submerge fermentation) เป็นการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่จะต้องมี

การกวน และให้อากาศแก่จุลินทรีย์ โดยจะมีการเลี้ยงเชื้อแบบต่างๆ ดังนี ้

       2.5.1 การเลี้ยงเซลล์แบบคราวเดียว (Batch culture) เป็นการเลี้ยงจุลินทรีย์ให้เจริญในภาชนะซึ่งอาจจะ

เป็นหลอดแก้วหรือถังหมักโดยไม่มีการเปลี่ยนอาหาร จุลินทรีย์จะเจริญตามปกติในช่วงต่างๆ  คือระยะพักตัว 

ระยะทวีคูณ ระยะคงที่ และระยะตาย การหมักแบบคราวเดียวจะมีปริมาณซับสเตทจำกัดเมื่อจุลินทรีย์ใช้   

ซับสเตทหมด ซึ่งยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์การหมักจะเข้าสู่ระยะคงที่ซึ่งไม่มีการเพิ่มจำนวนจุลินทรีย์อีก

จากนั้นจะเข้าสู่ระยะตาย จำนวนจุลินทรีย์จะลดลงตามลำดับ จะขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ สารอาหาร สารที่

เกิดขึ้นจากเมแทบอลิซึมและสภาวะต่างๆในถังหมัก (พรพรรณ, 2546) 

       2.5.2  การเลี้ยงเซลล์แบบเติมอาหารเป็นระยะ (Fed-batch culture) จะมีการเติมอาหารลงไปทีละ

น้อย เพื่อรักษาระดับอาหารให้คงที่และมีความเข้มข้นต่ำที่ไม่ไปยับยั้งการเจริญของเซลล์จะทำให้เซลล์เจรญิได้

ตลอดเวลาในการหมักและสามารถช่วยเพิ่มผลผลิตได้มากขึ้น (พรพรรณ, 2546) 

       2.5.3  การเลี้ยงเซลล์แบบต่อเนื่อง (Continuous culture) เป็นการเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ โดยให้เซลล์เจริญ

ในระยะทวีคูณ โดยการเติมอาหารใหม่และดึงอาหารที่ผ่านการหมักแล้วออกติดต่อกัน จะทำให้เซลล์จุลินทรีย์

อยู ่ในสภาพแอคทีฟและคงที่  มีอัตราการไหลเข้าออกของอาหารเท่ากับอัตราการไหลออกตลอดเวลา 

(พรพรรณ, 2546)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       2.5.4  การเลี้ยงเซลล์แบบกึ่งต่อเนื่อง (Semi-continuous culture) เป็นการเลี้ยงเซลล์แบบคราวเดียว

เมื่อได้เซลล์ตามต้องการแล้วจะดูดออกให้เหลือเพียง ¼ แล้วเติมอาหารใหม่ลงไปให้เท่าเดิม ข้อดี คือสามารถ

เก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ได้อย่างต่อเนื่องและระบบไม่แพงเท่ากับการหมักแบบต่อเนื่องและสารอาหารที่ให้เข้าไปมี

การนำไปใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพและข้อเสียคือ ต้องระวังการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ตัวอื่นๆที่ไม่ต้องการและ

ต้องใช้แรงงานคนคอยดูแลและติดตามการให้อาหารของจุลินทรีย์อยู่ตลอดแล้วทำการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ไป

พร้อมกับการให้อาหารชุดใหม่ทำให้ค ่อนข้างยุ่ งยากเพราะเป็นการหมักแบบกึ ่งต ่อเนื ่องไปตลอด         

(พรพรรณ, 2546) 

2.6  การตรึงเซลล์ (Cell  immobilization) 

 การตรึงเซลล์ (Immobilization) เป็นวิธีการกำจัดขอบเขตหรือสถานที่ทางกายภาพของจุลินทรีย์ให้

อยู่ในบริเวณที่จำเพาะ ทำให้จุลินทรีย์ไม่สูญเสียความสามารถในการเป็นตัวเร่ง (catalyst) เป็นเทคนิคทำได้ไม่

ยาก และมีข้อได้เปรียบมากกว่าการผลิตโดยใช้เซลล์อิสระ (free cell) สามารถผลิตได้อย่างต่อเนื่อง ใช้เวลาใน

กระบวนการผลิตสั้นกว่า และยังช่วยลดต้นทุน (Hutchinson และคณะ, 2020) 

 2.6.1 ข้อดีของการตรึงเซลล์ สามารถทนความเข้มข้นของกรดไดสู้งกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการไม่ตรึง

เซลล์ ซึ่งสามารถป้องกันเซลล์จากการเปลี่ยนแปลงของความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิ ทั้งนี้ยังสามารถนำ

กลับมาใช ้ซ ้ำได้และเก ็บไว ้ได ้นาน ซ ึ ่งช ่วยลดระยะเวลาและค่าใช ้จ ่ายในการเตร ียมหัวเช ื ้อใหม่                  

(Nisha และคณะ, 2012) 

 2.6.2 ปัจจัยที่สำคัญในการตรึงเซลล์จุลินทรีย์ การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลล์ ที่จะต้องมีความเป็นรูพรุนสูง 

มีพื้นที่ผิวมากใช้ในการเกาะติด ไม่ละลายน้ำ มีความแข็งแรงทนทานต่อสภาพแวดล้อมทางกายภาพ เคมี การ

ย่อยสลายโดยจุลินทรีย์และแรงกระทบกระเทือนเนื่องจากการตรึงเซลล์ต้องทำในสภาวะที่ปลอดเชื้อ จึงต้อง

ทนต่อความร้อนและความดันได้สูง นอกจากนี้วัสดุที่ใช้ต้องไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์และสิ่งแวดล้อม ไม่ดูดซับ

สารพิษที่ปนเปื้อนและสามารถนำกลับมาใช้ซ้ำได้ วัสดุที่ใช้ต้องเตรียมง่าย ไม่ยุ่งยาก ประหยัดค่าใช้จ่าย และมี

