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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการประยุกตใชสารสกัดหยาบ    เพคตินจากใบกรุงเขมา (Cissampelos 

pareira L.) ในการตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  เพ่ือผลิตกรดโพ

รพิโอนิก     โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลลและการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวาสภาวะท่ี

เหมาะสมตอการตรึงเซลล คือ ใชสายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.52 มิลลิเมตร โดยใชสารสกัดหยาบเพ

คตินจากใบกรุงเขมารอยละ 4 และใชเชื้อเริ่มตนปริมาณรอยละ 5 (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวา 

Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 20.5 กรัมตอลิตร ใน

ชั่วโมงท่ี 216 เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลอิสระซ่ึงสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 19.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 

216 เชนกัน และเม่ือศึกษาการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม พบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าได 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. 

 

 

 

 



2 

 

บทนํา 

กรดโพรพิโอนิกเปนกรดอินทรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทราและไมเปนพิษตอ

รางกาย (Colomban และคณะ,1993) จึงนิยมใชเปนสารกันบูดในผลิตภัณฑตางๆ เชน ขนมปงและอาหาร

สัตว (Quesada-Chanto และคณะ,1994) โดยนิยมใชในรูปของเกลือแคลเซียม  เกลือโซเดียมและเกลือ

โพแทสเซียม (Yang และคณะ,1994) นอกจากนี้กรดโพรพิโอนิกยังใชเปนสวนผสมในยาควบคุมจังหวะการเตน

ของหัวใจ และเปนสารใหกลิ่นรส (Himmi และคณะ,2000) อีกท้ังยังใชในอุตสาหกรรมการทําพลาสติกในรูป

ของเซลลูโลส โพรพิโอเนต (Barbirato และคณะ,1997) ในประเทศไทย  พบวายังไมมีการผลิตกรดโพรพิโอนิก

ในเชิงพาณิชย  กรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตไดท้ังกระบวนการทางเคมี และกระบวนการทางชีวภาพ         

การผลิตเพ่ือการคานิยมผลิตโดยกระบวนการทางเคมี (Himmi และคณะ,2000) เนื่องจากไดผลผลิตสูงและ

รวดเร็ว  แตใชสารเริ่มตนท่ีเปนอันตรายและกอใหเกิดมลพิษตอสิ่งแวดลอม เชน Propionaldehyde,   

methyl propylketone ซ่ึงตองใชตนทุนสูงในการผลิตในชวงข้ันตอนการทําใหบริสุทธิ์  ดังนั้นจึงตองมี

การศึกษาเพ่ือปรับปรุงการผลิตกรดโพรพิโอนิก  โดยลดข้ันตอนการทําใหบริสุทธิ์และไมเปนพิษ (Paik และ

Glatz,1994)   

กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดวยวิธีการหมักทางชีวภาพ  นิยมใช เชื้อแบคทีเรียสกุล 

Propionibacterium sp. และการใชแบคทีเรียโพรพิโอนิกสามารถลดตนทุนการผลิตและผลิตภัณฑท่ีไดไมมี

ความเปนพิษ  ซ่ึงสามารถใชกับอุตสาหกรรมประเภทอาหารได (Colomban และคณะ,1993)ซ่ึงขอจํากัดใน

การผลิตกรดโพรพิโอนิกทางชีวภาพจะใชเวลาในการหมักนานและไดผลผลิตกรดในปริมาณนอย (Himmi และ

คณะ,2000) เชน การหมักแบบกะสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเพียงรอยละ 1-3 ซ่ึงใชเวลาในการหมัก 7-14 

วัน (Schuppert และคณะ,1992); (Jefferson และคณะ, 2008); (Zhang และYang ,2009)  ดังนั้นจึงไดมี

การคิดหาวิธีเพ่ือเพ่ิมผลผลิตดวยวิธีตางๆ เชน การตรึงเซลล (Sowannakham และYang ,2005); (Zhang 

และYang ,2009) การใชระบบการหมักแบบก่ึงกะ(Goswami และ Srivastava ,2000); (Zhang และYang 

,2009) การใชระบบการหมักแบบตอเนื่อง (Paik และ Glatz ,1994); (Kouya และคณะ,2008) และการ

คัดเลือกอาหารท่ีเหมาะสมกับการผลิตกรดโพรพิโอนิก (Jefferson และคณะ, 2008) 

การตรึงเซลลเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในระบบการหมักจากจุลินทรียมีการนําเซลลตรึงมาใชในกระบวน 

