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บทคัดย่อ  

น ้าสม้สายชูเป็นผลิตภณัฑอ์าหารหมกัซ่ึงนิยมใชเ้ป็นเคร่ืองปรุงรสอาหาร และยงันิยมน ามาแปรรูปเป็น
เคร่ืองด่ืม วตัถุประสงคข์องการศึกษาคร้ังน้ีเพ่ือศึกษาการผลิตน ้ าส้มสายชูหมกัจากโคจิขา้วเหนียวโดยวิธีการ
หมกัแบบดั้งเดิม โดยเร่ิมตน้จากการท าโคจิขา้วไดแ้ก่ ขา้วเหนียวขา้วฮาง ขา้วเหนียวขาว และขา้วเหนียวด า โดย
ใช ้สปอร์ Aspergillus oryzae L 0.1% (w/w) จากนั้นน าโคจิมาผา่นกระบวนการ Saccharification ท่ีอุณหภูมิ 60 °C 
กระบวนการหมกัแอลกอฮอล์โดยใชย้ีสต์ Saccharomyces cerevisiae 1% (w/w) แลว้จึงเติม Acetobacter aceti 
10% (v/v) ในขั้นตอนการหมักกรดแอซิติก จากการทดลองพบว่าการใช้ขา้วเหนียวด าเป็นวตัถุดิบมีความ
เหมาะสมมากกวา่ขา้วเหนียวชนิดอ่ืน เน่ืองจากใหกิ้จกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสสูงสุด 0.821 unit/g dry weight 
เม่ือใชเ้วลาบ่มโคจิ 3 วนั และเม่ือผ่านกระบวนการ Saccharification ท่ี 60 °C เป็นเวลา 25 ชัว่โมง จะมีปริมาณ
ของแขง็ท่ีละลายไดสู้งสุด 20 °Brix ใหป้ริมาณแอลกอฮอลสู์งสุด 14% เม่ือผา่นกระบวนการหมกัเป็นเวลา 5 วนั 
และให้ปริมาณกรดแอซิติกสูงสุด 5.16% เม่ือผ่านกระบวนการหมกัเป็นเวลา 3 วนั อยา่งไรก็ตาม ขา้วเหนียวทั้ง 
3 ชนิดท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีสามารถใชใ้นการผลิตน ้ าส้มสายชูหมกัไดเ้น่ืองจากให้คุณภาพของผลิตภัณฑ์
ตามท่ีมาตรฐานก าหนด 
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Abstract 

Vinegar is fermented food product. It has been used as food condiment and also beverage. The aim of 
this study was to study the production of traditional fermented glutinous rice vinegar. Fermentation of glutinous 
rice vinegar started from rice koji production using 0 .1% (w/w) of Aspergillus oryzae L spore, followed by 
saccharification at 6 0  °C. After that, alcohol fermentation using 1% (w/w) of Sacharomyces cerevisiae, and 
acetic acid fermentation using 10% (v/v) of Acetobacter aceti were processed, respectively. There were 3 types 
of rice used in the experiment, hang glutinous rice, white glutinous rice, and black glutinous rice. The result 
showed that black glutinous rice showed high potential to use for fermented rice vinegar. Using black glutinous 
rice showed high amylase activity at 0.821 unit / g dry weight at 3 days of koji production. It also showed the 
highest total soluble soid at 2 0  °Brix after 25  h of saccharification and 14% alcohol content after 5  days of 
alcohol fermentation. Finally, vinegar from black glutinous rice contained 5.16% of acetic acid after 3 days of 
acetic acid fermentation. However, all of glutinous rice used in this study could be used as raw material of 
glutinous rice vinegar fermentation because they can provide product quality reach to the standard.  

Keywords: Fermented rice vinegar, Koji, Glutinous rice 

1. บทน า  
น ้ าส้มสายชูหมกัคือน ้ าส้มสายชูท่ีไดจ้าก

การหมกัเมลด็ธญัพืช ผลไม ้น ้ าตาล หรือกากน ้ าตาล 
(Molass) การผลิตน ้ าส้มสายชูหมกัโดยทัว่ไปหาก
ใชว้ตัถุดิบท่ีมีน ้ าตาลสูงเช่น ผลไม ้จะเป็นการหมกั
สองขั้นตอน คือ การหมกัน ้ าตาลใหเ้กิดแอลกอฮอล ์
(Alcoholic fermentation) โดยใช้ยีสต์ (Yeast) ซ่ึง
มักจะมีการเติมน ้ าตาลให้มีปริมาณท่ีเหมาะสม
เพื่อใหไ้ดป้ริมาณแอลกอฮอลท่ี์สูง ตามดว้ยการหมกั
แอลกอฮอล์ ให้ เ กิ ดกรดแอซิ ติก  (Acetic acid 
fermentation) ด้วยแบคทีเรียในกลุ่ม Acetobacter 
แ ละ  Gluconobacter ในสภาวะ ท่ี มี ออก ซิ เ จน 
อยา่งไรก็ตาม การหมกัน ้ าสม้สายชูซ่ึงใชว้ตัถุดิบท่ีมี
แป้งสูง  และเป็นวัตถุ ดิบท่ีมีราคาถูก เ ช่น มัน
ส าปะหลงั ขา้วโพด และขา้ว จะเป็นการหมกัแบบ
สามขั้นตอนโดยจะเร่ิมจากการหมกัวตัถุดิบประเภท 
 

