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ABSTRACT 
 Kombucha is a fermented tea that contains beneficial bacteria and yeast, which are good for health. 
This research aims to determine the biological properties that occur during the fermentation process of 
Kombucha from cocoa bean shell. The approach involves the experimental design and the development of a 
mathematical model employing Response Surface Methodology (RSM) with key factors: tea concentration (X1) 
ranging from 2% to 10%, starter liquid volume (X2) ranging from 5 ml to 15 ml, and sugar concentration (X3) 
ranging from 5% to 20%. The study also examines the fermentation duration and storage time in relation to 
the concentration of acetic acid bacteria and yeast. The results indicated that the most suitable condition were 
achieved with a 10% tea concentration, a starter liquid volume of 15 ml and a sugar concentration of 20%. A 
fermentation period of 7-10 days resulted in an acetic acid bacteria concentration was at 2.36x105 CFU/ml 
and the highest yeast concentration reaching 3.82x105 CFU/ml and a pH below 4 were suitable conditions for 
fermentation. Storing the Kombucha at room temperature and 4°C resulted in decreased concentration of acetic 
acid bacteria, yeast, and pH. 
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บทคดัย่อ 
 คอมบูชา เป็นชาหมกัที่มแีบคทเีรยีและยสีต์ชนิดดตี่อร่างกาย มปีระโยชน์ต่อระบบย่อยอาหาร งานวจิยันี้มี
วตัถุประสงคเ์พื่อการศกึษาคุณสมบตัทิางชวีภาพทีเ่กดิขึน้ในระหว่างกระบวนการหมกัคอมบูชาจากเปลอืกเมลด็โกโก้ 
ออกแบบการทดลองและสรา้งโมเดลทางคณิตศาสตร์ดว้ยวธิพีืน้ผวิตอบสนอง (RSM) ทีม่ปัีจจยัของความเขม้ขน้ของ
ชา (X1) 2-10% ปริมาณน ้าหวัเชื้อตัง้ต้น (X2) 5-15 มล. และความเข้มข้นของน ้าตาล (X3) 5-20oC รวมทัง้ศึกษา
ระยะเวลาการหมกัและการเก็บรกัษาต่อความเขม้ขน้ของเชื้อแบคทเีรยีอะซติิกและยสีต์ พบว่า สภาวะความเขม้ขน้
ของชา 10% ปรมิาณน ้าหวัเชื้อตัง้ต้น 15 มล. และความเขม้ขน้ของน ้าตาล 20% ระยะเวลาการหมกั 7-10 วนั มคีวาม
เหมาะสมท าให้ความเขม้ขน้ของแบคทเีรยีกรดอะซิติกสูงสุด เท่ากบั 2.36x105 CFU/ml และความเขม้ขน้สูงสุดของ
ยสีต์ เท่ากบั 3.82x105 CFU/ml โดยมค่ีา pH ต ่ากว่า 4 เป็นสภาวะทีเ่หมาะสมในการหมกั โดยการเกบ็รกัษาคอมบูชา
ในอุณหภูมหิอ้งและอุณหภูม ิ4oC สง่ผลใหค้วามเขม้ขน้ของแบคทเีรยีกรดอะซติกิ ยสีต ์และค่า pH ลดลง  
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ค าน า 
 ชาหมักหรือคอมบูชา (Kombucha) เป็น
เครื่องดื่มที่คนรูจ้กัคุ้นเคยมานาน ส่งผลดตี่อสุขภาพ
เนื่องจากประกอบด้วยเชื้อจุลินทรีย์และยีสต์ที่เป็น
ประโยชน์ต่อร่างกาย ทัง้ยังอุดมไปด้วยสารต้าน
อนุมูลอิสระที่ช่วยท าลายเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค คอม
บูชาเกดิจากการน าน ้าชา น ้าตาล จุลนิทรยี ์และยสีต์ 
ไปหมกัรวมกนัอย่างน้อย 1 สปัดาห์ จนออกมาเป็น
เครื่องดื่มที่มีฤทธิเ์ป็นกรด โดยมีส่วนผสมหลกัเป็น
กรดน ้ าส้มหรือกรดอะซิติก (acetic acid) รวมถึง
วติามนิบแีละสารต่างๆ มากมาย เมื่อดื่มชาชนิดนี้จะ
ให้ความรู้สกึซ่าและมีกลิน่แอลกอฮอล์เล็กน้อย โดย
ระหว่างกระบวนการหมกัคอมบูชา เชื้อแบคทเีรยีและ
ยีสต์จะมีการแบ่งตัวจนเห็นเป็นแผ่นฟิล์มลักษณะ
คล้ายกลุ่มเห็ดเคลือบอยู่บนผิวของเหลว เรียกกลุ่ม
แบคทเีรยีและยสีต์ที่มชีวีตินี้ว่า SCOBY ซึ่งสามารถ
น าไปใชเ้ป็นหวัเชื้อส าหรบัหมกัคอมบูชาครัง้ต่อไปได ้
(เอกชยั, 2558) 

