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บทคัดย่อ 
การศกึษาครัง้นีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาผลของการใช้คลืน่อลัตราโซนิคในระหวา่งกระบวนการหมกัชาด าคอมบชูา      

ที่มีต่อลกัษณะจลพลศาสตร์ของปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก ระยะเวลาการหมกั คณุภาพทางกายภาพและทาง
เคมี รวมถึงปริมาณยีสต์ที่ได้ อตัราส่วนที่เหมาะสมในการหมักชาคอมบูชาด้วยชาด าปริมาณ 1 ลิตร ได้จากชาด าสดัส่วน            
3 กรัมต่อลิตร น า้ตาล 10% (w/v) และหวัเชือ้สกูบี ้10% (v/v) ที่อุณหภูมิห้อง จะได้น า้ชาหมกัคอมบูชาที่ผลิตจากชาด าที่มี
รสชาติที่ดีเมื่อระยะเวลาหมัก 8-11 วัน โดยมีค่าพีเอชสดุท้ายเท่ากับ 3.300.303 และปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรด                
อะซิติกสงูถึง 4.250.110 กรัมต่อลิตร ผลของการใช้คลื่นอลัตราโซนิคที่มีต่อระยะเวลาการหมกั คุณภาพทางกายภาพและ      
ทางเคมีของชาหมกัคอมบูชา พบว่า เมื่อทรีทด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิคที่เวลานานขึน้จะช่วยลดระยะเวลาการหมกัชาคอมบูชาให้
สัน้ลงถึงร้อยละ 60 หรือใช้เวลาการหมกัเพียง 5 วนั เมื่อทรีทด้วยคลื่นอลัตราโซนิคแบบรอบสัน่-หยดุเป็นเวลา 30 นาทีต่อวนั 
โดยไม่ส่งผลต่อลกัษณะสีของน า้ชาคอมบูชา และสามารถอธิบายลกัษณะการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกรดทัง้หมดในรูป
กรดอะซิติกได้ด้วยสมการเอกซ์โพเนนเชียล 
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  ที่ค่า 2

R  ในช่วง 0.96 – 0.99 ทัง้นีคุ้ณสมบตัิต่าง ๆ ที่เกิดขึน้ใน
ระหว่างการหมักย่อมแตกต่างกันไปขึน้อยู่กับแหล่งที่มาของหัวเชือ้สกูบีแ้ละสภาพแวดล้อมที่เกิดขึน้ขณะท าการหมักชา             
คอมบชูา   
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Abstract 
This research aimed to study effects of ultrasonic waves on the fermentation process of black tea 

kombucha. Kinetics of TA during kombucha fermentation, fermentation time, physical and chemical properties of 
kombucha black tea and the number of yeasts were studied. It was found that the appropriate ratio for 1 Litre of 
kombucha fermentation at room temperature was 3 g/L of black tea, 10%(w/v) of sugar and 10%(v/v) of scoby. By 
using the appropriate ratio, the good taste kombucha black tea would obtained from 8 – 11 days of fermentation 
time with final pH 3.300.303 and total acid (in terms of acetic acid) of 4.250.110 g/L. In addition, the effect of 
ultrasonic waves on the fermentation time, the physical and chemical properties of kombucha tea showed that the 
longer the ultrasonic treatment, the shorter the fermentation time of kombucha tea without color changes of black 
tea kombucha. The shortest fermentation time occurred in the black tea kombucha fermentation with the 
ultrasonic treatment of US pulse-US pause 30 mins per day (60%). The kinetics of TA during the fermentation of 
black tea kombucha could be well explained by exponential equation; 
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   with 2

R  of 0.96 – 0.99. 
However, properties changes during fermentation depended on source of scoby and fermentation condition. 
 

Keywords :  kombucha ; black tea ; ultrasonic ; fermentation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding author. E-mail : yaidragon@mju.ac.th 

mailto:yaidragon@mju.ac.th


                           
                             วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 28 (ฉบบัที่ 1) มกราคม – เมษายน  พ.ศ. 2566 
                          BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 28 (No.1)  January – April   2023                                       บทความวิจยั 
 
 

 345 
 

บทน า 
ชาเป็นเคร่ืองดื่มชนิดหนึ่งที่นิยมบริโภคกนัทัว่โลก ตามบนัทึกทางประวตัิศาสตร์ชาวจีนได้ท าการปลกูและใช้ต้นชา              

มานานกว่า 3,000 ปี ชาได้รับการยอมรับอยา่งกว้างขวางว่าเป็นเคร่ืองดื่มประจ าวนัในประเทศจีนและในหลายประเทศ ตัง้แต่
สมยัโบราณชาถกูใช้เป็นผลิตภณัฑ์สขุภาพหรือยาเพื่อป้องกนัรักษาโรคต่าง ๆ (Yan et al., 2020) พฒันาการของอารยธรรม
และบทบาทของอาหารและการแพทย์พืน้บ้าน มกัจะพบวา่ มีการใช้อาหารและเคร่ืองดื่มหลายชนิดเพื่อให้เกิดผลดีต่อสขุภาพ 
ชามีคณุสมบตัิในการกระตุ้นและล้างพิษในการก าจดัแอลกอฮอล์และสารพิษเพื่อปรับปรุงการไหลเวียนของเลอืดและปัสสาวะ 
บรรเทาอาการปวดข้อและเพิ่มความต้านทานตอ่โรค (Dufresne & Farnworth, 2000) 

เคร่ืองดื่มชาที่เรียกว่า ชาคอมบูชา (Kombucha tea) คือ ชาที่ได้จากการหมักจากการใช้น า้ตาลและหัวเชือ้สกูบี ้
(SCOBY : Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) เป็นส่วนผสมในการหมัก หัวเชือ้สกูบี  ้คือ ฟิล์มชีวภาพที่ได้จาก
ความสมัพันธ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียและยีสต์หลายชนิดที่ก่อประโยชน์ ไม่เป็นอนัตรายต่อร่างกาย นอกจากนี ย้งัพบว่า               
ชาหมกัคอมบชูาเป็นเคร่ืองดื่มเพื่อสขุภาพและรักษาโรคตา่ง ๆ มากมาย เช่น การล้างสารพิษในตบั กระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัและ
ป้องกนัโรคมะเร็ง เป็นต้น ประโยชน์เหล่านีเ้ก่ียวข้องกบัฤทธ์ิต่อต้านอนมุูลอิสระของคอมบูชา โดยพบว่าในผลิตภณัฑ์หมกันี ้
ผลติโพลฟีินอล (Jafari et al., 2020) ซึง่เป็นสารท่ีมีสมบตัิในการตอ่ต้านอนมุลูอิสระและมีสว่นช่วยรักษาสมดลุในร่างกาย และ
ชะลอความเสือ่มของระบบประสาท หลอดเลอืดสมอง โรคหวัใจและหลอดเลอืดได้เป็นอยา่งดี 