แป้งด้วยเช้ือรา เช่น Aspergillus oryzae เพ่ือให้เกิด
การยอ่ยสลายแป้งหรือคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่ 
ให้ มีขนาด เล็กลง เ พ่ือให้ เหมาะกับการหมัก
แอลกอฮอล์ในขั้นตอนต่อไป จากนั้ นจึงเป็นการ
หมักแอลกอฮอล์ด้วยเช้ือยีสต์ และการหมักกรด
น ้ าสม้ดว้ยแบคทีเรียกลุ่ม Acetobacter ตามล าดบั [1] 

มาตรฐานผลิตภณัฑน์ ้ าส้มสายชูท่ีก าหนด
โดยส านักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม 
กระทรวงอุตสาหกรรมก าหนดว่า น ้ าส้มสายชูตอ้ง
เป็นของเหลวใส อาจตกตะกอนเม่ือวางท้ิงไว ้มีสีท่ี
ดีตามธรรมชาติของน ้ าส้มสายชูหมัก มีกล่ินของ
กรดอะซิติกและอาจมีกล่ินของวตัถุดิบท่ีหมักอยู่
ด้วย ก็ได้  ต้องไ ม่พบ ส่ิงแปลกปลอม ท่ีไ ม่ใ ช่
ส่วนประกอบท่ีใช ้รวมทั้งตอ้งไม่พบสารปนเป้ือน
ตามท่ีก าหนด ห้ามใช้สีสังเคราะห์ทุกชนิด หากมี
การแต่งสี ให้ใชน้ ้ าตาลเค่ียวไหมเ้ท่านั้น หากมีการ 
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ใชซ้ลัเฟอร์ไดออกไซด ์ใหใ้ชไ้ดไ้ม่เกิน 70 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม ปริมาณกรดแอซิติก ตอ้งไม่นอ้ยกวา่ 4 
กรัมต่อ 100 ลูกบาศก์เซนติเมตร ต้องไม่พบกรด
ก ามะถนัหรือกรดแร่อิสระ ปริมาณเมทานอลตอ้งไม่
เกิน 420 มิลลิกรัมต่อลิตร [2] 

ขา้วเหนียวเป็นท่ีนิยมบริโภคในประเทศ
ไทย และเป็นอาหารหลักของประชากรในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ นอกจากการ
บริโภคโดยตรงแลว้ยงัมีการน าขา้วเหนียวมาเป็น
วตัถุดิบในการแปรรูปอาหารในระดบัอุตสาหกรรม
ดว้ย ขา้วเหนียวมี 2 สี คือ สีขาวและสีด า โดยเหนียว
ด าจะมีสารอาหารท่ีเป็นประโยชน์คือ Oligomeric 
Proanthocyanidin หรือ “โอพีซี" (OPC) มีสรรพคุณ
ช่วยชะลอการแก่ก่อนวยั และความเส่ือมถอยของ
ร่างกาย นอกจากน้ีในขา้วเหนียวยงัมีกรดธาตุเหล็ก 
และกรดโฟลิค การน าขา้วเหนียวด าไปท าขา้วหมาก 
จะท าใหไ้ดว้ติามินบี 12 ช่วยป้องกนัโรคโลหิตจาง [3] 