ความคงทนต่อการนำไปใช้งาน  

 2.6.3 วิธีการตรึงเซลล์ ประเภทของการตรึงเซลล์จะจำแนกได้ทั้งหมด 5 ประเภทดังน้ี                                                                        

        1) วิธีการดูดซับเซลล์ เป็นกลไกลการดูดซับบนพื้นผิว พื้นที่ผิวมีความสำคัญโดยตรงกับรูพรุน

หากรูพรุนมีมากทำให้พื้นผิวดูดซับมาก ดังนั้นความสามารถในการดูดซับจะมากขึ้นการดูดซับจะเกิดขึ้นได้ดีเมื่อ

โมเลกุลเล็กกว่ารูพรุนเล็กน้อย (Nisha และคณะ, 2012) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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        2) วิธีการจับโควาเลนต์ เทคนิคนี้ขึ้นอยู่กับการก่อตัวของพันธะโควาเลนต์ระหว่างเอนไซม์และ

เมทริกซ์ ปฏิกิริยาการจับต้องดำเนินการภายใต้สภาวะที่ไม่ก่อให้เกิดการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม์ และ

หน้าที่ของเอนไซม์จะต้องไม่ได้รับผลกระทบจากรีเอเจนต์ที่ใช ้(Nisha และคณะ, 2012) 

        3)  วิธีการจับข้าม การตรึงเอนไซม์ทำได้โดยการเชื่อมโยงข้ามระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับ

โมเลกุลโปรตีนอื่นหรือกลุ่มการทำงานบนเมทริกซ์ที่ไม่ละลายน้ำ การเชื่อมโยงข้ามเอ็นไซม์กับเอนไซม์นั้นราคา

สูงและไม่เพียงพอ เนื่องจากวัสดุโปรตีนบางส่วนจะทำหน้าที่สนับสนุน ส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์ค่ อนข้าง

ต่ำ โดยทั่วไปแล้วการจับข้ามจะใช้ร่วมกับวิธีอื่นได้ดีที่สุด มีการใช้กันอย่างแพร่หลายมากขึ้นในการทำให้

เอนไซม์ที่ดูดซับมีความเสถียร (Nisha และคณะ, 2012) 

         4) วิธีการดักจับเซลล์ เป็นเทคนิคการกักขังเซลล์ดำเนินการโดยใช้วิธ ีดัดแปลงมาจาก 

Hutchinson และคณะ อธิบายการนำสารละลายอัลจิเนต YPD และ GM ที่ผสมกับเซลล์ถูกผสมเข้าด้วยกัน

เพื่อสร้างสารแขวนลอยที่เป็นเนื้อเดียวกัน โดยยีสต์และเซลล์ AAB ถูกดักจับอยูในเม็ดบีท Ca-alginate ที่แยก

จากกันและมีเม็ดบีทจะเกิดการแข็งตัวขึ้น (Hutchinson และคณะ, 2023) 

        5) การดักจับโดยไมโครเอนแคปซูเลชั่น คือ กระบวนการห่อหุ้มสารบางชนิดเพื่อประโยชน์ใน

การคงตัวของสารตลอดการใช้งาน การห่อหุ้มสารที่มีความไวต่อสิ่งแวดล้อม3 , 4 เช่น ถูกออกซิไดซ์ได้ง่าย ไว

ต่อแสง อุณหภูมิและความเป็นกรดด่าง เป็นต้น จะทำให้สารดังกล่าวมีความคงตัวดีขึ ้นและเก็บรักษาได้

ยาวนาน กระบวนการดังกล่าวยังช่วยป้องกันสารที่ระเหยง่าย นอกจากนั้นการนำสารที่เป็นของเหลวมาอยู่ใน

ไมโครแคปซูลอาจช่วยลดการทำปฏิกิริยาของสารผสม สะดวกต่อการนำไปใช้งาน รวมทั้งสามารถควบคุมการ

ปลดปล่อยสารไปสู่บริเวณที่ต้องการในเวลาที่เหมาะสมได้ จึงมีประโยชน์ช่วยลดความสิ้นเปลืองในการใช้สาร  

(Porzio, 2004) 
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2.7  คุณสมบัติทางกายภาพของใยบวบ 

      ใยบวบเป็นวัสดุจากธรรมชาติมีลักษณะเป็นรูพรุน ลักษณะคล้ายฟองน้ำ เส้นใยเหนียว สีขาวหรือสีเหลือง 

มีน้ำหนักเบา ใยบวบประกอบด้วยเซลลูโลสสูงถึงประมาณร้อยละ 90 และ ลิกนินประมาณร้อยละ 10 ซึ่งช่วย

เพิ่มความแข็งแรงและใยบวบมีคุณสมบัติเป็นตัวดูดซับที่ด ี(Krusong และคณะ, 2016) 

2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

Krusong และคณะ (2016) ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตน้ำส้มสายชูสำหรับการหมักแบบ QAP (Quick 

acetification process) เพื่อพัฒนาสภาพที่เหมาะสมในการตรึงแบคทีเรียอะซิติก และศึกษาความเสถียรใน

การผลิตน้ำส้มสายชูจากแบคทีเรียโดยใช้วัสดุในการตรึงเซลล์คือใยบวบ เนื่องจากพบว่าใยบวบให้ผลในการตรึง

เซลล์ A. aceti WK ได้ดี กล่าวคือในน้ำหมักที่มีใยบวบจะมีปริมาณหัวเชื้อที่มากกว่าในน้ำหมักที่ไม่มีใยบวบ 

ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการหมักเพื่อผลิตกรดโดยรวมในระบบ และเซลล์จุลินทรีย์ที่ถูกตรึง จะทำให้จุลินทรีย์

ไม่สูญเสียความสามารถในการเป็นตัวเร่งและสามารถนำมาใช้ได้หลายครั้งอย่างต่อเนื่อง โดยเซลล์ที่ถูกตรึงอยู่