คลืน่อลัตราโซนิค (Ultrasonic waves) คือ พลงังานท่ีเกิดจากคลืน่เสียงที่มีการสัน่ของคลืน่ประมาณ 20,000 ครัง้ต่อ
วินาทีหรือสงูกว่า (Mason, 1998) หรือหมายถึงคลื่นความดนั (Pressure waves) ที่มีความถ่ี (Frequency) สงูกว่าคลื่นเสียง
ปกติ (สงูกว่า 20,000 กิโลเฮิร์ตซ์, kHz) โดยทัว่ไปจะมีการใช้อลัตร้าโซนิคก าลงัสงูและความถ่ีต ่า หรือ High power and low 
frequencies หรือที่เรียกว่า พาวเวอร์อลัตร้าโซนิค (Power ultrasonic) ซึ่งมกัน ามาประยกุต์ใช้ในกระบวนการแปรรูปอาหาร 
(Mason, 1998) ในแง่ของกระบวนการหมกัได้มีการศกึษาการใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคในการเพิ่มอตัราการหมกั ลดระยะเวลาการ
หมกั อตัราการเจริญของเชือ้จลุนิทรีย์ในระหวา่งกระบวนการหมกั รวมถึงลกัษณะการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ แต่ยงัไมม่ีการ
น ามาประยกุต์ใช้ศกึษาในกระบวนการหมกัชาคอมบชูา (Al Daccache et al., 2020; Huezo et al., 2019; Ojha et al., 2017; 
Pawar & Rathod, 2020) 

ในการเพิ่มประสิทธิภาพของการหมกัชาคอมบูชานัน้ ปัจจยัหนึ่งที่มีความส าคญัต่อคณุภาพน า้ชาหมกัคอมบูชา คือ 
รสชาติ และปัจจยัที่สง่ผลต่อรสชาติของน า้ชาหมกัคอมบูชา คือ ค่าพีเอช (pH) จากงานวิจยัที่ผ่านมาพบวา่ ค่าพีเอชที่ยอมรับ
ได้ควรอยู่ในช่วง 2.50 – 3.50 (Liu et al., 1996; Gray, 2019) โดยสภาวะที่ค่าพีเอชต ่านี ้จะท าให้แบคทีเรียที่ท าให้สขุภาพดี 
เจริญได้ดี ท าลายแบคทีเรียที่เป็นอนัตราย และท าให้สกูบีม้ีชีวิตอยู่ได้ ท าให้เราได้รับสารอาหารโปรไบโอติกส์ทัง้หมดโดยไม่มี
อนัตรายใด ๆ แต่ทัง้นีไ้ม่ควรให้สภาวะการหมกัมีค่าพีเอชต ่ากว่า 2.50 เพราะสภาวะที่เป็นกรดอาจท าลายสขุภาพได้ รวมถึง
หากระดบัพีเอชที่สงูขึน้อาจกลายเป็นแหลง่เพาะพนัธุ์ส าหรับการเจริญเติบโตของจลุนิทรีย์ที่ไม่ต้องการ นอกจากนี ้มีงานวิจยัที่
เคยศกึษาถึงระยะเวลาการหมกัชาคอมบชูาให้ได้รสชาติดี  โดยพิจารณาจากคา่พีเอชและปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะ
ซิติก แตก่ารใช้ร่วมกบัคลืน่อลัตร้าโซนิค ยงัถือว่าเป็นเร่ืองที่ยงัไมเ่คยมีการน ามาประยกุต์ใช้เพื่อพฒันากระบวนการผลติชาด า
คอมบูชา รวมถึงยงัขาดข้อมูลในการพยายามอธิบายกระบวนการหมกัชาด าคอมบูชาร่วมกับสมการทางคณิตศาสตร์เพื่อ
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ประยุกต์ใช้ในการออกแบบกระบวนการผลิตชาด าคอมบูชาให้มีประสิทธิภาพที่ดีที่สดุอีกด้วย  ดงันัน้ ผู้ วิจัยจึงสนใจศึกษา               
ผลของการใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคที่มีต่อจลพลศาสตร์การเกิดกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติก ระยะเวลาการหมกั รวมถึงคณุภาพ
ทางกายภาพและทางเคมี เพื่อให้ได้น า้ชาคอมบชูาที่มีคณุภาพและรสชาติที่ดีขึน้ เพื่อเป็นข้อมลูที่เป็นประโยชน์ในการออกแบบ
กระบวนการท าชาด าคอมบชูาให้มีประสทิธิภาพมากยิ่งขึน้ในอนาคตตอ่ไป 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. กระบวนการเตรียมชาด าหมกัคอมบูชา 

ชาด าหมักคอมบูชาปริมาตร 1 ลิตร เตรียมจากชาด ายี่ห้อ มายช้อยส์ (Central Food Retail Co., Ltd., ต าบลท่า
ศาลา อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่) ปริมาณ 3 กรัม ตอ่การต้มในน า้ 100 องศาเซลเซียส ปริมาตร 1 ลิตร (Figure 1) โดยแช่
ชาในน า้เดือดนาน 5-10 นาที แล้วจึงกรองผ่านกระชอนที่มีผ้าขาวบางรองอีกชัน้ บรรจุน า้ชาลงในขวดแก้วที่ผ่านการฆ่าเชือ้
แล้ว (ขวดแก้วและอปุกรณ์ที่ใช้ในกระบวนการหมกัผ่านการต้มฆา่เชือ้ในน า้ร้อนท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที) 
จากนัน้ละลายน า้ตาลทรายขาวในน า้ชาร้อนปริมาณ 100 กรัม หรือร้อยละ 10 (w/v) คนจนน า้ตาลละลายจนหมด ทิง้ให้น า้ชา
เย็นตวัลงที่อณุหภมูิห้องจึงเติมหวัเชือ้ทางการค้า (SCOBY) ปริมาณร้อยละ 10 (w/v) พร้อมน า้หมกัเดิมผสมลงไปในปริมาณ 
150 กรัม ท าการปิดฝาขวดแก้วด้วยผ้าขาวบางสะอาด และรัดด้วยเชือกให้สนิท บม่ที่อณุหภมูิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) ใน
ที่มืดเป็นเวลา 21 วนั (Cvetkovic et al., 2008; Jayabalan et al., 2008; Sirisa-ard et al., 2015) 
 

 
Figure 1  Experimental set-up of control fermentation 

 
2. การศึกษาผลของการใช้คลืน่อลัตร้าโซนิค 
 บ่มตวัอย่างชาด าหมกัคอมบูชาตามขัน้ตอนการเตรียมชาด าหมกัคอมบูชาข้างต้น แยกเป็น 2 สภาวะ คือ สภาวะ
ควบคมุโดยบม่ที่อณุหภมูิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) และสภาวะทรีทด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิค 

การทรีทด้วยอลัตร้าโซนิค ด้วยเคร่ือง Ultrasonic cleaner รุ่นJP-040S โดยวางขวดตวัอยา่งลงในเคร่ืองอลัตร้าโซนิค 
ท าการทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคแบบรอบสัน่-หยดุ ที่ความถ่ี 40 kHz แบ่งรอบการทรีทด้วยระบบ US pulse-US pause หรือ

Black tea 
     1 L 

SCOBY 150 g 
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แบบสัน่-หยดุ เป็น 3 ระดบัเวลา คือ US pulse-US pause แบบตอ่เนื่องที่ 10, 20 และ 30 นาทีตอ่วนั โดยในรอบของการสัน่จะ
ใช้ระบบการสัน่เป็นเวลา 30 วินาที และหยุดสัน่เป็นเวลา 30 วินาที สลบักันต่อเนื่องจนครบตามรอบเวลาที่ก าหนดข้างต้น    
(Al Daccache et al., 2020) ดงัแสดง Table 1 และ Figure 2 ท าการหมกัชาและตัง้ชาทิง้ไว้ในสภาวะอณุหภมูิ 25-30 องศา
เซลเซียส และท าการวดัคา่องค์ประกอบทางเคมีและกายภาพทกุวนัเป็นเวลา 14 วนั 
 
Table 1  The designed ultrasonic treatment during fermentation of black tea kombucha 

Treat no. 
Total time of ultrasonic treatment per day 

(min) 

Period of US pulse 

(sec) 

Period of US pause 

(sec) 