ขา้วฮางเป็นการแปรรูปขา้วจากภูมิปัญญา
ทอ้งถ่ินของชาวสกลนคร เป็นการน าขา้วท่ียงัไม่แก่
เป็นขา้วสาร มกัเป็นขา้วระยะน ้ านมแก่เกินกว่าจะ
เป็นขา้วเม่าแต่ยงัไม่สุกพอท่ีจะถึงระยะการเก็บเก่ียว 
โดยการน าเอาขา้วเปลือกมาแช่น ้ าเพ่ือกระตุน้ให้
สารอาหารต่างๆจากเปลือกขา้วซึมเขา้ในเมล็ดขา้ว
และน ามาน่ึงเพ่ือจดัเก็บสารอาหารให้คงไวแ้ลว้น า
ขา้วเปลือกตากให้แห้ง สีด้วยเคร่ืองสีขา้วกะเทาะ
เปลือก ท าได้ทั้ งข้าวเจ้าและข้าวเหนียว เป็นภูมิ
ปัญญาทอ้งถ่ินในการแปรรูปขา้วเปลือกท่ีมีการเก็บ
เก่ียวก่อนก าหนดให้มีอายกุารเก็บรักษานานข้ึน ซ่ึง
ปัจจุบันกลายเป็นผลิตภัณฑ์ท่ี เ พ่ิมมูลค่าให้กับ
ประชาชนในท้องถ่ิน ปัจจุบันการแปรรูปขา้วฮาง
สามารถใชไ้ดท้ั้งขา้วหอมมะลิและขา้วเหนียวพนัธ์ุ 
กข.6 [4] แมว้า่ขา้วเหนียวและขา้วฮางจะมีการปลูก 
 

และนิยมบริโภคอยา่งแพร่หลายในภาคตะวนัออก- 
เฉียงเหนือ แต่ยงัมีผลผลิตบางส่วนท่ีไม่ไดคุ้ณภาพ
ตามท่ีผูซ้ื้อขา้วสารตอ้งการ เช่นเมล็ดขา้วไม่เตม็เมด็ 
ขนาดสม ่าเสมอ จึงมีราคาขายต ่ากวา่ขา้วชั้นคุณภาพ
อ่ืน การแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเพ่ิมมูลค่า จึงเป็น
การส่งเสริมอาชีพและสร้างรายไดใ้หแ้ก่เกษตรกร 

การศึกษาในคร้ังน้ีมีว ัตถุประสงค์เ พ่ือ
ตอ้งการศึกษากรรมวธีิการผลิตน ้ าสม้สายชูหมกัจาก
โคจิขา้วเหนียว โดยใชข้า้วฮาง ขา้วเหนียวขาว และ
ขา้วเหนียวด าดว้ยวิธีการหมกัแบบดั้งเดิม เพ่ือเป็น
แนวทางในการพฒันาผลิตภณัฑ์จากขา้วฮาง และ
ขา้วเหนียวท่ีมีการผลิตมากในพ้ืนท่ีจงัหวดัสกลนคร 
และจงัหวดัใกลเ้คียง เพ่ือเพ่ิมมูลค่าผลิตภณัฑ์และ
เป็นทางเลือกใหแ้ก่กลุ่มผูผ้ลิต และผูบ้ริโภค 

2. วสัดุอุปกรณ์และวธีิด าเนินการวจัิย  
2.1 การเตรียมเช้ือจุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

ผงสปอร์ Aspergillus oryzae L ท่ีใชใ้นการ
ทดลองได้รับจาก  Department of Food Science, 
National Pingtung University of Science and Technology, 
Pingtung Taiwan เช้ือยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
และเ ช้ือแบคทีเ รีย  Acetobacter aceti ได้รับจาก
หอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยา คณะทรัพยากรธรรมชาติ
และอุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วทิยาเขตเฉลิมพระเกียรติ จงัหวดัสกลนคร 

น ากลา้เช้ือยีสต์ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
เหลว  Yeast Maintenance Medium (YM Medium) 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายลงใน
อาหาร เ ล้ี ยง เ ช้ือ  YM Medium ใหม่  แล้ว บ่ม ท่ี
อุณหภูมิ 30 °C 24 ชัว่โมง เพ่ือน ามาใชเ้ป็นหวัเช้ือ  

น ากล้าเ ช้ือแบคทีเรีย Acetobacter aceti 
ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient Broth (NB) บ่มท่ี 
 
 



Sci. & Tech. RMUTT J. Vol.8 No.1 (2018)   133 
 

อุณหภูมิ 30 °C 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือ NB ใหม่ แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 24 
ชัว่โมง เพ่ือน ามาใชเ้ป็นหวัเช้ือ  

2.2 ขั้นตอนการเตรียมโคจข้ิาว 
ขา้วท่ีใชใ้นการทดลอง 3 ชนิด ไดแ้ก่ ขา้ว

เหนียวขา้วฮาง ขา้วเหนียวด า และ ขา้วเหนียวขาว 
น าขา้วแต่ละชนิด 500 กรัม ลา้งใหส้ะอาดและแช่น ้ า
เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง จากนั้นน่ึงขา้วให้
สุกเป็นเวลา 40 นาที ผสมสปอร์ Aspergillus oryzae 
L 0.1% (w/w) และบ่มท่ี 30 °C เป็นเวลา 5 วนั เก็บ
ตัวอย่างโคจิข้าวเพ่ือวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์     
โปรติเอส กิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส ปริมาณ 
Reducing sugar ค่า pH และความช้ืน [5] 

