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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอะซิติกของน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผล

กาแฟ ปัจจัยที่ใช้ในการหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ คือ ความเข้มข้นของ
แอลกอฮอล์ (ร้อยละ 6-10  โดยปริมาตร) ปริมาณกลูโคส (ร้อยละ 6-14 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร) และปริมาณ
แบคทีเรีย (ร้อยละ 5-15 โดยปริมาตร) ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมของผลร่วมปัจจัยเหล่านี้ถูกกำหนดโดยวิธีพื้นที่ผิว
ตอบสนองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน การทดลองพบว่าปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัยมีผลต่อปริมาณกรดอะซิติกที่ได้ การวิเคราะห์
ทางสถิติบ่งชี้ว่าข้อมูลที่ได้จากการทดลองมีความเหมาะสมกับสมการพหุนามกำลังสอง เนื่องจากให้ค่าสัมประสิทธ์ิ
ของการตัดสินใจ 0.8926 และเมื่อนำสมการทางคณิตศาสตร์มาสร้างกราฟสามมิติพื้นที่ผิวตอบสนองและกราฟโครง
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ร่างเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการทดลองนี้ พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่ส่งผลให้ปริมาณกรดอะซิติกมีค่ามากที่สุด
ร้อยละ 2.99±0.18 คือ ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ร้อยละ 8 โดยปริมาตร ปริมาณกลูโคสร้อยละ 12 โดยปริมาตร 
และปริมาณแบคทีเรียร้อยละ 10 โดยปริมาตร ภายใต้สภาวะการผลิตกรดอะซิติกที ่ได้สูงสุดนี้  ม ีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวม 229.40±0.882 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมน้ำหนักแห้ง และมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
โดยวัดเป็นค่าร้อยละของการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ร้อยละ 38.21±0.745 

 

คำสำคัญ : กรดอะซิติก; น้ำส้มสายชูหมัก; เนื้อผลกาแฟ; แผนการทดลองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน 
 

Abstract 
The objective of this research was to study the optimum conditions of acetic acid production 

for fermented vinegar from coffee pulp. Variables used to study the optimal conditions of acetic 
acid production for fermented vinegar from coffee pulp include concentration of alcohol (6-10 %, 
by volume), concentration of glucose (6-14 %, w/v) and concentration of bacteria (5-15 % by 
volume). Furthermore, optimal combination of these variables were determined using respond 
surface methodology (RSM) by Box-Behnken design (BBD). The results showed that all three factors 
affected the acetic acid. Statistical analysis indicated that the experimental data should be fitted 
to the quadratic polynomial equation because of it high coefficient of determination with R-square 
0.8926. When using mathematical equations to create three-dimensional graphs, response surface 
areas and outline graphs to find the optimal conditions in this experiment. It was found that the 
optimum conditions (8 % alcohol, 12 % glucose, and 10 % bacteria), that resulted in the highest 
acetic acid content were 2.99±0.18 percent. In those conditions, the total phenolic compounds 
were 229.40±0.882 mg GAE/g DW and had antioxidant activity, measured as a percentage of DPPH 
free radical inhibition were 38.21±0.745. 
 

Keywords: acetic acid; fermented vinegar; coffee pulp; Box-Behnken design (BBD) 
 
1. บทนำ 

กาแฟเป็นหนึ่งในพืชเศรษฐกิจที่สำคัญของโลก 
โดยมี 2 พันธุ์ ที่ได้รับความนิยมมากที่สุดในตลาด คือ 
พันธุ์อาราบิกาและโรบัสต้า ในปี พ.ศ. 2558 ประเทศ
ไทยมีคร ัวเร ือนที ่ปลูกกาแฟอยู ่ประมาณ 24,000 
ครัวเรือน และมีเนื้อที่ให้ผลผลิตกาแฟอยู่ที่ประมาณ 
252,377 ไร่ สำหรับกาแฟพันธุ์อาราบิกาเป็นหนึ่งในพืช
เศรษฐกิจสำคัญที่ช่วยสร้างโอกาสทางอาชีพและรายได้

ให้กับเกษตรกรในภาคเหนือของประเทศไทย อีกทั้ง
เป็นพันธุ์กาแฟทีน่ิยมมากท่ีสุดของคนท่ัวโลก เนื่องจาก
มีลักษณะเด่น คือ มีกลิ่นหอม มีรสชาติกลมกล่อม ไม่
ขม และมีคาเฟอีนน้อยกว่าพันธุ์โรบัสต้า โดยส่วนใหญ่
แหล่งปลูกพันธุ์อาราบิกาอยู่ในภาคเหนือ เช่น จังหวัด
เชียงใหม่ จังหวัดเชียงราย นอกจากนี้ยังมีการส่งเสริม
ให้ปลูกในพื ้นที ่ป่าชุมชนที ่ทางภาครัฐสนับสนุนให้
เกษตรกรปลูก เช่น จังหวัดตาก จังหวัดแพร่ ตั้งแต่ปี  
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พ.ศ. 2553 เป็นต้นมา [1] 
กระบวนการแปรรูปเมล็ดกาแฟต้องนำผล

กาแฟสุกที่มีสีแดง (cherry) ไปผ่านเครื่องสีกาแฟสุก
หรือเครื่องสีกาแฟเชอรี่ เพื่อแยกส่วนของเนื้อผลกาแฟ
สุกที่อยู ่ชั ้นนอกสุดออก (coffee pulp) หลังจากนั้น
กำจัดเปลือกหุ้มเมล็ดออกด้วยการสีเปลือกเพื่อให้ได้
เมล็ดกาแฟไปแปรรูปในกระบวนการคั่วเมล็ดกาแฟ
ต่อไป กระบวนการแปรรูปข้างต้นส่วนใหญ่พบว่ามีวัสดุ
เหลือทิ้งในกระบวนการแปรรูปเมล็ดกาแฟ ได้แก่ เนื้อ
ผลกาแฟ (coffee pulp) ประมาณ 55 % ของผล
กาแฟ และเปลือกหุ้มเมล็ดกาแฟ (hull and husk) 29 
% ของผลกาแฟ [2] เมื ่อความต้องการเมล็ดกาแฟ
เพิ่มขึ้น ส่วนที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งจากการผลิต เช่น เนื้อ
ผลกาแฟ จึงมีปริมาณเพิ่มขึ ้นด้วย ซึ ่งส่วนใหญ่วัสดุ
เหลือท้ิงเหล่านี้มักจะถูกปล่อยให้หมักเองตามธรรมชาติ
ทำให้มีกลิ ่นไม่พึงประสงค์และเกิดเป็นมลภาวะทาง
อากาศ อย่างไรก็ตาม มีรายงานเกี่ยวกับสารประกอบ
ต่าง ๆ ที่พบในเนื้อผลกาแฟ ได้แก่ แทนนิน (1.80-5.56 
%) กรดคลอโรจีนิค (2.6 %) สารกลุ่มเพคติค (6.5 %) 
น้ำตาลรีดิวส์/ไมร่ีดิวส์ (12.4/2.0 %) คาเฟอีน (1.3 %) 
และกรดคาเฟอิคทั้งหมด (1.6 %) และยังมีรายงาน
เพิ่มเติมว่าในเนื้อผลกาแฟมีสารประกอบในกลุ่มฟีนอล
และกลุ่มฟลาโวนอยด์สูง โดยเฉพาะแอนโทไซยานินซึ่ง
พบมากในเนื้อผลกาแฟสุกหรือเนื้อผลกาแฟเชอรี่ที่เป็น
แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระที่สำคัญ [3] คณะผู้วิจัย
จึงมีแนวคิดที่จะนำวัสดุเหลือทิ้งเหล่านี้มาพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูหมักเพื่อสุขภาพ ซึ่งนอกจากจะ
เป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับวัสดุเหลือทิ้งเหล่านี้แล้ว ยัง
เป็นการลดมลภาวะทางอากาศอีกด้วย 

