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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการประยุกตใชสารสกัดหยาบ    เพคตินจากใบกรุงเขมา (Cissampelos 

pareira L.) ในการตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  เพ่ือผลิตกรดโพ

รพิโอนิก     โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลลและการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวาสภาวะท่ี

เหมาะสมตอการตรึงเซลล คือ ใชสายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.52 มิลลิเมตร โดยใชสารสกัดหยาบเพ

คตินจากใบกรุงเขมารอยละ 4 และใชเชื้อเริ่มตนปริมาณรอยละ 5 (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวา 

Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 20.5 กรัมตอลิตร ใน

ชั่วโมงท่ี 216 เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลอิสระซ่ึงสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 19.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 

216 เชนกัน และเม่ือศึกษาการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม พบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าได 5 รอบการ

หมัก 

 

 

ABSTRACT 

The research was performed the application of pectin crude extracts from Krung Kha 

Mao leaves (Cissampelos pareira L.) to immobilized cells of Propionibacterium 

acidipropionici ATCC 4965  for propionic acid production. Optimal conditions effecting to 

immobilization and propionic acid production were investigated. The results indicated that 

optimal conditions for immobilization were 4% pectin concentration, 1.52 mm inner 

diameter of silicone tube and 5% (v/v) inoculum for immobilization. The maximum 

concentrations of propionic acid was 20.5 g/l (216h), when produced by pectin crude 

extracts immobilized Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965. Whereas, the 

concentration of propionic acid  produced by free cell of Propionibacterium acidipropionici 

ATCC 4965 was 19.24 g/l (216h). The immobilization of pectin crude extracts immobilized 

Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  could be reuse up to 5 batch cycles. 
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บทนํา 

กรดโพรพิโอนิกเปนกรดอินทรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทราและไมเปนพิษตอ

รางกาย (Colomban และคณะ,1993) จึงนิยมใชเปนสารกันบูดในผลิตภัณฑตางๆ เชน ขนมปงและอาหาร

สัตว (Quesada-Chanto และคณะ,1994) โดยนิยมใชในรูปของเกลือแคลเซียม  เกลือโซเดียมและเกลือ

โพแทสเซียม (Yang และคณะ,1994) นอกจากนี้กรดโพรพิโอนิกยังใชเปนสวนผสมในยาควบคุมจังหวะการเตน

ของหัวใจ และเปนสารใหกลิ่นรส (Himmi และคณะ,2000) อีกท้ังยังใชในอุตสาหกรรมการทําพลาสติกในรูป

ของเซลลูโลส โพรพิโอเนต (Barbirato และคณะ,1997) ในประเทศไทย  พบวายังไมมีการผลิตกรดโพรพิโอนิก

ในเชิงพาณิชย  กรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตไดท้ังกระบวนการทางเคมี และกระบวนการทางชีวภาพ         

การผลิตเพ่ือการคานิยมผลิตโดยกระบวนการทางเคมี (Himmi และคณะ,2000) เนื่องจากไดผลผลิตสูงและ

รวดเร็ว  แตใชสารเริ่มตนท่ีเปนอันตรายและกอใหเกิดมลพิษตอสิ่งแวดลอม เชน Propionaldehyde,   

methyl propylketone ซ่ึงตองใชตนทุนสูงในการผลิตในชวงข้ันตอนการทําใหบริสุทธิ์  ดังนั้นจึงตองมี

การศึกษาเพ่ือปรับปรุงการผลิตกรดโพรพิโอนิก  โดยลดข้ันตอนการทําใหบริสุทธิ์และไมเปนพิษ (Paik และ

Glatz,1994)   

กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดวยวิธีการหมักทางชีวภาพ  นิยมใช เชื้อแบคทีเรียสกุล 

Propionibacterium sp. และการใชแบคทีเรียโพรพิโอนิกสามารถลดตนทุนการผลิตและผลิตภัณฑท่ีไดไมมี

ความเปนพิษ  ซ่ึงสามารถใชกับอุตสาหกรรมประเภทอาหารได (Colomban และคณะ,1993)ซ่ึงขอจํากัดใน

การผลิตกรดโพรพิโอนิกทางชีวภาพจะใชเวลาในการหมักนานและไดผลผลิตกรดในปริมาณนอย (Himmi และ

คณะ,2000) เชน การหมักแบบกะสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเพียงรอยละ 1-3 ซ่ึงใชเวลาในการหมัก 7-14 

วัน (Schuppert และคณะ,1992); (Jefferson และคณะ, 2008); (Zhang และYang ,2009)  ดังนั้นจึงไดมี

การคิดหาวิธีเพ่ือเพ่ิมผลผลิตดวยวิธีตางๆ เชน การตรึงเซลล (Sowannakham และYang ,2005); (Zhang 

และYang ,2009) การใชระบบการหมักแบบก่ึงกะ(Goswami และ Srivastava ,2000); (Zhang และYang 

,2009) การใชระบบการหมักแบบตอเนื่อง (Paik และ Glatz ,1994); (Kouya และคณะ,2008) และการ

คัดเลือกอาหารท่ีเหมาะสมกับการผลิตกรดโพรพิโอนิก (Jefferson และคณะ, 2008) 

การตรึงเซลลเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในระบบการหมักจากจุลินทรียมีการนําเซลลตรึงมาใชในกระบวน 

การผลิตกรดอินทรีย กรดอะมิโน เอนไซม และยาปฏิชีวนะ ซ่ึงพบวาการใชเซลลตรึงสามารถควบคุมกระบวน 

การหมักไดงาย และใหผลผลิตดีกวา รวมถึงมีความคงตัวมากกวาการใชเซลลอิสระ(Jianlong, 2000) สําหรับ

วัสดุท่ีนิยมนํามาใชในการตรึงเซลลสวนใหญไดแก แอลจิเนต คาราจีแนน เพคติน และวุน (Roy และคณะ, 

1987; Goksungur และคณะ, 2005) แตในงานวิจัยนี้เลือกใชวัสดุในการตรึงท่ีไดจากธรรมชาติ คือใบกรุงเขมา 

(Cissampelos pareira L.) ซ่ึงมีชื่อเรียกหลายชื่อ เชน ใบหมานอย หรือใบกรุงบาดาล เปนพืชท่ีอยูในวงศ 

Menispermaceae พบมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ไดมีการศึกษาพบวาใบกรุงเขมามี

เพคตินเปนสวนประกอบอยูประมาณรอยละ 25-40 (พิเชษฐ เทบํารุง, 2546) เพ่ือเปนการประหยัดคาใชจาย
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ในการผลิต และใชทรัพยากรทางธรรมชาติท่ีมีอยูใหคุมคา จึงมีความนาสนใจท่ีจะนําใบกรุงเขมามาสกัดเพ่ือนํา

เพคตินมาใชประโยชนเปนวัสดุในการตรึงเซลล 
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เนื้อเรื่อง 

1.1 คุณสมบัติของกรดโพรพิโอนิก         

กรดโพรพิโอนิกจัดเปนกรดอินทรียชนิดหนึ่ง  ไดจากการหมักสารประเภทคารโบไฮเดรตโดยแบคทีเรีย  

มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทรา  นอกจากนี้ยังพบกรดโพรพิโอนิกตามธรรมชาติ

ไดในกระเพาะของสัตวเค้ียวเอ้ือง ในเหง่ือของคนและในอาหารประเภทหมักดอง เปนตน กรดโพรพิโอนิก     

มีสูตรโมเลกุล คือ CH3CH2COOH สูตรโครงสรางแสดงดังรูปท่ี 1.1  คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของ

กรดโพรพิโอนิก  แสดงดังตารางท่ี 1.1 

  

รูปท่ี 1.1  สูตรโครงสรางโมเลกุลของกรดโพรพิโอนิก 

ท่ีมา : http://bmrb.wisc.edu/metabolomics/standards/propionic_acid/lit/3463.png                                                                  

สืบคนขอมูลวันท่ี 5 ตุลาคม 2553 

1.2 ความสําคัญของกรดโพรพิโอนิก         

กรดโพรพิโอนิกเปนกรดอินทรียท่ีไมแตกตัว  มีประโยชนในการทําลายจุลินทรียโดยไปละลายสาร

ภายในเยื่อหุมเซลล  ซ่ึงมีการตั้งสมมติฐานวา กรดโพรพิโอนิกสามารถทําลายจุลินทรียไดโดยไปรบกวนการซึม

ผานของเยื่อหุมเซลล  ทําใหเกิดการยับยั้งการขนสงอิเล็คตรอนภายในเซลล สงผลใหสภาพภายในเซลลมีความ

เปนกรดมากข้ึน ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญท่ีชวยในการยับยั้งการเจริญและทําใหจุลินทรียตายในท่ีสุด สําหรับพีเอชท่ี

เหมาะสมตอการทํางานของกรดโพรพิโอนิกท่ีทําใหมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด คือ 3.4 ถึง 4.5 โดยท่ีพีเอช 4 จะมี

โมเลกุลของกรดและเกลือท่ีไมแตกตัวอยูรอยละ 88 ในขณะท่ีพีเอช 6 จะมีโมเลกุลของกรดและเกลือท่ีไมแตก

ตัวอยูรอยละ 6.7 ซ่ึงกรดท่ีไมแตกตัวนี้ทําใหเกิดการยับยั้งการใชอาหารของจุลินทรีย อีกท้ังกรดโพรพิโอนิก  

จะมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียเพ่ิมมากข้ึนเม่ือมีแอนไอออนไปรบกวนการแตกตัวของกรด                     

กรดโพรพิโอนิกท่ีใชในอุตสาหกรรมอาหารจะอยูในรูปของเกลือ ไดแก เกลือโซเดียม แคลเซียม และ

โพแทสเซียม (ศิวาพร, 2546) สูตรโครงสรางโมเลกุลของโซเดียมโพรพิโอเนต แสดงดังรูปท่ี 1.2   

 

รูปท่ี 1.2  สูตรโครงสรางโมเลกุลของโซเดียมโพรพิโอเนต                                                  

 ท่ีมา : http://www.chemicalbook.com/CAS%5CGIF%5C137-40-6.gif                       

นน               สืบคนขอมูลวันท่ี 5 ตุลาคม 2553                            

http://www.chemicalbook.com/CAS%5CGIF%5C137-40-6.gif
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ตารางท่ี 1.1 แสดงคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของกรดโพรพิโอนิก 

คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพ กรดโพรพิโอนิก 

น้ําหนักโมเลกุล                 

Conversion factor                         

                                                      

จุดหลอมเหลว                                  

จุดเดือด                                           

ความหนาแนน                                

การละลายน้ํา                                     

คาพีเอช                                                    

การละลายในสารละลาย                    

ความดันบรรยากาศ                     

ความดันไอ                                          

อัตราการระเหย                                  

อุณหภูมิวิกฤติ                                      

คาความเปนกรด                                     

ความดันวิกฤติ                                      

ความคงตัว                                                     

การกัดกรอนเหล็ก                                

สภาวะท่ีควรหลีกเลี่ยง                           

วัตถุท่ีควรหลีกเลี่ยง 

74.08                                                                                                       

1 พีพีเอ็มเทากับ 3.02 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเมตร                                     

1 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเมตรเทากับ0.3พีพีเอ็ม ท่ี 25 องศา

เซลเซียส      

(-20) ถึง (-22) องศาเซลเซียส                                                           

141.1 องศาเซลเซียส                                                                         

0.992 – 0.994                                                                                

สามารถละลายน้ําได                                                                             

2.9                                                                                                 

สามารถละลายในเอทานอล ไดเอทิลอีเทอร และคลอโรฟอรม          

2.55                                                                                                     

0.32 ถึง 0.4 กิโลปาสคาล                                                                     

ไมระเหย                                                                                              

339 องศาเซลเซียส                                                                               

กรดออน pKa 4.87                                                                            

5370 กิโลปาสคาล                                                                                  

มีความคงตัว                                                                                

สามารถกัดกรอน เหล็กกลา นิกเกิล โครเมียม และตะก่ัว                  

อุณหภูมิเกิน 50 องศาเซลเซียส                                                           

สารออกซิไดซ กรดแก Reactive metal  Reducing  agent 

ท่ีมา : http://absoluteastronomy.com/encyclopedia/p/pr/propionic_acid.htm                                     

]]]]]]]             สืบคนขอมูลวันท่ี 5 ตุลาคม 2553 

กรดโพรพิโอนิกมีความปลอดภัยในการใชในอาหาร จึงไมไดกําหนดความเขมขนสูงสุดท่ีใชในอาหาร 

ยกเวนในอาหารบางประเภทซ่ึงกําหนดความเขมขนสูงสุดท่ีอนุญาตใหใช ดังนี้ ในผลิตภัณฑเนยแข็งใหใชไดใน

ปริมาณสูงสุดไมเกิน 3,000 มิลลิกรัมตอปริมาณอาหาร 1 กิโลกรัม (ศิวาพร,2546) สําหรับผลิตภัณฑประเภท