กระบวนการหมักชาอาศัยจุลินทรีย์ในกลุ่ม
แบคทีเรียที่ผลิตกรดอะซิติกและกลุ่มยีสต์ซึ่ งที่
สามารถเปลี่ยนน ้ าตาลซูโครส (sucrose) ให้เป็น
น ้าตาลฟรุกโตส (fructose) และกลูโคส (gluclose) ใน
การผลิตเอทานอล แอลกอฮอล์ จะกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ผลิตกรดอะซิติก ซึ่ง
สามารถเปลีย่นกลูโคสให้เป็นกรดกลูโคนิค (gluconic 
acid) และเปลี่ยนฟรุกโตสให้ เป็นกรดอะซิติก 
ก่อใหเ้กดิจุลนิทรยีแ์ละยสีตส์ายพนัธุด์ปีรมิาณมากซึ่ง
ดตี่อระบบย่อยอาหารของร่างกาย โดยจะไปทดแทน
จุลนิทรยี์สายพนัธุ์ดใีนระบบย่อยอาหารที่สูญเสยีไป
จากหลายสาเหตุ เช่น การกินอาหารไม่สะอาดหรือ
การใชย้าบางชนิด ช่วยดท๊ีอกซ์ (detox) ก าจดัสารพษิ
ที่เป็นอันตรายต่อร่างกาย (Vīna et al. 2014) ช่วย
รกัษาและป้องกนัโรคทางเดนิอาหารบางชนิดได้ด้วย 
ไดแ้ก่ อาการทอ้งเสยีจากการตดิเชื้อหรอืทอ้งเสยีจาก
ยาปฏชิวีนะ ล าไสอ้กัเสบ และล าไสแ้ปรปรวน เป็นตน้ 

 

 เปลือกเมล็ดโกโก้  (Cacao bean shell) มี
จุลนิทรยีท์ีเ่กดิจากการหมกัเมลด็ ประกอบดว้ย ยสีต์
และแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียกลุ่มแลคติกที่พบใน
กระบวนการหมกัเมล็ด ได้แก่ กลุ่มแลคโตบาซิลลสั 
และแลคโตคอคคสั ส่วนยีสต์ เช่น Hanseniaspora 
guilliermondii และ  Pichia kudriavzevii (Ho et al. , 
2014)  และยังประกอบด้ วย สารส าคัญ  เช่ น  
สารประเภทพอลฟีินอล (polyphenols) หรอืสารกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) เช่น เควอซทินิ (quercetin) 
คาทีซิน (catechin) และอีพิคาทีซิน (epicatechin) 
เป็นตน้ (Poveda, 2020) ซึง่มปีระโยชน์ในการป้องกนั
โรคเรือ้รงัต่าง ๆ เช่น มะเรง็ เบาหวาน กลุ่มโรคหลอด
เลือดหวัใจ และมีฤทธิก์ระตุ้นการท างานของระบบ
ประสาทส่วนกลาง เป็นต้น ดงันัน้ เปลอืกเมล็ดโกโก้
แหง้จงึเป็นแหล่งของจุลนิทรยีธ์รรมชาตแิละสารออก
ฤทธิส์ าคญัทีส่ามารถน าไปหมกัเครื่องดื่มคอมบูชาได ้

วิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface 
Methodology, RSM) เป็นวิธีการทางวิทยาศาสตร์
และสถติทิีเ่ป็นประโยชน์ ในการสรา้งแบบจ าลองและ
วเิคราะห์ปัญหา ซึ่งแสดงผลตอบสนองต่อผลจากตวั
แปรต่าง ๆ โดยมวีตัถุประสงค์เพื่อหาจุด หรอืความ
เหมาะสมต่อผลนัน้ ท าให้ง่ายในการจดัการและการ 
อธิบายผลเมื่อเปรียบเทียบกบัวิธีการอื่น (Box and 
Behnken, 1960) 
 งานวิจัยนี้ มีว ัตถุประสงค์ ในการศึกษา
คุณสมบัติ ทา งชี วภาพที่ เ กิ ดขึ้ น ในระหว่ า ง
กระบวนการหมักคอมบูชา โดยการออกแบบการ
ทดลองด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนอง โดยศึกษาปัจจัย
ความเข้มข้นของชา ปริมาณน ้าหวัเชื้อตัง้ต้น และ
ปริมาณน ้ าตาล ระยะเวลาในการหมัก และ
กระบวนการเก็บรักษาคอมบูชา ที่ส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงความเขม้ขน้ของแบคทีเรยีกรดอะซิติก
และยีสต์ในชาหมักคอมบูชา ท าให้ได้สภาวะที่
เหมาะสมในการผสมสดัส่วนชา น ้าตาล และน ้าหวั
เชือ้จุลนิทรยี ์และระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการหมกัชา
หมกั 
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อปุกรณ์และวิธีการ 
การออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ทางสถิติ
ด้วยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
 ออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสม
ในการหมกัคอมบูชาจากเปลอืกเมลด็โกโก ้โดยใชก้าร
ทดลองแบบ  Central Composite Design (CCD) 
(Subseree, 2009) ซึ่งมตีวัแปรที่มอีทิธพิล จ านวน 3 
ตวัแปร ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของชาโกโก ้ (X1) ปรมิาณ

น ้าหวัเชื้อตัง้ต้น (X2) และความเข้มข้นของน ้าตาล 
(X3) (Table 1) ขอ้มูลจากการหมกัจะถูกวเิคราะห์โดย
วิธีพื้นผิวตอบสนองด้วยสมการพหุนามก าลังสอง 
(Second-Order Polynomial Equation) ซึ่งจะอธิบาย
ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าผลตอบสนอง (แบคทีเรีย
กรดอะซิติกและยสีต์) ที่ได้จากการท านายและค่าตวั
แปรอสิระของการสกดัโดยทีส่มการพหุนามก าลงัสอง 
ดงัสมการที ่(1) (Ziegel et al., 1997)

𝑌 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖 𝑋𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖 𝑋𝑖
2 +  ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑖 𝑋𝑖𝑋𝑗          (1) 

 𝑌  คือ ค่าท านายแบคทีเรียกรดอะซิติกและ
ยสีต ์
 𝛽0 คอื พารามเิตอรค่์าคงที ่(intercept) 
 𝛽𝑖 คือ ค่าสมัประสทิธิท์ี่เกี่ยวข้องกบัตัวแปร
อสิระ 𝑋𝑖 
 𝛽𝑖𝑗  คือ ค่าสมัประสทิธิท์ี่เกี่ยวข้องกับก าลัง
สองของตวัแปร 𝑋𝑖

2 

      𝛽𝑖𝑖 คือ ค่าสัมประสิทธิท์ี่ เกี่ยวข้องกับการมี
ปฏสิมัพนัธร์ะหว่างตวัแปร 𝑋𝑖𝑋𝑗 

โดยน าสภาวะที่เหมาะสมจากการท านาย 
สรา้งความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของชา (X1) 
ปรมิาณน ้าหวัเชื้อตัง้ต้น (X2) และความเขม้ขน้ของ
น ้าตาล (X3) ต่อความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรีย
กรดอะซติกิ (Y1) ดงัสมการที ่(2)

𝑌1 = 0.830 + 0.447𝑋2 + 0.387𝑋3 − 0.159𝑋1𝑋3 + 0.278𝑋1
2          (2) 