การผลิตกรดอินทรีย กรดอะมิโน เอนไซม และยาปฏิชีวนะ ซ่ึงพบวาการใชเซลลตรึงสามารถควบคุมกระบวน 

การหมักไดงาย และใหผลผลิตดีกวา รวมถึงมีความคงตัวมากกวาการใชเซลลอิสระ(Jianlong, 2000) สําหรับ

วัสดุท่ีนิยมนํามาใชในการตรึงเซลลสวนใหญไดแก แอลจิเนต คาราจีแนน เพคติน และวุน (Roy และคณะ, 

1987; Goksungur และคณะ, 2005) แตในงานวิจัยนี้เลือกใชวัสดุในการตรึงท่ีไดจากธรรมชาติ คือใบกรุงเขมา 

(Cissampelos pareira L.) ซ่ึงมีชื่อเรียกหลายชื่อ เชน ใบหมานอย หรือใบกรุงบาดาล เปนพืชท่ีอยูในวงศ 

Menispermaceae พบมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ไดมีการศึกษาพบวาใบกรุงเขมามี

เพคตินเปนสวนประกอบอยูประมาณรอยละ 25-40 (พิเชษฐ เทบํารุง, 2546) เพ่ือเปนการประหยัดคาใชจาย
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ในการผลิต และใชทรัพยากรทางธรรมชาติท่ีมีอยูใหคุมคา จึงมีความนาสนใจท่ีจะนําใบกรุงเขมามาสกัดเพ่ือนํา

เพคตินมาใชประโยชนเปนวัสดุในการตรึงเซลล 
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เนื้อเรื่อง 

1.1 คุณสมบัติของกรดโพรพิโอนิก         

กรดโพรพิโอนิกจัดเปนกรดอินทรียชนิดหนึ่ง  ไดจากการหมักสารประเภทคารโบไฮเดรตโดยแบคทีเรีย  

มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียประเภทรา  นอกจากนี้ยังพบกรดโพรพิโอนิกตามธรรมชาติ

ไดในกระเพาะของสัตวเค้ียวเอ้ือง ในเหง่ือของคนและในอาหารประเภทหมักดอง เปนตน กรดโพรพิโอนิก     

มีสูตรโมเลกุล คือ CH3CH2COOH สูตรโครงสรางแสดงดังรูปท่ี 1.1  คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของ

กรดโพรพิโอนิก  แสดงดังตารางท่ี 1.1 

  

รูปท่ี 1.1  สูตรโครงสรางโมเลกุลของกรดโพรพิโอนิก 

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

สืบคนขอมูลวันท่ี 5 ตุลาคม 2553 

1.2 ความสําคัญของกรดโพรพิโอนิก         

กรดโพรพิโอนิกเปนกรดอินทรียท่ีไมแตกตัว  มีประโยชนในการทําลายจุลินทรียโดยไปละลายสาร

ภายในเยื่อหุมเซลล  ซ่ึงมีการตั้งสมมติฐานวา กรดโพรพิโอนิกสามารถทําลายจุลินทรียไดโดยไปรบกวนการซึม

ผานของเยื่อหุมเซลล  ทําใหเกิดการยับยั้งการขนสงอิเล็คตรอนภายในเซลล สงผลใหสภาพภายในเซลลมีความ

เปนกรดมากข้ึน ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญท่ีชวยในการยับยั้งการเจริญและทําใหจุลินทรียตายในท่ีสุด สําหรับพีเอชท่ี

เหมาะสมตอการทํางานของกรดโพรพิโอนิกท่ีทําใหมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด คือ 3.4 ถึง 4.5 โดยท่ีพีเอช 4 จะมี

โมเลกุลของกรดและเกลือท่ีไมแตกตัวอยูรอยละ 88 ในขณะท่ีพีเอช 6 จะมีโมเลกุลของกรดและเกลือท่ีไมแตก

ตัวอยูรอยละ 6.7 ซ่ึงกรดท่ีไมแตกตัวนี้ทําใหเกิดการยับยั้งการใชอาหารของจุลินทรีย อีกท้ังกรดโพรพิโอนิก  

จะมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียเพ่ิมมากข้ึนเม่ือมีแอนไอออนไปรบกวนการแตกตัวของกรด                     

กรดโพรพิโอนิกท่ีใชในอุตสาหกรรมอาหารจะอยูในรูปของเกลือ ไดแก เกลือโซเดียม แคลเซียม และ