ขนมปง ใหใชไดในปริมาณสูงสุดไมเกิน 2,000 มิลลิกรัมตอปริมาณอาหาร 1 กิโลกรัม (ประกาศกระทรวง

สาธารณสุข พ.ศ. 2527 ฉบับท่ี 84 เรื่องวัตถุเจือปนในอาหาร) นอกจากนี้มีรายงานการใชกรดโพรพิโอนิกใน

การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ดังนี้ Vandegraft และคณะ (1975) รายงานการใชกรดโพรพิโอนิกความ
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เขมขนรอยละ 0.1 กับเมล็ดขาวโพดท่ีมีความชื้นรอยละ 28 พบวาตลอดการทดลอง 29 สัปดาห ไมพบการ

เจริญเติบโตของเชื้อรา Aspergillus  parasiticus กับ Aspergillus ochraceus และไมพบสารอะฟลาทอก-

ซิน B1 กับสารโอคราทอกซินเลย 

Buchanan และ Ayres (1976) รายงานวาการใชกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 0.1 กรัมตอ 100 ลิตร 

ของอาหารเหลวท่ีเลี้ยงเชื้อท่ีมีพีเอช 4.5 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. parasiticus และการ

สรางอะฟลาทอกซินไดบางสวน แตถาเพ่ิมเปน 0.2 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อรา และการสรางอะฟลาทอกซินได อยางสมบูรณในระยะเวลา 7 วัน    

Racker และคณะ (1992) รายงานวากรดโพรพิโอนิกรอยละ 0.5 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อราในขาวโพดท่ีมีความชื้นรอยละ 26.8 และ 29.6 ไดตลอดการทดลอง 42 สัปดาห   

Filya และคณะ1 (2004) รายงานวาการใชเชื้อ P. acidipropionici เพียงชนิดเดียวหรือผสมรวมกันกับ 

Lactobacillus plantarum ซ่ึงจะมีผลตอกระบวนการหมักและสภาวะการใหอากาศของขาวสาลี ขาวฟาง

และขาวโพด ซ่ึงเปนอาหารสัตวพบวาการใชเชื้อ P. acidipropionici เพียงชนิดเดียวจะมีการสรางกรด        

โพรพิโอนิกและกรดอะซิติกในระดับท่ีสูงกวาการใชเชื้อ L. plantarum เพียงชนิดเดียวและเชื้อผสมระหวาง  

P. acidipropionici กับ L. plantarum ซ่ึงจะเปนผลดีตอการยับยั้งกิจกรรมของยีสตท่ีมีตอขาวสาลี ขาวฟาง

และขาวโพดในอาหารสัตว  

1.3 กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก          

กรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตได 2 วิธี ดังนี้       

1.3.1 กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดวยวิธีการสังเคราะหทางเคมี ในปจจุบันการผลิตกรด    

โพรพิโอนิกในเชิงพาณิชยนิยมใชวิธารสังเคราะหทางเคมี  เนื่องจากใชเวลาในการผลิตสั้นและไดผลผลิตตาม

ตองการ โดยใชปฏิกิริยาการออกซิเดชันของโพรพิโอนอลดีไฮดท่ีอุณหภูมิ 40–50 องศาเซลเซียส   

ดังสมการท่ี 1 และ 2        

             CO       +       2H2     +  C2H2              CH3CH2CHO                  (1) 

คารบอนโมโนออกไซด   ไฮโดรเจน    เอทีรีน                     โพรพิโอนอลดีไฮด  

   CH3CH2CHO      +       1/2O2             CH3CH2COOH      

(2)      โพรพิโอนอลดีไฮด       1/2ออกซิเจน                กรดโพรพิโอนิก 

ท่ีมา : http://en.wikipedia.org/wiki/Propionic_acid สืบคนขอมูลวันท่ี 6 ตุลาคม 2553 
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1.3.2 กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดวยวิธีการหมักทางชีวภาพ  สําหรับกระบวนการผลิตกรด        

โพรพิโอนิกดวยวิธีการหมักทางชีวภาพนิยมใชเชื้อแบคทีเรียในสกุล Propionibacterium  อยางไรก็ตาม     

วิธีนี้ยังมีขอจํากัดเนื่องจากผลผลิตท่ีไดมีปริมาณนอยโดยมีรายงานการศึกษาท่ีเก่ียวของ ดังนี้   

Woskow และ Glatz (1991) รายงานผลการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชกลูโคสและแลคโตสจากหาง

นมเปนแหลงคารบอน  โดยเชื้อ P. acidipropionici สายพันธุ P9 และ 200910 หมักแบบกะและแบบก่ึงกะ  

พบวาเชื้อ P. acidipropionici สายพันธุ 200910 ใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกปริมาณ 47 กรัมตอลิตร  สูงกวา

ผลผลิตท่ีไดจากสายพันธุ P9 และใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในสภาพการ

หมักแบบก่ึงกะ     

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของเชื้อ P. acidipropionici ในการ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกและวิตามินบี 12 จากซูโครส  พบวาปริมาณของ  FeSO4.7H2O 1.5 มิลลิกรัม          

ธาตุโคบอลต 0.75 มิลลิกรัม และ 5,6 ไดเมทิลเบนซิมิดสโซล 0.3 มิลลิกรัม  เปนปริมาณแรธาตุท่ีจําเปน

นอกเหนือจากแหลงไนโตรเจน ฟอสเฟต และแมกนีเซียม ท่ีมีในอาหารเลี้ยงเชื้อ ในสวนของซูโครสท่ีปริมาณ 

30 ถึง 170 กรัมตอลิตร ไมสงผลใหเกิดการยับยั้งจากซับสเตรตและสําหรับการผลิตเพ่ือใหไดกรดโพรพิโอนิก

นั้นตองทําในสภาวะท่ีไมมีอากาศ ท่ีพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  สวนการผลิตวิตามินบี 12 นั้นตอง

ทําในสภาวะท่ีมีอากาศ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 6.5      

Paik และ Glatz (1994) ศึกษาแหลงคารบอนท่ีใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิก ไดแก กลูโคสและ   

แลคเตตจาก corn steep liquor (CSL) โดยใชเชื้อ P. acidipropionici สายพันธุ P9 เปรียบเทียบระหวาง

เชื้อท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนตและเชื้ออิสระในสภาพการหมักแบบกะ  ก่ึงกะ  และแบบตอเนื่อง  พบวา

การหมักแบบกะจะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดในเวลา 36 ชั่วโมง การใชแลคเตตเปนแหลงคารบอนจะ

ใหผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกสูงกวาการใชกลูโคส  สวนการหมักแบบก่ึงกะจะใชเวลาหมักนาน 250 ชั่วโมง 

ปริมาณสูงสุดของกรดโพรพิโอนิกท่ีไดจากการใชกลูโคส เทากับ 57 กรัมตอลิตร สูงกวาการใชแลคเตตท่ีไดผล

ผลิต 45.6 กรัมตอลิตร และในสภาพการหมักท้ังแบบกะและแบบตอเนื่อง  เซลลท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียม      

อัลจิเนตจะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงกวาเซลลอิสระ       

Ramsay และคณะ (1998) ศึกษากระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพเพ่ือเปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสเปน

กรดโพรพิโอนิก ในการศึกษาใชเชื้อ P. acidipropionici  ทําการหมักในถังหมักขนาด 2 ลิตร ใชสวนท่ีไดจาก

การยอยเฮมิเซลลูโลส รอยละ 60 (ปริมาตรตอปริมาตร) เปปโตน 5 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสต 2.5 

กรัมตอลิตร  การเกิดกรดจะเกิดควบคูไปกับการเจริญเติบโตของเชื้อ  มีอัตราการเจริญจําเพาะคือ 0.1 ตอ

ชั่วโมง และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก คือ 0.23 กรัมตอลิตรชั่วโมง    

Rickert และคณะ (1998) ศึกษาการตรึงเซลล  P.  thoenii  สายพันธุ P20  ดวยแคลเซียมอัลจิเนต  

เพ่ือผลิตกรดโพรพิโอนิกในสภาพการหมักแบบกะ  โดยใชกลูโคสและแลคเตตเปนแหลงคารบอน  พบวาท่ี
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ปริมาณของกลูโคสเทากับ 75 กรัมตอลิตร  และแลคเตต 42 กรัมตอลิตร จะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดท่ี 

34 กรัมตอลิตร และ 22 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  มีอัตราการใชกลูโคสและการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดท่ี    

พีเอช 6.0 แตผลผลิตท่ีไดสูงสุดเม่ือควบคุมพีเอช เทากับ 7.0      

Himmi และคณะ (2000) ทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชกลูโคสและกลีเซอรอลเปน

แหลงคารบอนโดยใชเชื้อ P. acidipropionici  และ P. freudenreichii spp. Shermanii  พบวาเม่ือใช      

กลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนจะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด โดย  P. acidipropionici   มีความสามารถ

ใชสารตั้งตนไดเร็วกวา คือ 0.64 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และมีอัตราการผลิตกรดสูงกวา คือ 0.42 กรัมตอลิตร

ตอชั่วโมง  แตเม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเชื้อมีการผลิตกรดอะซิติก  ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากการ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกในปริมาณเพ่ิมข้ึน  โดยปริมาณของกรดอะซิติกท่ีไดจะมากกวาการใชกลีเซอรอลเปนแหลง

คารบอนถึง 2 เทา สวนเชื้อ P. freudenreichii เม่ือใชกลีเซอรอลเปนสารตั้งตนพบวาไมมีความสัมพันธกัน

ระหวางการใชกลีเซอรอลกับการสรางผลผลิต  จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวากลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน

ท่ีเหมะสม สําหรับใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเชื้อ P. acidipropionici     

Martinez–Campos และTorre (2002) ทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเชื้อ                                 

P. acidipropionici ในสภาพการหมักแบบก่ึงกะ มีการเติมกลูโคสและแลกเตต  ซ่ึงกลูโคสและ    แลกเตตจะ

ถูกใชในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน  การใชกลูโคสและแลกเตตรวมกันจะเพ่ิมอัตราการผลิตโพรพิโอเนตตออะซิเตต 

(P/A) และยังเปนการเพ่ิมสวนของธาตุคารบอนสําหรับท่ีจะนําไปใชในการผลิตชีวมวล  ผลผลิตของโพรพิโอ

เนตตออะซิเตตเทากับ 7.6  เม่ือใชแลกเตตและกลูโคสผสมกันท่ีอัตราสวน 4 โมลาร  อัตตราสวนโพรพิโอเนต

ตออะซิเตต เทากับ 1.34  เม่ือใชแลกเตตอยางเดียว และ 1.85 เม่ือใชกลูโคสเพียงอยางเดียว  

Suwannakham และ Yang (2005) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici   

ATCC 4875 เปรียบเทียบระหวางการใชเซลลอิสระกับเซลลท่ีถูกตรึงใน  ถังหมักแบบ fibrous bed ใหผลผลิต

สูงสุดเทากับ 71.8±0.8 กรัมตอลิตร  ซ่ึงเปนปริมาณท่ีสูงกวาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเซลลอิสระ       

ถึงรอยละ 20–59      

วรัญญา (2550) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเซลลของเชื้อ P.  freudenreichii  TISTR 446   

ท่ีถูกตรึงในน้ําลางซากไก  พบวามีการผลิตกรดโพรพิโอนิกออกมานอกเซลล (1.54 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  

มากกวาในเซลล  (1.24 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.01)  ปริมาณกรดโพรพิโอนิก

ผลิตไดในอาหาร complete medium น้ําลางซากไกท่ีเติมธาตุอาหาร น้ําลางซากไกท่ีรวมกับอาหาร

complete medium ในปริมาณท่ีเทากัน และในน้ําลางซากไก  มีคาเทากับ  1.89  1.52  1.47  และ 0.67 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  (ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ)     

ฤ ทัยรั ตน  ( 2550)  ศึกษาการผลิ ตกรด โพร พิ โ อนิ กจากหางนมโดย ใช เ ชื้ อผสมระหว า ง                      

P. acidipropionici ATCC 4965 รวมกับเชื้อ Lactococcus lactis TISTR 1401  พบวาปริมาณหัวเชื้อ
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เริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการผลิตกรดโพรพิโอนิก คือหัวเชื้อ P. acidipropionici ปริมาณรอยละ 5 และหัวเชื้อ 

Lactococcus lactis ปริมาณรอยละ 5 โดยการเติมหัวเชื้อท้ัง 2 ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อพรอมกันเม่ือเริ่มทํา

การทดลอง เม่ือทําการหมักในถังหมักขนาด  2 ลิตร มีการควบคุมพีเอชท่ี 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   

ไมตองพนอากาศ ใชอัตราการกวน 150 รอบตอนาที ไดปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด คือ 17.27 กรัมตอ

ลิตร ใชระยะเวลาในการหมัก 168 ชั่วโมง ไดผลผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.443 กรัมตอกรัม มีอัตราการผลิตกรด