2.3 ขั้นตอน Saccharification 
หลงัจากไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการบ่ม

โคจิขา้วแลว้ ท าการเตรียมโคจิตามสภาวะท่ีไดจ้าก
ขอ้ 2.2 แลว้น ามาผา่นกระบวนการ Saccharification 
โดยน าโคจิผสมกบัน ้ าสะอาดอตัราส่วน 1:3 ป่ันให้
ละเอียด จากนั้ นบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 30 
ชั่วโมง และเ ก็บตัวอย่างมาวิ เคราะห์ปริมาณ 
Reducing sugar ปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายน ้ า
ได ้และค่า pH 

2.4 ขั้นตอนการหมกัแอลกอฮอล์ 
เ ต รี ย ม โ ค จิ ซ่ึ ง ผ่ า น ก ร ะ บ ว น ก า ร 

Saccharification  ตามข้อ 2.2 และ 2.3 แล้วมาผสม
กับ เ ช้ือยีสต์  Saccharomyces cerevisiae 1% (w/w) 
จากนั้ นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 7 วนั เก็บ
ตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ ปริมาณ
ของแข็งทั้ งหมดท่ีละลายน ้ าได้  และปริมาณ 
Reducing sugar  

 
 
 

2.5 ขั้นตอนการหมกักรดแอซิตกิ 
เตรียมตัวอย่างท่ีได้จากข้อ 2.2, 2.3 และ 

2.4 มาใช้ในขั้ นตอน น้ีโดยเ ติม เ ช้ือแบคที เ รีย 
Acetobacter aceti 10% (v/v) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
เป็นเวลา 7 วนั เก็บตวัอยา่งมาวิเคราะห์ปริมาณกรด
แอซิติกโดยวธีิไทเทรต ปริมาณแอลกอฮอล ์ปริมาณ
ของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายน ้ าได ้และค่า pH [6] 

2.6 วธีิการวเิคราะห์ทางเคม ี
2.6.1 การสกดัเอนไซม์ 
น าโคจิขา้ว ผสมกบั Phosphate buffer pH 

6.9 อตัราส่วน 1:2 เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ อตัราเร็ว 150 
rpm ท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้ น
น าไปเหวี่ยงแยกตะกอนโดยใช้ความเร็วท่ี 10xg 
อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสท่ีไดน้ี้ไป
วเิคราะห์หากิจกรรมของเอนไซมต์่อไป [7] 

2.6.2 การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ -       
อะไมเลส 

ปิเปตน ้ าแป้ง (1.0 % Starch soluble) และ 
สารสกดัเอนไซมม์าอยา่งละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 10 นาที ในอ่างน ้ าควบคุม
อุณหภูมิ เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด ให้เติมสารละลาย 
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 1 มิ ล ลิ ลิ ต รแล้ว
น าไปตม้ในน ้ าเดือด 15 นาที แลว้ท าให้เยน็ จากนั้น
เติมน ้ ากลัน่ 9 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm โดยเปรียบเทียบกับ 
Blank [5] 

2.6.3 การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์โปรตเิอส 
ปิเปตสารละลายเคซีน (Casein solution, 

pH 6.9) มา 5 มิลลิลิตร และ ปิเปต สารสกดัเอนไซม ์
มา 1 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 
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10 นาที ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ เม่ือครบเวลาท่ี
ก าหนดให้ปิเปต Trichloroacetic acid 5 มิลลิลิตร 
และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C นาน 30 นาที จากนั้น
กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 แลว้ปิเปตส่ิงท่ีกรอง
ไดม้า 2 มิลลิลิตร เติม Na2CO3 5 มิลลิลิตร และเติม 
Folin – Ciocalteu reagent 1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 °C 30 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
660 nm โดยเปรียบเทียบกบั Blank [8] 

2.6.4 การวเิคราะห์ปริมาณ Reducing sugar 
ปิเปต สารสกัดเอนไซม์ มา 2 มิลลิลิตร

และ DNS 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปตม้ในน ้ าเดือด 
15 นาที  และท าไห้ เย็น  จากนั้ น เ ติมน ้ ากลั่น  9  
มิลลิลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm โดย
เปรียบเทียบกบั Blank 

2.6.5 การวเิคราะห์ปริมาณกรดแอซิตกิ 
น าตวัอยา่ง 3 มิลลิลิตร ใส่ลงใน Flask แลว้

เติมน ้ ากลัน่ 30 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนั แลว้เติมฟี
นอลฟ์ทาลีน 2-3 หยด น าไปไทเทรตกบัสารละลาย
มาตรฐาน 0.1 N NaOH จนสารละลายเปล่ียนจากไม่
มีสีเป็นสีชมพู อ่านค่าปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐาน NaOH ท่ีใชใ้นการไทเทรตแลว้น าค่าท่ีได้
ไปค านวณเป็นเปอร์เซ็นตก์รดแอซิติก [6] 