ในสภาพ เซลล์ระยะพัก เซลล์กำลังเจริญ หรือเซลล์ที่ตายแล้ว ในการตรึงเซลล์นี้จัดเป็นเทคนิคในการยึดเซลล์

จุลินทรีย์ไว้กับตัวกลางการดึงเซลล์นิยมใช้ในการปรับปรุงกระบวนการหมักได้เนื่องจากช่วยในการเพิ่มชีวมวล

ความสามารถในการใช้ซ้ำรวมถึงการป้องกันเซลล์จากผลกระทบเชิงลบจากปัจจัยต่างๆซึ่งประกอบด้วยค่า

ความเป็นกรดด่างที่ต่ำ อุณหภูม ิและสารยับยั้ง 

นภษร  (2545) รายงานว่าในช่วงเริ่มต้นการหมักน้ำส้มสายชูจะทําการปรับความเข้มข้น ทั้งหมด 

(Total concentration; TC) เท่ากับ 8 ซึ่งประกอบด้วยกรดอะซิติก 4.5% และแอลกอฮอล์ 3.5% เมื่อทํา 

การหมักไปจนถึงช่วงแอลกอฮอล์เหลือประมาณ 2% จึงทําการปรับแอลกอฮอล์ให้กลับมามีความเข้มข้น 

เท่ากับ 3.5% อีกครั้ง การศึกษาในลักษณะนี้จะทําให้ A. aceti WK สามารถใช้แอลกอฮอล์ (ซึ่งเป็นวัตถุดิบ

หลักสําหรับผลิตกรดอะซิติก) ที่มีความเข้มข้นที่สูงขึ้นได้ ซึ่งการใช้ปริมาณกรดอะซิติก 4.5% เป็นระดับที่นิยม

ใช้ในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม ช่วยป้องกันการปนเป้ือนของเชื้อ (Contaminants) ได้เป็นอย่างดี 

 Hutchinson และคณะ (2020) ทำการศึกษาเกี่ยวกับการตรึงเซลล์โดยใช้เม็ดแคลเซียมอัลจิเนต 

เซลล์ที่ดูดซับบนซังข้าวโพด (CC) และชิ้นไม้โอ๊ค (OWC) เพื่อผลิตน้ำส้มสายชูสไตล์บัลซามิก (BSV) พบว่าซัง

ข้าวโพดและไม้โอ๊คมีความทนกรดสูง เนื่องจากซังข้าวโพดมีพื้นผิวขรุขระและมีรูพรุน เมื่อผ่านการหมักจะทำให้

รูขุมขนมีขนาดใหญ่ขึ้นเกิดจากความเข้มข้นของกรดสูง ส่วนไม้โอ๊ค  เมื่อผ่านการหมักรอบแรกจะพบว่ามียีสต์

เกาะอยู่บนพื้นผิวของไม้โอ๊ค และมีอัตราการเกิด Acetification ไม่สูงมากและยังมีการสังเกตการดูดซับเซลล์ 

เนื่องจากยีสต์อาจมีความสามารถในการดูดซับเซลล์บนพื้นผิวไม้ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 3 

                       อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

3.1 วัตถุดิบและสารเคม ี

3.1.1  เชื้อจุลินทรีย์ 

Acetobacter aceti WK, Amylomyces spp, Saccharomyces cerevisiae M30 

จากห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีการหมัก คณะอุตสาหกรรมอาหาร                 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบังกรุง เทพมหานคร 

3.1.2 อาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี  

Agar, Difco, USA 

Glucose, Ajax Finechem, New Zealand  

Plate count agar (PCA), Himedia, India  

Potato Dextose agar (PDA), Himedia, India  

Yeast extract, Himedia, India 

Alcohol 95%, Scidirect, Thailand 

Acetic acid (Food grade) 99%, BP chemical, Malaysia  

Magnesium sulfate, Ajax Finechem, New Zealand  

Di-ammonium hydrogen phosphate, Himedia, India  

Sodium citrate dihydrate, Emsure, Germany 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2 อุปกรณ์ 

3.2.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์

เครื่องชั่ง (Balance), รุ่น MS105, MettlerToledo, Germany 

ตู้อบลมร้อน (Hot air oven), รุ่น Heraeus Therm General, Heraeus, Germany  

ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) อุณหภูมิ 37◦C, รุ่น B6200, Heraeus, Germany 

ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) อุณหภูมิ 30 ◦C, รุน่ B6200, Heraeus, Germany 

ตู้ถ่ายเชื้อ (Laminar air flow), รุ่น ABS 1200, BossTech, Thailand 

ไมโครเวฟ (Microwave), รุ่น MR-30A, Electrolux, Japan  

หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ (Autoclave), รุน่ ES-315, Tommy, Japan 

ไมโครปิเปต (Micropipette) 200 และ 1000 μL, Brand, Germany  

เครื่องเขย่าสาร (Vortex mixer), Scientific Industrirs, USA 

เครื่อง High speed Centrifuge, รุ่น 5804R, Eppendorf, Germany 

เครื่อง Spectrophotometer, รุ่น UV1800, Thermofisher sciencetific, USA  

 

3.3 ขั้นตอนและวิธีการทดลอง 

3.3.1 การทําไวน์ข้าว 

          เตรียมเชื ้อรา Amylomyces spp. ในหลอดอาหารเอียง Potato dextrose agar (PDA 

slant)  บ่มอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน เพื่อให้เส้นใยเชื้อราเจริญปกคลุมบนผิวหน้าอาหาร

เอียง 

          เตรียม mold bran ชั ่งรําหยาบและรําละเอียดอย่างละ 10 กรัม ลงในฟลาสก์ขนาด      

500 มล. เติมแมกนีเซียมซัลเฟต 0.25% w/v ปริมาตร 5 มล. แล้วนําไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส 

เวลา 60 นาที ทิ ้งไว้ที ่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน แล้วฆ่าเชื ้ออีกครั ้งที ่สภาวะเดียวกัน รอให้เย็นลงที่