น้ำส้มสายชู (vinegar) เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
กระบวนการหมักและเป็นสารละลายที่มีกรดน้ำส้ม 
(acetic acid) เป็นองค์ประกอบหลัก [4] กระบวนการ
ผลิตน้ำส้มสายชูหมักแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอน

แรกเป็นการหมักน้ำตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ ซึ ่งเป็น
กระบวนการหมักแบบไม่ใช้อากาศ โดยการใช้ยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae และขั ้นตอนที่ 2 เป็น
การออกซิไดซ์แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก [5] โดย
อาศัยแบคทีเรียกลุ่ม acetic acid bacteria ในสภาวะ
ที่มีอากาศ หลังจากนั้นจึงนำไปกรองหรือนำไปกลั่น
เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชู ปัจจุบันน้ำส้มชายชู
หม ักได ้ร ับความนิยมในการบร ิโภค เน ื ่องจากมี
ประโยชน์ต่อร่างกาย ทำให้ระบบย่อยอาหารดีขึ้น 
ทำลายจุลินทรีย์ก่อโรคในร่างกาย เร่งการเผาผลาญ
ไขมัน บรรเทาอาการไขข้ออักเสบ แก้ปัญหาการนอน
ไม่หลับ รักษาโรคความดันโลหิตสูง และควบคุมระดับ
น้ำตาลในเลือด [6] โดยทั่วไปน้ำส้มสายชูหมักจะผลิต
จากผลไม้ เช่น องุ่น แอปเปิล สับปะรด ฯลฯ นอกจากน้ี
ยังมีการนำวัสดุเหลือทิ้งจากทางการเกษตรและทาง
อุตสาหกรรมอาหารมาใช้ในการผลิต คณะผู้วิจัยจึงมี
แนวความคิดที่จะนำวัสดุเหลือท้ิงจากกระบวนการแปร
รูปกาแฟ ในส่วนของเนื ้อผลกาแฟมาใช้ในการผลิต
น้ำส้มสายชูท่ีมีประโยชน์เพื่อสุขภาพ 

ปัจจุบันมีการใช้เทคนิคทางคณิตศาสตร์ร่วมกับ
สถิติในการวางแผนและวิเคราะห์ผลการทดลอง โดย
ช่วยในการหาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการผลิต
ต่าง ๆ ในภาคอุตสาหกรรม ซึ่งวิธีพื้นที่ผิวตอบสนอง 
(respond surface methodology, RSM) เป ็นว ิธ ีที่
นิยมสำหรับการประยุกต์ใช้ในการออกแบบการทดลอง 
และศึกษาความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระที่มีต่อตัวแปร
ตอบสนอง อีกทั้งยังสามารถพัฒนาสมการแบบจำลอง
ทางคณิตศาสตร์และหาระดับของตัวแปรอิสระที่ให้
ผลตอบสนองที่ดีที ่สุด นอกจากนี้ยังให้ความแม่นยำ
ของสมการแบบจำลองทางคณิตศาสตร์ ซึ่งเทคนิคนี้ยัง
สามารถลดจำนวนการทดลองและหาสภาวะที่
เหมาะสมจากหลาย ๆ ปัจจัยในกระบวนการผลิต
น้ำส้มสายชูหมักเพื่อให้ได้ปริมาณกรดอะซิติกสูงสุด [7] 
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ดังนั ้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื ่อศึกษา
สภาวะที ่ เหมาะสมต ่อการผล ิตกรดอะซ ิต ิกของ
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ เพื่อให้ได้ปริมาณ
กรดอะซิติกสูงที ่สุด โดยปัจจัยที ่ศึกษามีทั ้งหมด 3 
ปัจจัย ได้แก่ ร้อยละของแอลกอฮอล์ ปริมาณกลูโคส 
และร ้อยละของแบคทีเร ีย Acetobactor pasteu-
rianus TISTR 102 ในการผลิตน้ำส้มสายชูจากเนื้อผล
กาแฟ นอกจากนั้นยังหาปริมาณฟีนอลิกรวม (total 
phenolic compound) ด ้ ว ย ว ิ ธ ี  Folin-Ciocalteu 
reagent ตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
2 ,2 - diphenyl-1 - picrylhydrazyl radical scaven-
ging capacity (DPPH assay) และตรวจว ิ เคราะห์
สมบัติทางเคมีและกายภาพในน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อ
ผลกาแฟด้วย  
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

การวิจัยนี้ใช้เนื้อผลกาแฟพันธุ์อาราบิกาที่
ได้รับมาจาก บริษัท ฮิลล์คอฟฟ์ จำกัด จังหวัดเชียงใหม่ 
โดยนำตัวอย่างเนื ้อผลกาแฟมาทำแห้งโดยใช้เครื ่อง
อบแห้งแบบลมร้อน (ยี ่ห้อ Memmert รุ ่น UE 400, 
ประเทศเยอรมัน) ที ่อ ุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งมีความชื้นอยู่ที่ร้อยละ 5-6 และค่าวอเตอร์
แอคติวิตี้ (aw ) ต่ำกว่า 0.5 

2.2 กระบวนการหมักเพ่ือให้ได้แอลกอฮอล์  
ขั ้นตอนนี ้ใช ้ย ีสต์สายพันธ ุ ์  Saccharo-

myces cerevisiae ยี่ห้อ Lavin-EC118 โดยนำเนื้อผล
กาแฟพันธุ ์อาราบิกา (Coffea arabica L.) มาใช้ใน
การผลิตไวน์ ซึ่งใช้วิธีการที่ดัดแปลงจาก เจนจิรา และ
คณะ [7] โดยใช้อัตราส่วนเนื้อผลกาแฟพันธุ์อาราบิกา
แห้ง 30 กรัม ต่อน้ำ 2.5 ลิตร เมื่อน้ำเดือด จับเวลา 20 
นาที แล้วจึงปิดแก๊ส จากนั้นกรองเอาเนื้อผลกาแฟออก
โดยใช้ผ้าขาวบาง เติมน้ำตาลทรายขาวเพื่อปรับค่า

ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมดเป็น 24 องศาบริกซ์ 
ทิ้งน้ำต้มเนื้อผลกาแฟไว้จนกว่าอุณหภูมิจะได้ 50 องศา
เซลเซียส แล้วเทลงในถังหมัก แล้วจึงเติมหัวเชื้อยีสต์
ปริมาณ 25 กรัม ต่อ 100 ลิตร พร้อมท้ังใส่อาหารเลี้ยง
ยีสต์ diammonium phosphate (DAP) ปริมาณ 0.5 
กรัม/ลิตร ปิดถังด้วยแอร์ล็อค จากนั้นตรวจวิเคราะห์
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณกรดทั้งหมด ปริมาณ
ของแข็งที่ละลายได้ทั ้งหมด และปริมาณร้อยละของ
แอลกอฮอล์ ข้ันตอนน้ีจะได้ไวน์จากเนื้อผลกาแฟ 

2.3 กระบวนหมักเพ่ือให้ได้กรดอะซิติกจาก 
 กระบวนการหมักเพื ่อให้ได้กรดอะซิติก

จากเนื้อผลกาแฟ ทำโดยการใช้ไวน์จากเนื้อผลกาแฟที่
ได้จากการหมักในข้อ 2.2 มาแบ่งใส่ถังหมักที่มีขนาด 5 
ลิตร และเจือจางไวน์กับน้ำให้มีร้อยละแอลกอฮอล์
ต่างกัน (6, 8 และ 10 % โดยปริมาตร) จากนั ้นใส่
กลูโคสซึ่งเป็นอาหารของแบคทีเรียในปริมาณต่างกัน 
(6, 10 และ 14 % โดยน้ำหนัก/ปริมาตร) และเติม
แบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus TISTR 102 
ในปริมาณต่างกัน (5, 10 และ 15 % โดยปริมาตร) ซึ่ง
ในการเตรียมแบคทีเรียในทุกการทดลองจะเพาะเช้ือ
จนถึงระยะกึ่งกลางของระยะเพิ่มจำนวนของแบคทีเรีย 
(mid-log phase) ที่เพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็วในอัตรา
คงที่ด้วยวิธีการเขย่าให้อากาศ เป็นเวลา 2 วัน ทำให้ได้
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื ้อผลกาแฟทั ้งหมด 15 การ
ทดลอง โดยวิธีพื้นที่ผิวตอบสนองแบบ Box-Behken 
(BBD) โดยกระบวนการหมักเพื่อให้ได้กรดอะซิติกที่ได้
จากเนื ้อผลกาแฟซึ ่งศึกษาภายใต้สภาวะที่มีอากาศ 
และบันทึกค่าปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดอะซิติก 

2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณกรดอะซิติกใน
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟเพื่อให้ได้กรดอะซิติก
สูงสุดนั้น ศึกษาด้วยวิธีพื้นที่ผิวตอบสนอง (response 
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surface methodology, RSM) วางแผนการทดลอง
ด้วยวิธี Box-Behken design (BBD) โดยปัจจัยที่ศึกษา
มีทั้งหมด 3 ปัจจัย ได้แก่ ร้อยละของแอลกอฮอล์ (X1) 
ร้อยละของกลูโคสที่ใช้ (X2) และร้อยละของ Aceto-
bacter pasteurianus TISTR 102 (X3) การทดลอง
จะตั้งค่ารหัสของระดับของปัจจัยที่ใช้ในการทดลอง
เป็น 3 ระดับ คือ ระดับต่ำ (-1) ระดับกลาง (0) และ
ระดับสูง (1) ดังแสดงในตารางที่ 1 และในการทดลอง
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ำส้มสายชูหมัก
จากเนื้อผลกาแฟนั้น ใช้โปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ 
กำหนดลำดับการทดลองและออกแบบการทดลองแบบ 
BBD ที่มี 3 ปัจจัย แต่ละปัจจัยมี 3 ระดับ และมีการ
ทำซ้ำท่ีจุดกึ่งกลาง 3 ครั้ง ดังนั้นจึงมีจำนวนการทดลอง
ทั้งหมด 15 การทดลอง 
 
ตารางที่ 1  ความสัมพันธ์ระหว่างค่าจริงและรหัสของ

ตัวแปร 
 

ปัจจัยท่ีต้องศึกษา 
ตัว
แปร 

ระดับ 
-1 0 1 

ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ (%) X1 6 8 10 
ปริมาณกลูโคส (%) X2 6 10 14 
ปริมาณแบคทีเรีย (%) X3 5 10 15 

 
2.5 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 

2.5.1 การหาปริมาณของแข็งที่ละลายน้ำ
ได้ 

วัดโดยใช้ hand refractometer (ยี่ห้อ 
Master ประเทศญี่ปุ่น) โดยหยดตัวอย่างไวน์ปริมาณ 2 
หยด ลงบนแผ่นปริซึม ปิดด้วยแผ่นกันแสงให้ไวน์อยู่ทั่ว
แผ่นปริซึม อ่านสเกลที่ได้ผ่านทาง eye-piece ในที่มี
แสง บันทึกค่าที่อ่านได้ ทำเช่นเดียวกันนี้กับไวน์จาก
เนื้อผลกาแฟจำนวน 3 ซ้ำ (โดยต้องทำความสะอาด
แผ่น 

แผ่นปริซึมให้สะอาดทุกครั้ง ก่อนวัดในครั้งถัดไป) 
2.5.2 การวัดค่า pH 

นำไวน์จากเนื ้อผลกาแฟปริมาณ 20 
มิลลิลิตร ไปวัดค่า pH ด้วยเครื ่อง pH meter (ยี่ห้อ 
Mettler Toledo FiveEasyTM Plus ร ุ ่ น  FEP2 0 
ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) แล้วอ่านค่าและบันทึกผล 
โดยทำเช่นเดียวกันนี้จำนวน 3 ซ้ำ 

2.5.3 การวัดปริมาณแอลกอฮอล์ 
ตรวจวัดโดยใช้เครื ่อง ebulliometer 

(Per Vinum J. Salleron Dujardin ประเทศฝรั่งเศส) 
โดยการวัดแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ วัดจุดเดือดของน้ำ
บริสุทธ์ิก่อน แล้วจึงหาจุดเดือดของไวน์ โดยการเติมน้ำ
กลั่นจนถึงขีด EAU และเทใส่ boiling chamber แล้ว
ใส่เทอร์โมมิเตอร์ให้ปลายอยู ่เหนือน้ำใน boiling 
chamber ต้มน้ำจนเดือดด้วยตะเกียงแอลกอฮอล์ เมื่อ
ถึงจุดเดือดที่อุณหภูมิคงที่ อ่านค่าและบันทึกอุณหภูมิ
จุดเดือดของน้ำกลั่นจากเทอร์โมมิเตอร์ แล้วนำค่าจุด
เดือดของน้ำบริสุทธ์ิที่ได้ไปตั้งค่าในแผ่นอ่านเปอร์เซ็นต์
แอลกอฮอล ์ (Dosage de I’Alcool dans les vins) 
โดยตั้งจุดเดือดของน้ำบริสุทธิ์ที่อ่านได้ (ดูสเกลด้านใน) 
ให้ตรงกับเลข 0.0 จากนั้นหาจุดเดือดของไวน์จากเนื้อ
ผลกาแฟ โดยการเติมไวน์ลงไปในหลอดแก้วของเครื่อง 
ebulliometer จนถ ึ งข ี ด  VIN แล ้ ว เทใส ่  boilling 
chamber ต่อมาเติมน้ำลงในส่วนควบแน่น แล้วใส่
เทอร ์โมม ิ เตอร ์ให ้ปลายอยู ่ เหน ือไวน์ใน boiling 
chamber ต ้มไวน ์ต ัวอย ่างจนเด ือดด ้วยตะเก ียง
แอลกอฮอล์ เมื่อถึงจุดเดือดที่อุณหภูมิคงที่ประมาณ 
20 วินาที อ่านจุดเดือดของไวน์และบันทึกผล อ่านและ
บันทึกผลเปอร์เซ็นต์แอลกอฮอล์ของไวน์ (ดูที ่สเกล
นอก) ที่อยู ่ตรงกันกับจุดเดือดของสารตัวอย่าง (ดูที่
สเกลใน) จากแผ่นอ่านเปอร์เซ็นต์แอลกอฮอล์ แล้ว
บันทึกผล โดยทุกครั้งที่เปลี่ยนตัวอย่างไวน์ต้องล้างทำ
ความสะอาด boiling chamber ทุกครั้ง และเปลี่ยนนำ้ 
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ในส่วนควบแน่นอยู่เสมอ  
2.5.4 การหาปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรด

ทาร์ทาริก 
โดยเติมน้ำกลั่น 20 มิลลิลิตร และไวน์ 

0.1 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู ่ หยดฟีนอฟทาลีน 
(phenolpthalein) 2 หยด เขย่าให้เข้ากัน แล้วนำไป 
ไตเตรทกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 0.1 N 
แล้วบันทึกปริมาตรของ NaOH ที่ใช้ ทำเช่นเดียวกันนี้
จำนวน 3 ซ้ำ จากนั้นนำค่าที่บันทึกได้ไปคำนวณหา
ปริมาณกรดทาร์ทาริกจากสมาการที่ 1 [8] 

เปอร์เซ็นต์กรดทาร์ทาริก = [ความเข้มข้นของ NaOH 
(0.1 N) × ปริมาตร NaOH ที่ใช้ (มิลลิลิตร) × 0.075 × 
100] ÷ ปริมาตรไวนจ์ากเนื้อผลกาแฟ (มิลลิลิตร)     (1) 

2.5.5 การหาปริมาณกรดทั ้งหมดในรูป
กรดอะซิติก 

โดยเติมน้ำกลั่น 20 มิลลิลิตร และน้ำ 
ส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟแห้ง 0.1 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพู่ หยดฟีนอฟทาลีน (phenolpthalein) 2 
หยด เขย่าให้เข้ากัน แล้วนำไปไตเตรทกับโซเดียม   
ไฮดรอกไซด ์ (NaOH) เข ้มข ้น 0.1  N แล ้วบ ันทึก
ปริมาตรของ NaOH ที่ใช้ ทำเช่นเดียวกันนี้จำนวน 3 
ซ้ำ จากนั ้นนำค่าที ่บ ันทึกได้ไปคำนวณหาปริมาณ
กรดอะซิติกจากสมการที่ 2 [8] 

เปอร์เซ็นต์กรดอะซิติก = [ความเข้มข้นของ NaOH 
(0.1 N) × ปริมาตร NaOH ที่ใช้ (มิลลิลิตร) × 0.064 × 
100] ÷ ปริมาตรไวนจ์ากเนื้อผลกาแฟ (มิลลิลิตร)     (2) 

2.5.6 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม 
(total phenolic compound) 

การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมด้วย
วิธ ี Folin-Ciocalteu reagent ดัดแปลงจากวิธ ีของ 
Kaisoon [10] โดยมีวิธีการทดสอบดังนี ้ เริ ่มจากนำ
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟปริมาตร 0.1 มิลลิลติร 
ใส่หลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 

(Na2CO3) ความเข้มข้นร้อยละ 2 (โดยมวลต่อปริมาตร) 
จำนวน 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติมสารละลาย 
Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ปิด
ปากหลอดด้วยกระดาษฟอยด์หรือถุงฟอยด์ ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที (ในที่มืด) แล้วนำไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื ่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์  
(S1200 Visible Diode Array Spectrophotometer, 
WPA Spectrawave, ประเทศอังกฤษ) ที ่ความยาว
คลื่น 750 นาโนเมตร คำนวณหาปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกรวมในสารสกัดโดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกรดแกลลิก (gallic acid) และรายงาน
ผลการทดลองเป็นมิลลิกรัมต่อกรัมกรดแกลลิก (mg/g 
Galic acid equivalent, GAE) 

2.5.7 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
(DPPH assay) 

วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ตามวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Shimada และ
คณะ [11] โดยปิเปตสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) เข้มข้น 0.1 mM ในเมทานอล 2.9 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เติมตัวอย่างส่วนใสลงไป 
0.1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ในเมทานอล 2.9 มิลลิลติร 
เขย่าให้เข้ากัน ด้วยเครื่องผสม ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 30 นาที (ในที่มืด) พร้อมกันนี้ทำตัวอย่าง
ควบค ุม (control) หร ือสารละลาย DPPH ที ่ ไม ่มี
ตัวอย่างสารสกัด วิเคราะห์ตามวิธีการเดียวกัน จากนั้น
นำตัวอย่างน้ำส้มสายชูหมักจากเนื ้อผลกาแฟและ
ตัวอย่างควบคุมมาทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 515 นาโนเมตร คำนวณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
เป็นร้อยละของการยับยั้ง (% inhibition) จากสมการ
ที่ 3 

( )
% 100

Acontrol Asample
Inhibition

Acontrol

−
=      (3) 
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2.5.8 การวัดค่าสี L*, a*, b* ด้วยเครื ่อง 
colorimeter 

ใช้เครื ่องวัดสี (ยี่ห้อ Hunter Lab รุ่น 
mini scan XE Plus ประ เทศสหร ั ฐอเมร ิ กา )  วั ด
คุณลักษณะด้านสีของน้ำส้มสายชูหมักจากเนื ้อผล
กาแฟ โดยค่า L* แสดงถึงค่าความสว่าง 0 ถึง 100 ค่า 
(+a*) แสดงถึงค่าสีแดง ค่า (-a*) แสดงถึงค่าสีเขียว ค่า 
(+b*) แสดงถึงค่าสีเหลือง และค่า (-b*) แสดงถึงค่าสี
น้ำเงิน 

2.6 การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติเพ่ือ
หาสภาวะที่เหมาะสม  

เมื ่อทดลองการหาสภาวะที ่เหมาะสมใน
การผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟทั้ง 15 การ
ทดลอง แล้วนำผลการทดลองที่ได้มาวิเคราะห์ความ
ถูกต้องของแบบจำลอง การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์
ของการตัดสินใจ (R-square) และการวิเคราะห์ความ
แปรปรวน (ANOVA) เพื ่อนำมาสร้างสมการทำนาย
ปริมาณกรดอะซิติกที่ได้ โดยนำค่าของปัจจัยที่ได้จาก
วิเคราะห์สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของปริมาณ
กรดอะซิติกมาเขียนในรูปของสมการ ดังสมการที่ 4  