โพรพิโอนิก 0.103 กรัมตอลิตรชั่วโมง และมีจํานวนเซลลเพ่ิมข้ึนจาก 2.90 x 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร เปน 

3.50 x 1010 โคโลนีตอมิลลิลิตร เม่ือสิ้นสุดการทดลอง 

1.4  แบคทีเรียท่ีใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิก      

 แบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิกจัดอยูในสกุล Propionibacterium เรียกวาเปน propionic acid 

bacteria (Quesada-Chanto,1994) พบครั้งแรกโดยแยกไดจากเนยสวิส ซ่ึงในกระบวนการหมักจะใหกาซ

คารบอนไดออกไซดท่ีทําใหเกิดลักษณะรูพรุนในเนื้อเนยแข็ง แบคทีเรียกลุมนี้จัดเปนแบคทีเรียแกรมบวก 

สามารถเคลื่อนท่ีได ไมสรางสปอร สรางเอนไซมคะตะเลส มีรูปรางหลายแบบ ไดแก รูปรางกลม ทอนยาว อาจ

พบในลักษณะเซลลเดี่ยวหรืออยูเปนคู มีการเจริญแบบแฟคัลเททีฟแอนแอโรบ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการ

เจริญอยูในชวง 30-37 องศาเซลเซียส สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก ซักซินิก แอซิติก และคารบอนไดออกไซด

จากการหมัก เจริญเติบโตชา แบคทีเรียประเภทนี้สามารถแบงไดเปน 2 กลุมยอย คือ กลุมท่ีมีความสําคัญ

ทางดานอุตสาหกรรมหรือกลุมท่ีเก่ียวของกับผลิตภัณฑนม มีจํานวน 6 สายพันธุ คือ Propionibacterium 

freudenreichii  P. thoenii  P. jensenii  P. acidipropionici  P. coccoides และ P. cyclohexanicum 

ซ่ึงกลุมนี้ใชในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง การผลิตวิตามินบี 12 การผลิตกรดโพรพิโอนิก เปนตน สวนกลุมท่ี

สองคือ กลุมท่ีเจริญบนผิวหนังมนุษย หรือกลุมท่ีทําใหเกิดสิว เชน P. acnes ซ่ึงไมมีบทบาทในอุตสาหกรรม

มากนัก (Lewis และYang,1992) ลักษณะของเชื้อ P. acidipropionici แสดงดังรูปท่ี 1.3 และการผลิตกรดโพ

รพิโอนิกโดยเชื้อ Propionibacterium  สายพันธุตางๆ แสดงดังตารางท่ี 1.2  

 

รูปท่ี 1.3 ลักษณะของเชื้อ P. acidipropionici 

ท่ีมา : http://www.cns.fr/spip/IMG/jpg/image3.jpg สบืคนขอมูลวันท่ี 6 ตุลาคม 2553 

http://www.cns.fr/spip/IMG/jpg/image3.jpg
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ตารางท่ี 1.2 แสดงการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ Propionibacterium สายพันธุตางๆ 

สปชีส สายพันธุอางอิง 
กรดโพรพิโอนิก         

 (70 ชั่วโมง) กรัมตอลิตร 
พีเอช 

P. acidipropionici ATCC 4965 9.8 4.65 

 CNRZ 287 7.5 4.67 

 CNRZ 721 2.0 5.67 

 CNRZ 733 0.0 4.40 

P. thoenii ATCC 4871 8.0 4.62 

P. jensenii ATCC 4870 0.0 5.82 

 CNRZ 83 2.0 5.10 

 ATCC 4867 0.0 5.10 

 CNRZ 731 0.0 4.11 

P. freudenreichii subsp. eudenreichii NCIB 5959 0.0 5.82 

 CNRZ 89 3.1 5.03 

 CNRZ 725 2.6 5.29 

 CNRZ 726 3.0 5.36 

 CNRZ 727 3.2 5.10 

 CNRZ 728 3.2 5.24 

 CNRZ 729 3.2 5.31 

P. freudenreichii subsp.shermanii NCIB 3.7 5.15 

 CNRZ 2.3 5.18 

 CNRZ 4.5 4.73 

 CNRZ 0.0 5.81 

 SO-STANDA 6.0 4.51 

 2908-STANDA 6.2 4.45 

 2910-STANDA 1.92 5.67 

 7916-STANDA 0.55 5.90 

 PSI-BOLL 0.82 5.20 

ท่ีมา : Colomban และคณะ (1993) 
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1.4 วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิก          

การผลิตกรดโพรพิโอนิกเกิดข้ึนไดหลายวิธี ซ่ึงคารบอนจากแหลงตางๆจะถูกใชในการเจริญและ

เปลี่ยนแปลงไปเปนผลผลิตโดยแบคทีเรียกลุม Propionibacterium โดยเริ่มจากสารตัวกลางท่ีสําคัญคือ   

ไพรูเวท  ออกซาโรอะซิเตต  มาเลท  ซักซิเนต  และโพรพิโอเนต ตามลําดับ      ท่ีไดมาจากกลูโคส แสดงดังรูป

ท่ี 1.4 (Daniel,1995) หรือ แลคเตต แสดงดังรูปท่ี 1.4 การสรางซักซิเนตและโพรพิโอเนตโดยการตรึง

คารบอนไดออกไซด แสดงดังรูปท่ี 1.5 โดยเริ่มตนจากการสรางออกซาโลอะซิเตตดวยการตรึง

คารบอนไดออกไซดใหกับไพรูเวทหรือใหกับฟอสโฟอีนอลไพรูเวท (PEP) และถูกรีดิวซใหเปนแอล-มาเลท     

(L-malate) โดยการทํางานของเอนไซมมาลิกดีไฮโดรจิเนส (malic dehydrogenase) ซ่ึงกรดมาลิกท่ีไดจะถูก

ดึงน้ําออกโดยเอนไซมฟูมาเรส (fumarase) ทําใหไดกรดฟูมาริก (fumaric acid) ปฏิกิริยานี้ผันกลับได จากนั้น   

กรดฟูมาริกจะถูกเปลี่ยนใหเปนซักซิเนตโดยเอนไซมฟูมาเรตรีดักซเตส (fumarate reductase) ซ่ึงซักซิเนตจะ

ทําหนาท่ีเปนตัวกลางในกระบวนการ  โดยทําปฏิกิริยากับเอนไซมโคเอทรานเฟอเรส (CoA transferase)     

ไดซักซินิลโคเอ (succinyl CoA)  ปฏิกิริยาตอไปซักซินิลโคเอจะเปลี่ยนเปนอาร-เมททิล มาโลนิลโคเอ         

(R-methyl malonyl CoA) โดยเอนไซมอาร-เมททิล มาโลนิลมิวเตส (R-methyl malonylmutase)  

หลังจากนั้นจะมีการเปลี่ยนอาร-เมททิลมาโลนิลโคเอไปเปนเอส-เมททิลมาโลนิลโคเอ (S-methyl malonyl 

CoA) ซ่ึงคารบอนของเอส-เมททิลมาโลนิลโคเอจะถูกยายออกไปรวมกับไพรูเวท  ทําใหเกิดการสราง         

ออกซาโลอะซิเตต  เม่ือคารบอนเคลื่อนยายออกไปจะทําใหไดโพรพิโอนิลโคเอ (propionyl  CoA) จากนั้น   

โคเอ (CoA) จะถูกยายออกจากโมเลกุลเพ่ือนําไปใชกับซักซินิกตัวตอไป  ทําใหไดกรดโพรพิโอนิกออกมาใน

ท่ีสุด  

วิถีอะครีเลต (Acrylate) ของการสรางโพรพิโอเนต  รายละเอียดของวิถีนี้แสดงดังรูปท่ี 1.6         

กรดโพรพิโอนิกจะถูกสรางข้ึนตามลําดับ  เริ่มตนจากการเปลี่ยนรูปของแอล-แลกเตต (L-lactate) ไปเปน 

แอล-แลกติล โคเอ (L-lactryl CoA) โดยปฏิกิริยาของเอนไซมโคเอ ทรานเฟอเรส (CoA transferase) จากนั้น

แอล-แลกติล โคเอ จะเปลี่ยนรูปไปเปน อะครีลิล โคเอ (Acrylyl CoA) โดยปฏิกิริยาของเอนไซมดีไฮดราเทส     

อะครีลิล โคเอ (dehydratase acrylyl CoA) และเปลี่ยนเปนโพรพิโอนิลโคเอ โดยการถายทอดอิเล็กตรอน

ของฟลาโวโปรตีน (flavor protein)ซ่ึงโพรพิโอนิลโคเอจะยายโมเลกุลโคเอไปใหแอล-แลกเตตเพ่ือสราง   

แอล-แลกติล  โคเอ และเกิดเปนกรดโพรพิโอนิกอิสระ สําหรับการสรางอะซิเตตและคารบอนไดออกไซดจะเกิด

ควบคูไปกับการสรางโพรพิโอเนต วิถีการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยเชื้อ P. acidipropionici 

แสดงดังรูปท่ี 1.7  วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการยอยแปงและเซลลูโลส แสดงดังรูปท่ี 1.8  
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รูปท่ี 1.4 วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการหมักกลูโคสโดยเชื้อ Propionibacterium               

ท่ีมา : Daniel (1995) 
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รูปท่ี 1.5 การสรางซักซิเนตและโพรพิโอเนตโดยการตรึงคารบอนไดออกไซด                              

ท่ีมา : Daniel (1995) 

 

รูปท่ี 1.6 วิถีอะครีเลตของการสรางโพรพิโอเนต                                                          

ท่ีมา : Daniel (1995)                                                                                                                                                                                   
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รูปท่ี 1.7 วิถีการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยเชื้อ P. acidipropionici                                                         

ท่ีมา : An Zhang และ Shang-Tian Yang (2009) 
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รูปท่ี 1.8 วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการยอยแปงและเซลลูโลส                                                                                 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก J.P.F D’Mello (2000)  
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รูปท่ี 1.9 วิถีการเกิดโพรพิโอเนตจากแลกเตต                                                                                        

ท่ีมา: http://apropos.mcw.edu/kegg_pathways/show/106 สืบคนขอมูลวันท่ี 6 ตุลาคม 2553 

 

มีงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับวิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิก ดังนี้     

Barbirato และคณะ (1997) ศึกษาการหมักกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล พบวากระบวนการ

เปลี่ยนแปลงจากกลีเซอรอลไปเปนกรดโพรพิโอนิกเกิดข้ึนโดยปฏิกิริยารีดักชันโดย ATP 2 โมล จะถูกใชไปเพ่ือ

สังเคราะหกรดโพรพิโอนิก 1 โมล     

Zhang และ Yang (2009) ศึกษาการหมักกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล พบวากระบวน การ

เปลี่ยนแปลงจากกลีเซอรอลไปเปนกรดโพรพิโอนิก เริ่มจากโมลของกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนไพรูเวท โดยสราง 

NADH 2 โมเลกุล จากนั้นผานวิถีการสังเคราะหกรดโพรพิโอนิก โดยจะมีการเปลี่ยนNADH เปน NAD+ และ

ยังคงรักษาสมดุลของปฏิกิริยารีดอกซไว 

 

http://apropos.mcw.edu/kegg_pathways/show/106
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1.6  ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตกรดโพรพิโอนิก       

1.6.1  แหลงคารบอน         

แหลงคารบอนเปนปจจัยสําคัญอยางหนึ่งท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล  โดยวัตถุดิบท่ีแบคทีเรีย

โพรพิโอนิกสามารถใชเปนแหลงคารบอน  ไดแก  กรดแลกติก  กลีเซอรอล  และแมนนิทอล  ซ่ึงจัดอยูในกลุม

สารประกอบอินทรีย หรือ กลูโคส  มอลโทส  แลกโทส  ซูโครส  และแปง  ซ่ึงจัดอยูในกลุมสารประกอบ

คารโบไฮเดรต (Prescott และ Dunn,1959) การเปลี่ยนกลูโคสไปเปนกรดโพรพิโอนิกและกรดอะซิติกของ

แบคทีเรีย P.  acidipropionici  แสดงดังสมการ 

1.5 C6H12O6   2CH3CH2COOH  +  CH3COOH  + CO2 + H2O   

1.5 กลูโคส   2 กรดโพรพิโอนิก    กรดอะซิติก  

และ P. acidipropionici  ยังสามารถเปลี่ยนกรดแลกติกไปเปนกรดโพรพิโอนิกและกรดอะซิติก  ดังสมการ 

3 CH3CHOHCOOH  2CH3CH2COOH   +  CH3COOH  + CO2 + H2O       

3 กรดแลคติก    2 กรดโพรพิโอนิก    กรดอะซิติก  

ท่ีมา :Tyree และคณะ (1991)         

 

Goswami และ Srivastava (2000) ไดศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจาก P. acidipropionici     

โดยใชกระบวนการหมักแบบก่ึงกะซ่ึงใชน้ําตาลแลคโตสเปนสารตั้งตนท่ีพีเอชเทากับ 6.5 และอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส   ขอมูลเก่ียวกับจนพลศาสตรการเพาะเลี้ยงแบบกะถูกนํามาใชในการพัฒนาแบบจําลองทาง