อุณหภูมิห้องถ่ายเชื้อรา Amylomyces spp. โดยดึงเส้นใยเชื้อราที่เจริญอยู่ในหลอดอาหารเอียงทั้งหมดลงไป
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในฟลาสก์แล้วเติมน้ำที่ผ่านการฆ่าเชื้อลงไป 5 มล. คลุกให้เข้ากัน ใช้เชื้อรา 2 หลอด ต่อ 1ฟลาสก์ แล้วนําไป

บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน   

          ล้างและแช่ข้าวเหนียวเป็นเวลา 1 คืน นึ่งข้าวเหนียวให้สุกแล้วเทลงในกระบะ ซึ่งจะแบ่งใส่

กระบะละ 1 กก. รอให้เย็นแล้วนํา Mold bran เทผสมคลุกให้เข้ากัน เติมน้ำให้พอท่วมข้าวเหนียวแล้วปิดด้วย

ผ้าขาวบางที่ผ่านการฆ่าเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน (จากภาพที่ 3.1)  

 

 

 

ภาพที่ 3.1 Mold bran เทผสมข้าวเหนียวที่นึ่งสุก ปิดด้วยผ้าขาวบางนำไปบ่มเป็นเวลา 3 วัน  

 

          เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae M30 

โดยเขี ่ยเชื ้อยีสต์จากอาหารเอียง PDA slant 1 ลูป ลงใน Yeast malt (YM) broth ประกอบด้วย Yeast 

extract 3 กรัม/ลิตร Malt extract 3 กรัม/ลิตร Peptone 5 กรัม/ลิตร และ Glucose 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 

250 มล. เขย่า และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อปริมาตร 250 มล. 

เลี ้ยงในอาหาร YM broth ปริมาตร 750 มล. ทําให้มีปริมาตรรวม 1 ลิตร เขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา        

18 ชั่วโมง (จากภาพที่ 3.2) 
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ภาพที่ 3.2 เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae M30 

 

          เทข้าวเหนียวที่ผ่านการย่อย และน้ำเชื่อมปรับปริมาตรเป็น 45 ลิตร ด้วยน้ำดื่มสะอาด 

ให้บริกซ์เริ่มต้นเท่ากับ 18 องศาบริกซ์ แล้วเติมกล้าเชื้อยีสต์ปริมาตร 5 ลิตร ในถังหมักทําให้มีปริมาตรรวม

ทั้งหมดเท่ากับ 50 ลิตร (จากภาพที่ 3.3) ทําการหมักไวน์ข้าวที่อุณหภูมิห้อง ตรวจปริมาณแอลกอฮอล์ในวันที่ 

0 3 5 และ 7 จนไวน์มีแอลกอฮอล์ประมาณ 8-9% โดยปริมาตร แล้วทําการพาสเจอร์ไรส์ที่อุณหภูมิ 63 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วนําไปกรองใส่ถังเพื่อเป็นวัตถุดิบในการผลิตน้ำส้มสายชูหมัก 

 

 

 

ภาพที่ 3.3  การหมักไวนข์้าว  

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.2 การหมักนำ้ส้มสายช ู

            เตรียมกรดอะซิติกเข้มข้น 98% โดยปริมาตรมาทําการเจือจางด้วยน้ำผสมกับไวน์ข้าว ปรับ

ความเข้มข้น ของกรดอะซิติกเริ่มต้นให้เท่ากับ 4.5 กรัม/ลิตร ความเข้มข้นของเอทานอลเริ่มต้นเท่ากับ 3.5 

กรัม/ลิตร ทําให้มีความเข้มข้นรวมเริ่มต้น (Total concentration :TC) เท่ากับ 8 กรัม/ลิตร (TC8) ลงในถัง

หมัก 10 ลิตร โดยมีปริมาตรการหมัก (Working volume) 7 ลิตร จากนั้นเติมสารอาหาร ประกอบด้วย  

Glucose 1 กรัม/ลิตร Yeast extract 0.5 กรัม/ลิตร Diammonium phosphate (DAP)  0.5 กรัม/ลิตร และ 

MgSO4 0.2 กรัม/ลิตร ลงไปแล้วเติมหัวเชื้อ A. aceti  WK 5% ของปริมาตรการหมัก ต่อสายให้อากาศที่มีตัว

กรองเข้ากับปั๊ม โดยทําการตรวจปริมาณกรดและแอลกอฮอล์ในแต่ละวัน จนกระทั่งปริมาณแอลกอฮอล์ลดลง

เหลือ 0.5 % หรือ 5 กรัม/ลิตร แสดงว่าสิ้นสุดการหมัก 1 รอบ ทําการเก็บตัวอย่าง และเติมวัตถุดิบใหม่เพื่อ

หมักในรอบต่อไป (จากภาพที่ 3.5) 

3.3.3 การเตรียมใยบวบ 

การเตรียมใยบวบ ตัดใยบวบให้เป็นรูปทรงตัดขวางขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 cm. หนา 2 cm.   

แช่ในกรดอะซิติกที่มีความเข้มข้น 5% โดยปริมาตร 1 คืน จากนั้นนํามาฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง Autoclave อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 psi เวลา 20 นาที นําใยบวบที่ได้ไปอบด้วยเครื่องลมร้อนอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 32-48 ชั่วโมง คัดเลือกใยบวบแต่ละรูปทรงด้วยน้ำหนักที่ใกล้เคียงกัน (จากภาพที่ 3.4) 

(วราวุฒิ และคณะ, 2007)  
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                                              ก                                             ข 

ภาพที่ 3.4 การเตรียมใยบวบ 

(ก) ตัดใยบวบแนวขวาง 

(ข) แช่ใยบวบที่ตัดเรียบร้อยใน 5% (v/v) ในกรดอะซิติกเป็นเวลา 1 คืน 

 

                  

    ภาพที่ 3.5 กระบวนการผลิตนำ้ส้มสายชูหมักจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์บนใยบวบ  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3.3.1 การตรึงเซลล์จุลินทรีย ์