                           R2 = 0.9640 

สร้างความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้น
ของชา (X1) ปริมาณน ้ าหัวเชื้อตัง้ต้น (X2) และ

ความเขม้ขน้ของน ้าตาล (X3) ต่อความเขม้ขน้ของ
ยสีต ์(Y2) ดงัสมการที ่(3)

𝑌2 = 1.730 + 0.480𝑋1 + 0.296 + 0.524𝑋1𝑋2 + 0.259𝑋2𝑋3          (3) 
                         R2 = 0.9312 

Table 1 Factor and factor level of Central Composite Design 
Factor Level 

-1 0 1 
Tea concentration (%) 2 6 10 
Starter liquid (ml) 5 10 15 
Sugar concentration (%) 5 12.5 20 

การเตรียมคอมบูชา 
 เตรยีมคอมบูชา ทีค่วามเขม้ขน้ 2-10% โดย
ต้มเปลอืกเมล็ดโกโก้ในน ้าเดอืดเป็นเวลา 10 นาท ี
เตรยีมน ้าตาลความเขม้ขน้ 5-20% และน ้าหวัเชื้อ
ตัง้ตน้ ค่า pH 2.52 ท าการผสมสว่นประกอบต่าง ๆ 

ในสดัส่วนที่ก าหนดสิง่ทดลองตามที่ออกแบบจาก
โปรแกรม RSM จากนัน้ใส่แผ่นหัวเชื้อคอมบูชา 
(scoby) ปรมิาณรอ้ยละ 20 (v/v) ปิดฝาโหลดว้ยผา้
ขาวบางมัดด้วยเชือก บ่มที่ อุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลา 7 วนั  
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วิเคราะห์ความเข้มข้นของแบคทีเรียกรดอะ
ซิติกและยีสต์  
 วิเคราะห์ความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรีย
กรดอะซติกิ ยสีต์ และค่า pH จากตวัอย่างชาโกโก้
หมกัที่ระยะเวลาการหมกั 7, 10, 13 และ 16 วนั 
และการเกบ็รกัษาตวัอย่างคอมบูชาหลงัการหมกัที่
อุณหภูมหิอ้งและแช่เยน็ ระยะเวลา 3, 6 และ 9 วนั 
โดยวดัความเขม้ขน้ของแบคทเีรยีกรดอะซติกิและ
ยีสต์ใช้เทคนิค Spread Plate บนอาหาร Glucose 
yeast extract calcium carbonate agar  
(GYC agar, HiMedia Laboratories, India)  แ ล ะ
อ าหา ร  Yeast Extract Peptone Dextrose Agar 
( YEPD agar, HiMedia Laboratories, India) 
ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 24-48 
ชัว่โมง ตรวจนับจ านวนโคโลนี ด้วยวิธี Spread 

Plate เป็นการนับจ านวนเชื้อจุลนิทรยีท์ีม่ชีวีติ และ
มาค านวณรายงานเป็นค่า CFU/mL(นิสา และคณะ, 
2564) 

 ผลการทดลอง 
 จากการศึกษาสภาวะในการหมกัคอมบูชา
จากชาเปลือกเมล็ดโกโก้  ด้วยการศึกษาปัจจัย
ความเขม้ขน้ของชา (2-10%) ปรมิาณน ้าหวัเชื้อตัง้
ต้น (5-15 มล.) และความเข้มข้นของน ้ าตาล              
( 5- 20% )  ที่ ร ะ ย ะ เ ว ล า ห มั ก  7 วั น  พ บ ว่ า 
ความสมัพนัธข์องปรมิาณน ้าหวัเชือ้ตัง้ตน้ (X2) และ
ความเขม้ขน้ของน ้าตาล (X3) มผีลต่อความเขม้ขน้
ของแบคทเีรยีกรดอะซิติก ส่วนความสมัพนัธ์ของ
ความเข้มข้นของชา (X1) และความเข้มข้นของ
น ้ าตาล (X3) มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของยีสต์ 
แสดงดงั Table 2    

Table 2 The probability value obtained from response surface analysis 
Factor Acetic acid bacteria (CFU/ml) Yeast 