คณิตศาสตร  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตกรดโพรพิโอนิก  แบบจําลองดังกลาวท่ีได

พัฒนานั้นพบวาสามารถเพ่ิมการผลิตกรดโพรพิโอนิกในการใชถังหมักโดยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบก่ึงกะ 

Suwannakham และ Yang (2005) ศึกษากระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ                   

P. acidipropionici  โดยใชกลูโคส  ซอรบิทอล  กลูโคเนต  และไซโลส เปนแหลงคารบอน  พบวา ซอรบิทอล

ใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด  โดยการใชซอรบิทอลสามารถเพ่ิมอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก  เพ่ิมปริมาณ

ของกรดโพรพิโอนิกสุดทาย  และเพ่ิมอัตราสวนระหวางโพรพิโอเนตตออะซิเตต  นอกจากนี้ยังลดผลผลิต

ของอะซิเตตและซักซิเนตอีกดวย     

นิสากร และคณะ (2552) ศึกษาการผลิตสารประกอบอินทรียจากกากน้ําตาลดวยจุลินทรีย 15     

สายพันธุในสภาวะตั้งนิ่ง พบวาในแงของการใชน้ําตาล Saccharomyces cerevisiae TISTR 5606 และ 

TISTR 5020 สามารถใชน้ําตาลท้ังหมด (น้ําตาลซูโครส น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาลฟรุกโตส) ในกากน้ําตาล

ไดมากท่ีสุด  สวนในแงความสามารถในการผลิตสารอินทรีย พบวา Candida utilis TISTR 5001 ผลิตกรด  
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โพรพิโอนิกได 8.04±1.04 กรัมตอลิตร, Zymomonas mobilis TISTR 405 ผลิตกรดแลกติกได 8.21±0.73 

กรัมตอลิตร เปนตน      

Zhang และ Yang (2009) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยใช  P. acidipropionici 

ATCC 4875 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงยีนส  พบวาเชื้อแบคทีเรียท่ีกลายพันธุนี้สามารถใชกลีเซอรอลสําหรับการ

เจริญเติบโตและผลไดของการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเทากับ 0.54–0.71 กรัมตอกรัมและพบวามีคามากกวา

การใชกลูโคส ประมาณ 0.35 กรัมตอกรัม นอกจากนี้การผลิตกรดอะซิติกจากการหมักกลีเซอรอล  พบวามีคา

นอยกวาการใชกลูโคสมากดังนั้นการหมักโดยใชกลีเซอรอลสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีมีความบริสุทธิ์สูง    

ท่ีซ่ึงอัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกตอกรดอะซิติกเทากับ 22.4 ของกระบวนการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑและการทํา

ใหบริสุทธิ์  ความเขมขนของกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงท่ีสุดท่ีไดจากการหมักกลีเซอรอล คือ ประมาณ 106 กรัมตอ

ลิตร ซ่ึงมีคาเปน 2.5 เทาของความเขมขนมากท่ีสุดของ การรายงานกอนหนา (ประมาณ 42 กรัมตอลิตร) 

Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 โดยใช กากน้ําตาล กลีเซอรอล หรือ แลคเตต ในการหมักแบบกะท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศาเซลเซียส 

ภายใตสภาวะความเขมขนของออกซิเจนละลายต่ํา ไมมีการควบคุมพีเอช พบวา สามารถผลิตชีวมวลไดมากใน

กากน้ําตาลท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศาเซลเซียส เทากับ 7.55 และ 3.71 กรัมตอลิตร และหลังจากการหมัก

ชั่วโมงท่ี 133  ท่ีมีการใชกากน้ําตาลเปนซับสเตรต คาพีเอชเริ่มตน 6.77 ไดปริมาณกรดโพรพิโอนิกเทากับ 

8.23 ± 0.12 กรัมตอลิตร และผลไดเทากับ 0.455±0.002 กรัมตอกรัม การผลิตกรดโพรพิโอนิกและชีวมวลท่ี

อุณหภูมิ 30องศาเซลเซียสมีคามากกวาท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียสในทุกกรณี อัตราการผลิตท่ีดีท่ีสุด คือ 

การใชแลคเตต มีคา 0.113 กรัมตอลิตรชั่วโมง ถึงแมวาผลไดของการใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนมีคา

มากกวา นั่นคือ 0.724 กรัมตอกรัม เนื่องจากกระบวนการผลิตไมมีกรดอะซิติก แต   การใชกากน้ําตาลและ

แลคเตตจะเกิดกรดอะซิติกซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีไมตองการ จึงตองมีการทําใหไดกรดโพรพิโอนิกบริสุทธิ์  

1.6.2  แหลงไนโตรเจน          

พรวิสาข  (2551) ทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกเ พ่ือยับยั้ ง เชื้อราและยีสต โดยเชื้อ                        

P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนต โดยใชเวยเปนซับสเตรต พบวา ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อท่ีมีหางนมเปนสวนประกอบหลักผสมกับแคลเซียมคารบอเนตรอยละ 1 ในฟลาสกขนาด 250 

มิลลิลิตร P. acidipropionici ATCC 4965 สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุดเทากับ 11.53 กรัมตอลิตร  

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สภาวะนิ่ง ระยะเวลาการหมัก 336 ชั่วโมง   

Prescott และ Dunn (1959) พบวาแหลงไนโตรเจนมีผลตออัตราการหมักและอัตราสวนของกรด  

โพรพิโอนิกตอกรดอะซิติก  โดย P. shermanii สามารถใชแหลงไนโตรเจนไดหลายชนิด  เชน  ขาวโพด    

ขาวสาลี  สารสกัดยีสต เปนตน  แตสารสกัดยีสตเปนแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด    

Yang และคณะ (1994) ทําการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนท่ีเติมลงไปในเวย  โดยใชเชื้อ                    

P. acidipropionici ATCC 4875  แหลงไนโตรเจนท่ีใชคือ ยีสตสกัด และทริปทิเคสซอยบรอท  พบวาจะได

ปริมาณกรดสูงสุดเม่ือใชยีสตสกัดและทริปทิเคสซอยบรอทเติมลงไปในเวยปริมาณ 10 และ 20 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ         
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Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 โดยใช กากน้ําตาล กลีเซอรอล หรือ แลคเตต ในการหมักแบบกะ โดยใชยีสตสกัด 5.0 กรัมตอลิตร   

เปนแหลงไนโตรเจน 

 1.6.3  แหลงเกลือแร         

Quesada-Chanto และคณะ (1994) รายงานวาเหล็กมีความสําคัญตอการเจริญของเชื้อ             

P. shermanii โดยปริมาณ FeSO4.2H2O 1.5 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหาร เปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอการเจริญ 

1.6.4  แหลงวิตามิน         

Thompson (1943) ทําการศึกษาพบวา กรดแพนโททินิกและไบโอติน เปนปจจัยสําคัญตอการเจริญ

ของ P. shermanii และ P. jensenii       

1.6.5  พีเอชของอาหาร        

 Lewis และ Yang (1992) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีตอการผลิตกรดโพรพิโอนิก  พบวา เม่ือใชแลคเตต

เปนสารท่ีใชในการหมักซ่ึงมีพีเอชเริ่มตน 6.6 จะไดปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับพีเอช

เริ่มตนท่ี 6.0 และ 5.5         

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีผลตอการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ   

P. acidipropionici NRRL B3569 พบวาท่ีพีเอช 6.5 จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดีท่ีสุด 

Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 โดยใช กากน้ําตาล กลีเซอรอล หรือ แลคเตต ในการหมักแบบกะ ปรับพีเอชเปน 6.8 ถึง 7.0 พบวาคา 

พีเอช เริ่มตน 6.87 ใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด       

Zhang และ Yang (2009)  ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยใช P. acidipropionici 

ATCC 4875 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงยีนส ในการหมักแบบกะท่ีมีการตรึงเซลลแบบ fibrous-bed  แบบใชเซลล

อิสระ  และการหมักแบบก่ึงกะ พบวา ท่ีพีเอชเริ่มตน 7เหมาะสมตอการใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด 

1.6.6  อุณหภูมิ         

Yang และคณะ (1994)  ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีตอการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ                  

P. acidipropionici ATCC 4875 โดยใชอุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส พบวาปริมาณกรด          

โพรพิโอนิกท่ีผลิตไดเม่ือวิเคราะหความแตกตางทางสถิติจะไมมีความแตกตางกันทางสถิติ   

Hammi และคณะ (2000) รายงานวาในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล  โดยเชื้อ            

P. acidipropionici  ATCC 255562 ในการหมักแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จะมีอัตราการใช 
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ซับสเตรตสูงสุด 0.64 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 0.42 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง 

Goswami และ Srivastava (1999) รายงานวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ                     

P. acidipropionici  ATCC 4875 อยูท่ี 30±1 องศาเซลเซียส    

Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 ในการหมักแบบกะท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศาเซลเซียส พบวา การผลิตกรดโพรพิโอนิกและชีวมวล   

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสมีคามากกวาท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียสของการศึกษาทุกกรณี  

Zhang และ Yang (2009) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยใช  P. acidipropionici 

ATCC 4875 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงยีนส ในการหมักแบบกะท่ีมีการตรึงเซลลแบบ fibrous-bed  แบบใชเซลล

อิสระ  และการหมักแบบก่ึงกะ พบวา ท่ีอุณหภูมิ 32องศาเซลเซียส เหมาะสมตอการใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิก

มากท่ีสุด       

1.6.7  การใหอากาศ        

Menon และShemin (1967) ศึกษาพบวาเม่ือเลี้ยงเชื้อ P. shermanii ภายใตสภาวะท่ีมีอากาศ  

อัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกจะต่ํากวาเม่ือเลี้ยงในสภาวะท่ีไมมีอากาศ   

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ไดศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดย

เชื้อ P. acidipropionici NRRL B3569 พบวาจะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดีท่ีสุดในสภาวะ

ไมมีอากาศเม่ือเพ่ิมอัตราการใหอากาศพบวาการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตกรดอะซิติก และการผลิต

วิตามินบี 12 จะเพ่ิมมากข้ึน 

1.7 กรุงเขมา 

1.7.1 ลักษณะท่ัวไปของกรุงเขมา 

กรุงเขมา (Cissampelos   pareira  L.)  นอกนี้ยังมีชื่อเรียกในทองถ่ินอ่ืน เชน ขงเขมา พระพาย 

กรุงบาดาล ใบกนบิด (ภาคกลาง), สีฟน (เพชรบุรี), เครือหมานอย (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ), เปลาเลือด 

(แมฮองสอน), อะกามินเยาะ (มลายู-นราธิวาส)  กรุงเขมาเปนไมเถาท่ีเลื้อยไปตามตนไมอ่ืน ไมมีมือเกาะ       

มีคุณสมบัติพิเศษคือเม่ือนํามาขยี้กับน้ําแลวท้ิงไวประประมาณ 15 นาที เกิดลักษณะเปนเจลหรือวุน เนื่องจาก  

มีเพคตินเปนองคประกอบจํานวนมาก (สัมภาษณ คําผุย.  2533 ; เทียนศักดิ์ และคณะ. 2545 ; พิเชษฐ         

เทบํารุง. 2546)  การกระจายพันธุในประเทศไทยพบวาสามารถพบอยูท่ัวไปแทบทุกภาคของประเทศ

โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  นอกจากนี้พบวามีการกระจายพันธุท่ีประเทศอินเดีย มาเลเซีย 

อินโดนีเซีย แอฟริกา และอเมริกา สภาพท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ ริมแมน้ําลําธาร ในปาผลัดใบ ตั้งแต
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พ้ืนท่ีราบระดับน้ําทะเลจนถึงพ้ืนท่ีท่ีสูงจากระดับน้ําทะเลประมาณ1,100 เมตร (ราชบัณฑิตยสถาน. 2538 ;  

พิเชษฐ   เทบํารุง. 2546 ; กชพรรณ วงคเจริญ. 2548)  มีอนุกรมวิธานดังนี้ (สัมภาษณ  คําผุย. 2533) 

       Kingdom      Plantae 

           Division        Anthophyta 

               Class              Dicotyledonae 

                   Order              Ranales 

                       Family            Menispermaceae 

                           Genus              Cissampelos 

                                 Species            pareira  

 

รูปท่ี  1.7 กรุงเขมา 

ท่ีมา : www.thaicattle.com/.../plant/kamoun.jpg 

1.7.2  ลักษณะพฤกษศาสตร 

สัมภาษณ คําผุย (2533); กชพรรณ วงคเจริญ (2548); Francis (2004); Anonymous (2004) ได

รายงานลักษณะของกรุงเขมาไวดังนี้ 

ราก เปนรากท่ีมีลักษณะอวบใหญ สีน้ําตาล มีหนาท่ีสะสมอาหาร 

ใบ มีลักษณะเปนใบเดี่ยว เรียงสลับ รูปกลม รูปหัวใจหรือรูปไต กนปด ใบกวาง 5.6-6.6 เซนติเมตร 