การหมักน้ำส้มสายชูในถังหมกัแบบให้อากาศ ขนาด 10 ลิตร โดยมีปริมาตรการหมัก 7 ลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.6 ลักษณะใยบวบที่ใช้ในการตรึงเซลล์ในการหมักน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวทรงตัดขวาง 

 

3.3.4 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 

3.3.4.1 วิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล ์(AOAC, 2000) 

           นําตัวอย่างไวน์ข้าวมาปริมาตร 50 มล. นำมาวิเคราะห์แอลกอฮอล์ในตัวอย่างด้วย

เครื่องอีบูลิโอมิเตอร์ แล้วอ่านค่าอุณหภูมิของตัวอย่างไปเตรียมกับแผ่นอ่านปริมาณแอลกอฮอล์  % โดย

ปริมาตร 

3.3.4.2 วิเคราะห์ปริมาณกรดที่ผลิตได้ (AOAC, 2000) 

        นําตัวอย่างน้ำส้มสายชูปริมาตร 5 มล. เติมน้ำกลั่น 75 มล. ลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มล. หยด  

ฟีนอล์ฟทาลีน 1-2 หยดเป็นอินดิเคเตอร์ ไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน 1 N NaOH สังเกตจุดยุติของ

ตัวอย่างจะเกิดเป็นสีชมพูอ่อน บันทึกปริมาตรของ NaOH ที่ใช้ในการไทเทรต ทําการทดลอง ซ้ำ 3 ครั้ง แล้ว

นําค่าที่ได้มาคํานวณหาปริมาณกรดอะซิติกตามสมการที่ 3.1 

 

%ความเป็นกรด (w/v) =
(𝑚𝐿 ของ 𝑁𝑎𝑂𝐻)×(𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦ของ𝑁𝑎𝑂𝐻)×(น้ำหนักกรัมสมมูลของกรดอะซิติก)×100

𝑚𝐿ของตัวอย่าง ×1000
           3.1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดย mL ของ NaOH คือ ปรมิาตรของโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้เป็นหน่วย (มล.)  

Normality ของ NaOH คือ ความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์หน่วยนอร์มอล (N)                  

mL ของตัวอย่าง คือ ปริมาตรของตัวอย่าง (มล.) 

 

สูตรคำนวณหาอัตราการผลิตกรด (Acetification rate) 

    ETA = 
𝐴𝑐𝑖𝑑 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛( 𝑔𝐿)

𝐴𝑐𝑒𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑑 𝑖𝑛 𝑑𝑎𝑦𝑠 (𝑑)
           3.2 

 

3.3.4.2  วิเคราะห์ปริมาณเซลล์ทั้งหมดด้วยวิธีน้ำหนักแห้ง (Cell dry weight) 

1. วิเคราะห์ปริมาณเซลล์จากน้ำหมัก 

           นํานำ้ส้มสายชูที่มีเซลล์ A. aceti WK ปริมาณ 50 มล. มาใส่ในหลอดหมุนเหวี่ยงแล้วทําการหมุนเหวี่ยง

ที่ความเร็วรอบ 7000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จะเกิดการแยกตะกอนกับส่วนใสขึ้น 

เทส่วนใสออกแล้วทําการล้างเซลล์ด้วยน้ำที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง จากนั้นนํามาเจือจางด้วยน้ำกลั่นใน หลอด

ทดลอง อัตราส่วนเจือจาง 100:0 80:20 60:40 40:60 และ 20:80 นําไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเอาเฉพาะเซลล์มา

ทําการทดลองปริมาตร 2 มล. นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นําไปชั่งน้ ำหนัก 

ส่วนที่เหลือนําไปวัดความขุ่นที่ความยาวคลื่น 580 nm นําทั้งสองค่ามาหาความสัมพันธ์ โดยทําการพลอตกราฟ

มาตรฐานระหว่างค่าความขุ่นที่อ่านได้กับน้ำหนักแห้งของเซลล์ จะได้สมการเส้นตรงเพื่อใช้ในการคํานวณค่า

น้ำหนักแห้งของเซลล์ ตามสมการที่ 3.3 (Krusong และ Vichitraka, 2011) 

สูตรคํานวณหาปริมาณน้ำหนักแห้งของเซลล ์

 น้ำหนักแห้งของเซลล์ (กรัมต่อลิตร) = 
(𝐵−𝐴)×1000

ปริมาตรท่ีใช้
            3.3 

 

      โดย  A คอื นำ้หนักกระป๋องอะลูมิเนียมที่ผ่านการอบ (กรัม) 

            B คอื นำ้หนักตัวอย่างที่อยู่ในอะลูมิเนียมแคนทีผ่่านการอบ (กรัม) 
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2. วิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่เกาะบนใยบวบ 

           นําใยบวบที ่ม ีเซลล์  A. aceti WK เกาะอยู ่ใส ่ในบีกเกอร์ท ี ่ผ ่านการฆ่าเชื้อ           

เติมสารละลายโซเดียมซิเตรตความเข้มข้น 0.05 M ปริมาณ 300 มล. นําไปเขย่าด้วยเครื่องแบบขนาน ที่

ความเร็วรอบ 175 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเทตัวอย่างลงในถุงตีป่ันแล้วนําไปตีปั่นเป็นเวลา 30 วินาที 

จากนั ้นทําการ วิเคราะห์เหมือนกับการวิเคราะห์ปริมาณเซลล์แห้งจากน้ ำหมักที ่ได้กล่าวมาข้างต้น      

(Krusong และ Vichitraka, 2011) 
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  บทที่ 4 

     ผลการทดลองและวิจารณ์ 

จากการศึกษากระบวนการผลิตน้ำส้มสายชู โดยกระบวนการหมักน้ำส้มสายชูจะเริ่มจากการเตรียมน้ำ