𝑌  =   𝛽0 + 𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 + 𝛽3𝑋3 + 𝛽12𝑋1𝑋2 +
𝛽13𝑋1𝑋3 + 𝛽23𝑋2𝑋3 + 𝛽11𝑋1

2 + 𝛽22𝑋2
2 + 𝛽33𝑋3

2                                                                          
(4) 

เมื่อ Y คือ ผลการตอบสนอง ได้แก่ ปริมาณกรดอะซติิก
ที่ได้, 𝑋1, 𝑋2, 𝑋3  คือ ตัวแปรอิสระ หรือปจัจัยที่ศึกษา, 
𝛽0 คือ ค่าคงท่ีสมการ,  𝛽1 , 𝛽2, 𝛽3  คือ สัมประสิทธ์ิ
สมการเส้นตรง, 𝛽12, 𝛽13, 𝛽23 คือ สัมประสิทธิ์สมการ
ปฏิพัทธ์ และ 𝛽11, 𝛽22, 𝛽33 คือ สัมประสทิธ์ิสมการ
กำลังสอง 

เมื่อได้สมการทำนายปริมาณกรดอะซิติกที่
ได้จากการกระบวนการหมักเนื้อผลกาแฟแล้ว จึงนำมา
สร้างกราฟพ้ืนท่ีผิวตอบสนองของปริมาณกรดอะซิติกที่
ได้เทียบกับปัจจัยที่ใช้ในการทดลองทั้ง 3 ปัจจัย โดยใช้

โปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ เพื่อให้ได้
ปริมาณกรดอะซิติกที่มีค่าสูงสุดและอยู่ภายใต้ระดับ
ของค่าปัจจัยในการทดลอง จากนั้นหาความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระ (ร้อยละของการยับยั้ง) ของน้ำส้มสายชูหมักจาก
เนื้อผลกาแฟ 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 ผลของกระบวนการหม ักเพื ่อให ้ได้

แอลกอฮอล์ของไวน์จากเนื้อผลกาแฟ 
กระบวนการผลิตแอลกอฮอล์ของน้ำหมัก

จากเนื้อผลกาแฟเป็นวัตถุดิบตั้งต้นโดยใช้ยีสต์แห้ง 
[Saccharomyces cerevisiae (Lalvin EC-1 1 1 8 ) ] 
โดยน้ำหมักจากเนื้อผลกาแฟจะมีการปรับค่าของแข็งที่
ละลายได้ทั้งหมด 24 องศาบริกซ์ จากผลการทดลอง
พบว่าในระหว่างกระบวนการหมักมีการเปลี่ยนแปลง
ค่าทางเคมีอย่างมีนัยสำคัญ โดยเมื่อระยะเวลาการหมัก
เพิ่มขึ้น ปริมาณร้อยละของแอลกอฮอล์จะมีค่าเพิ่มขึ้น
อย่างรวดเร็ว จนระยะเวลาในการหมักผา่นไป 2 สัปดาห์ 
ปริมาณร้อยละของแอลกอฮอล์จะเริ่มคงที่ท่ีร้อยละ 13 
โดยปริมาตร แต่ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมดมี
การลดลงอย่างต่อเนื่อง จากเดิม 24 องศาบริกซ์ และ
เริ่มคงที่ลดจากเดิมเหลือเพียง 8 องศา บริกซ์ ที่ระยะ 
เวลาในการหมักผ่านไป 2 สัปดาห์ เนื่องจากยีสต์มีการ
เปลี ่ยนน้ำตาลในน้ำหมักจากเนื ้อผลกาแฟไปเป็น
แอลกอฮอล์ และมีค่าความเป็นกรด-ด่างอยู ่ในช่วง 
4.25-4.43 ซึ่งความเป็นกรดทำให้ยีสต์หยุดการเจริญ 
เติบโตได้ โดยปกติยีสต์จะเจริญเติบโตได้ดีที่ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง 5.5  

รูปที่ 1 แสดงผลของการกระบวนการหมัก
ด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (Lalvin EC-
1118) โดยใช้น้ำหมักจากเนื้อผลกาแฟเป็นวัตถุดิบเพื่อ
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ผลิตแอลกอฮอล์ ซึ่งแสดงปริมาณแอลกอฮอล์ (ร้อยละ) 
และปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด (องศาบริกซ์) 
ในระหว่างกระบวนการหมัก และรูปที่ 2 แสดงผลของ
กระบวนการหมักด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevi-

siae (Lalvin EC-1118) โดยใช้น้ำหมักจากเนื้อผลกาแฟ
เป็นวัตถุดิบเพื่อผลิตแอลกอฮอล์ ได้แสดงปริมาณกรด
กรด (ร้อยละ) และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ใน
ระหว่างกระบวนการหมัก ซึ่งไวน์จากเนื้อผลกาแฟที่ได ้

 

 
 

รูปที่ 1  กระบวนการหมักด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (Lalvin EC-1118) โดยใช้น้ำหมักจากเนื้อผล
กาแฟแห้งเป็นวัตถุดิบเพื่อผลิตแอลกอฮอล์ ซึ่งได้แสดงปริมาณแอลกอฮอล์ (ร้อยละ) และปริมาณของแข็งที่
ละลายได้ทั้งหมด (องศาบริกซ์) ในระหว่างกระบวนการหมัก 

 

 
 

รูปที่ 2  กระบวนการหมักด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (Lalvin EC-1118) โดยใช้น้ำหมักจากเนื้อผล
กาแฟแห้งเป็นวัตถุดิบเพื่อผลิตแอลกอฮอล์ ซึ่งได้แสดงปริมาณกรด (ร้อยละ) และค่าความเป็นกรด -ด่าง 
(pH) ในระหว่างกระบวนการหมัก
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มีความสอดคล้องกับมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชุนไวน์
ผลไม้ [11] ที่ระบุไว้ว่าไวน์ผลไม้ที่ทำจากการนำวัตถุดบิ
จำพวกผลไม้มาผ่านกรรมวิธีการผลิตไวน์ผลไม้ควรมี
ปร ิมาณแอลกอฮอล์ไม ่เก ิน 15 ด ีกร ี/ร ้อยละโดย
ปริมาตร 

3.2 ผลของการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมใน
การผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ 

การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ำส้ม 
สายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ มีปัจจัยที่ต้องการศึกษา 3 
ปัจจัย ได้แก่ ร้อยละของแอลกอฮอล์ ปริมาณกลูโคส 
และร้อยละของแบคทีเรีย A. pasteurianus TISTR 
102 จากผลการทดลองพบว่าปริมาณร้อยละของ

กรดอะซิติกที่ได้อยู ่ในช่วง 0.32-2.88 โดยสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ 
ได้แก่ แอลกอฮอล์ร้อยละ 8 (โดยปริมาตร) ปริมาณ
กลูโคสร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) และแบคทีเรียร้อยละ 
10 (โดยปริมาตร) ส่งผลให้น้ำส้ม สายชูหมักมีปริมาณ
กรดอะซิติกสูงที่สุด คือ ร้อยละ 2.88 ดังแสดงในตาราง
ที่ 2 

3.3 การสร้างสมการทำนายปริมาณกรด    
อะซิติกที่ได้จากกระบวนการผลิตน้ำส้มสายชูหมัก
จากเนื้อผลกาแฟ 

การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ของการตดัสิน 
ใจ (R-square, R2) มีค่า 0.8926 หมายความว่าตัวแปร

 
ตารางที่ 2  ผลของการออกแบบพื้นที่ผิวตอบสนองของปริมาณกรดอะซิติก โดยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ 

Box-Behken design (BBD) 
 

ลำดับ 
การทดลอง 

ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ 
(%) (X1) 

ปริมาณกลูโคส(%) 
(X2) 

ปริมาณแบคทีเรยี(%) 
(X3) 

ปริมาณกรดอะซิติก
(%) (Y) 

1 6 (-1) 6 (-1) 10 (0) 0.32 
2 10 (1) 6 (-1) 10 (0) 0.32 
3 6 (-1) 14 (1) 10 (0) 0.32 
4 10 (1) 14 (1) 10 (0) 2.56 

5 6 (-1) 10 (0) 5 (-1) 2.56 
6 10 (1) 10 (0) 5 (-1) 2.56 

7 6 (-1) 10 (0) 15 (1) 1.28 
8 10 (1) 10 (0) 15 (1) 2.56 

9 8 (0) 6 (-1) 5 (-1) 0.32 
10 8 (0) 14 (1) 5 (-1) 1.6 
11 8 (0) 6 (-1) 15 (1) 1.6 
12 8 (0) 14 (1) 15 (1) 2.56 

13 8 (0) 10 (0) 10 (0) 2.88 
14 8 (0) 10 (0) 10 (0) 2.88 
15 8 (0)  10 (0) 10 (0) 2.88 
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อิสระ (ร้อยละของแอลกอฮอล์ (X1) ร้อยละของกลูโคส 
(X2) และร ้อยละของแบคทีเร ีย A. pasteurianus 
TISTR 102 (X3) ปริมาณกรดอะซิติกที่ได้ (Y) ร้อยละ 
89.26 ซ ึ ่งค ่า R2 เป ็นค่าที ่ ใช ้เพ ื ่อพ ิจารณาความ
เหมาะสมของแบบจำลอง โดยแบบจำลองที่ดีควรมีค่า 
R2 เข้าใกล้ 1.0 การทดสอบความเหมาะสมของสมการ
ถดถอยพิจารณาจาก lack of fit ซึ ่งจากข้อมูลการ
ทดลองนี้มีค่า 0.55 พบว่าไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (p > 

0.05) แสดงว่าแบบจำลองที่ได้มีความเหมาะสมกับ
ข้อมูลการทดลองอย่างมีนัยสำคัญ สำหรับการวิเคราะห์
ความแปรปรวน (ANOVA) ของปริมาณกรด อะซิติกที่
ได้จากการผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟที่
ระดับนัยสำคัญทางสถิติ 0.05 ในตารางที่ 3 พบว่า    
p-value ในเทอมกำลังสองของ X2

2 มีค่า 0.0062 ซึ่งมี
ค่าน้อยกว่าค่านัยสำคัญทางสถิติที่กำหนด แสดงว่ามี
ส่วนโค้งเกิดขึ้นที่พ้ืนท่ีผิวตอบสนอง [12] 

การวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อสร้างสมการทาง
คณิตศาสตร์ พบว่าสมการพหุนามกำลังสองถูกเลือกมา
ใช้ในการทำนายหาสภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการ
ผลิตน้ำส้มสายชูหมักจากเนื ้อผลกาแฟ เพื ่อให้ได้
ปริมาณกรดอะซิติกสูงที่สุด ดังแสดงในสมการที่ 5 

Y = 2.88 + 0.44X1 + 0.56X2 + 0.12X3 + 0.56X1X2 
+ 0.32X1X3 - 0.080X2X3 - 0.64X1

2 - 1.36X2
2 + 

0.000X3
2

                                                            (5) 

3.4 การสร้างพื้นที่ผิวตอบสนองของปริมาณ
กรดอะซิติกจากกระบวนการผลิตน้ำส้มสายชูหมัก
จากเนื้อผลกาแฟ 

กราฟสามม ิต ิพ ื ้นท ี ่ผ ิวตอบสนองของ
ปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากกระบวนการผลิตน้ำส้ม 
สายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ ในรูปที่ 3ก ระหว่างค่า
ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์และร้อยละของกลูโคส 
โดยกำหนดให้ปริมาณแบคทีเรียคงที่    พบว่าเมื่อความ

 
ตารางที่ 3  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากกระบวนการผลิตน้ำส้มสายชูหมัก 
 

Source Sum of squares DF Mean square F-value Prob > F  
Model 13.83 9 1.54 4.62 0.0534 Not significant 

X1 1.55 1 1.55 4.65 0.0835  
X2 2.51 1 2.51 7.54 0.0405  
X3 0.12 1 0.12 0.35 0.5816  

X1X2 1.25 1 1.25 3.77 0.1099  
X1X3 0.41 1 0.41 1.23 0.3177  
X2X3 0.026 1 0.026 0.077 0.7926  
X1

2 1.51 1 1.51 4.54 0.0862  
X2

2 6.83 1 6.83 20.52 0.0062  
X3

2 0.000 1 0.000 0.000 1.0000  
Residual 1.66 5 0.33    

Lack of fit 1.66 3 0.55    
Pure error 0.000 2 0.000    
Cor total 15.50 14     

Std. Dev. = 0.58, mean = 1.81, R-squared (R2) = 0.8926, Adj R-squared (Adj R2) = 0.6993 
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เข้มข้นของแอลกอฮอล์และปริมาณกลูโคสเพิ่มขึ้น ทำ
ให้ปริมาณกรดอะซิติกจากการหมักมีปริมาณสูงขึ้น 
จนถึงจุด ๆ หนึ่ง แล้วค่อย ๆ ลดลงมา เมื ่อแสดงใน
ลักษณะของกราฟโครงร่างจะเห็นความ สัมพันธ์ของ
ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์และปริมาณกลูโคส ส่งผล
ต่อปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากการหมักมีลักษณะไม่
เป็นเส้นตรง ดังรูปที่ 3ข โดยที่เส้นโค้งตรงกลาง (แถบ
พื้นที่สีส้ม) แสดงถึงปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากการ
หมักสูงสุดมีค่าร้อยละ 2.59 โดยปริมาตร ส่วนเส้นโค้ง

ถัดออกมา (แถบพื ้นที ่ส ี เหลือง เขียว ฟ้า น้ำเงิน 
ตามลำดับ) จะแสดงถึงปริมาณกรดอะซิติกที่เริ่มลดลง 
คือ ร้อยละ 2.11, 1.63, 1.16 และ 0.68 โดยปริมาตร 
ตามลำดับ ซึ่งการลดลงของกรดอะซิติกอาจเกิดจาก
แบคทีเรียออกซิไดซ์เอทานอลให้เป็นกรดก่อน หลังจาก
นั ้นกลูโคสจึงถูกออกซิไดซ์ [14] และเมื ่อกลูโคสมี
ปริมาณสูงขึ ้นจะทำให้ค่า pH เพิ ่มขึ ้นด้วย จึงทำให้
แบคทีเรียไม่สามารถเจริญเติบโต เนื่องจากแบคทีเรียที่
ผลิตกรดอะซิติกจะเจริญได้ดีในช่วง pH 5-6.5 [15] 