ยาว 6.9-7.6 เซนติเมตร ปลายแหลมหรือเปนติ่งหนาม โคนมน ตัดหรือ เวาเล็กนอย หนาใบและหลังใบมีขนสี

น้ําตาลยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร ปกคลุมหนาแนน หลังใบมีขนปกคลุมหนาแนนมากกวาหนาใบ กานใบมีขน 

http://www.thaicattle.com/.../plant/kamoun.jpg
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กานใบยาวประมาณ 1.7-2.5 เซนติเมตร เม่ือยังออนมีขนออนนุมหนาแนนท้ัง 2 ดาน และตามขอบใบ แตจะ

รวงไปเม่ือใบแก 

ดอก มีขนาดเล็กแยกเพศเปนดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูตางตน มีสีเขียวอม เหลืองหรือเหลืองออน 

ดอกเพศผูออกเปนชอกระจุกท่ีงามใบ ชอดอกยาวประมาณ 2-8.5 เซนติเมตร กานชอดอกยาวประมาณ         

2 มิลลิเมตร ดานนอกมีขน ดานในเกลี้ยง กลีบดอก 4 กลีบ โคนติดกันเปนรูปถวย ดานนอกมีขน ดานในเกลี้ยง 

ยาวประมาณครึ่งหนึ่งของกลีบเลี้ยงเกสรเพศ ผูมัดเดี่ยวยาวกวากลีบเลี้ยง อับเรณูติดกันเปนรูปจาน ดอกเพศ

เมียออกเปนชอท่ีงามใบ ชอดอกยาวประมาณ 10-18 เซนติเมตร กานดอกสั้นมาก ใบประดับรูปกลม หรือรูป

ไต ซอนเหลื่อมกันแนนไมรวง ปลายเปนติ่งหนาม มีขน กลีบเลี้ยง 1 กลีบ รูปขอบขนานแกมรูปไข กลีบดอก    

1 กลีบ ออกตรงขามกับกลีบเลี้ยง และสั้นกวา  

ผล ผลสดเปนแบบ drupe คอนขางกลม เม่ือสุกจะมีสีแดง เสนผาศูนยกลางประมาณ 1.2 เซนติเมตร 

มีขน 

เมล็ด เปนเมล็ดเดียว เล็ก แข็ง รูปโคง หรือเปนรูปเกือกมา ผิวขรุขระ 

1.7.3  การใชประโยชนจากกรุงเขมา 

สรรพคุณของกรุงเขมาในตํารายาไทยมีมากมาย เนื่องจากทุกสวนของกรุงเขมาสามารถนํามาใชเปนยา

รักษาโรคและชวยบํารุงรางกาย ไดแก 

ราก สรรพคุณในการแกไข แกดีรั่ว ดีซาน เปนยาอายุวัฒนะ บํารุงอวัยวะเพศใหแข็งแรง แกลม โลหิต 

กําเดา แกโรคตา ขับปสสาวะ แกอาการบวมน้ํา แกทางเดินปสสาวะอักเสบกระเพาะปสสาวะอักเสบ แก

กระหายน้ํา แกช้ําใน แกปวดทอง แกโรคฝดาษ บํารุงหัวใจ แกออนเพลีย เปนยาระบาย แกทองรวง ในราก   

มีสารสําคัญ พวกอัลคาลอยดในปริมาณสูง (พะยอม ตันติวัฒน. 2521; วุฒิ ธรรมเวช. 2540) 

เถา สรรพคุณในการดับพิษไขทุกชนิด บํารุงโลหิตสตรีใหสมบูรณ แกระดูพิการ 

ใบ สรรพคุณในการใชทาแกโรคผิวหนัง แกหิด รักษางูกัด พอกแผล ฝ แกรอนใน ใบจะมีสารพวกเพ

คติน (พะยอม ตันติวัฒน. 2521 ; ชยันต และคณะ. 2542) 

นอกจากนั้นมีการนําใบกรุงเขมามาบริโภค โดยนําใบท่ีเจริญเต็มท่ีมาขยี้กับน้ําสะอาด กรองเอา   

เฉพาะสวนท่ีเปนของเหลวขน แลวปลอยใหเกิดเจลหรือท่ีเรียกวา วุน  หมานอยจึงนํามารับประทาน (จิรศักดิ์  

ศรีสมศักดิ์ และ ธนากร  อัปมะเทา. 2543)  
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1.7.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการสกัดเพคตินจากใบกรุงเขมา 

           ศิริวรรณ และคณะ (2532) ไดศึกษาวิธีการสกัดสารเพคตินจากใบหมานอย และใบบัวโคก โดยวิธีการ

ตมสกัดกับน้ําโดยใชอัตราสวนน้ําหนักสดตอน้ํา 1: 80 ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 

พบวาสารเพคตินท่ีสกัดไดจากใบสดและใบแหงไดปริมาณไมแตกตางกันเม่ือเทียบเปนน้ําหนักแหง โดยใบหมา

นอยและใบบัวโคกไดปริมาณสารเพคตินรอยละ 27.80 และ 9.13 ตามลําดับ 

สัมภาษณ คําผุย (2533) ศึกษาการสกัดสารเพคตินจากใบหมานอย  พบวาปริมาณสารเพคตินท่ีสกัด

ไดจากใบสดและใบแหงของตนหมานอยมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยไดปริมาณสารเพคติน 

2.576 กรัมตอใบหมานอย 10 กรัม  

เทียนศักดิ์ และคณะ (2545) โดยศึกษาวิเคราะหปริมาณสารเพคตินจากใบหมานอยดวยเทคนิค

อินฟราเรดสเปกโทรสโกป โดยปริมาณสารเพคตินท่ีวิเคราะหไดปริมาณเฉลี่ย 0.25 กรัม ตอน้ําหนักใบหมา

นอย 1 กรัม 

พิเชษฐ เทบํารุง (2546)  ศึกษาหาปริมาณและคุณภาพของเพคตินจากใบหมานอย  ทําการสกัดแบบ

รอนดวยน้ํากลั่น สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.05 นอรมอล และสารลายโซเดียมเฮกซาเมตาฟอสเฟต

เขมขนรอยละ 0.1 สภาวะท่ีใชการสกัดคืออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที พบวาการใชสารละลาย

โซเดียมเฮกซาเมตาฟอสเฟตเขมขนรอยละ 0.1  ทําใหไดปริมาณเพคตินมากท่ีสุดเนื่องจากเปนสารเพ่ิม

ประสิทธิภาพโดยจะไปไฮโดรไลสโปรโตเพคตินใหเปนเพคตินท่ีละลายน้ําได และพบวาการสกัดดวยน้ํากลั่นได

เพคตินมีคุณภาพมากท่ีสุดโดยคุณภาพของเพคตินวัดจากปริมาณเมทธิลเอสเตอร และกรดกาแลคทูโรนิกใน   

เพคติน  และพบวาเพคตินท่ีสกัดจากใบหมานอยเปนเพคตินชนิดท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอรต่ํา 

จีราภรณ  สังขผุด (2549)  ศึกษาการผลิตเพคตินผงจากรุงเขมาดวยตัวทําละลาย 2 ชนิด คือ น้ํากลั่น 

และกรดซิตริกรอยละ 7 ใชอัตราสวนของแข็งตอตัวทําละลาย 1:40 พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต      

เพคตินประกอบดวย 4 ข้ันตอน คือ สกัดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 2 ชั่วโมง ฟอกสีดวยการเติม

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดรอยละ 0.2 ท้ิงไว 4 ชั่วโมง แลวตกตะกอนดวยแอลกอฮอล รอยละ 95 จากนั้นอบแหง

ดวยลมรอนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล จะไดปริมาณเพคตินเทากับรอยละ21.65±0.18 และ 48.48±0.35 

(น้ําหนักแหง) ตามลําดับพบวาการสกัดดวยน้ํากลั่น มีปริมาณกรดกาแลคทูโรนิกสูงสุด (รอยละ76.45±0.13)  

มีปริมาณเมทธอกซิลรอยละ 8.08 จัดอยูในกลุมท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอรต่ํา 

น้ําทิพย  นาเชียงใต และยุวภา ทัศบุต (2550) ศึกษาผลของ พีเอช และอุณหภูมิตอคุณภาพของเพ

คตินท่ีสกัดไดจากใบหมานอย พีเอชและอุณหภูมิท่ีใชในการสกัดคือ  พีเอช 2  4   6  อุณหภูมิ  60 และ 80 

องศาเซลเซียส พบวาการสกัดท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสไดปริมาณเพคตินมากกวาท่ี อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส และพบวาการสกัดท่ี พีเอช 2 มีปริมาณเถานอยท่ีสุดสงผลใหเพคตินท่ีสกัดไดมีการละลายน้ําไดงาย 

พบวา พีเอช มีผลตอเวลาการเกิดเจลของเพคติน การสกัดท่ี พีเอช 6 เพคตินจะเกิดเจลไดเร็วและเจลท่ีไดมี
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ลักษณะออนนุม แตการสกัดท่ี พีเอช 2 จะเกิดเจลไดชาแตเจลมีความแข็งแรงกวา ซ่ึงเปนลักษณะท่ีดีของ    

เพคติน 

Jittra (2005) ศึกษาการสกัดเพคตินและลักษณะทางกายภาพของเพคตินจากเครือหมานอย  สกัด

ดวยน้ํากลั่นใชอัตราสวนของแข็งตอตัวทําละลาย 1 : 40 อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส พีเอช ธรรมชาติ 

(3.8-4.0) พบวาเพคตินท่ีสกัดจากเครือหมานอยเปนชนิดท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอรต่ํา และมีกรดกาแลกทูโล-

นิกเปนองคประกอบหลัก (รอยละ 70-75) 

1.8  เวย (whey) 

เวยเปนผลิตผลพลอยไดจากการผลิตเนยแข็งหรือการแยกเคซีนจากนมสด เวยมีลักษณะเปนของเหลว

ใสมีสีคอนขางเขียวอมเหลือง (Marshall. 1982) องคประกอบของเวยโดยท่ัวไปพบวาประกอบดวยน้ําตาล

แลคโตสรอยละ 4–5 โปรตีนรอยละ 1 และเกลือแรรอยละ 1 (Roukas และคณะ. 1998) 

1.8.1  ประเภทของเวย เวยแบงออกไดเปน 2 ประเภท ตามความเปนกรด (Titable acidity) ไดแก 

1.8.1.1  สวีทเวย (Sweet whey) เปนผลิตผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตเนยแข็งชนิด

แข็ง เชน เชดดา (Cheddar cheese) เกาดา (Gouda cheese) สวิส (Swiss cheese) เปนตน มีคาความ

เปนกรดประมาณรอยละ  0.10–0.20 และมีคาพีเอชระหวาง 5.8–6.1 

1.8.1.2   แอซิดเวย (Acid whey) เปนผลิตผลพลอยไดจากการตกตะกอนนม โดยการเติม

กรดหรือเกลือแรลงไปโดยตรงในการผลิตเนยแข็งชนิดออน เชน คอทเทจ (Cottage) เปนตน มีคาความเปน

กรดประมาณรอยละ 0.40–0.60  และมีคาพีเอชระหวาง 4.0–5.0 (Kosikowski. 1977) สรุปองคประกอบท่ี

แตกตางของเวยท้ังสองชนิดดังตารางท่ี 1.3 
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ตารางท่ี 1.3 องคประกอบโดยประมาณของสวีทเวยและแอซิดเวย 

องคประกอบ  

(รอยละ) 

สวีทเวย แอซิดเวย 

เชดดา เกาดา แลคติกแอซิด 

(คอทเทจ) 

ไฮโดรคลอริก/

ซัลฟวริก แอซิด

เวย (เคซีน) 

ปริมาณของแข็ง 

น้ํา 

ไขมัน 

โปรตีน 

เถา(เกลือแร) 

น้ําตาลแลคโตส 

กรดแลคติก 

6.00 

94.00 

0.06 

0.80 

0.50 

4.49 

0.15 

5.50 

94.50 

0.05 

0.68 

0.45 

4.18 

0.14 

6.00 

94.00 

0.05 

0.80 

0.67 

3.63 

0.85 

6.30 

93.70 

0.05 

0.80 

0.80 

4.50 

0.15 

  ท่ีมา : Nielsen และ Ullum (1989) 

   1.8.2  องคประกอบหลักทางเคมีของเวย 

1.8.2.1 น้ําตาลแลคโตส   เปนน้ําตาลท่ีพบในน้ํานมเทานั้น  ในน้ํานมวัวมีน้ําตาลแลคโตสอยู

ประมาณรอยละ 4.7 ต่ํากวาในน้ํานมมนุษยซ่ึงมีปริมาณน้ําตาลแลคโตสอยูประมาณรอยละ 6.3 น้ําตาล     