หมักก่อนซึ่งจะประกอบไปด้วย เอทานอล น้ำ และสารอาหารสำหรับแบคทีเรียอะซิติก โดยใช้หลักการ Total 

concentration คือผลรวมความเข้มข้นของแอลกอฮอล์และกรดอะซิติก รวมเท่ากับ 8 (TC8) โดยเริ่มต้นที่

ความเข้มข้นของกรดอะซิติก 4.5% และความเข้มข้นของเอทานอล 3.5% จากนั้นทำการหมักแบบกึ่งต่อเนื่อง 

(Semi-continuous fermentation) ทั้งหมด 3 รอบ ทั้งของการตรึงเซลล์และแบบไม่ตรึงเซลล์ จากนั้นจะเก็บ

ตัวอย่างนำมาวิเคราะห์เอทานอลเมื่อเอทานอลต่ำกว่าหรือเท่ากับ 0.5% ถือว่าสิ้นสุด 1 รอบของการหมัก    

อีกทั้งวิเคราะห์ปริมาณกรดอะซิติกและปริมาณเซลล์แห้ง 

 

4.1 การศึกษาการผลิตน้ำส้มสายชูโดยเชื้อ A. aceti WK โดยใช้วิธีการตรึงเซลล์ด้วยใยบวบ 

 ผลการศึกษาการผลิตกรดอะซิติกในการหมักน้ำส้มสายชู ในถังหมักแบบกึ่งต่อเนื่อง ขนาด 10 ลิตร 

และใช้ปริมาตรในการหมัก 7 ลิตร ด้วยเชื้อ “A. aceti WK“ ที่ตรึงเซลล์ด้วยใยบวบในถังหมักและเปรียบเทียบ

กับระบบที่ไม่มีการตรึงเซลล์ จากภาพที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.1 การเปลี่ยนแปลงการผลิตกรดอะซิติกและเอทานอลระหว่างกระบวนการหมักน้ำส้มสายชูจากไวน์

ข้าวในระบบที่ไม่มีการตรึงเซลล์และระบบที่มีการตรึงเซลล์ด้วยใยบวบและการเปลี่ยนแปลงของแอลกอฮอล์ใน

ระหว่างกระบวนการหมัก (g/L) 

 ภาพที่ 4.1 จะพบว่าการตรึงเซลล์สามารถช่วยลดระยะเวลาในการปรับตัว (Adaptation phase)     

ทำให้สามารถผลิตกรดได้สูงขึ้นและใช้ระยะเวลาการหมักที่สั้น เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักน้ำส้มสายชูแบบไม่

ตรึงเซลล์ ดังนั้นจะเห็นได้ว่าการหมักน้ำส้มสายชูด้วยวิธีการตรึงเซลล์มีสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมกว่าโดยใช้

ระบบ QAP (Quick acetification process) จากตารางที่ 4.1 จะเห็นได้ว่าการหมักแบบตรึงเซลล์จะได้ความ

เข้มข้นของกรดอะซิติกที่เข้มข้นโดยเฉลี่ย 14.11 ± 5.33 กรัม/ลิตร เมื่อนำไปเปรียบเทียบกับระบบที่หมักแบบ

ไม่ตรึงเซลล์ ได้ความเข้มข้นของกรดอะซิติกที่เข้มข้นโดยเฉลี่ย 9.15  ± 3.50 กรัม/ลิตร สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ (วราวุฒิ และคณะ , 2553) รายงานว่า ใยบวบมีโครงสร้างเหมาะสมในการตรึงเซลล์แบคทีเรีย                

A. aceti WK เพื ่อผลิตน้ำส้มสายชู เนื ่องจากมีโครงสร้างเป็นเส้นใยเซลลูโลสที ่มีร ูพรุนในโครงสร้าง               

ทำให้อากาศสามารถกระจายผ่านได้ดี นอกจากนี้รายงาน (วราวุฒิ และคณะ, 2557) การตรึงเซลล์ด้วยใยบวบ

จะก่อให้เกิดสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอะซิติกในระบบ QAP (Quick acetification process)  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.2 การศึกษาประสิทธิภาพการผลิตกรดอะซิติกด้วยวิธีการตรึงเซลล์ Acetobacter aceti 

WK โดยวิธีตรึงเซลล์ด้วยใยบวบกับวิธีการไม่ตรึงเซลล์ 

 ในการศึกษาประสิทธิภาพผลการผลิตกรดอะซิติก โดยการหมักน้ำส้มสายชูโดยใช้ระบบการหมักแบบ 

กึ่งต่อเนื่องด้วยการใช้หัวเชื้อน้ำส้มสายชู A. aceti WK  ที่ตรึงเซลล์ด้วยใยบวบในถังหมักเปรียบเทียบกับระบบ

ที่ไม่มีการตรึงเซลล์ ได้ผลดังตารางที่ 4.1 

ตารางที่ 4.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการหมักน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยเชื้อ A. aceti WK ด้วย

วิธีการตรึงเซลล์กับการหมักด้วยวิธีการไม่ตรึงเซลล์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉล่ียที่ได้จากการหมักแบบตรึงเซลล์กับแบบไม่ตรึงเซลล์, s= significant ที่อยู่ในแนวของค่า Acetification rate 

(g/L/D)  ของตัวอย่าง Cycle ที่ 1,2 และ 3 แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) Acetification rate; ETA) (g/L/D) คำนวนได้จาก

ปริมาณที่สร้างขึ้นในรอบการหมักหารด้วยระยะเวลาที่ใช้ในการสร้างกรดของแต่ละรอบการหมัก 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 จากผลดังตารางที่ 4.1 พบว่าผลของการผลิตกรดและระยะเวลาในการผลิตกรดของเชื้อ A. aceti WK  

จากผลการศึกษาการหมักด้วยวิธีการตรึงเซลล์ทำให้ประสิทธิภาพของการผลิตกรดสูงขึ้น โดยสามารถผลิตกรด

เฉลี่ยไดถ้ึง 14.11 ± 5.33 (กรัม/ลิตร) ใช้ระยะเวลาโดยเฉลี่ย 10.33 วัน ซึ่งเร็วกว่าวิธีการไม่ตรึงเซลล์ที่สามารถ