(CFU/ml) 
X1 - 0.0001 
X2 0.0001 - 
X3 0.0001 0.0030 

X1 X2 - 0.0001 
X1 X3 0.0266 0.0003 
X2 X3 - 0.0112 
X1

2 0.0250 - 
X2

2 - - 
X3

2 - - 
 

1. ความเข้มข้นของเช้ือแบคทีเรีย
กรดอะซิติก  

จากผลการทดลอง Figure 1 พบว่า สภาวะ
ทีเ่หมาะสม ของการหมกัชาทีท่ าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้
ของเชื้อแบคทีเรียกรดอะซิติกสูงสุด เ ท่ากับ 

2.36x105 CFU/ml คอื สภาวะความเขม้ขน้ของชา 
10% ปริมาณน ้าหวัเชื้อตัง้ต้น 15 มล. และความ
เขม้ขน้ของน ้าตาล 20% โดยความเขม้ขน้ของเชื้อ
แบคทเีรยีกรดอะซติิกจะเพิม่ขึน้ตามปรมิาณน ้าหวั
เชื้อตัง้ต้นและความเข้มข้นของน ้าตาลที่เติมใน
กระบวนการอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) 
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Figure 1 The relationship between tea concentration, starter liquid, and the concentration of sugar on  
             the amount of acetic acid bacteria 
 

2. ความเข้มข้นของยีสต ์ 
จาก Figure 2 พบว่า สภาวะที่เหมาะสม 

ของสภาวะการหมกัคอมบูชาจากชาเปลือกเมล็ด
โกโก้ทีท่ าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของยสีต์สูงสุด เท่ากบั 
3.82x105 CFU/ml คอื สภาวะความเขม้ขน้ของชา 

 
 
 
 

 
 

10% ปริมาณน ้าหวัเชื้อตัง้ต้น 15 มล. และความ
เขม้ขน้ของน ้าตาล 20% โดยความเขม้ขน้ของยสีต์
จะเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของชา และความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ
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Figure 2 The relationship between tea concentration, starter liquid, and the concentration of sugar on  
  the amount of yeast  
 

3. ค่า pH  
หลังการหมกัชาหมักเป็นระยะเวลา 7 วนั 

ผลของค่า pH พบว่า ค่า pH ของชาอยู่ในช่วง 2.54-
3.16 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
(p>0.05) ซึ่งมค่ีา pH เหมาะสมที่ไม่เสี่ยงต่อการเกิด
เชื้อราของชาหมกั (pH < 4) ซึ่งค่า pH ต ่า แสดงถึง
สภาวะความเป็นกรด ท าให้ เชื้อราไม่สามารถ
เจรญิเติบโตได้ บ่งบอกถึงการหมกัที่มปีระสทิธภิาพ 
ความเป็นกรดของชาหมกั ทีม่ ีpH 2-4 ช่วยเพิม่ความ
เป็นกรดในกระเพาะอาหาร ช่วยใหก้ารย่อยดขีึน้  

4. ผลของระยะเวลาการหมกั  
ที่ระยะเวลาการหมกั 7, 10, 13 และ 16 วนั 

ของชาหมกัคอมบูชาทีส่ภาวะความเขม้ขน้ของชา 6% 
ปรมิาณน ้าหวัเชือ้ตัง้ตน้ 10 มล. และความเขม้ขน้ของ
น ้าตาล 12.5%  มกีารเปลี่ยนแปลงความเขม้ข้นของ
เชื้อแบคทเีรยีกรดอะซิติก ยสีต์ และค่า pH แสดงดงั 
Figure 3 และ Figure 4 ตามล าดับ พบว่า ความ
เข้มข้นของแบคทีเรียอะซิติกจะมีค่าสูงสุด เท่ากับ 
1.30x105 CFU/ml ที่ระยะเวลาหมกั 10 วนั และมค่ีา
ลดลงที่ระยะเวลาหมัก 13 และ 16 วัน ส่วนความ 
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เขม้ขน้ของยีสต์มแีนวโน้มลดลงหลงัจากการหมกัที่
ระยะเวลา 7 วัน โดยมีค่าสูงสุด เท่ากับ 1.84x105 