แลคโตสเปนน้ําตาลชนิดรีดิวซิง (reducing sugar) มีสูตรโครงสราง คือ C12H22O11 และเม่ือถูกไฮโดรไลสจะ

ไดน้ําตาล 2 ชนิด คือ น้ําตาลกลูโคสและกาแลคโตส ดังสมการตอไปนี้  

C12H22O11     +     H2O                                      C6H12O6     +     C6H12O6                                               

 lactose                                                           glucose          galactose 
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รูปท่ี 1.8  แสดงสูตรโครงสรางของน้ําตาลแลคโตสท่ีถูกไฮโดรไลซ 

ท่ีมา : http://www.indiana.edu/~ensiweb/lessons/tp.2.gif 

1.8.2.2 โปรตีน  โปรตีนในเวยเปนสวนหนึ่งของโปรตีนในน้ํานมซ่ึงเปนโปรตีนตามธรรมชาติท่ี

มีคุณคาทางอาหารสูง มีกรดอะมิโนท่ีจําเปนในปริมาณสูง โปรตีนในเวยสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทหลักๆ 

คือ   เบตาแลคโตโกลบูลิน (β–lactoglobulin) และแอลฟาแลคทอลบูมิน (α–lactalbumin) โดยเบตาแลค

โตโกลบูลินจะมีอยูประมาณรอยละ 50 – 60 มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา แตละลายในสารละลายเกลือเจือจาง 

สามารถตกตะกอนไดดวยเกลือแมกนีเซียมซัลเฟตและเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต โปรตีนชนิดนี้มีความสําคัญใน

แงการใหกลิ่นรสของผลิตภัณฑนมชนิดเหลว  (วรรณา ตั้งเจริญชัย. 2532)  สวนแอลฟาแลคทอลบูมิน มีอยู

ประมาณรอยละ 15-20  มีคุณสมบัติ ไมละลายน้ํา ตกตะกอนไดเ ม่ือถูกความรอน สวนท่ีเหลือ คือ            

ซีรัมอัลบูมิน อิมมูโนโกลบูลิน เอนไซมตางๆ และโปรตีนอ่ืนๆ   

1.8.3  การใชประโยชนจากเวย 

ในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง พบวาจะมีน้ําเวยซ่ึงเปนผลพลอยจากการผลิตนั้นเปนจํานวนมาก  

โดยท่ัวไปเวยจะมีปริมาณเชื้อจุลินทรียคอนขางสูง ถาเปรียบเทียบคา BOD ระหวางน้ําเสียท่ีปลอยลงแมน้ําลํา

คลองควรบําบัดน้ําจนมีคา BOD เหลือประมาณ 20 แตเวยมีคา BOD อยูระหวาง 4000–4800  ซ่ึงกอใหเกิด

ปญหามลภาวะทางสิ่งแวดลอม (Scott. 1986) ดังนั้นการนําน้ําเวยท่ีเปนผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมการผลิต

เนยแข็งมาใชประโยชนจึงนาจะเปนแนวทางท่ีชวยเพ่ิมคุณคาใหกับน้ําเวยและลดคาใชจายในการบําบัดน้ําเสีย

ได ดังนั้นนักวิจัยจึงไดศึกษาหาทางนําเวยมาใชประโยชนมีรายงานดังนี้  

Arasaratnam และคณะ (1996) ศึกษาการนําเวยมาใชประโยชนในการผลิตกรดแลคติกโดยเชื้อ  

L. delbrueckii โดยเติมกลูโคส 20 กรัมตอลิตรท่ีชั่วโมงท่ี 36  และยีสตสกัด 20 กรัมตอลิตร พบวากรดแลก

ติกท่ีเชื้อจุลินทรียสรางไดคือ 40 กรัมตอลิตร ภายใน 84 ชั่วโมง 

Bogdanova (1974) ไดศึกษาการนําเวยมาทําเปนผลิตภัณฑเครื่องดื่มโดยการนําเวยมา            

พาสเจอไรส ท่ี อุณหภู มิ  95–97 องศาเซลเซียส เปน เวลา 1 ชั่ ว โมง ทําให เย็น ท่ี อุณหภู มิ  35–40               

http://www.indiana.edu/~ensiweb/lessons/tp.2.gif
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องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเอาเฉพาะสวนใสมาเติมหัวเชื้อ  L. acidoilus  และเติมเชื้อยีสตลงไป 

บมท่ีอุณหภูมิ 30–33 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16–18 ชั่วโมง   

 Fitzpatrick และคณะ  (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากเวยโดยเชื้อ L. casei  โดยเติมยีสต

สกัด  มอลต และถ่ัว  เพ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ 

 Panesar และคณะ (2007)  ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากเวยโดยเชื้อ L. casei พบวาสามารถ

เปลี่ยนน้ําตาลแลคโตสท่ีความเขมสูง (รอยละ94.37) ใหเปนกรดแลคติก (32.95 กรัมตอลิตร) 

1.9 อุปกรณและวิธีการ 

 1.9.1 เครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 

             กระบอกตวง (cylinder)ของบริษัท PYREXR 

             ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREXR 

คิวเวต (cuvette) 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ของบริษัท HACH รุน DR/4000 

เครื่องHigh Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของบริษัท SHIMADZU รุน C-R7 

Ae plus 

เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน Falcon 6/300 

เครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ของบริษัท  Hirayama รุน HA-300 HIV                               

เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง ของบริษัท SHIMADZU รุนLIBROR EB-40000 H 

เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง ของบริษัท Sartorius analytic รุน  A 200 S  

เครื่องวัดพีเอช (pH meter) ของบริษัท Denver Instrument รุน Model 215 

เครื่องเขยาของบริษัท Gallenkamp 

เครื่องอบรอนของบริษัท Binder 

ตูเย็นอุณหภูมิ -83 องศาเซลเซียส ของบริษัท SANYO รุน MDF-U 4086S 

ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท SANYO  
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ตูบมเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของบริษัท Gallenkampตูเข่ียเชื้อ (lamina flow) ของ

บริษัท ISSCO รุน BVT 123 

ถังหมักขนาด 2 ลิตร  

โถดูดความชื้น 

บีกเกอร (beaker)ของบริษัท PYREXR 

ปเปตต (pipette)ของบริษัท PYREXR 

ปม Peristaltic pump ของบริษัท Heidolph รุน PD 5201 

สายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.89 เซนติเมตร ของบริษัท Cole-Parmer Instrument  

Company รุน Tygon tubing 2-stop 

ลวดเข่ียเชื้อ (loop) 

หลอดทดลอง (test tube) ของบริษัท PYREXR 

1.9.2 สารเคมี  

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 

เปปโตน (peptone) 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4 .4 H2O) 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 .7H2O) 

แลคโตส (lactose) 

ยีสตสกัด(yeast extract) 

เอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95  
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โซเดียมแอลจิเนต (sodium alginate) ของบริษัท Carlo Erba R 

เพคตินจากสม(citrus pectin )ของบริษัท SigmaR  

เพคตินจากแอปเปล (apples pectin)ของบริษัท FlukaR  

เพคตินจากบริษัท HimediaR 

1.10 วัตถุดิบ 

 เวยไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท Minor Cheese Limited 9/1 หมู 6 ซอยทรัพยจําปา                   

ถนนมิตรภาพ ตําบลกลางดง อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา 30320 

 1.10.1 การเก็บวัตถุดิบ  

 เวยท่ีใชในงานวิจัยจะเก็บท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส โดยนํามาละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนนําไปใชงานตอไป 

 1.10.2 ข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบ  ประยุกตจาก Kassler (1981) 

 นําเวยไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือเปนการแยกโปรตีนออก

จากเวย ท้ิงไวใหเย็นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แยกไขมันโดยกรองดวย

กระดาษกรองGlass fiber (GC-50) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จะไดน้ําเวยท่ีพรอมใชในการทดลอง 

1.11  การสกัดเพคตินจากใบกรุงเขมา  (ประยุกตจาก พิเชษฐ เทบํารุง. 2546) 

 ใบกรุงเขมาใชในงานวิจัยไดรับความอนุเคราะหจาก มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี2ราชมงคลอีสาน วิทยาเขต

สกลนคร2 199 หมู 3 ถ.พังโคน-วาริชภูมิ อ.พังโคน จ.สกลนคร 47160      

 1.11.1  การเตรียมตัวอยางใบกรุงเขมา 

 นําใบกรุงเขมามาลางน้ําใหสะอาด แลวอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นบดให

ละเอียดดวยเครื่องบด (blender) แลวชั่ง 10 กรัม นํามาเติมสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที แลวกรองเอาสารละลายท้ิงไป นําใบหมานอย

ท่ีไดจากการกรองมาเติมสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 40  ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง กรองเอาใบหมานอยแลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสใหแหงสนิท 
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 1.11.2  ข้ันตอนการสกัดเพคตินจากใบหมานอย 

 นําใบหมานอยท่ีผานการเตรียมตัวอยางแลว ชั่ง 5 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร และเติมน้ํา

กลั่น 250 มิลลิลิตร นําไปสกัดเพคตินแบบรอน ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้น

กรองแยกเอากากของใบหมานอยออกขณะรอน แลวนําสารละลายท่ีไดจากการกรอง มาระเหยดวยเครื่อง

ระเหยสุญญากาศ (vacuum evaporator) ใหเหลือ 1 ใน 3 สวนของสารละลาย  จากนั้นนํามาตกตะกอนเพ

คตินโดยเติมสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95  ในอัตราสวนของสารละลายเพคตินตอสารละลาย

เอธิลแอลกอฮอล 1:2 โดยปริมาตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 12 ชั่วโมง กรองแยกเอาตะกอนเพคติน แลวลาง

ตะกอนเพคตินดวยสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95 4-5 ครั้ง หลังจากนั้นอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส บดเปนผงรอนผานตะแกรงขนาด 100 mesh  ชั่งน้ําหนักของเพคตินท่ีไดแลวนําไป

คํานวณหารอยละของปริมาณเพคติน 

1.12  เช้ือจุลินทรียท่ีใชในการวิจัย 

 เชื้อแบคทีเรีย  Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965 เปนสายพันธุท่ีผลิตกรด     

โพรพิโอนิกจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

 1.12.1 การเก็บรักษาเช้ือท่ีใชในการวิจัย 

 เชื้อแบคทีเรีย Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ใชลวดเข่ียเชื้อแลวลาก 

(streak) ลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนําไปบมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Youssef และคณะ. 

2000) เปนเวลา 2 วัน จากนั้นใชพาราฟลมพันปดปากหลอดทดลองใหแนน เก็บหลอดทดลองดังกลาวไวใน

ถุงพลาสติกแลวเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการถายเชื้อลงในอาหารใหม (subculture) 

ทุกๆ 2 สัปดาห 

 1.12.2 การเตรียมหัวเช้ือเริ่มตนสําหรับเซลลอิสระและเซลลตรึง 

 เชื้อแบคทีเรีย Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ถายเชื้อจํานวน 2 ลูปลงใน

อาหารเหลว MRS ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ท่ีอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30    

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ชั่วโมง (Ha และคณะ. 2003) เก็บน้ําหมักไปวัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร (Senthuran และคณะ. 1999) (ปรับความขุนของน้ําหมักให

ไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.5 ดวยอาหารเหลวชนิดเดิมท่ีผานการฆาเชื้อแลว)  จากนั้นดูดเซลลแขวนลอย

ลงในหลอดปนเหวี่ยง ปริมาตรรอยละ 5 ของปริมาตรอาหาร  (ปริมาตรแปรผันตามการทดลอง)  นําเซลล

แขวนลอยท่ีไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที  เทสวนใส

ท้ิง  ลางตะกอนเซลลแขวนลอยดวยน้ําเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จํานวน 2 ครั้ง    



31 

 

จากนั้นเติมน้ําเกลือเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในหลอดปนเหวี่ยงท่ีมีตะกอนเซลล เขยาใหเขา

กันจนเกิดสารแขวนลอยเซลล จะไดเชื้อเริ่มตนสําหรับเซลลอิสระหรือสําหรับเซลลตรึง 

1.13  อาหารสําหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

 นําเวยท่ีเปนของเหลวท่ีเตรียมไดจากขอ 1.10.2 มาเติมดวยสารสกัดจากยีสต 10 กรัมตอลิตร           

ทริปติเคสซอยบรอท 0.25 กรัมตอลิตร  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรัมตอลิตร  แมงกานีสซัลเฟต 

0.05 กรัมตอลิตร  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.2 กรัมตอลิตร และ แคลเซียมคารบอเนตรอยละ 1 

ปรับพีเอชใหได 6.5 (+ 0.1) และปรับปริมาตรเปน1 ลิตร 

 อาหารท่ีใชในอาหารหมักในระดับฟลาสก ปริมาตร 175 มิลลิลิตร (รอยละ70) ในฟลาสกขนาด 

250 มิลลิลิตร และอาหารท่ีใชในอาหารหมักในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตร 1400  มิลลิลิตร (Nancib 

และคณะ. 2000)  จากนั้นนําไปฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที  