2.6.6 การวิเคราะห์ค่า pH และปริมาณ
ของแข็งทั้งหมดทีล่ะลายได้ในน า้ 

การวิ เคราะห์ค่า pH ท าได้โดยการใช้
เคร่ืองวดั pH ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณของแข็ง
ทั้ งหมดท่ีละลายน ้ าได้นั้นท าได้โดยการใช้ Hand 
refractometer (RHB-32ATC, Unbranded) 

 

3. ผลการวจัิยและวจิารณ์ผลการวจัิย 

3.1 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีใน
ขั้นตอนการเตรียมโคจข้ิาว 

การผลิตโคจิขา้วจากขา้วเหนียวข้าวฮาง 
ขา้วเหนียวด า และขา้วเหนียวขาว พบว่ากิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วในช่วงแรก 
และในวนัท่ี 3 ของการบ่มโคจิขา้วฮางมีกิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสสูงสุด 0.089 unit/g dry weight 
และขา้วเหนียวด ามีกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสสูง
สุดท่ี 0.041 unit/g dry weight อยา่งไรก็ตาม โคจิขา้ว
เหนียวขาวใชเ้วลานานถึง 4 วนั จึงจะมีค่า กิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสสูงสุดท่ี 0.077 unit/g dry weight 
(รูปท่ี 1A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 การเปล่ียนแปลงกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส 
(A) และเอนไซมอ์ะไมเลส (B) ระหวา่งการบ่มโคจิ
ขา้วเหนียวขา้วฮาง(), ขา้วเหนียวด า () และขา้ว
เหนียวขาว () 
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เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงกิจกรรม
เอนไซมอ์ะไมเลสในระหวา่งการผลิตโคจิขา้วพบวา่
มีค่ า เ พ่ิม ข้ึนในช่วง 3 ว ันแรกของการบ่มโคจิ
เช่นเดียวกัน โดยโคจิข้าวฮางมีกิจกรรมเอนไซม์   
อะไมเลสสูงสุดท่ี 0.206 unit/g dry weight ในวนัท่ี 2 
โคจิข้าวเหนียวขาวมีค่าสูงสุดท่ี 0.389 unit/g dry 
weight ในวันท่ี  3 โคจิข้าวเหนียวด ามี กิจกรรม
เอนไซมอ์ะไมเลสสูงสุดในวนัท่ี 4 มีค่า 0.821 unit/g 
dry weight (รูปท่ี  1B) การท่ี กิจกรรมเอนไซม์มี
แนวโน้มท่ีเพ่ิมสูงข้ึนเน่ืองจาก Aspergillus oryzae 
จดัเป็นเช้ือราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอมไซม์
ได้ เม่ือถึงจุดสูงสุดของกระบวนการผลิตเอมไซม์ 
เช้ือราจะค่อยๆลดการผลิตเอมไซมล์ง [9] นอกจากน้ี
ย ังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chancharoonpong 
และคณะ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่ากิจกรรมของเอนไซม์
จะเพ่ิมข้ึนและลดลงเม่ือระยะเวลาในการบ่มโคจิ
เพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัระยะการเจริญของเช้ือรา 
โดยการผลิตเอนไซมจ์ะเพ่ิมข้ึนสูงท่ีสุดในช่วงท่ีเช้ือ
รามีการสร้างสปอร์ [7]  

ส า ห รั บ ก า ร เ ป ล่ี ย น แป ล ง ป ริ ม าณ 
Reducing sugar ในระหว่างการบ่มโคจิขา้ว พบว่า
ปริมาณ Reducing sugar ในโคจิขา้วเหนียวด ามีค่า
มากกวา่ขา้วชนิดอ่ืน โดยปริมาณ Reducing sugar มี
แนวโน้มลดลงในช่วงแรกของการบ่มโคจิ จากนั้น
จะมีปริมาณเพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 2A) เน่ืองจากในช่วงแรก
เช้ือรามีการใช้ Reducing sugar ในการเจริญ และ
หลังจากนั้ นในช่วงท่ีค่า Reducing sugar เ พ่ิมข้ึน
สูงสุด เน่ืองจากเช้ือราผลิตเอนไซม์อะไมเลสเพื่อ
ยอ่ยโมเลกุลของสตาร์ชให้เป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว 
(Monosaccharide) และน ้ าตาลโมเลกุลคู่ (Disaccharide) 
[1] ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการเปล่ียนแปลงของกิจกรรม
เอนไซมอ์ะไมเลส 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่2 การเปล่ียนแปลงปริมาณ Reducing sugar(A), 
pH (B) และ ความช้ืน (C) ระหว่างการบ่มโคจิขา้ว
เหนียวข้าวฮาง (), ข้าวเหนียวด า () และข้าว
เหนียวขาว () 