CFU/ml และค่า pH ของชาหมักจะมีค่าลดลงตาม
ระยะเวลาการหมกัทีเ่พิม่ขึน้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 The concentration of acetic acid bacteria and yeast during fermentation at 7, 10, 13 and 16 days  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 The pH of kombucha during fermentation at 7, 10, 13 and 16 days

5. ผลของระยะเวลาการเกบ็รกัษา 
เปรียบเทียบการเก็บรักษาคอมบูชาที่

สภาวะความเขม้ขน้ของชา 6% ปรมิาณน ้าหวัเชื้อตัง้
ต้น 10 มล. และความเขม้ขน้ของน ้าตาล 12.5%ดว้ย
การเก็บที่อุณหภูมิห้องและอุณหภูมิ 4oC ต่อการ
เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรียกรด           
อะซิติก (Figure 5) ยีสต์  (Figure 6) และค่า pH 
(Figure 7) พบว่า ความเข้มข้นของแบคทีเรียกรด  
อะซติกิ ยสีต์ และค่า pH มค่ีาลดลงในช่วงระยะเวลา
การเก็บรกัษาที่อุณหภูมหิ้องและอุณหภูม ิ4oC โดย
ความเข้มข้นของแบคทีเรียอะซิติกมีค่าเพิ่มขึ้นใน

ระยะเวลาการเก็บรักษา 3 วัน และลดลงเหลือ 
0.01x105 CFU/ml ทีร่ะยะเวลาการเกบ็ 9 วนั ทัง้การ
เก็บ 2 สภาวะ เช่นเดยีวกบัความเขม้ขน้ของยีสต์ที่
ลดลงจาก 1.84x105 CFU/ml เหลือ 0.01x105 และ 
0.03x105 CFU/ml ที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง
และอุณหภูม ิ4oC ตามล าดบั และค่า pH ลดลงจาก 
2.82 เ ป็ น  2.76 แ ล ะ  2.48 ก า ร เก็ บ รั กษ าที่
อุณหภูมหิ้องและอุณหภูม ิ4oC ตามล าดบั โดยการ
เกบ็คอมบูชาทีอุ่ณหภูม ิ4oC จะมค่ีา pH ต ่ากว่าการ
เกบ็ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 
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Figure 5 The concentration of acetic acid bacteria during storage period at 3, 6 and 9 days 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6 The concentration of yeast during storage period at 3, 6 and 9 days 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7 The pH of Kombucha during storage period at 3, 6 and 9 days 
 

วิจารณ์ 
 กระบวนการหมกัคอมบูชาอาศยัเชื้อจุลนิทรยี์
ที่ท างานร่วมกนัในสองชนิดประกอบด้วยแบคทีเรยี
กรดอะซิติกและยีสต์  (Dufresne and Farnmorth, 