1.14 การตรึงเซลล 

1.14.1 การตรึงเซลลดวยเพคติน  

การตรึงเซลลดวยสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา เตรียมเพคตินใหอยูในรูปโพแทสเซียม     

เพคเตต โดยทําปฏิกิริยา de-esterification  ดวยโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 

20 มิลลิลิตร ผสมกับหัวเชื้อเริ่มตน จากนั้นหยดสารผสมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน  0.2 

โมลาร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ผานปม (peristaltic pump) โดยใชสายยางซิลิโคน  นําเม็ดเจลบมท่ีอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง เพ่ือลางแคลเซียมไอออนท่ี

มากเกินและตัวเซลลท่ีไมไดถูกหอหุม จะไดเม็ดเจลเซลลตรึงท่ีไดไปใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
 

1.15 การศึกษาสภาะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลลของสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาเพ่ือผลิตกรด 

แลคติกในระดับฟลาสก 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 

4965  

 • ศึกษาความเขมขนสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา รอยละ 3, 4 และ5 (น้ําหนักตอปริมาตร)  

 • ศึกษาปริมาณของเชื้อเริ่มตน รอยละ 3, 5 และ7 (ปริมาตรตอปริมาตร) 

 • ศึกษาขนาดเสนผานศูนยกลางของสายยาง 0.89, 1.52 และ2.02 มิลลิเมตร 
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 จากนั้นนําเซลลตรึงมาเพาะเลี้ยงในอาหารหางนมปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 

มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีสภาวะตั้งนิ่ง (Dembczynski และ Jankowski, 2002) โดยทํา

การทดลอง 3 ซํ้า เปนเวลา 432 ชั่วโมง วิเคราะหตัวอยางตามขอ 1.16 

1.16  การวิเคราะห 

นําน้ําหมักมาวิเคราะหปริมาณกรดโพรพิโอนิก  น้ําตาลแลคโตสท่ีเหลือ และวัดคาพีเอช โดยทําการ

วิเคราะหปริมาณกรดโพรพิโอนิกดวยเครื่อง HPLC (high-performance liquid chromatography)         

ใชคอลัมภ Inertsil C8-3 เตรียมสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ความเขมขน 0.1       

โมลาร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร โดยชั่งโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 13.7 กรัม ละลายในน้ําปราศจาก

ไอออน (Deionize water) และปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร อั ต ร า ก า ร ไ ห ล 1 

มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจวัดดวย UV detector ท่ีความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 

(ประยุกตจากญานี ลีตะนันท. 2541)  และวิเคราะหปริมาณความเขมขนของน้ําตาลแลคโตสท่ีเหลือดวยวิธี   

ฟนอล-ซัลฟวริก ตามวิธีของ Dubois. 1956 

1.17 ผลการทดลอง 

1.17.1 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลลของสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา 

เม่ือตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ความเขมขนสารสกัด

หยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา รอยละ 3, 4 และ 5 ขนาดเสนผานศูนยกลางของสายยาง 0.89, 1.52 และ 2.02 

มิลลิเมตร  และปริมาณเชื้อเริ่มตนรอยละ 3, 5 และ 7 จากนั้นนําเซลลตรึงมาหมักในอาหารหางนมปริมาตร 

175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท่ีสภาวะตั้งนิ่ง เปนเวลา 432 

ชั่วโมง  เม่ือทําการเก็บตัวอยางน้ําหมักมาวัดปริมาณกรดโพรพิโอนิก  พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลล

ของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 คือ ความเขมขนสารสกัดหยาบ เพคตินจาก  

ใบกรุงเขมารอยละ 4 ปริมาณเชื้อเริ่มตนรอยละ 5 และขนาดเสนผานศูนยกลางของสายยาง 1.52  มิลลิเมตร 

และพบวาเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเทากับ 

18.5 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 336 ชั่วโมง ดังตารางท่ี 1.4 ผลการศึกษาความเขมขนสารสกัดหยาบเพคตินจากใบ

กรุงเขมารอยละ 3, 4  และ5 (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวาเม่ือใชสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาความ  

เขมขนรอยละ 3  เม็ดเจลมีลักษณะเปนรูปหยดน้ํา (รูปที 1.9) และเกิดการแตกไดงาย เนื่องจากมีการ      

ฟอรมเจลของแคลเซียมเพคเตตเจลท่ีไมสมบูรณ  มีผลทําใหเซลลสามารถรั่วไหลออกจากเม็ดเจลได แตเม่ือ

เพ่ิมความเขมขนสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมามากกวารอยละ 4 พบวาเม็ดเจลมีลักษณะเปนทรงกลม 

(รูปท่ี 1.9) และมีความแข็งแรงข้ึน แตพบปญหาเรื่องความสามารถในการแพรและการกระจายตัวของเซลล

เกิดข้ึน ทําใหเซลลภายในเม็ดเจลไดรับอาหารไมเพียงพอ เนื่องจากการแพรผานของอาหารเปนไปไดยาก     

จึงทําใหความสามารถในการผลิตกรดโพรพิโอนิกลดลง และพบวาการใชสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา
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ความเขมขนรอยละ 4  สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับความเขมขนอ่ืนๆ และเม็ดเจล

มีความคงตัวไมเปลี่ยนรูปในระหวางการทดลอง ดังนั้นจึงเหมาะสมตอการนํามาตรึงเซลล 

 

รูปท่ี 1.9  แสดงผลการตรึงเซลลดวยสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาท่ีความเขมขนตางๆ               

(a1-a3 =3%, b1-b3=4% และ c1-c3=5%) และขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยาง ท่ีขนาดตางๆ 

(a1, b1, c1 = 2.02 มม., a2, b2, c2 = 1.52 มม. และ a3, b3, c3 =0.89 มม.) 

 สําหรับผลการศึกษาปริมาณของเชื้อเริ่มตนรอยละ 3, 5 และ 7 (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวาการเพ่ิม

ปริมาณเชื้อเริ่มตนมีผลตอการการเพ่ิมการผลิตกรดและ เม่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อเริ่มตนจนถึงรอยละ 5 สามารถ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุด อยางไรก็ตามพบวาการเพ่ิมปริมาณเชื้อเริ่มตนมากกวารอยละ 5 ไมสงผลใหการ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกเพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงอาจเปนผลมาจากซับสเตรตมีจํากัด (substrate limitation) เนื่องจาก

เซลลภายในเม็ดเจลเกิดการแยงอาหารเพ่ือนําไปใชสําหรับการเจริญและการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

สําหรับผลการศึกษาขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยาง 0.89,  1.52  และ 2.02 มิลลิเมตร 

ซ่ึงขนาดของสายยางมีผลตอขนาดของเม็ดเจล  พบวาการใชขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยาง 2.02 

มิลลิเมตร ทําใหเกิดเม็ดเจลขนาดใหญ (รูปท่ี 1.9) ไมสงผลใหการผลิตกรดโพรพิโอนิกเพ่ิมมากข้ึน แตในขณะท่ี

การใชขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยางท่ีมีขนาดเล็กทําใหเกิดเม็ดเจลขนาดเล็ก (รูปท่ี 1.9) ทําให

เม็ดเจลมีพ้ืนท่ีผิวมากข้ึน สงผลใหโมเลกุลของสารอาหารสามารถเคลื่อนท่ีผานเขาไปในเม็ดเจลไดเร็วกวาเม็ด

เจลท่ีมีขนาดใหญ 
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Table 1.4 Effect of pectin concentration, innerdiameter of silicone tube and inoculum for 

immobilization on propionic acid production by immobilized  Propionibacterium 

acidipropionici ATCC 4965 

Value with different letters are significantly different (p<0.05) 

เม่ือเปรียบเทียบการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกกับเซลลอิสระของเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 ในอาหารหางนม ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ในสภาวะนิ่ง ระยะเวลาในการหมัก 432 ชั่วโมง ซ่ึงพบวาเซลลอิสระสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเทากับ 

16.88 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 348 ชั่วโมง แสดงดังรูปท่ี 1.10 การท่ีเซลลอิสระสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได    

นอยกวาเซลลตรึง เนื่องจากเม่ือเวลาในการหมักเพ่ิมข้ึน  การผลิตกรดโพรพิโอนิกจะมีความเขมขนมากข้ึนดวย  

สงผลใหกรดโพรพิโอนิกซ่ึงเปนผลิตภัณฑเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล (product inhibition) ทําให

ความสามารถของเชื้อในรูปเซลลอิสระสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดนอยลง แตในขณะท่ีเซลลตรึงมีสารสกัด

หยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาเปนวัสดุตรึงท่ีชวยปกปองตัวเซลลจากน้ําหมัก อีกท้ังสารสกัดหยาบเพคตินจากใบ

กรุงเขมายังมีคุณสมบัติทนตอสภาวะความเปนกรดไดดี จึงสงผลใหสามารถกรดโพรพิโอนิกไดเพ่ิมข้ึน     

Pectin concentration (%) 

(A) 

Innoculum (%) 

(B) 

Innerdiameter of  silicone tube  (mm) 

 (C) 

0.89 (c1) 1.52 (c2) 2.02 (c3) 

 

3 (a1) 

3 (b1) 13.04jk 13.61k 12.09l 

5 (b2) 14.58e 14.82f 13.60g 

7( b3) 15.97bc 15.10cd 14.41e 

 

4 (a2) 

3 (b1) 14.56g 14.78g 13.07ij 

5 (b2) 17.86a 18.50a 16.23d 

7 (b3) 17.94a 16.76b 15.92bc 

 

5 (a3) 

3 (b1) 13.4h 13.69hi 12.17k 

5 (b2) 14.04cd 14.73d 13.70f 

7 (b3) 14.32d 14.62e 13.99e 
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รูปท่ี 1.10 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 ในรูปเซลล

อิสระและเซลลตรึง ในอาหารหางนม ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 

1.17.2 ศึกษาศักยภาพของเซลลท่ีถูกตรึงดวยสารเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมาโดยการนํากลับมา

ใชใหม (cell recycle) เพ่ือผลิตกรดโพรพิโอนิกในถังหมักขนาด 5 ลิตรร 

เม่ือทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึงดวยสาร

สกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมาในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสม คือ คาพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 

30  องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เม่ือใชสภาวะดังกลาวในการผลิตกรดโพรพิโอนิกใน

ถังหมัก พบวาสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 20.5 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล

อิสระซ่ึงสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 19.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เชนกัน และเม่ือศึกษาการนํา

เซลลตรึงกลับมาใชใหม พบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าได 5 รอบการหมัก 
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รูปท่ี 1.11 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึง  

ดวยสารสกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมาในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสม คือ คาพีเอช 6.5 

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที 

ผลการศึกษาศักยภาพของเซลลตรึงดวยสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา โดยใชสภาวะท่ี

เหมาะสม คือ คาพีเอช 6.5 อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส และอัตราการกวน 100 รอบตอนาที (เนื่องจากท่ี

เวลา 216  ชั่วโมงของการหมักน้ําตาลแลคโตสมีการเปลี่ยนแปลงเปนกรดโพรพิโอนิกติกเพ่ิมข้ึนสูงสุด หลังจาก

นั้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกจะคอยๆ ลดลง  และปริมาณน้ําตาลแลคโตสเหลือนอยมากจนเกือบหมด)  

หลังจากทุกๆ รอบการหมักท่ี 216  ชั่วโมง ทําการเปลี่ยนอาหารเวยท่ีใชในการหมัก และทําซํ้าโดยใชอาหาร

เวยใหมหลังจากลางเม็ดเจลดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ  พบวาสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุด 20.5 กรัมตอลิตร  

อัตราการผลิต 0.595 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และผลได 0.552  กรัมตอกรัม  แสดงดังรูปท่ี 1.11 จากผลการ

ทดลองพบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าไดถึง 5 รอบการหมัก แสดงดังรูป 1.12 และตารางท่ี 1.5 แตเม่ือ

สิ้นสุดการหมักรอบท่ี 5 เม็ดเจลมีการแตกและละลายตัวเกือบท้ังหมด ทําใหไมสามารถหมักรอบตอไปไดอีก 

และเม่ือพิจารณาการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวาอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกลดลงเรื่อยๆ เม่ือจํานวนรอบใน

การนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าเพ่ิมข้ึน  เนื่องมาจากเซลลอาจเกิดการเสื่อมสภาพ (cell degeneration) เซลล    

ออนแอ (inactivated cells)  และความเสื่อมสภาพของเม็ดเจล ซ่ึงสงผลใหความสามารถในการผลิตกรด    
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รูปท่ี 1.12 แสดงจํานวนรอบของการหมักกรดโพรพิโอนิกของเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 

ท่ีถูกตรึงดวยสารสกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมา โดยการนํากลับมาใชซํ้า 

ตารางท่ี 1.5  แสดงจํานวนรอบของการหมักกรดโพรพิโอนิก อัตราการผลิต และผลไดของเชื้อ                    

P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึง  ดวยสารสกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมา โดยการนํากลับมาใช