1 10 30 30 

2 20 30 30 

3 30 30 30 

 

 
Figure 2  Schematic diagram of ultrasonic treatment with black tea kombucha 

 
3. การศึกษาจลพลศาสตร์ การวิเคราะห์และการเก็บข้อมูลดา้นคณุภาพ 

 ในการศึกษาครัง้นีต้ัวแปรที่ท าการศึกษา ได้แก่ ค่าพีเอช (pH) ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทัง้หมด (Brix)                   
คา่ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติก คา่ส ีและปริมาณเชือ้จลุนิทรีย์ โดยมีวิธีการทดสอบดงัตอ่ไปนี  ้

การวัดค่าพีเอช ได้จากการน าตัวอย่างปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไปวัดค่าพีเอช  ด้วยเคร่ือง pH Meter HANNA 

HI98103 แบบปากกา สอบเทียบที่คา่ pH 4.0 และ 7.0 อา่นคา่และบนัทกึผลจ านวน 3 ซ า้ 

การวดัค่าปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทัง้หมด (Total Soluble Solid, TSS) วดัออกมาในหน่วยองศาบริกซ์ (Brix)  
ด้วยเคร่ือง Hand-Held Refractometer ATAGO N-1a อ่านค่าจากสเกลบริเวณรอยตอ่ของแถบทึบและแถบสวา่ง และบนัทึก
ผลจ านวน  3  ซ า้ 

ReVsense 
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การหาค่าปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก (Titratable Acidity: TA, g/L) ใช้การวิเคราะห์ปริมาณกรด
ทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกด้วยวิธีการไทเทรต ปิเปตตวัอย่างชาปริมาตร 10 มิลลิลติร ไทเทรตด้วยสารละลาย NaOH ความ
เข้มข้น 0.1 M และใช้ฟีนอล์ฟทาลีน (Phenolphthalein) 1% เป็นอินดิเคเตอร์ จนสารละลายมีสีชมพู (End point) น าค่า
ปริมาณสารละลาย NaOH ที่ใช้ไปค านวณหาคา่ดงัสมการท่ี 1 
 

  1

2

N x V x M Wg
T A

L V
    (1) 

 
โดยที ่ N  = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน NaOH  m ol L  

1
V  = ปริมาตร  m l ของสารละลายมาตรฐาน NaOH ทีใ่ช้ในการไทเทรต 

M W  = น า้หนกัโมเลกลุของกรดอะซิติก  g m o l  (คา่เทา่กบั 60.05) 

2
V  = ปริมาตรตวัอยา่งน า้ชาหมกัคอมบชูา  m l  

 
ความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกกบัระยะเวลาการหมกั ถูกน ามาใช้เปรียบเทียบแล้วหา

สมการทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสมในรูปเอกซ์โพเนนเชียล โดยน าผลการทดลองมาวิ เคราะห์ด้วยเทคนิคสมการถดถอยแบบ        
ไมเ่ป็นเชิงเส้น (Nonlinear regression analysis) เพื่อหาสมการท่ีเหมาะสมโดยพิจารณาจากคา่สมัประสทิธ์ิแสดงการตดัสนิใจ 
(Coefficient of determination, 2

R ) สงูที่สดุ 
การทดสอบค่าสี โดยน าตัวอย่างน า้ชาปริมาณ 20 มิลลิลิตร ท าการวัดค่าสีด้วยเคร่ืองวัดสี (Color meter) รุ่น 

HunterLab MiniScan XE Plus 45/0 -s (ประเทศสหรัฐอเมริกา)  โดยใช้หลักการอ่านค่าสีตามระบบ CIE (L* a* b*)               
โดยรายงานคา่เป็น L* (คา่ความสวา่ง) โดยมีคา่ตัง้แต ่0 ถึง 100 (+a*) แสดงถึงคา่ความเป็นสแีดง (-a*) แสดงถึงคา่ความเป็น
สเีขียว (+b*) แสดงถึงคา่สเีหลอืง (-b*) แสดงถึงคา่สนี า้เงิน (Suriwong et al., 2020) 

การตรวจนบัปริมาณยีสต์ โดยใช้เทคนิค Spread Plate บนอาหาร Yeast Extract Peptone Dextrose agar (YEPD 
agar) บม่ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ตรวจนบัโคโลนี และรายงานเป็นคา่ log CFU/ml 

 
4. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ออกแบบการทดลองแบบ Full Factorial Design แสดงข้อมูลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(mean±S.D.) จากการทดลองจ านวน 3 ซ า้ ท าการวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลด้วยวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และวิเคราะห์ความแตกต่างด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติที่
ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 ค่าความแปรปรวนสมการถดถอยหรือค่าสัมประสิทธ์ิแสดงการตัดสินใจ (Coefficient of 
determination, 2

R ) ใช้ค านวณเพื่อประเมินความถกูต้องของแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่ใช้ในการอธิบายการเปลีย่นแปลง
ของคา่ปริมาณกรดทัง้หมดในระหว่างกระบวนการหมกัชาด าคอมบชูา 
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ผลการวิจัย 
ผลการศึกษากระบวนการหมกัชาด าคอมบูชา 

เมื่อท าการหมกัชาด าคอมบชูาพบวา่ น า้ชาด าคอมบชูาจะมีความใสมากขึน้ มีตะกอนเพิ่มขึน้เลก็น้อยบริเวณก้นขวด 
เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิ่มขึน้ หวัเชือ้สกูบีท้ี่มีลกัษณะคล้ายวุ้นจะมีความหนาเพิ่มขึน้ เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิ่มขึน้ แผน่หวั
เชือ้สกบูีจ้ะสร้างแผน่วุ้นเพิ่มขึน้บริเวณผิวหน้าจนเมื่อระยะเวลาสิน้สดุการหมกั แผน่หวัเชือ้สกบูีเ้ดิมจะหลดุออกจากแผน่วุ้นหวั
เชือ้สกบูีท้ี่สร้างขึน้ใหม ่(Figure 3) 
 

 
Figure 3  1 L of black tea kombucha 

 
การเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชและปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกที่เกิดขึน้ระหว่างการหมักของชาด า               