ผลิตกรดโดยเฉลี่ยได้ 9.15 ± 3.50 (กรัม/ลิตร) ใช้ระยะเวลาโดยเฉลี่ยมากกว่า 14  วัน ดังนั้นการตรึงเซลล์

ส่งผลให้การผลิตกรดและอัตราการผลิตกรดเพิ่มสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับแบบไม่ตรึงเซลล์ จากผลที่กล่าวมา

ทำให้ทราบว่าการหมักด้วยวิธีการตรึงเซลล์มีประสิทธิภาพการผลิตกรดอะซิติกได้มากกว่าการหมักด้วยวิธีการ

ไม่ตรึงเซลล์ โดยจะส่งผลกระทบต่อการผลิตกรดอะซิติก และพบว่าการหมักแบบไม่ตรึงเซลล์ Cycle ที่ 2 มีค่า

การผลิตกรดอะซิติกเท่ากับ 5.46 ± 2.39 (กรัม/ลิตร) ซึ่งมีค่าน้อยกว่า Cycle ที่ 1 และ Cycle ที่ 3 ที่เป็น

เช่นนี้เพราะค่าการผลิตกรดอะซิติกของ Cycle ที่ 2 ลดลงเป็นช่วงเวลาที่หัวเชื้อ A. aceti WK  มีการลด

จำนวนลงและภายหลังเชื้อเพิ่มจำนวนขึ้น อาจเนื่องมาจากการเพิ่มความเป็นพิษของกรดอะซิติก ซึ่งเป็น

ผลิตภัณฑ์สุดท้ายต่อการเพิ่มจำนวนของหัวเชื้อแบคทีเรียอะซิติก (วราวุฒิ, 2560) ดังนั้นการตรึงเซลล์จึงเป็น

การช่วยลดการเกิดสภาะวะเครียดจากปัจจัยต่างๆได้เนื่องจากใยบวบที่นำมาตรึงเซลล์มีโครงสร้างเป็นเส้นใยที่

มีลักษณะเป็นรูพรุนที่สามารถช่วยให้เซลล์ยึดเกาะบนวัสดุเสริมได้ดี  อีกทั้ง (วราวุฒิ และคณะ, 2557) พบว่า

การตรึงเซลล์เป็นกระบวนการหมักแบบเร็ว (Quick acetification process) โดยเป็นการปล่อยให้แอลกอฮอล์

ได้ไหลผ่านวัสดุตัวกลางที่มีเซลล์แบคทีเรียอะซิติกถูกตรึงอยู่อย่างช้าๆ เพื่อเป็นการเพิ่มอัตราการถ่ายโอน

ออกซิเจนได้อย่างทั่วถึงและเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหว่างแอลกอฮอล์ในไวน์กับแบคทีเรียอะซิติก ทำให้ได้

แบคทีเรียอะซิติกเพิ่มมากขึ้นและจะไปสร้างกรดให้ได้เพิ่มมากขึ้น ใช้ระยะเวลาสั้นลง ดังนั้นจึงส่งผลให้อัตรา

การผลิตกรดโดยวิธีการตรึงเซลล์จึงสูงกว่าการหมักด้วยวิธีการไม่ตรึงเซลล์  

 

4.3 การศึกษาการเจริญของเชื้อ A. aceti WK ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ด้วยใยบวบกับวิธีการไม่ตรงึเซลล์ 

 การศึกษาการเจริญของเชื้อ A. aceti WK ในการหมักน้ำส้มสายชูในระบบที่ไม่มีการตรึงเซลล์และ

ระบบที่มีการตรึงเซลล์ด้วยใยบวบ ได้ผลดังตารางที่ 4.2   
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ตารางที่ 4.2  แสดงค่าปริมาณเซลลแ์ห้งของการหมักน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยเชื้อ A. aceti WK ด้วย

วิธีการตรึงเซลล์กับการหมักดว้ยวิธีการไม่ตรึงเซลล ์

หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉล่ียที่ได้จากการหมักแบบตรึงเซลล์และไม่ตรึงเซลล์, s= significant ที่อยู่ในแนวของค่าเฉลี่ย ของตัวอย่าง Cycle ที่ 

1,2 และ 3 แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05)  

 

 จากผลในตารางที่ 4.2 จะพบว่าใน 3 รอบ ระบบการหมักแบบตรึงเซลล์จะได้ปริมาณเซลล์แห้งเฉลี่ย

อยู่ที่ 191.18 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งมีปริมาณมากกว่าปริมาณเซลล์แห้งของระบบการหมักแบบไม่ตรึงเซลล์ เฉลี่ย 

คือ 169.32 มิลลิกรัม/ลิตร จากผลการทดลองนี้สามารถยืนยันข้อดีของการตรึงเซลล์ที่ใช้เชื้อ A. aceti WK  ที่

ตรึงอยู่บนใยบวบ สามารถป้องกันเซลล์จากผลกระทบเชิงลบได้ และสามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการหมักให้

สูงขึ ้น เนื ่องจากใยบวบที ่ใช้ในการตรึงเซลล์มีโครงสร้างเหมาะสมต่อการใช้เป็นวัสดุตรึงที ่ด ีก ับเชื้อ                 

A. aceti WK  เนื่องจากใยบวบมีลักษณะเป็นเส้นใยที่เหมาะสมต่อการยึดจับของเชื้อได้ดี เป็นรูพรุนทำให้

อากาศสามารถกระจายผ่านได้ดี ซึ ่งเป็นปัจจัยหนึ ่งที ่สำคัญในการผลิตน้ำส้มสายชู (วราวุฒิ, 2560) ซึ่ง

แบคทีเรียอะซิติกนั้นจำเป็นที่ต้องใช้อากาศในการเจริญ ดังนั้นเมื่อทำการหมักด้วยวิธีการตรึงเซลล์จะทำให้มี