 

  
(ก) (ข) 

 

รูปที่ 3  กราฟสามมิติพื้นที่ผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
แอลกอฮอล์และปริมาณกลูโคสที่ใช้ในการหมัก โดยกำหนดให้ปริมาณแบคทีเรียที่ใช้คงที่ต่อปริมาณกรดอะซิติก 
 

กราฟสามม ิต ิพ ื ้นท ี ่ผ ิวตอบสนองของ
ปร ิมาณกรดอะซ ิต ิกท ี ่ ได ้จากการบวนการผลิต
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟ ในรูปที่ 4ก ระหว่าง
ค่าความเข้มข้นของแอลกอฮอล์และปริมาณแบคทีเรีย 
โดยกำหนดให้ปริมาณกลูโคสคงที ่ พบว่าเมื ่อความ
เข้มข้นของแอลกอฮอล์และปริมาณแบคทีเรียเพิ่มขึ้น 
ทำให้ปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากการหมักมีปริมาณ
สูงขึ้น จนถึงจุด ๆ หนึ่ง แล้วค่อย ๆ ลดลงมา เมื่อแสดง
ในลักษณะของกราฟโครงร่าง จะเห็นความ สัมพันธ์
ของความเข้มข้นของแอลกอฮอล์และปริมาณแบคทีเรยี 
ส่งผลต่อปริมาณกรดอะซิติกจากการหมักมีลักษณะไม่
เป็นเส้นตรง ดังรูปที่ 4ข โดยที่เส้นโค้งตรงกลาง (แถบ

พื้นที่สีส้มเข้ม) แสดงถึงปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จาก
การหมักสูงสุดมีค่าร้อยละ 2.95 โดยปริมาตร ส่วนเส้น
โค้งถัดออกมา (แถบพื ้นที ่ส ีส ้ม เหลือง เขียว ฟ้า 
ตามลำดับ) จะแสดงถึงปริมาณกรดอะซิติกที่เริ่มลดลง 
คือ ร้อยละ 2.68, 2.41, 2.14 และ 1.87 โดยปริมาตร 
ตามลำดับ โดยการลดลงของกรดอะซิติกอาจเกิดจาก
แบคทีเร ียสามารถเปลี ่ยนแอลกอฮอล์ให้เป็นกรด      
อะซิติก ในสภาพที่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 15-34 องศา 
เซลเซียส และเมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้นจะทำให้
ปริมาณกรดซิติกลดลง ซึ่งเกิดจากการออกซิเดชันเกิน 
(over-oxidation) เป็นผลทำให้กรดอะซิติกเปลี่ยนเป็น
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน้ำ [16] 



ปีที่ 27 ฉบับที ่6 พฤศจิกายน - ธันวาคม 2562                                                            วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 1049 

กราฟสามม ิต ิพ ื ้นท ี ่ผ ิวตอบสนองของ
ปริมาณกรดอะซิติกจากการบวนการผลิตน้ำส้มสายชู
หมักจากเนื้อผลกาแฟ ในรูปที่ 5ก แสดงความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณกลูโคสและปริมาณแบคทีเรียที่ใช้ใน
การหมัก โดยกำหนดให้ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์
คงที่ พบว่าเมื่อปริมาณกลูโคสและปริมาณแบคทีเรีย
เพิ่มขึ้น ทำให้ปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากการหมักมี
ปริมาณสูงขึ้น จนถึงจุด ๆ หนึ่ง แล้วค่อย ๆ ลดลงมา 
เมื ่อแสดงในลักษณะของกราฟโครงร่างจะเห็นความ 

สัมพันธ์ของปริมาณกลูโคสและปริมาณแบคทีเรีย 
ส ่งผลต่อปร ิมาณกรดอะซิต ิกที ่ ได ้จากการหมักมี
ลักษณะไม่เป็นเส้นตรง ดังรูปที่ 5ข โดยที่เส้นโค้งตรง
กลาง (แถบพ้ืนท่ีสีส้ม) แสดงถึงปริมาณกรดอะซิติกที่ได้
จากการหมักสูงสุดมีค่าร้อยละ 2.66 โดยปริมาตร ส่วน
เส้นโค้งถัดออกมา (แถบพื้นที่สีเหลือง เขียว ฟ้า ตาม 
ลำดับ) แสดงถึงปริมาณกรดอะซิติกที่เริ ่มลดลง คือ 
ร ้อยละ 2.28, 1.90, 1.52 และ 1.14 โดยปร ิมาตร 
ตามลำดับ

 

  
(ก) (ข) 

 

รูปที่ 4  กราฟสามมิติพื้นที่ผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
แอลกอฮอล์และปริมาณแบคทีเรียที่ใช้ในการหมัก โดยกำหนดให้ปริมาณกลูโคสที่ใช้คงที่ต่อปริมาณกรด   
อะซิติก 

 

  
(ก) (ข) 

 

รูปที่ 5  กราฟสามมิติพื้นที่ผิวตอบสนอง (ก) และกราฟโครงร่าง (ข) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกลูโคสที่ใช้ 
และปริมาณแบคทีเรียที่ใช้ในการหมัก โดยกำหนดให้ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์คงที่ต่อปริมาณกรด      
อะซิติก 
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ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบปริมาณกรดอะซิติกที่ได้จากการทดลองและจากสมการทำนายสภาวะที่เหมาะสมของ
แบบจำลอง 

 

ที่มาของสภาวะ 
ที่เหมาะสม 

ความเข้มข้นของแอลกอฮอล ์ ปริมาณน้ำตาลกลโูคส ปริมาณแบคทีเรยี ปริมาณกรดอะซิติก 
(%) : X1 (% w/v) : X2 (%) : X3 (%) : Y 

แบบจำลอง 8.21 11.93 10.30 2.91 
การคำนวณ 8 10 10 2.88 
การทดลองจริง 8 12 10 2.99±0.18 

ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซ้ำ ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

ตารางที่ 3 พบว่าผลการทำนายสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตกรดอะซิติกสูงสุดในระหว่าง
กระบวนการหมักน้ำส้มสายชูจากเนื้อผลกาแฟ จาก
ปัจจัยในการสกัดทั้ง 3 ปัจจัย ดังกล่าวข้างต้น พบว่า
สภาวะที ่เหมาะสมที ่ส ุดจากแบบจำลอง คือ ความ
เข้มข้นของแอลกอฮอล์ร ้อยละ 8.21 โดยปริมาตร 
ปริมาณกลูโคสร้อยละ 11.93 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร 
และปริมาณแบคทีเรียร้อยละ 10.30 โดยปริมาตร มีผล
ทำให้ปริมาณกรดอะซิติกสูงสุดอยู่ที่ร้อยละ 2.91 ซึ่งมี
ค่าใกล้เคียงกับสภาวะที่เหมาะสมจากการคำนวณและ
ค่าจากสภาวะการทดลองจริง  (ความเข้มข้นของ
แอลกอฮอล์ร้อยละ 8 โดยปริมาตร ปริมาณกลูโคส 
ร้อยละ 12 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร และปริมาณ
แบคทีเรียร้อยละ 10 โดยปริมาตร) ซึ่งมีปริมาณกรด  
อะซิติกที่ใกล้เคียงกัน คือ ร้อยละ 2.88 และ 2.99 
ตามลำดับ สอดคล้องกับ วราวุฒิ [4] ที่รายงานไว้ว่า
อิทธิพลความเข้มข้นของเอทานอลมีผลต่อการผลิต
กระบวนการผลิตกรด โดยส่วนใหญ่แล้วความเข้มข้น
ของเอทานอลจะอยู ่ในช่วงร ้อยละ 8 -12 และยัง
สอดคล้องกับ จุฑามณี [17] ที ่วิจัยเกี่ยวกับการผลิต
น ้ำส ้มสายช ูจากสาโท พบว ่าที่ความเข ้มข ้นของ
แอลกอฮอล์ร้อยละ 8 ให้ผลการผลิตกรดในปริมาณสูง
ที่สุด คือ ร้อยละ 0.70 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ซึ่งต่าง