(Figure 4) พบว่า การลดลงของค่าพีเอชและการเพิ่มขึน้ของความเป็นกรด มีจุดเปลี่ยนที่เห็นได้ชัดในช่ วง 9 วันแรก                   
ของการหมกั โดยในวนัแรกค่าพีเอชเร่ิมต้นของการหมักเท่ากับ 3.700.057 และเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงลดลงและเพิ่มขึน้            
อย่างไม่คงที่ในช่วง 6 วนัแรกของการหมกั เพราะในช่วงแรกยีสต์จะท าหน้าที่ในการเปลี่ยนน า้ตาลท าให้เกิดการผลิตก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และเอทานอลขึน้ เหตนุีจ้ึงท าให้ค่าพีเอชลดลง ปรากฏการณ์ต่อมาแบคทีเรียจะท าหน้าที่เปลี่ยน              
เอทานอลไปเป็นกรด ท าให้ค่าพีเอชเพิ่มสูงขึน้ แต่เมื่อเกิดกระบวนการหมักไปเร่ือย ๆ ค่าพีเอชกลบัลดลงอย่างต่อเนื่อง                
แบบขัน้บันได และลดลงไปถึงค่าต ่ากว่า 3.50 ในวันที่ 11 โดยมีค่าเท่ากับ 3.300.303 จนกระทั่งในวันที่สิน้สุดการหมัก               
ชาคอมบชูา พบว่า คา่พีเอชมีค่าเท่ากบั 3.100.159 ในขณะที่เมื่อพิจารณาจากปริมาณกรดทัง้หมด พบวา่ ในช่วง 6 วนัแรก
ของการหมกั ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกจะมีการลดลงและเพิ่มขึน้จากค่าเร่ิมต้น ที่มีค่าเท่ากบั 1.940.029  g/L 
จนกระทัง่วนัที่ 7 ของการหมกัที่แบคทีเรียมีการเปลีย่นเอทานอลเพื่อสร้างกรด ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกจะค่อย ๆ 
เพิ่มขึน้จาก 1.250.018  g/L (วนัท่ี 6) จนมีค่าถึงค่ามาตรฐานเท่ากบั 4 g/L ซึง่เป็นค่ามีรสชาติที่ดี (Cvetkovic et al., 2008) 
ในวนัที่ 11 คือ มีค่าเท่ากบั 4.250.110 g/L จนกระทัง่ในวนัที่สิน้สดุการหมกั พบว่า มีปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติก
มากถึง 8.550.250 g/L นอกจากนีพ้ิจารณาจากปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (Total Soluble Solid, TSS) หรือความหวาน              
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ที่เกิดขึน้ในชาด าหมกัคอมบชูา จะมีลกัษณะการเปลี่ยนแปลงแบบไม่คงที่ โดยในวนัที่ 1 มีคา่ TSS เทา่กบั 8.300.050Brix 
และมีแนวโน้มเพิ่มขึน้ในช่วงแรก จนถึงวนัท่ี 6 ของการหมกั คา่ TSS จะเร่ิมคงที่และเร่ิม ลดลงในวนัท่ี 12 จนกระทัง่มีค่า TSS 

สดุท้ายในวนัสิน้สดุการหมกัเทา่กบั 9.000.037Brix 
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Figure 4  Titratable Acidity (TA, g/L), pH value and Total Soluble Solid (TSS, Brix) 

                During fermentation of black tea kombucha, at room temperature (25-28C) 

 

ผลการใชค้ลืน่อลัตร้าโซนิคต่อจลพลศาสตร์ของปริมาณกรดทัง้หมด และระยะเวลาการหมกั 

จากการแบ่งตวัอย่างการทดลองเป็น 2 ชุดการทดลอง คือ ชาด าคอมบูชาที่หมกัในสภาวะปกติ (ชุดควบคุม) และ              
ชาด าคอมบชูาที่หมกัด้วยการใช้คลืน่อลัตร้าโซนิค ดงัแสดง Figure 5 
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                                     Figure 5  fermentation of black tea kombucha without ultrasonic (Control) (A)  
                                                     Ultrasonic treatment with fermentation of black tea kombucha (40 kHz) (B) 
 

จากผลการทดลองหมกัชาด าคอมบชูาที่สภาวะปกติ จะได้รสชาติและปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกได้ถึง
ค่าที่ก าหนด (4.00 g/L) ที่ระยะเวลาการหมักที่ 11 วนั ในการทดลองเพื่อศึกษาผลของการใช้คลื่นอัลตร้าโซนิค จึงศึกษา
ลกัษณะการหมักชาด าคอมบูชาที่ระยะเวลาทัง้สิน้ 14 วันหรือ 2 สัปดาห์ จาก Figure 6 พบว่า ลักษณะของปริมาณกรด
ทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกที่ผลติขึน้ในระหว่างการหมกัจะมีคา่ไปในทิศทางเดียวกนั คือ จะมีอตัราการผลิตกรดในช่วง 6 วนั
แรกเป็นไปอย่างช้าและคงที่ แต่จะเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็วตัง้แต่วนัที่ 7 เป็นต้นไป ดงันัน้ จึงเลือกใช้ภาพของฟังก์ชนัเอ็กซ์โพเนน
เชียลเป็นตวัแบบเชิงคณิตศาสตร์ในรูปสมการ 

0

k t
A A e


  โดยพิจารณาจากคา่ 2

R  ที่มีคา่อยูใ่นช่วง 0.96 – 0.99 (Table 2)                             
ซึง่ใกล้เคียงกบั 1 แสดงให้เห็นว่า ตวัแบบเชิงคณิตศาสตร์ที่น ามาใช้นัน้สามารถอธิบายความผนัแปรของค่าตวัแปรตอบสนอง             
ที่กระจายรอบค่าเฉลีย่ได้เป็นอย่างดีหรือใช้อธิบายลกัษณะการเพิ่มขึน้แบบคงตวัของปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก
ในระหวา่งกระบวนการหมกัชาด าคอมบชูาได้เป็นอยา่งดี แสดงดงั Figure 6 และ Table 2 
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Figure 6  Evoluation of TA (g/L) during 14-day fermentation period of black tea kombucha 
               (Exponential equation) comparing between with and without ultrasonic treament 

 
จาก Figure 6 จะเห็นได้ว่า ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก (TA) ที่ผลิตขึน้มีการเพิ่มขึน้มีค่าผนัแปรตาม

เวลาอยา่งตอ่เนื่องและรวดเร็ว เมื่อท าการทรีทด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิคแบบ US pulse-US pause เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาที
ตอ่วนั โดยปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกเพิ่มขึน้ถึงระดบัมาตรฐานที่อ้างอิงวา่มีรสชาติที่ดี (4.00 g/L)   (Cvetkovic 
et al., 2008)  ในวนัที่ 5 เมื่อทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคแบบ US pulse-US pause ที่เวลา 30 นาทีต่อวนั โดยมีปริมาณกรด
ทัง้หมดในรูปของกรดอะซิตกิมากที่สดุ (4.520.035 g/L) เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุที่มีปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก
เกิดขึน้เพียง 3.480.140 g/L นอกจากนี ้การหมักชาคอมบูชาที่ทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคแบบ US pulse-US pause เป็น
เวลา 10 และ 20 นาทีต่อวนั ให้ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกสงูถึงค่ามาตรฐานอ้างอิงในการหมกัวนัที่ 6 เท่ากับ 
4.520.144 และ 4.660.018 g/L ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักสภาวะปกติที่ต้องใช้เวลาในการหมกัถึง 8 วัน 
เพื่อให้ได้ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกเท่ากบั 4.690.661 g/L ซึง่ใช้เวลาในการหมกัสัน้ลงเมื่อเทียบกบัการหมกั
สภาวะปกติประมาณ 2-3 วนั โดยคิดเป็นร้อยละ 25 และ 60 ตามล าดบั และเมื่อเปรียบเทียบจากค่า k ที่บ่งบอกถึงอตัราการ
เกิดปฏิกิริยา พบวา่ ตวัอยา่งที่ผา่นการทรีทด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิคเป็นเวลา 30 นาทีต่อวนั สามารถลดระยะเวลาการหมกัชาด า
คอมบชูาได้สัน้ท่ีสดุ คิดเป็นร้อยละ 58.31 เมื่อเทียบกบัการหมกัในสภาวะปกติ (Table 2) 

จาก Table 2 ผลการศึกษาพบว่า ลกัษณะการเปลี่ยนแปลงค่าปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก (TA)            
ที่ผลิตได้ในระหว่างกระบวนการหมกัชาด าคอมบชูาทัง้แบบสภาวะควบคมุและสภาวะที่ทรีทด้วยคลื่นอลัตราโซนิค มีลกัษณะ
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เป็นเอกซ์โพเนนเชียลอยู่ในรูป k t

o
A A e


  ที่ค่า 2

R  เท่ากับ 0.96 – 0.99 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงเท่ากับ 1.0 แสดงให้เห็นว่า                
ตวัแบบคณิตศาสตร์ที่ได้มานัน้สามารถใช้อธิบายความผนัแปรของค่าตวัแปรตอบสนองที่กระจายรอบค่าเฉลี่ยได้เป็นอย่างดี 
จากสมการจะได้ว่า ค่า 