เชื้อ A. aceti WK มากขึ้น จึงมีปริมาณเซลล์แห้งโดยเฉลี่ยที่สูงกว่า นอกจากนี้งานวิจัยของ (Krusong, 2015) 

พบว่าใยบวบให้ผลในการตรึงเซลล์ A. aceti WK ได้ดีในสภาพที่ใยบวบนั้นลอยอยู่ในน้ำหมัก เนื่องจากน้ำหนัก

ที่เบาของใยบวบอาจจะก่อให้เกิดความสมดุลของปริมาณเชื้อ A. aceti WK  ทั้งหมดในน้ำหมัก กล่าวคือในน้ำ

หมักที่มีใยบวบจะมีปริมาณหัวเช้ือที่มากกว่าในน้ำหมักที่ไม่มีใยบวบ  

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  บทที่ 5 

                         สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผล 

 จากการศึกษาประสิทธิภาพของการผลิตน้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์โดยใช้ใยบวบกับ

วิธีการไม่ตรึงเซลล์ พบว่า อัตราการผลิตกรดด้วยวิธีการตรึงเซลล์จะสูงกว่าวิธีการแบบไม่ตรึงเซลล์  ซึ่งจาก

อัตราการผลิตกรดโดยเฉลี่ยทำให้ทราบว่า วิธีการตรึงเซลล์มีประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการไม่ตรึงเซลล์ โดยการ

หมักด้วยวิธีการตรึงเซลล์จะไปช่วยให้เอทานอลในไวน์ข้าวไหลผ่านใยบวบที่มีการตรึงเซลล์  A. aceti WK  

อย่างช้าๆ เพื่อจะไปเพิ่มอัตราการถ่ายโอนออกซิเจน และเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสได้อย่างทั่วถึง เนื่องจากใยบวบมี

โครงสร้างเป็นรูพรุน เป็นคุณสมบัติที่ดีในการยึดตรึงเซลล์ ทำให้แบคทีเรียอะซิติกสามารถใช้อากาศในการ

เจริญได้ดี จึงทำให้เซลล์ที่ถูกตรึงด้วยใยบวบมีปริมาณเซล์รวมที่สูงกว่าวิธีการไม่ตรึงเซลล์ ดังนั้นการหมัก

น้ำส้มสายชูจากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์สามารถช่วยลดระยะเวลาในการปรับตัว ทำให้ระยะการหมักสั้นลง

และมีการผลิตกรดเพิ่มมากขึ้น 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 5.2.1 สามารถใช้วัสดุอื่นในธรรมชาติใช้ในการตรึงเซลล์ได้ เช่น ซังข้าวโพด เปลือกไม้ เศษไม้โอ๊ค และ

ชานอ้อย เป็นพืชทางการเกษตร 

          5.2.2 การเคลือบ Carrageenan สามารถทำให้วัสดุในการตรึงเซลล์มีความแข็งแรงขึ้น เพราะจะทำให้

เซลล์เกาะติดได้มากขึ้น 
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ภาพที่ ก.1  ลักษณะของถังหมักเป็นแบบให้อากาศ ถังหมักขนาด 10 ลิตร  

               ที่มีปริมาตรการหมัก 7 ลิตร 
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              ภาพที่ ข.1 กราฟมาตรฐานน้ำหนักเซลล์แห้งจากน้ำหมักของเชื้อ A. aceti WK 
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ภาคผนวก ค 

  วิเคราะห์ผลทางสถิต ิ

ค.1 วิเคราะห์ค่าอัตราการผลิตกรด ( Acetification rate ) โดยใช้วิธีหาค่าความแปรปรวน    

( Analysis of variance, ANOVA ) 

 

Descriptives 

 

 

 

Test of Homogeneity of Variances 
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                ANOVA 

 

             Descriptives 

 

 

 

Tests of Homogeneity of Variances 
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             ANOVA 

 

 

 

  Multiple Comparisons 
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Acetificationsrate 

 

 

 

 

 

 

 

ค.2 วิเคราะห์ค่าความตา่งของปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะอยู่บนใยบวบและน้ำหมัก 

 

Cellsvolume * trt 
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Cellsvolume * block 

Descriptives 

 

Tests of Homogeneity of Variance 

 

                ANOVA 
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  Multiple Comparisons 

 

 

 

             Cellsvolume 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



38 

 

 

ประวัติผู้เขียน 

 

ชื่อ - นามสกลุ                           พัทธมน   สุพรรณวงศ์ 

วัน เดือน ปีเกิด                          1 มิถนุายน 2544   

ประวัติการศึกษา                        มัธยมศึกษาตอนปลายโรงเรียนมกุฎเมืองราชวิทยาลัย  

                        ปัจจุบันศึกษาอยู่ คณะอุตสาหกรรมอาหาร หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต       

                        สาขาเทคโนโลยีการหมักในอุตสาหกรรมอาหาร 

ประสบการณ์ทำงาน                    บรษิทั ไทยอินสแตนท์ โพรดักส ์

ผลงานวิจัย                               การหมักน้ำส้มสายชจูากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์ 

                             ( Vinegar fermentation from rice wine by using cell  

                                            Immobilization method ) 

ชื่อ – นามสกลุ                          มลทิรา   อ่องคำ 

วัน  เดือน ปีเกิด                        18 มกราคม 2544 

ประวัติการศึกษา                       มัธยมศึกษาตอนปลายโรงเรียนท่าวังผาพิทยาคม 

                       ปัจจุบันศกึษาอยู่ คณะอุตสาหกรรมอาหาร หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต       

                       สาขาเทคโนโลยีการหมักในอุตสาหกรรมอาหาร 

ประสบการณ์การทํางาน               ศูนยว์ิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ์ปศุสัตว์เชียงใหม่ 

ผลงานวิจัย                               การหมักน้ำส้มสายชจูากไวน์ข้าวด้วยวิธีการตรึงเซลล์ 

                             ( Vinegar fermentation from rice wine by using cell  

                                             Immobilization method ) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