ซํ้า 

จํานวนรอบ 

การหมัก 

ปริมาณกรดแลคติก  

(กรัมตอลิตร) 

อัตราการผลิต  

(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

ผลได  

(กรัมตอลิตร) 

1 

2 

3 

4 

5 

20.50 

20.50 

19.05 

18.87 

18.43 

0.593 

0.595 

0.451 

0.434 

0.419 

0.543 

0.552 

0.509 

0.489 

0.473 
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1.18 สรุปผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการประยุกตใชสารสกัดหยาบ    เพคตินจากใบกรุงเขมา (Cissampelos 

pareira L.) ในการตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  เพ่ือผลิตกรด   

โพรพิโอนิก โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลลและการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวาสภาวะท่ีเหมาะสม

ตอการตรึงเซลล คือ ใชสายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.52 มิลลิเมตร โดยใชสารสกัดหยาบเพคตินจากใบ

กรุงเขมารอยละ 4 และใชเชื้อเริ่มตนปริมาณรอยละ 5 (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวา Propionibacterium 

acidipropionici ATCC 4965  สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 20.5 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เม่ือ

เปรียบเทียบกับเซลลอิสระซ่ึงสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 19.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เชนกัน และ

เม่ือศึกษาการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม พบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าได 5 รอบการหมัก 
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	ผล ผลสดเป็นแบบ drupe ค่อนข้างกลม เมื่อสุกจะมีสีแดง เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 1.2 เซนติเมตร มีขน
	เมล็ด เป็นเมล็ดเดียว เล็ก แข็ง รูปโค้ง หรือเป็นรูปเกือกม้า ผิวขรุขระ
	1.7.3  การใช้ประโยชน์จากกรุงเขมา
	สรรพคุณของกรุงเขมาในตำรายาไทยมีมากมาย เนื่องจากทุกส่วนของกรุงเขมาสามารถนำมาใช้เป็นยารักษาโรคและช่วยบำรุงร่างกาย ได้แก่
	ราก สรรพคุณในการแก้ไข้ แก้ดีรั่ว ดีซ่าน เป็นยาอายุวัฒนะ บำรุงอวัยวะเพศให้แข็งแรง แก้ลม โลหิต กำเดา แก้โรคตา ขับปัสสาวะ แก้อาการบวมน้ำ แก้ทางเดินปัสสาวะอักเสบกระเพาะปัสสาวะอักเสบ แก้กระหายน้ำ แก้ช้ำใน แก้ปวดท้อง แก้โรคฝีดาษ บำรุงหัวใจ แก้อ่อนเพลีย เป็น...
	เถา สรรพคุณในการดับพิษไข้ทุกชนิด บำรุงโลหิตสตรีให้สมบูรณ์ แก้ระดูพิการ
	ใบ สรรพคุณในการใช้ทาแก้โรคผิวหนัง แก้หิด รักษางูกัด พอกแผล ฝี แก้ร้อนใน ใบจะมีสารพวกเพคติน (พะยอม ตันติวัฒน์. 2521 ; ชยันต์ และคณะ. 2542)
	นอกจากนั้นมีการนำใบกรุงเขมามาบริโภค โดยนำใบที่เจริญเต็มที่มาขยี้กับน้ำสะอาด กรองเอา   เฉพาะส่วนที่เป็นของเหลวข้น แล้วปล่อยให้เกิดเจลหรือที่เรียกว่า วุ้น  หมาน้อยจึงนำมารับประทาน (จิรศักดิ์  ศรีสมศักดิ์ และ ธนากร  อัปมะเทา. 2543)
	1.7.4 งานวิจัยที่เกี่ยวกับการสกัดเพคตินจากใบกรุงเขมา
	1.8  เวย์ (whey)
	เวย์เป็นผลิตผลพลอยได้จากการผลิตเนยแข็งหรือการแยกเคซีนจากนมสด เวย์มีลักษณะเป็นของเหลวใสมีสีค่อนข้างเขียวอมเหลือง (Marshall. 1982) องค์ประกอบของเวย์โดยทั่วไปพบว่าประกอบด้วยน้ำตาลแลคโตสร้อยละ 4–5 โปรตีนร้อยละ 1 และเกลือแร่ร้อยละ 1 (Roukas และคณะ. 1998)
	1.8.1  ประเภทของเวย์ เวย์แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ตามความเป็นกรด (Titable acidity) ได้แก่
	1.8.1.1  สวีทเวย์ (Sweet whey) เป็นผลิตผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตเนยแข็งชนิดแข็ง เช่น เชดดา (Cheddar cheese) เกาดา (Gouda cheese) สวิส (Swiss cheese) เป็นต้น มีค่าความเป็นกรดประมาณร้อยละ  0.10–0.20 และมีค่าพีเอชระหว่าง 5.8–6.1
	1.8.1.2   แอซิดเวย์ (Acid whey) เป็นผลิตผลพลอยได้จากการตกตะกอนนม โดยการเติมกรดหรือเกลือแร่ลงไปโดยตรงในการผลิตเนยแข็งชนิดอ่อน เช่น คอทเทจ (Cottage) เป็นต้น มีค่าความเป็นกรดประมาณร้อยละ 0.40–0.60  และมีค่าพีเอชระหว่าง 4.0–5.0 (Kosikowski. 1977) สรุปองค์...
	ตารางที่ 1.3 องค์ประกอบโดยประมาณของสวีทเวย์และแอซิดเวย์
	ที่มา : 3Thttp://www.indiana.edu/~ensiweb/lessons/tp.2.gif3T
	1.8.2.2 โปรตีน  โปรตีนในเวย์เป็นส่วนหนึ่งของโปรตีนในน้ำนมซึ่งเป็นโปรตีนตามธรรมชาติที่มีคุณค่าทางอาหารสูง มีกรดอะมิโนที่จำเป็นในปริมาณสูง โปรตีนในเวย์สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทหลักๆ คือ   เบตาแลคโตโกลบูลิน (β–lactoglobulin) และแอลฟาแลคทอลบูมิน (α–lacta...
	1.8.3  การใช้ประโยชน์จากเวย์
	ในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง พบว่าจะมีน้ำเวย์ซึ่งเป็นผลพลอยจากการผลิตนั้นเป็นจำนวนมาก  โดยทั่วไปเวย์จะมีปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ค่อนข้างสูง ถ้าเปรียบเทียบค่า BOD ระหว่างน้ำเสียที่ปล่อยลงแม่น้ำลำคลองควรบำบัดน้ำจนมีค่า BOD เหลือประมาณ 20 แต่เวย์มีค่า BOD อยู...
	Barbirato,F.,Chedaille,D. and Bories, A.1997. “Propionic acid fermentation from glycerol : ………comparison with conventional substrates”.  Applied Microbiology and Biotechnology.
	……….47:441-446.
	Bunchanan, R.L. and Ayres, J.C. 1976. “Effect of sodium acetate on growth and aflatoxin llllllllll.production by Aspergillus parasiticus NRRL 2999”. Journal of Food Protection. 49 :    llllllll;;128 – 132.
	Chen man, Y.B.,L. S. Wei and A.L. Nelson. 1988. Inactivation of lipoxygenase in Whole ………Soybean by pH Adjusment. Food Science and Technology in Industrial development ………V.1 Proceeding of Food Conference.
	Colomban, A., Roger, L. and Boyaval, P. 1993. “Production of propionic acid from whey permeate by sequential fermentation, ultrafiltration, and cell recycling”. Biotechnology and Bioengineering. 42 : 1091 – 1098.
	Daniel, R.1995. Microbial Physiology and Metabolism. Wm.C. Brown Communication,Inc.
	1TFilya,i.1T 1Tsucu0T1T,0T 1Te.1T and 1Tkarabulut1T, 1Ta.1T2004. “The effect of  Propionibacterium  acidipropionici , with or
	without  Lactobacillus   plantarum, on the fermentation  and  aerobic  stability  of  wheat, sorghum  and.maize silages”. 3TJournal of Applied Microbiology3T. 1TVolume 97, Number 4, October 2004 , pp. 818-826 (9)
	Goswami, V. and Srivastava, A.K. 2000. “Fed-batch propionic acid production by ………..Propionibacterium acidipropionici” . Journal Biochemical Engineering. 4 : 121-128.
	Himmi, E.H., Bories, A., Boussaid, A. and Hassami, L. 2000. “propionic acid fermentation of ……….glycerol  and glucose by Propionibacterium acidipropionici and Propionibacterium ………...freudenreichii spp.  shermanii ” . Applied Microbiology and Biotechn...
	J.P.F. D’Mello.2000. Farm Animal Metabolism and Nutrition .Biotechnology
	Department, The.Scottish Agricultural College,Edinburgh,UK :P. 438.
	Jefferson,C. Susan, Luciana, José, Ashok and Carlos. 2008. Batch Fermentation Model of
	Propionic Acid Production by Propionibacterium acidipropionici in Different Carbon Sources. Journal of Applied Biochem Biotechnology , 151:333–341
	Liu, KeShun. 1997. Soybean: chemistry, technology, and utilization. New York: Chapman & ……….Hall: 25-94.
	Lewis, V. and Yang, S. 1992. “propionic acid fermentation by Propionibacterium acidipropionici : effect of growth substrate”.Applied Microbiology and Biotechnology. 37 : 437-442.
	Moss,M.O, and J.E. Smith. Industrial Application of Microbiology. London :Surney university Press, 1977, 105-149
	Martinez-Campos, R. and Torre, M. 2002. “Production of propionate by fed-batch fermentation of  Propionibacterium acidipropionici  using mixed feed of lactate and glucose” . Biotechnology  Letters. 24 : 427-431.
	Olbrich, H. Die Melasse. Berlin : Institut fur Garungsgewerbe, 1956
	Paik, H.D. and Glatz, B.A. 1994. “Propionic acid production by immobilized cells of a propionate .tolerant strain of Propionibacterium acidipropionici” . Applied Microbiology and Biotechnology. 42 : 22-27.
	Prescott, S.C. and Dunn, C.G. 1959. Industrial Microbiology. 3PthP ed. Mc Graw Hill Co, Inc., New York. P. 50.
	Quesada-Chanto, A., Afschar, A.S. and Wagner, F. 1994. “Optimization of a Propionibacterium .acidipropionici continuous culture utilizing sucrose” . Applied Microbiology and ……… Biotechnology. 42 : 16-21.
	Rickert, D.A., Charles, E.G., Bonita, A.G. 1998. “Improved organic acid production by calcium alginate  immobilized propionibacteria” . Enzyme and Microbial Technology. 22 : 409-414.
	Racker, M.O., Bern, C.J., Johnson, L.A. and Glatz, B.A. 1992. “Preservative of high moisture Maize by various propionate treatments”. Cereal Chemists. 69 : 66 – 69.
	Ramsay , J.A., Hassan,M.C. and Ramsay,B.A. 1998. “Biological conversion  of hemicelluloses  to propionic acid”. Enzyme and Microbial Technology. 22 : 292 – 295.
	Suwannakham, S. and Yang, S. 2005. “Enhanced propionic acid fermentation by .Propionibacterium  acidipropionici mutant obtained by adaptation in a fibrous-bed bioreactor” . Biotechnology and Bioengineering. 91 : 325-337.
	Schuppert ,B., Schink ,B. and Trosch, W.1992. “Batch and continuous production of propionic
	acid from whey permeate by Propionibacterium  acidipropionici in a three-electrode amperometric culture system”. Applied Microbiology and  Biotechnology.
	37:549-553.
	Tyree, R.W., Clausen, E.C. and Gaddy, J.L. 1991. “The production of propionic acid from sugars by fermentation through lactic acid as an intermediate” . Journal of Chemists Technology and  Biotechnology. 50 : 157-166.
	Tomoaki K., Kazuhiro ,T. Masahito, H. Eri, N. Hiroyosh, D. Takaaki, T. Masayuki, T.2008. “Production of Extracellular Bifidogenic Growth Stimulator (BGS) from Propionibacterium shermanii Using a Bioreactor System with a Microfiltration Module and an O...
	Vandegraft, E.E., Hesseltine, C.W. and Shotwell, O.L. 1975. “Grain preservative : Effect on Aflatoxin and ochratoxin production” . Cereal Chemists. 52 : 79-84.
	Vandana Goswami , A.K. Srivastava . (2000)  “Fed-batch propionic acid production by .Propionibacterium acidipropionici.” Biochemical Engineering Journal 4 Pages 121-128.
	Woskow, S.A. and Glatz, B.A. 1991. “Propionic acid production by a propionic acid-tolerant of Propionibacterium acidipropionici in bacth and semicontinuous fermentation” . Applied Environment Microbiology. 57 : 281-288.
	White, J. 1954 Yeast Technology. London : Chapman and Hall.
	Yang, S., Zhu, H. and Li, Y. 1994. “Continuous propionate production from whey permeate using ……….a novel fibrous bed bioreactor” . Biotechnology and Bioengineering. 43 : 1124-1130.