2000) ในช่วงระยะเริม่ต้นของกระบวนการหมกัยีสต์
จะท าหน้าที่ย่อยน ้าตาลซูโครสให้เป็นกลูโคส และ 
ฟรุกโตส (Balentine, 1997) และเปลี่ยนน ้ าตาล
โมเลกุลเดีย่วใหเ้ป็นแอลกอฮอล์และกรดอนิทรยี์ จงึมี
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ความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
กรดอะซิติก สภาวะการหมักที่มีความเข้มข้นของ
น ้ าตาลสู งจึงเป็นสภาวะที่ท าให้ เกิดยีสต์และ
แบคทีเรียกรดอะซิติกสูง เนื่องจากน ้าตาลซูโครส
จดัเป็นแหล่งคาร์บอนชัน้ดใีห้แก่จุลนิทรยี์แบคทีเรีย
กรดอะซิติก (Martin and Demain, 1980) ในระดับ
ความเขม้ขน้ 5–20% (Vīna et al., 2013) เช่นเดยีวกนั
กับการเติมน ้ าหัวเชื้อตัง้ต้นที่มีส่วนประกอบของ
กรดอะซิติกสูงมีความเป็นกรดที่มีผลต่อการเพิ่ม
ความเข้มข้นของแบคทีเรียกรดอะซิติกเช่นกัน ซึ่ง
เปลอืกเมลด็โกโก้มจีุลนิทรยีท์ีป่ระกอบดว้ย ยสีต์และ
แบคทีเรียที่ช่วยในกระบวนการหมกั  ความเข้มข้น
ของชาเปลือกเมล็ดโกโก้จึงมีผลต่อการเพิ่มความ
เขม้ขน้ของแบคทเีรยีกรดอะซติิกและยสีต์ และส่งผล
ใหม้ค่ีา pH ต ่า ในช่วง 2.54-3.16 
 ระยะเวลาการหมักชาคอมบูชาเป็นปัจจัยที่
ส าคัญในการหมักชา โดยความเข้มข้น ของ
แบคทีเรียอะซิติกจะมีค่าเพิ่มขึ้นสูงสุดที่ระยะเวลา
หมกั 10 วนั และมแีนวโน้มลดลง เช่นเดยีวกบัค่า pH 
ที่มีค่าลดลงจากการหมกั 10 วนั ส่วนความเข้มข้น
ของยีสต์มีแนวโน้มลดลงหลังจากการหมักวนัที่ 7 
เนื่องจากยสีต์มกีารถูกใชไ้ปย่อยน ้าตาลท าใหม้คีวาม
เขม้ขน้ลดลงเมื่อระยะเวลาการหมกัผ่านไป 7 วนั ดว้ย
การเกิดสภาวะที่มีแอลกอฮอล์ท าให้การเจริญของ
แบคทีเรียกรดอะซิติกสูงขึ้นในวนัที่ 10 และในช่วง
หลงัวนัที ่10 แบคทเีรยีกรดอะซติกิจะน าเอทานอลมา
ผลติกรดอะซิติกส่งผลให้ความเขม้ขน้ของแบคทเีรยี
กรดอะซติกิ ยสีต ์และค่า pH ลดลง เมื่อระยะเวลาการ
หมกัเพิม่ขึน้ ซึง่เกดิจากการสรา้งกรดอนิทรยีจ์ากการ
ใชก้ลูโคสของจุลนิทรยี ์(Haavik, 1974)  
 ในกระบวนการหมกัมค่ีา pH ต ่ากว่า 4 ทีช่่วย
ลดการปนเป้ือนจุลนิทรยีช์นิดอื่นระหว่างกระบวนการ
หมกั (สาวติร,ี 2549) การควบคุมระดบั pH ในระหว่าง
การหมกัคอมบูชาเป็นปัจจยัที่ส าคญั เนื่องจากหาก
ระดบัค่า pH เท่ากบั 4.2 ควรหยุดกระบวนการหมกั 
เนื่องจากการผลิตกรดอะซิติกมากเกินไปอาจท าให้
เกดิการต่อต้าน (Kovacevic et al., 2014) ซึ่งขัน้ตอน

ส าคญัของการผลติชาหมกั คอื การควบคุมกจิกรรม
การหมกั ซึ่งเกี่ยวข้องกับหลายปัจจัย ได้แก่ ชนิด 
ปรมิาณ รวมทัง้สดัส่วนของกล้าเชื้อจุลนิทรยี์ที่ใช้ใน
การหมกั และการเกบ็รกัษา (Watawana et al., 2015)  
 จากการทดลอง พบว่า การเก็บรกัษาชาหมกั 
มผีลต่อการลดลงของความเขม้ขน้ของเชื้อแบคทเีรีย
กรดอะซิติกและยสีต์ทัง้การเก็บในอุณหภูมิห้องและ
อุณหภูม ิ4oC ซึง่มคีวามเขม้ขน้ลดลงอย่างมากในการ
เก็บที่ระยะเวลา 9 วนั โดยการเก็บที่อุณหภูมิห้อง
ประมาณ 32oC อาจเป็นสภาวะที่ท าใช้เชื้อแบคทเีรยี
กรดอะซติกิและยสีต์ตายเนื่องจากความรอ้น อกีทัง้ใน
สภาวะทีม่คีวามเยน็และความชื้นต ่า จะลดการเตบิโต
ของเชื้อแบคทีเรียและยีสต์อย่างมีนัยส าคญัท าให้มี
ความเขม้ขน้ลดลงอย่างรวดเรว็  
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