0
A  และค่า k เป็นค่าคงที่ หรือเรียกได้ว่า เป็นค่าคงที่อตัรา (Rate constant) ซึ่งเป็นค่าคงที่เฉพาะ

ปฏิกิริยาหนึ่ง ๆ หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Specific rate constant หากค่า k มาก จะแสดงถึงอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่เร็ว 
เช่นเดียวกับในการทดลองนีท้ี่ให้ค่าปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกที่เกิดขึน้เพิ่มขึน้ผนัแปรตามระยะเวลา   t                 
เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิ่มขึน้ ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกจะมีค่าเพิ่มขึน้จากค่าเร่ิมต้นทกุสภาวะการทดลอง 
เช่นเดียวกบัผลการวิจยัของ Torán-Pereg et al. (2021) โดยในขัน้ตอนเร่ิมต้นของการหมกัจะเห็นได้ว่าค่าความเข้มข้นของ
กรดต ่า หลงัจากนัน้ยีสต์จะท าการไฮโดรไลซ์ซูโครสเป็นกลูโคสและฟรุกโตส แบคทีเรียจึงสามารถน าสารเหล่านีเ้ป็นแหล่ง
สารอาหารในการผลิตกรดอินทรีย์เช่นกรดอะซิติก ท าให้ความเป็นกรดเพิ่มขึน้ จึงท าให้สอดคล้องกับผลลพัธ์ที่ได้ เนื่องจาก              
การเติบโตอย่างมีนยัส าคญั และเมื่อท าการทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิค จะเป็นการกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาการท างานของยีสต์
และแบคทีเรียเพิ่มขึน้ โดยสงัเกตได้จากตัง้แต่วันที่ 6 ถึงวันที่ 14 ด้วยเหตุผลดังกล่าวที่พบว่า ที่สภาวะการทรีทด้วยคลื่น                
อลัตร้าโซนิคเป็นช่วงตอ่เนือ่งนาน 30 นาทีตอ่วนั มีอตัราการเกิดปฏิกิริยาสงูที่สดุหรือท าให้คา่กรดเพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็วมากที่สดุ 
 

Table 2  Mathematical equation of evaluation of TA (g/L) and 2
R  during fermentation of black tea kombucha in 

                  each treatment 
 

Treatment Equation R-Squared 
Suitable 

fermentation 
time (day) 

Reduction of 
fermentation time 

comparing with control 
(%) 

Increasing of TA 
(g/L) comparing with 

control (%) 

Control 0 .1 3 2 4
1 .4 8 9 8

t
A e  0.96 8 - - 

US10 min 0 .1 2 8 4
1 .8 5 5 7

t
A e  0.99 6 25% 24.56% 

US 20 min 0 .1 4 2 2
2 .0 1 0 6

t
A e  0.96 6 25% 34.96% 

US 30 min 0 .1 2 6 2
2 .3 5 8 5

t
A e  0.98 5 60% 58.31% 

 
เช่นเดียวกบัการเปลี่ยนแปลงของคา่พีเอชเปรียบเทียบระหวา่งสภาวะควบคมุและสภาวะที่ทรีทด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิค 

(Figure 7) พบว่า การเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชที่เกิดขึน้ระหว่างการหมกัของชาด าโดยการใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคที่ระยะเวลา             
ต่าง ๆ ค่าพีเอชมีแนวโน้มลดลงอย่างต่อเนื่องในช่วงแรกของการหมกั (เร่ิมต้นมีค่าเท่ากบั 3.10 – 3.13) และจะลดลงต ่าสดุ
จนถึงค่าในช่วงเท่ากับ 2.50 – 2.60 โดยคล้ายกับงานวิจัยของ Ahmed et al. (2020) ได้รายงานว่า เมื่อการหมักด าเนิน             
ไปถึงช่วง 2.95 ถึง 2.50 เมื่อสิน้สดุการหมกั ค่าพีเอชบอกได้ว่ามีซูโครสซึ่งเผาผลาญเป็นกรดอินทรีย์โดยแบคทีเรียและยีสต์
น าไปสู่การเพิ่มความเป็นกรดของเคร่ืองดื่ม ระดับพีเอชจะลดลงตามการเพิ่มขึน้ของปริมาณกรดอินทรีย์ทัง้หมดในระหว่าง                
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การหมัก แต่รสชาติของชาด าคอมบูชาที่ให้การยอมรับหรือเป็นเกณฑ์มาตรฐานคือ ปริมาณกรดทัง้หมดควรมีค่าเท่ากับ               
4.00 g/L (Cvetkovic et al., 2008) (Figure 7 เส้นประสแีดง) การใช้ระยะเวลาการหมกัที่สัน้ท่ีสดุจึงเกิดขึน้ในสภาวะที่ใช้คลื่น
อลัตร้าโซนิคกระตุ้นในระหว่างกระบวนการหมกัเป็นเวลา 30 นาทีต่อวนั (Figure 7(D)) โดยใช้ระยะเวลาเพียง 5 วนัเป็นการ
สิน้สดุการหมกัชาด าคอมบูชาที่ได้ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกและพีเอชเป็นไปตามที่ต้องการ ซึ่งสามารถลด
ระยะเวลาการหมกัลงได้ถึงร้อยละ 58.31 
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Figure 7  Evaluation of pH value and Titratable Acidity (TA) during fermentation of black tea kombucha 

               comparing in each treatment at 14-day period  

               (A) Control (B) US 10 min (C) US 20 min (D) US 30 min 

 

ผลการใชค้ลืน่อลัตร้าโซนิคต่อคณุภาพทางกายภาพ และทางเคมีของชาด าคอมบูชา 

 ในการหมกัชาด าคอมบชูาที่ไมไ่ด้ใช้คลืน่อลัตร้าโซนิค พบวา่ ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทัง้หมด (TSS) หรือคา่ความ

หวานของชาคอมบชูามีค่าคอ่นข้างคงที่ เร่ิมต้นเท่ากบั 9.600.115Brix (Figure 8) และมีการเพิ่มขึน้และลดลงในช่วงวนัท่ี 4 

จนถึงวนัที่ 9 (มีค่าในช่วง 9.10 – 9.80Brix) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า มีการเปลี่ยนน า้ตาลซูโครสโดยจุลินทรีย์ นอกจากนี ้ค่า TSS              
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ที่เปลี่ยนแปลงนีส้อดคล้องกบังานวิจยัของ Malbaša et al. (2008) ซึ่งได้รายงานว่า มีการเปลี่ยนน า้ตาลซูโครสโดยจุลินทรีย์

อยา่งชดัเจนโดยเฉพาะตัง้แตว่นัที่ 3 ถึงวนัท่ี 10 ของกระบวนการหมกั จากนัน้จะเร่ิมช้าลงและเพิ่มขึน้อีก อาจเกิดจากการผลิต

สารประกอบอื่น ๆ จนกระทัง่สิน้สดุการหมกัพบว่า ชาคอมบูชาที่ผลิตจากชาด า มีค่า TSS เท่ากบั 9.200.025Brix แต่ทัง้นี ้

พบว่า แนวโน้มการเปลี่ยนแปลงของค่า TSS เมื่อใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคในระหว่างกระบวนการหมักชานัน้ มีแนวโน้มที่ลดลง