รูปท่ี 2B แสดงถึงผลการเปล่ียนแปลงค่า
กรด – ด่าง (pH) ระหว่างการบ่มโคจิขา้ว พบไดว้่า 
โคจิขา้วฮาง ขา้วเหนียวด า และขา้วเหนียวขาว มีค่า 
pH เร่ิมตน้ท่ี 5.92, 5.22 และ 5.84 ตามล าดบั หลงัจาก
วันท่ี  2 ของการบ่มโคจิข้าวมีค่า pH ลดลงแล้ว 
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เพ่ิมข้ึนเล็กน้อยจนมีค่าคงท่ี 4.8, 3.9 และ 5.4 เม่ือ
ส้ินสุดระยะเวลาการบ่มตามล าดบั ซ่ึงจะเห็นไดว้า่
การเพ่ิมของค่า pH ระหวา่งการหมกั เน่ืองจากเช้ือรา
มีกิจกรรมเมแทบอลิซึมโดยเฉพาะอยา่งยิ่งการผลิต
โปรตีนสารต่าง ๆ [7] 

รูปท่ี 2C แสดงค่าความช้ืนในระหวา่งการ
บ่มโคจิขา้วฮาง ขา้วเหนียวด า และขา้วเหนียวขาว 
โดยค่าความช้ืนลดลงอย่างต่อเน่ือง จาก 59.69% 
เ ป็น 16.63%, 47.79% เ ป็น 10.59%  และ 50.20% 
เป็น 7.92% ตามล าดบั เน่ืองจากเช้ือราใชน้ ้ าในโคจิ
ขา้วในการเจริญ [1] 

3.2 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีใน
กระบวนการ Saccharification 

การศึกษากระบวนการ Saccharification 
หลงัจากการบ่มโคจิขา้ว ท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นการ
ไฮโดรไลซ์โมเลกุลของสตาร์ช ให้เป็นน ้ าตาล
โมเลกุลเ ด่ียว [1] เพื่อให้มีปริมาณเพียงพอใน
ขั้นตอนการหมกัแอลกอฮอลใ์นขั้นตอนต่อไป จาก
รูปท่ี 3A  พบว่าปริมาณ Reducing sugar มีค่าลดลง 
ในช่วงเวลาชัว่โมงท่ี 0 ถึง ชัว่โมงท่ี 5 หลงัจากนั้น
ปริมาณ Reducing sugar จะคงท่ี และเม่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ จากรูปท่ี 3B พบว่า
ปริมาณของแข็งท่ีละลายเพ่ิมข้ึน โดยโคจิขา้วฮางมี
ค่าสูงสุดท่ี 13.5 °Brix ท่ี 20 ชั่วโมง ใน  โคจิข้าว
เหนียวด ามีค่าสูงสุดท่ี 20 °Brix ท่ี 25 ชัว่โมง และใน
โคจิข้าวเหนียวขาวมีค่าสูงสุดท่ี  14 °Brix ท่ี  25 
ชัว่โมงหลงัจากนั้นปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดจ้ะมี
ค่าคงท่ี เน่ืองจากขา้วมีแป้งเป็น โพลีแซคคาไรด์ ซ่ึง
เป็นโมโนเมอร์ของน ้ าตาลกลูโคสท่ีเช่ือมต่อด้วย
พนัธะไกลโคไซด์ ในระหว่างการบ่มจึงเกิดการ 
สลายตวัของพนัธะไกลโคไซด ์จึงท าให ้โมโนแซค-
คาไรด์หรือไดแซคคาไรด์ เ พ่ิม ข้ึนจึงส่งผลให ้
ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดเ้พ่ิมข้ึน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3 การเปล่ียนแปลงปริมาณ Reducing sugar 
(A), ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ (B) และ pH (C) 
ระหวา่งกระบวนการ Saccharification ของโคจิขา้ว
เหนียวข้าวฮาง (), ข้าวเหนียวด า () และข้าว
เหนียวขาว () 

จนกระทั่งปริมาณของแข็งท่ีละลายได้มี
ค่าคงท่ีเพราะเกิดการหยุดการสลายตวัของพนัธะ
ไกลโคไซด์ [1] แต่เม่ือติดตามการเปล่ียนแปลงค่า
ความเป็นกรด–ด่าง (pH) ระหว่างกระบวนการ 
Saccharification พบว่า ค่า pH มีแนวโน้มคงท่ี (รูป
ท่ี 3C) 
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3.3 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีใน
ขั้นตอนการหมกัแอลกอฮอล์ 