จากงานวิจัยของ ชญาณ์พิสุทธิ์ และคณะ [18] ที่ผลิต
เครื ่องดื ่มน้ำส้มสายชูหมักเพื่อสุขภาพจากน้ำเชื ่อม
เปลือกสับปะรด โดยปรับความเข้มข้นของเอทานอล
เริ่มต้นเป็นร้อยละ 4 (ปริมาตร/ปริมาตร) ในขั้นตอน
กระบวนการหม ักเพ ื ่อให ้ได ้กรดอะซ ิต ิก  โดยใช้
แบคทีเรีย A. aceti TISTR 102 และ A. aceti TISTR 
103 ส่งผลให้มีปริมาณกรดอะซิติกสูงสุดอยู่ที่ร้อยละ 
3.8 และ 3.2 ตามลำด ับ และย ังม ีงานว ิจ ัยของ        
ประวีณา และคณะ [19] ที่พัฒนาผลิตภัณฑ์นํ ้าส้ม
สายชูหมักจากข้าวเหนียวดำกล้อง โดยใช้แบคทีเรีย A. 
aceti TISTR 354 ด้วยวิธีการเขย่าให้อากาศ เป็นเวลา 
3 วัน จะได้น้ำส้มสายชูหมักจากข้าวเหนียวดำที ่มี
ปร ิมาณกรดอะซิต ิกรร ้อยละ 5.48 นอกจากนี้ยัง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ zhao และคณะ [20] ที่ผลิต
น้ำส้มสายชูหมักจากพุทราจีน โดยใช้ปริมาณแบคทีเรีย 
A. aceti ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรด 
อะซิติกสูงสุดในระหว่างกระบวนการหมักน้ำส้มสายชู
จากเนื้อผลกาแฟที่ได้ จากสภาวะการทดลองจริงนี้มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมอยู่ที่ 229.40±0.882 
mgGAE/gDW  ซึ่งสอดคล้องกับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
(ค่าร้อยละของการยับยั ้งอนุมูลอิสระ DPPH) อยู ่ที่  
ร้อยละ 38.21±0.745 [21] นอกจากน้ียังสอดคล้องกับ
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งานวิจัยของ Liu และคณะ [3] ซึ่งรายงานว่าเนื้อผล
กาแฟ (coffee pulp) เป็นหนึ่งในแหล่งของสารต้าน
อนุมูลอิสระที่สำคัญ และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
ช ุต ิมณฑน์  และคณะ [2] ที่ศ ึกษาฤทธ ิ ์ การต ้าน
ออกซิเดชันในรูปของปริมาณโพลีฟีนอลทั้งหมด (total 
polyphenol content, TPC) ของผลกาแฟท ั ้ งผล 
พบว่าเมล็ดกาแฟ (1.42 %) มีค่า TPC ในรูปของกรด
แกล ิก (% gallic acid) ต ่อน ้ ำหน ักแห ้ งส ู งท ี ่สุด 
รองลงมา คือ เนื้อผลกาแฟที่ได้จากโรงงาน (1.22 %) 
ผลกาแฟ (1.18 %) และเนื ้อผลกาแฟสด (0.96 %) 
ตามลำดับ โดยเนื้อผลกาแฟที่ได้จากโรงงาน มีฤทธิ์การ
ต้านออกซิเดชันที่วิเคราะห์โดยวิธี DPPH (1,212,621 
ไมโครโมล โทรล็อก (trolox) ต่อ 100 กรัมน้ำหนัก
แห้ง) การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีและทางกายภาพของ
น้ำส้มสายชูหมักจากเนื้อผลกาแฟที่ได้พบว่ามีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) อยู่ที่ 3.40±0.02 ปริมาณของแข็ง
ที ่ละลายได้ทั ้งหมดอยู ่ท ี ่  4 องศาบร ิกซ์ ปร ิมาณ
แอลกอฮอล์อยู่ระหว่างร้อยละ 0.1-0.2 โดยปริมาตร 
ซึ่งสอดคล้องกับประกาศกระทรวงสาธารณะสุขฉบับท่ี 
204 เรื ่อง น้ำส้มสายชู โดยให้มีแอลกอฮอล์ตกค้าง 
(residual alcohol) ไม่เกินร้อยละ 0.5 [22] และมีค่า
สี ได้แก่ ค่าความสว่าง (L*) = 0.80±0.05 ค่าความเป็น
สีแดง (a*) = 0.68±0.02 และค่าความเป็นสีเหลือง 
(b*) = 0.50±0.05 โดยตัวอย่างน้ำส้มสายชูหมักจาก
เนื้อผลกาแฟที่ได้มีสีน้ำตาลดำ ซึ่งเป็นไปตามสีของ
วัตถุดิบที่นำมาใช้ในการวิจัย 
 

4. สรุป 
การวิเคราะห์หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต

กรดอะซิติกในระหว่างกระบวนการหมักน้ำส้มสายชู
จากเนื ้อผลกาแฟเพื ่อให้ปริมาณกรดอะซิติกสูงสุด 
พบว่าที่ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ร้อยละ 8 โดย
ปริมาตร ปริมาณกลูโคสร้อยละ 12 โดยน้ำหนักต่อ

ปร ิมาตร และปริมาณแบคทีเร ียร ้อยละ 10 โดย
ปริมาตร สามารถผลิตปริมาณกรดอะซิติกได้สูงสุด  
ร ้อยละ 2.99±0.18 ภายใต้สภาวะนี ้ม ีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิกรวม 229.40±0.882 mgGAE/gDW  ซึ่งมี
ค่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระร้อยละของการยับยั้งอนุมูล
อิสระ 38.21±0.745 และเมื่อตรวจสอบสมบัติทางเคมี
และทางกายภาพ พบว่ามีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
3.40±0.02 ปริมาณของแข็งที ่ละลายได้ทั ้งหมด 4 
องศาบริกซ์ ปริมาณแอลกอฮอล์อยู ่ระหว่างร้อยละ 
0.1-0.2 และมีค่าสี L*= 0.80±0.05, a*= 0.68±0.02 
และ b* = 0.50±0.05 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
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ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานท่ีในการศึกษาวิจัยในครั้งน้ี 
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