แตกตา่งจากสภาวะควบคมุ โดยจากคา่เร่ิมต้นเทา่กบั 9.600.000Brix และลดลงเร่ือย ๆ เมื่อเวลาการหมกัเพิ่มขึน้ จนสิน้สดุ

การหมกัในวนัที่ 14 พบว่า ค่า TSS สดุท้ายของชาด าคอมบชูาที่ใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคที่เวลา 10, 20 และ 30 นาทีต่อวนั มีค่า

เทา่กบั 8.200.096, 7.460.026  และ 7.800.018Brix ตามล าดบั จึงสามารถอธิบายได้ว่า เมื่อมีการใช้คลื่นอลัตร้าโซนิค

ไปกระตุ้นในระหวา่งกระบวนการหมกัชาคอมบชูานัน้ การสัน่จะช่วยเร่งปฏิกิริยาการใช้ซูโครสได้เพิ่มขึน้จนท าให้คา่ TSS ลดลง

อยา่งรวดเร็วและเหลอืปริมาณน า้ตาลน้อยลงเมื่อเปรียบเทียบกบัสภาวะการหมกัปกติ (Huezo et al., 2019) 
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   Figure 8  Evaluation of Total Soluble Solid (TSS, Brix) during 14-day fermentation period of 
                  black tea kombucha comparing in different treatment 
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Table 3  Average value of brightness (L*) in CIE (L*-a*-b*) at day 0 and day 14 during kombucha fermentation 

CIE 
(L*-a*-b*) 

L* a* b* 

0 Days 14 Days 0 Days 14 Days 0 Days 14 Days 

Control 2.60±0.812b 1.75±0.040a 0.08±0.227ab 0.02±0.394ab 1.12±0.367bc -0.28±0.909a 

US 10 min 2.46±0.199b 3.26±0.265c 0.003±0.300ab 0.17±0.258b 0.94±0.345bc 0.20±0.459ab 

US 20 min 2.28±0.227ab 3.84±0.131d -0.11±0.109ab -0.55±0.300a 1.16±0.492bc 1.38±0.797c 

US 30 min 2.43±0.127b 4.93±0.044e -0.42±0.272ab -0.22±0.587ab 1.24±0.471bc 0.22±0.263ab 

1)Values are mean ± SD; n=3 and different superscript within a column significantly different (p<0.05) 

 

จาก Table 3 พบวา่ คา่ความสว่าง (L*) ของน า้ชาหมกัคอมบชูาในทกุสภาวะ ณ วนัท่ี 0 และ 14 นัน้มีความแตกตา่ง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สีของน า้ชาเมื่อใช้คลื่นอัลตร้าโซนิคมีสีที่สว่างมากขึน้เมื่อเทียบกับก่อนการเร่ิมการ                
หมกัชา (วนัท่ี 0) ในทกุสภาวะ โดยในวนัเร่ิมต้นของการหมกั ค่า L* มีคา่อยู่ในช่วงเท่ากบั 2.280.227 ถึง 2.460.199 และมี
ค่าเพิ่มขึน้ในทุกสภาวะการใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคที่เวลา 10, 20 และ 30 นาทีต่อวนั เท่ากับ 3.26, 3.84 และ 4.93 ตามล าดับ 
ในขณะที่การหมกัชาด าคอมบชูาในสภาวะปกติมีค่าความสวา่งลดลงเมื่อเปรียบเทียบกบัวนัท่ีเร่ิมการหมกั โดยมีคา่ L* ลดลง
จาก 2.600.812 เหลือเท่ากบั 1.750.040 เหตุที่เป็นเช่นนีอ้าจเนื่องมาจากการทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคท าให้เกิดการสัน่           
ซึ่งการสัน่ของคลื่นอลัตร้าโซนิคจะท าให้ของเหลวขยายตวัและหดตวัอย่างต่อเนื่อง เมื่อของเหลวขยายตวัเกินความต้านทาน
แรงดงึฟองจะเกิดขึน้ซึ่งในท่ีสดุก็ระเบิดในกระบวนการคาวิเตชัน่ (Cavitation) และสร้างกระบวนการทางกายภาพและทางเคมี
ที่หลากหลาย (Bartkiene et al., 2018) เมื่อสงัเกตจากลกัษณะทางกายภาพพบว่า น า้ชาที่ทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคจะมี
ตะกอนของเนือ้ชาเกิดขึน้บริเวณก้นขวดมากกวา่ตวัอยา่งควบคมุ ท าให้คา่ความสวา่งของสนี า้ชาที่วดัได้มีคา่เพิ่มขึน้(Figure 9) 
 

 
Figure 9   The color of black tea kombucha in  (A) Control  (B) US 10 min  (C) US 20 min  (D) US 30 min 
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ปริมาณยีสต์เร่ิมต้นที่พบในน า้ชาด าคอมบูชาที่สภาวะปกติมีค่าเท่ากับ 2.8x104 CFU/ml เมื่อระยะเวลาการหมัก
เพิ่มขึน้ พบว่า ปริมาณยีสต์เพิ่มขึน้จนถึงวันที่ปริมาณกรดถึง 4.00 g/L พบว่า มีปริมาณยีสต์มากถึง 53.0x104 CFU/ml 
เช่นเดียวกับปริมาณยีสต์ที่ตรวจพบในน า้ชาด าคอมบูชาที่ทรีทด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิคมีการเพิ่มขึน้ในวันที่ปริมาณกรดถึง
มาตรฐานมากถงึ 40.3x104 CFU/ml แตส่าเหตทุี่ปริมาณยีสต์มีคา่ต ่ากวา่ที่พบในสภาวะปกติ เนื่องจากปริมาณยีสต์เร่ิมต้นของ
การหมกัด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิคมีคา่น้อยกวา่ (1.7x104  CFU/ml) การเพิ่มขึน้ของปริมาณยสีต์ในระหวา่งการหมกัชาด าคอมบชูา
นัน้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Pitt and Ross (2003) ที่รายงานว่า การใช้คลื่นอัลตร้าโซนิคจะช่วยเพิ่มอัตราการขนส่ง
ออกซิเจนและสารอาหารที่จ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรีย์และเพิ่มอตัราการขนส่งของเสียออกจากเซลล์                
ซึ่งช่วยให้อตัราการเติบโตของจุลินทรีย์เร็วขึน้ หรือมีการเจริญเติบโตของยีสต์เพิ่มขึน้จากวนัแรกจนถึงวนัที่ปริมาณกรดถึง              
4.00 g/L (Figure 10) 
 

 
              Figure 10  Evaluation of Yeast (CFUx104) during 14-day fermentation period of black tea kombucha 
                                Comparing control condition and US pulse-US pause (30 min per day) 

 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณยีสต์ลดลงเมื่อการหมกัสิน้สดุ อาจเนื่องมาจากในชานัน้มีโปรไบโอติกส์ แบคทีเรียและยีสต์ที่

เฉพาะเจาะจงในคอมบูชา เมื่อแต่ละส่วนเกิดปฏิกิริยากันขึน้จึงเกิดเป็นฟองและรสชาติในชาคอมบูชา (Jayabalan et al., 
2010) รวมถึงยงัมีกลา่วอีกว่า หากในกระบวนการใดที่มีการใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคในระดบัที่สงูขึน้ อาจสง่ผลให้เกิดการร่ัวไหล
ของสารภายในเซลล์ เนื่องจากการหยุดชะงักของเซลล์หรือการสลบักันของ lipid bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิด lipid 
peroxidation และน าไปสูก่ารตายของเซลล์ในท่ีสดุ จึงเป็นผลให้จ านวนยีสต์ในน า้หมกัที่ได้รับคลืน่อลัตร้าโซนิคมีปริมาณน้อย
กว่าตวัอย่างที่ไม่ผ่านการทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิค นอกจากนี ้May et al. (2019) รายงานถึงกระบวนการหมกัชาคอมบชูา              
ที่ใช้หวัเชือ้สกูบีแ้ละน า้ตาลเป็นสารตัง้ต้นในการหมกัชา ว่า การที่ยีสต์และแบคทีเรียท าปฏิกิริยากันท าให้เกิดเอทานอลและ