โพแทสเซียม (ศิวาพร, 2546) สูตรโครงสรางโมเลกุลของโซเดียมโพรพิโอเนต แสดงดังรูปท่ี 1.2   

 

รูปท่ี 1.2  สูตรโครงสรางโมเลกุลของโซเดียมโพรพิโอเนต                                                  

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

นน               สืบคนขอมูลวันท่ี 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                                           

ความหนาแนน                                

การละลายน้ํา                                     

คาพีเอช                                                    

การละลายในสารละลาย                    

ความดันบรรยากาศ                     

ความดันไอ                                          

อัตราการระเหย                                  

อุณหภูมิวิกฤติ                                      

คาความเปนกรด                                     

ความดันวิกฤติ                                      

ความคงตัว                                                     

การกัดกรอนเหล็ก                                

สภาวะท่ีควรหลีกเลี่ยง                           

วัตถุท่ีควรหลีกเลี่ยง 

74.08                                                                                                       

1 พีพีเอ็มเทากับ 3.02 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเมตร                                     

1 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเมตรเทากับ0.3พีพีเอ็ม ท่ี 25 องศา

เซลเซียส      

(-20) ถึง (-22) องศาเซลเซียส                                                           

141.1 องศาเซลเซียส                                                                         

0.992 – 0.994                                                                                

สามารถละลายน้ําได                                                                             

2.9                                                                                                 

สามารถละลายในเอทานอล ไดเอทิลอีเทอร และคลอโรฟอรม          

2.55                                                                                                     

0.32 ถึง 0.4 กิโลปาสคาล                                                                     

ไมระเหย                                                                                              

339 องศาเซลเซียส                                                                               

กรดออน pKa 4.87                                                                            

5370 กิโลปาสคาล                                                                                  

มีความคงตัว                                                                                

สามารถกัดกรอน เหล็กกลา นิกเกิล โครเมียม และตะก่ัว                  

อุณหภูมิเกิน 50 องศาเซลเซียส                                                           

สารออกซิไดซ กรดแก Reactive metal  Reducing  agent 

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

]]]]]]]             สืบคนขอมูลวันท่ี 5 ตุลาคม 2553 

กรดโพรพิโอนิกมีความปลอดภัยในการใชในอาหาร จึงไมไดกําหนดความเขมขนสูงสุดท่ีใชในอาหาร 

ยกเวนในอาหารบางประเภทซ่ึงกําหนดความเขมขนสูงสุดท่ีอนุญาตใหใช ดังนี้ ในผลิตภัณฑเนยแข็งใหใชไดใน

ปริมาณสูงสุดไมเกิน 3,000 มิลลิกรัมตอปริมาณอาหาร 1 กิโลกรัม (ศิวาพร,2546) สําหรับผลิตภัณฑประเภท

ขนมปง ใหใชไดในปริมาณสูงสุดไมเกิน 2,000 มิลลิกรัมตอปริมาณอาหาร 1 กิโลกรัม (ประกาศกระทรวง

สาธารณสุข พ.ศ. 2527 ฉบับท่ี 84 เรื่องวัตถุเจือปนในอาหาร) นอกจากนี้มีรายงานการใชกรดโพรพิโอนิกใน

การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ดังนี้ Vandegraft และคณะ (1975) รายงานการใชกรดโพรพิโอนิกความ
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เขมขนรอยละ 0.1 กับเมล็ดขาวโพดท่ีมีความชื้นรอยละ 28 พบวาตลอดการทดลอง 29 สัปดาห ไมพบการ

เจริญเติบโตของเชื้อรา Aspergillus  parasiticus กับ Aspergillus ochraceus และไมพบสารอะฟลาทอก-

ซิน B1 กับสารโอคราทอกซินเลย 

Buchanan และ Ayres (1976) รายงานวาการใชกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 0.1 กรัมตอ 100 ลิตร 

ของอาหารเหลวท่ีเลี้ยงเชื้อท่ีมีพีเอช 4.5 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. parasiticus และการ

สรางอะฟลาทอกซินไดบางสวน แตถาเพ่ิมเปน 0.2 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อรา และการสรางอะฟลาทอกซินได อยางสมบูรณในระยะเวลา 7 วัน    

Racker และคณะ (1992) รายงานวากรดโพรพิโอนิกรอยละ 0.5 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อราในขาวโพดท่ีมีความชื้นรอยละ 26.8 และ 29.6 ไดตลอดการทดลอง 42 สัปดาห   