การหมกัแอลกอฮอลใ์นโคจิขา้วฮาง พบวา่
มีปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุด 10% ในวนัท่ี 5 ในโคจิ
ขา้วเหนียวด าพบปริมาณแอลกอฮอล์เพ่ิมข้ึนสูงสุด
เป็น 14% ในวันท่ี 5 และในโคจิข้าวเหนียวขาว
พบว่าปริมาณแอลกอฮอล์เพ่ิมข้ึนสูงสุด 12% ใน
วนัท่ี 4 ของการหมกัหลงัจากนั้นปริมาณแอลกอฮอล์
ในทุกตัวอย่างมีค่าคงท่ี (รูปท่ี 4A) การท่ีปริมาณ
แอลกอฮอล์มีแนวโน้มท่ีเพ่ิมข้ึน เน่ืองมาจากใน
ระยะแรกของการหมกันั้น ยีสตมี์การแตกหน่อเพ่ิม
จ านวนเซลลอ์ยา่งรวดเร็ว หลงัจากนั้นยีสตจ์ะท าให้
เกิดกระบวนการหมัก (Alcoholic – fermentation) 
จึ งท า ให้ยีสต์ส ามารถ เป ล่ียนน ้ าตาลไป เ ป็น
แอลกอฮอล ์[10]  

การท่ีปริมาณแอลกอฮอล์จากการหมัก    
โคจิข้าวเหนียวมีค่าสูงเน่ืองจากในข้าวเหนียว
ประกอบไปดว้ยอะไมโลเพคตินเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึง
เป็นโมเลกุลของกลูโคสท่ีต่อเป็นสายยาวและแตก
ก่ิงก้าน ละลายน ้ าได้ จึงท าให้ยีสต์สามารถน าอะ
ไมโลเพคตินในขา้วเหนียวมาใช้ในการหมกัให้เกิด
เ ป็น เอทานอลได้ง่ าย  [11] นอกจากน้ีปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายได้ของข้าวเหนียวด าท่ีได้จาก
กระบวนการ Saccharification มีค่าสูงจึงเป็นปัจจยัท่ี
ท าใหไ้ดป้ริมาณแอลกอฮอลสู์งกวา่ขา้วอีกสองชนิด 

การเปล่ียนแปลงปริมาณของแขง็ท่ีละลาย 
ไดใ้นระหวา่งการหมกัแอลกอฮอล ์เป็นระยะเวลา 7 
วนั พบว่าปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ในโคจิข้าว
ฮางมีปริมาณลดลงจาก 13.5 เป็น 7.5 °Brix ในโคจิ
ขา้วเหนียวด า และโคจิขา้วเหนียวขาวก็มีปริมาณ
ลดลงจาก 20 เป็น 10.5 °Brix และ 14 เป็น 9 °Brix  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4 การเปล่ียนแปลงปริมาณแอลกอฮอล์ (A), 
ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ (B) และ Reducing 
sugar (C) ระหว่างกระบวนการหมักแอลกอฮอล์ 
ของโคจิขา้วเหนียวขา้วฮาง (), ขา้วเหนียวด า () 
และขา้วเหนียวขาว () 

ตามล าดับ (รูปท่ี 4B) ซ่ึงการท่ีปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายไดมี้แนวโนม้ท่ีลดลงเน่ืองมาจาก
ในระหวา่งการหมกั ยสีต ์S. cerevisiae มีการเปล่ียน 
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น ้ าตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ในสภาพท่ีมีออกซิเจน 
ดงันั้นจึงส่งผลให้ค่าปริมาณของแข็งท่ีละลายได้มี
ค่าลดลง [12] 

การเปล่ียนแปลงปริมาณ Reducing sugar 
ในระหว่างการหมักแอลกอฮอล์ พบว่าปริมาณ 
Reducing sugar ในโคจิขา้วฮาง มีค่าลดลงจาก 623.7 
เป็น 300 μg of glucose/ml ในโคจิขา้วเหนียวด า มี
ค่าลดลงจาก 1506.2 เป็น 316.35 μg of glucose/ml 
และในข้าวเหนียวขาวมีค่าลดลงจาก 905.15 เป็น 
168.29 μg of glucose/ml เม่ือผา่นการหมกัเป็นเวลา 
7 ว ัน  ( รูป ท่ี  4C) การ ท่ีป ริมาณน ้ าตาลรี ดิวซ์ มี
แนวโนม้ท่ีลดลงเน่ืองจากยีสต ์จะน าน ้ าตาลกลูโคส
ไปใชใ้นการผลิตแอลกอฮอล ์[13] 