Day to 4 g/L 

Day 14 
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กรดอะซิติก ส่งผลท าให้ยีสต์และแบคทีเรียบางชนิดไม่สามารถทนอยู่ได้ เช่นเดียวกับการที่น า้ชาหมักมีความเป็นกรดสูง                
คา่พีเอชต ่า ก็อาจสง่ผลตอ่จลุนิทรีย์ที่อาศยัอยูใ่นน า้ชาหมกัคอมบชูาได้เช่นกนั  
 
วิจารณ์ผลการวิจัย  

ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกและค่าพีเอชเป็นตัวแปรทางสิ่งแวดล้อมที่ส าคัญที่สุดอย่างหนึ่งที่มีผลต่อ                 
การหมกัของคอมบูชาจึงส่งผลต่อกิจกรรมทางชีวภาพของเคร่ืองดื่มชาที่เกิดขึน้ นอกจากนีย้งัเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโต             
ของจุลินทรีย์และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารประกอบเคมีซึ่งอาจสง่ผลต่อฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (Soto et al., 2018)               
ในกระบวนการหมกัชาคอมบูชาเป็นกระบวนการหมกัแบบ 2 ขัน้ตอน คือ การเปลี่ยนน า้ตาลเป็นเอทานอล และการเปลี่ยน             
เอทานอลเป็นกรดน า้ส้มหรือกรดอะซิติก ดงัแสดงในสมการท่ี 2 และ 3 
 
               6 12 8 2 5 2

cos 2 2Yeast in ScobyC H O G lu e C H O H E thyl A lcoho l C O E nergy              (2) 
 
               2 5 2 3 2

C H O H E thyl A lcohol O C H C O O H A cetic acid H O E nerg y         (3) 
 

จากปรากฏการณ์การย่อยน า้ตาลให้ได้เอทานอล และเปลี่ยนรูป เป็นกรดอะซิติกนัน้ สามารถใช้อธิบายกับ
ปรากฏการณ์การเกิดกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติก คา่พีเอช และปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทัง้หมดในกระบวนการหมกัชาด า
คอมบูชาได้ นอกจากนีจ้ากผลการทดลองที่ให้ลกัษณะการลดลงของค่าพีเอชและเพิ่มขึน้ของปริมาณกรดเมื่อระยะเวลาการ
หมกัเพิ่มขึน้เป็นไปตามลกัษณะการหมกัชาในงานวิจยัของ Cvetkovic et al. (2008) โดยในช่วง 4 วนัแรกของการหมกัคา่พีเอช
จะลดลง   ซึง่เป็นผลจากการสงัเคราะห์กรดอะซติิกขัน้เร่ิมต้น หลงัจากนัน้จะมีการสร้างกรดเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เนื่อง จึงสง่ผลให้คา่
พีเอชลดลงอย่างเห็นได้ชัดในช่วงที่เกิดการหมกัในปริมาณที่มากพอแล้ว โดยการลดลงของค่าพีเอชนีม้ีความสอดคล้องกับ
งานวิจยัของ Jayabalan et al. (2007) ท่ีรายงานว่า ค่าพีเอชจะลดลงจาก 5.00 ถึง 3.00 ในช่วง 12 วนัแรกของการหมกัไม่ว่า
จะเป็นการหมกัชาคอมบชูาจากชาเขียว ชาด า และกากชา อยา่งไรก็ตามคา่พีเอชต ่าสดุที่ยอมรับได้ควรอยู่ในช่วง 2.50 – 3.50 
(Soto et al., 2018) รวมถึงเพื่อให้ได้เคร่ืองดื่มรสเปรีย้วและมีความกลมกลอ่ม การหมกัควรสิน้สดุลงเมื่อความเป็นกรดทัง้หมด
ถึงค่าที่เหมาะสม 4.00 g / L (Cvetkovic et al., 2008) จากการศึกษางานวิจัยครัง้นีท้ี่ท าการหมักชาคอมบูชาจากชาด าใน
ปริมาณทดสอบ 1 ลิตรในโถแก้วใช้ปริมาณชาด า 3 กรัมต่อลิตร และปริมาณน า้ตาล 10% (w/v) แล้วจึงเร่ิมการหมกัจากการ
เติมหวัเชือ้ SCOBY 10% (v/v) ที่สภาวะอุณหภมูิห้อง จะใช้ระยะเวลาการหมกัถึง 8-11 วนั กว่าที่ปริมาณกรดจะสงูถึง 4.00 
g/L ในขณะที่เมื่อท าการทรีทด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิคแบบสั่นหยุดหรือ Pulse-Pause เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาทีต่อวัน 
สามารถลดระยะเวลาการหมกัเพื่อให้ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติกถึงระดบัมาตรฐานได้ภายใน 5 – 6 วนั เหตุที่
เป็นเช่นนีเ้กิดจากการท่ีคลืน่อลัตร้าโซนิคได้สร้างแรงดนัสงูและต ่าสลบักนัท าให้เกิดการบีบอดั ความดนัท่ีลดลงอยา่งกะทนัหนั
จะท าให้เกิดโพรงสญุญากาศตามมาด้วยการกลบัสูค่วามดนัเดิมอยา่งรวดเร็ว ซึง่ท าให้โพรงยบุตวั เป็นการปลอ่ยพลงังานซึง่จะ
ถกูถ่ายโอนไปยงัตวักลาง สิ่งนีช้่วยกระตุ้นการถ่ายเทมวลสาร จึงเป็นการเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ สอดคล้องกบังานวิจัยของ 

Bacteria 

ใน Scoby 
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Ahmed et al. (2020) ทีร่ายงานวา่ เมื่อการหมกัด าเนินไปถึงช่วงของคา่พีเอช 2.95 ถึง 2.50 เมื่อสิน้สดุการหมกั คา่พีเอชที่เป็น
ตวับ่งบอกว่ามีซูโครสซึ่งเผาผลาญเป็นกรดอินทรีย์โดยแบคทีเรียและยีสต์น าไปสูก่ารเพิ่มความเป็นกรดของเคร่ืองดื่ม ระดับ              
พีเอชจะลดลงตามการเพิ่มขึน้ของปริมาณกรดอินทรีย์ทัง้หมดในระหว่างการหมกั สว่นปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติก             
มีค่าเพิ่มขึน้ตลอดระยะเวลาในการหมกั โดยมีค่าเร่ิมเร่ิมต้นเท่ากบั 1.94 g/L จนกระทัง่ค่าปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรด      
อะซิติกมีคา่เพิม่ขึน้เทา่กบั 11.32 g/L ในวนัท่ี 14 เป็นอนัสิน้สดุการหมกั 