Filya และคณะ1 (2004) รายงานวาการใชเชื้อ P. acidipropionici เพียงชนิดเดียวหรือผสมรวมกันกับ 

Lactobacillus plantarum ซ่ึงจะมีผลตอกระบวนการหมักและสภาวะการใหอากาศของขาวสาลี ขาวฟาง

และขาวโพด ซ่ึงเปนอาหารสัตวพบวาการใชเชื้อ P. acidipropionici เพียงชนิดเดียวจะมีการสรางกรด        

โพรพิโอนิกและกรดอะซิติกในระดับท่ีสูงกวาการใชเชื้อ L. plantarum เพียงชนิดเดียวและเชื้อผสมระหวาง  

P. acidipropionici กับ L. plantarum ซ่ึงจะเปนผลดีตอการยับยั้งกิจกรรมของยีสตท่ีมีตอขาวสาลี ขาวฟาง

และขาวโพดในอาหารสัตว  

1.3 กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก          

กรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตได 2 วิธี ดังนี้       

1.3.1 กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดวยวิธีการสังเคราะหทางเคมี ในปจจุบันการผลิตกรด    

โพรพิโอนิกในเชิงพาณิชยนิยมใชวิธารสังเคราะหทางเคมี  เนื่องจากใชเวลาในการผลิตสั้นและไดผลผลิตตาม

ตองการ โดยใชปฏิกิริยาการออกซิเดชันของโพรพิโอนอลดีไฮดท่ีอุณหภูมิ 40–50 องศาเซลเซียส   

ดังสมการท่ี 1 และ 2        

             CO       +       2H2     +  C2H2              CH3CH2CHO                  (1) 

คารบอนโมโนออกไซด   ไฮโดรเจน    เอทีรีน                     โพรพิโอนอลดีไฮด  

   CH3CH2CHO      +       1/2O2             CH3CH2COOH      

(2)      โพรพิโอนอลดีไฮด       1/2ออกซิเจน                กรดโพรพิโอนิก 

ท่ีมา : http://en.wikipedia.org/wiki/Propionic_acid สืบคนขอมูลวันท่ี 6 ตุลาคม 2553 
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1.3.2 กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดวยวิธีการหมักทางชีวภาพ  สําหรับกระบวนการผลิตกรด        

โพรพิโอนิกดวยวิธีการหมักทางชีวภาพนิยมใชเชื้อแบคทีเรียในสกุล Propionibacterium  อยางไรก็ตาม     

วิธีนี้ยังมีขอจํากัดเนื่องจากผลผลิตท่ีไดมีปริมาณนอยโดยมีรายงานการศึกษาท่ีเก่ียวของ ดังนี้   

Woskow และ Glatz (1991) รายงานผลการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชกลูโคสและแลคโตสจากหาง

นมเปนแหลงคารบอน  โดยเชื้อ P. acidipropionici สายพันธุ P9 และ 200910 หมักแบบกะและแบบก่ึงกะ  

พบวาเชื้อ P. acidipropionici สายพันธุ 200910 ใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกปริมาณ 47 กรัมตอลิตร  สูงกวา

ผลผลิตท่ีไดจากสายพันธุ P9 และใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในสภาพการ

หมักแบบก่ึงกะ     

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

ผลิตกรดโพรพิโอนิกและวิตามินบี 12 จากซูโครส  พบวาปริมาณของ  FeSO4.7H2O 1.5 มิลลิกรัม          

ธาตุโคบอลต 0.75 มิลลิกรัม และ 5,6 ไดเมทิลเบนซิมิดสโซล 0.3 มิลลิกรัม  เปนปริมาณแรธาตุท่ีจําเปน

นอกเหนือจากแหลงไนโตรเจน ฟอสเฟต และแมกนีเซียม ท่ีมีในอาหารเลี้ยงเชื้อ ในสวนของซูโครสท่ีปริมาณ 

30 ถึง 170 กรัมตอลิตร ไมสงผลใหเกิดการยับยั้งจากซับสเตรตและสําหรับการผลิตเพ่ือใหไดกรดโพรพิโอนิก

นั้นตองทําในสภาวะท่ีไมมีอากาศ ท่ีพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  สวนการผลิตวิตามินบี 12 นั้นตอง