3.4 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีใน
ขั้นตอนการหมกักรดน า้ส้ม 

ระหว่างการหมกัพบว่าปริมาณกรดแอซิติก 
ในโคจิขา้วฮางมีปริมาณกรดแอซิติกสูงสุดในวนัท่ี 4 
มีค่า 4.8% ในโคจิขา้วเหนียวด ามีปริมาณกรดแอซิติก
สูงสุดในวนัท่ี 3 มีค่า 5.2% และในโคจิขา้วเหนียวขาว 
มีปริมาณกรดแอซิติกสูงสุดในวนัท่ี 3 มีค่า 4.8% (รูปท่ี 
5A) ซ่ึงจะเห็นไดว้่าโคจิขา้วเหนียวด าและขา้วเหนียว
ขาวเกิดกระบวนการหมกักรดน ้ าส้มอย่างรวดเร็วใน
ในช่วง 3 วนัแรก ส่วนโคจิขา้วฮางจะมีปริมาณกรดแอ
ซิติกสูงสุดในวนัท่ี 4 ระยะเวลาดงักล่าวของขา้วทั้ง 3 
ชนิด จึงเป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการหมักกรด
น ้ าส้มเพ่ือให้ได้น ้ าส้มสายชูหมักท่ีได้มาตรฐาน 
เน่ืองมาจากเช้ือ A. aceti สามารถเปล่ียนแอลกอฮอลใ์ห้
เป็นกรดแอซิติกในสภาพท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 15-
34 °C [12] ซ่ึงถา้ปริมาณออกซิเจนไม่เพียงพอและมี
ความเขม้ขน้ของกรดแอซิติกสูง และเม่ือระยะเวลาการ
หมักนานข้ึนจะท าให้ปริมาณกรด แอซิติกลดลง 
เน่ืองมาจาก เกิดการออกซิเดชัน่เกิน (Over-Oxidation)  
 

เป็นผลท าให้กรดแอซิติกเปล่ียนเป็นก๊าซคาร์บอน-     
ไดออกไซด์และน ้ า ดงันั้นออกซิเจนจึงเป็นส่วนส าคญั
ท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยาน้ี [14] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 การเปล่ียนแปลงปริมาณกรดแอซิติก (A), 
ปริมาณแอลกอฮอล์ (B) และปริมาณของแข็งท่ี
ละลายได ้(C) ระหวา่งกระบวนการหมกักรดน ้ าส้ม
ของโคจิขา้วฮางขา้วเหนียว (), ขา้วเหนียวด า () 
และขา้วเหนียวขาว () 
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การเปล่ียนแปลงปริมาณแอลกอฮอล์
ระหวา่งการหมกักรดน ้ าสม้พบวา่ปริมาณแอลกอฮอล ์
ค่อย ๆ ลดลง (รูปท่ี 5B) เน่ืองจากกรดแอซีติกเกิด
จากกระบวนการหมัก เอทิลแอลกอฮอล์ด้วย
แบคที เ รี ย  Acetobacter ซ่ึ งสามารถออกซิไดซ์
เอทิลแอลกอฮอล์ให้เป็นกรดแอซีติกในสภาวะท่ีมี
อากาศ [1] ส าหรับการเปล่ียนแปลงปริมาณของแข็ง
ท่ีละลายได้ระหว่างการหมักกรดน ้ าส้มพบว่า
ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดมี้แนวโนม้ลดลงจากนั้น
จะคงท่ี (รูปท่ี 5B) เน่ืองจากในกระบวนการหมัก
กรดน ้ าส้มนั้ น  เ ช้ือแบคทีเ รีย  A. aceti สามารถ
ออกซิไดซ์เอทานอลให้เป็นกรดแอซิติกได ้แต่ไม่
สามารถออกซิไดซ์น ้ าตาลได้ จึงท าให้ปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายได้เกิดการเปล่ียนแปลงน้อยใน
ระหวา่งกระบวนการหมกักรดแอซิติก [12] 

4. สรุปผลการวจัิย  
จากการทดลองผลิตน ้ าส้มสายชูหมกัจาก

ขา้วเหนียวพบวา่ การใช ้A. oryzae ในกระบวนการ
ผลิตโคจิจากขา้วเหนียวด านั้นให้ประสิทธิภาพใน
การหมกัน ้ าส้มสายชูได้ดี โดยให้ปริมาณกิจกรรม
ของเอนไซม์ ปริมาณแอลกอฮอล์ และปริมาณกรด
แอซิติกสูงกวา่การใชข้า้วเหนียวชนิดอ่ืน  
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