นอกจากนี ้ทางผู้วิจยัจึงน าผลการทดลองไปเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Huezo, L. et al. (2019) ที่ได้ท าการทดลอง
หมกัสารละลายน า้ข้าวโพดด้วยน า้ตาลและท าการทรีทด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคแบบทางตรงและทางอ้อมในระหว่างกระบวน            
การหมกั พบวา่ การทรีทด้วยคลื่นอลัตราโซนิคทัง้แบบทางตรงและทางอ้อม มีผลท าให้ยีสต์ผลิตเอทานอลน้อยกว่าตวัอย่างที่
ไม่ให้อลัตร้าโซนิค รวมถึงในงานวิจัยของ (Al Daccache et al., 2020) ที่ได้ใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคแบบ US pulse-US pause 
พบว่า ปริมาณยีสต์และผลผลิตไบโอแมสมีปริมาณเพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญั ช่วยลดปริมาณเอทานอลในระหวา่งกระบวนการ
หมกัลงถึง 10 เทา่ จดัวา่การใช้คลืน่อลัตร้าโซนิคช่วยเพิ่มประสทิธิภาพการหมกัไซเดอร์จากผลแอปเปิล้ได้เป็นอยา่งดี 

จากผลการศึกษาสามารถน าสมการทางคณิตศาสตร์ในรูป 
0

k t
A A e


  มาใช้อธิบายลกัษณะการเกิดกรดทัง้หมด

ในรูปของกรดอะซิติกที่เกิดขึน้ผนัแปรตามเวลา  t  ในระหว่างกระบวนการหมกัชาด าคอมบูชาได้ทัง้สภาวะการหมกัปกติ   
และการหมกัที่ใช้คลืน่อลัตร้าโซนิคได้เป็นอยา่งดีและมีความเหมาะสม โดยพิจารณาจากคา่สมัประสิทธ์ิแสดงการตดัสนิใจหรือ 
Coefficient of determination,  

2
R  ที่มีค่าสงูและใกล้เคียงกบัค่า 1 โดยเมื่อกระตุ้นด้วยคลื่นอลัตร้าโซนิคในการหมกัชาด า

คอมบชูา จะช่วยให้ยีสต์และแบคทีเรียท าปฏิกิริยากบัหวัเชือ้สกูบีแ้ละน า้ตาลที่ใช้ในการหมกัได้ดียิ่งขึน้ สง่ผลให้ปริมาณกรด
เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว ท าให้สามารถใช้ระยะเวลาในการหมกัชาด าคอมบชูาได้สัน้ลง เช่นเดียวกบัผลการวิจยัของ Torán-Pereg 
et al. (2021)  ทัง้นีก้ารเปลีย่นแปลงขององค์ประกอบทางเคมีอาจเกิดจากปัจจยัภายนอก เช่น สภาพทางภมูิศาสตร์ ภมูิอากาศ 
รวมทัง้ขึน้อยู่กับชนิดของยีสต์ และแบคทีเรียที่ มีอยู่ในหัวเชือ้ (Chakravorty et al., 2016) เช่น สภาพอากาศที่ เกิดขึน้                 
ขณะท าการหมกัชาคอมบูชา หวัเชือ้มาจากแหลง่ที่แตกต่างกนั เป็นต้น สิ่งเหลา่นีล้้วนเป็นปัจจยัอย่างหนึ่งที่ท าให้การหมกัชา
คอมบูชาอาจได้ผลที่แตกต่างกันไปในแต่ละครัง้ รวมถึงการหมกัชาคอมบูชาเป็นการหมกัสองขัน้ตอน   ซึ่งยีสต์จะเปลี่ยน
น า้ตาลให้เป็นเอทานอล จากนัน้เอทานอลจะถกูออกซิไดซ์โดยแบคทีเรียที่สร้างกรดอะซิติกเพื่อผลติกรดอะซิติกในการหมกัครัง้
ที่สอง การพยายามศึกษาหากระบวนการหมกัชาด าคอมบชูาเพื่อให้ได้รสชาติ ส ีและกลิน่ ภายใต้ต้นทนุที่ต ่าเพื่อลดระยะเวลา
การหมกั การใช้สมการทางคณิตศาสตร์มาช่วยในการท านายและออกแบบกระบวนการจึงเป็นสิง่ที่ส าคญัในอนาคต 
 
สรุปผลการวิจัย 

กระบวนการหมกัชาด าคอมบชูาที่สภาวะปกติได้จากการใช้ชาด าในปริมาณ 3 กรัมตอ่ลิตร และปริมาณน า้ตาล 10% 
(w/v) ท าการเติมหวัเชือ้สกูบี ้10% (v/v) จากนัน้ท าการหมักที่อุณหภูมิห้อง ปริมาณยีสต์ที่พบในชาด ามีปริมาณสูงมากถึง 
10x106 CFU/ml ในการหมกั 7 วนัแรก และเมื่อสิน้สดุการหมกั ปริมาณยีสต์ในชาคอมบูชาที่ผลิตจากชาด า มีจ านวนลดลง
เท่ากบั 3.0x105 CFU/ml น า้ชาด าคอมบูชามีรสชาติและลกัษณะที่ดีที่เวลาการหมัก 8-11 วนั มีค่าพีเอชสดุท้ายเท่ากบั 3.30 
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และปริมาณกรดทัง้หมดในรูปของกรดอะซิติก (TA) สดุท้ายเท่ากับ 4.25 g/L มีค่าปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทัง้หมด (TSS) 

เทา่กบั 9.80Brix และมีรสชาติเปรีย้วอมหวาน ผลของการใช้คลืน่อลัตร้าโซนิคแบบ US pulse-US pause ในระหวา่งการหมกั
ที่เวลา 10 20 และ 30 นาทีตอ่วนั สง่ผลให้คา่ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกเพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็วได้คา่ที่เหมาะสมที่สดุได้
ในช่วงวนัที่ 6, 6 และ 5 ตามล าดบั ซึ่งค่าพีเอชอยู่ในช่วง 2.87 – 2.90 ปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดอะซิติกมีค่าสงูสดุเท่ากบั 

4.520.035 g/L และคา่ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทัง้หมด (TSS) เท่ากบั 7.800.018Brix เมื่อหมกัชาด าคอมบชูาด้วยกา
รทรีทด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิคแบบ US pulse-US pause เป็นเวลา 30 นาทีต่อวัน ค่าความสว่าง (L*) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ระยะเวลาในการหมกัในวนัท่ี 0 และ 14 เมื่อทรีทด้วยคลืน่อลัตร้าโซนิคน า้ชาจะมีความสวา่งมากขึน้ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) ปริมาณยีสต์ที่เกิดขึน้ทัง้ในชาด าคอมบชูาที่หมกัด้วยสภาวะปกติและสภาวะที่ใช้คลื่นอลัตร้าโซนิคมีแนวโน้มเป็นไป
ในทิศทางเดียวกนั ผลของการใช้คลืน่อลัตร้าโซนิคในระหวา่งกระบวนการหมกัสามารถลดระยะเวลาการหมกัลงเหลือเพียง 5 
วนั หรือเพิ่มประสทิธิภาพการหมกัได้ถึงร้อยละ 60 เมื่อใช้คลืน่อลัตร้าโซนิคกระตุ้นแบบ US pulse-US pause เป็นรอบเวลา 30 
นาทีต่อวนั โดยไม่มีผลต่อสีและรสชาติของน า้ชาด าคอมบูชาที่ได้ นอกจากนีจ้ลพลศาสตร์ของการผลิตกรดอะซิติกรูปแบบ
สมการเอกซ์โพเนนเชียลในรูป 

0

k t
A A e


  จากค่า R-Squared ที่สูงถึง 0.96 – 0.99 สามารถใช้เป็นแบบจ าลองทาง

คณิตศาสตร์ที่เหมาะสมในการอธิบายการเปลีย่นแปลงของกรดในระหว่างกระบวนการหมกัชาคอมบชูาด้วยชาด าซึ่งสามารถ
ใช้เพื่อพฒันากระบวนการผลติให้ดีขึน้ตอ่ไปได้ 
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