ทําในสภาวะท่ีมีอากาศ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 6.5      

Paik และ Glatz (1994) ศึกษาแหลงคารบอนท่ีใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิก ไดแก กลูโคสและ   

แลคเตตจาก corn steep liquor (CSL) โดยใชเชื้อ P. acidipropionici สายพันธุ P9 เปรียบเทียบระหวาง

เชื้อท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนตและเชื้ออิสระในสภาพการหมักแบบกะ  ก่ึงกะ  และแบบตอเนื่อง  พบวา

การหมักแบบกะจะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดในเวลา 36 ชั่วโมง การใชแลคเตตเปนแหลงคารบอนจะ

ใหผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกสูงกวาการใชกลูโคส  สวนการหมักแบบก่ึงกะจะใชเวลาหมักนาน 250 ชั่วโมง 

ปริมาณสูงสุดของกรดโพรพิโอนิกท่ีไดจากการใชกลูโคส เทากับ 57 กรัมตอลิตร สูงกวาการใชแลคเตตท่ีไดผล

ผลิต 45.6 กรัมตอลิตร และในสภาพการหมักท้ังแบบกะและแบบตอเนื่อง  เซลลท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียม      

อัลจิเนตจะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงกวาเซลลอิสระ       

Ramsay และคณะ (1998) ศึกษากระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพเพ่ือเปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสเปน

กรดโพรพิโอนิก ในการศึกษาใชเชื้อ P. acidipropionici  ทําการหมักในถังหมักขนาด 2 ลิตร ใชสวนท่ีไดจาก

การยอยเฮมิเซลลูโลส รอยละ 60 (ปริมาตรตอปริมาตร) เปปโตน 5 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสต 2.5 

กรัมตอลิตร  การเกิดกรดจะเกิดควบคูไปกับการเจริญเติบโตของเชื้อ  มีอัตราการเจริญจําเพาะคือ 0.1 ตอ

ชั่วโมง และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก คือ 0.23 กรัมตอลิตรชั่วโมง    

Rickert และคณะ (1998) ศึกษาการตรึงเซลล  P.  thoenii  สายพันธุ P20  ดวยแคลเซียมอัลจิเนต  

เพ่ือผลิตกรดโพรพิโอนิกในสภาพการหมักแบบกะ  โดยใชกลูโคสและแลคเตตเปนแหลงคารบอน  พบวาท่ี
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ปริมาณของกลูโคสเทากับ 75 กรัมตอลิตร  และแลคเตต 42 กรัมตอลิตร จะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดท่ี 

34 กรัมตอลิตร และ 22 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  มีอัตราการใชกลูโคสและการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดท่ี    

พีเอช 6.0 แตผลผลิตท่ีไดสูงสุดเม่ือควบคุมพีเอช เทากับ 7.0      

Himmi และคณะ (2000) ทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชกลูโคสและกลีเซอรอลเปน

แหลงคารบอนโดยใชเชื้อ P. acidipropionici  และ P. freudenreichii spp. Shermanii  พบวาเม่ือใช      

กลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนจะใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด โดย  P. acidipropionici   มีความสามารถ

ใชสารตั้งตนไดเร็วกวา คือ 0.64 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และมีอัตราการผลิตกรดสูงกวา คือ 0.42 กรัมตอลิตร

ตอชั่วโมง  แตเม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเชื้อมีการผลิตกรดอะซิติก  ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากการ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกในปริมาณเพ่ิมข้ึน  โดยปริมาณของกรดอะซิติกท่ีไดจะมากกวาการใชกลีเซอรอลเปนแหลง

คารบอนถึง 2 เทา สวนเชื้อ P. freudenreichii เม่ือใชกลีเซอรอลเปนสารตั้งตนพบวาไมมีความสัมพันธกัน

ระหวางการใชกลีเซอรอลกับการสรางผลผลิต  จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวากลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน

ท่ีเหมะสม สําหรับใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเชื้อ P. acidipropionici     

Martinez–Campos และTorre (2002) ทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเชื้อ                                 

P. acidipropionici ในสภาพการหมักแบบก่ึงกะ มีการเติมกลูโคสและแลกเตต  ซ่ึงกลูโคสและ    แลกเตตจะ

ถูกใชในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน  การใชกลูโคสและแลกเตตรวมกันจะเพ่ิมอัตราการผลิตโพรพิโอเนตตออะซิเตต 

(P/A) และยังเปนการเพ่ิมสวนของธาตุคารบอนสําหรับท่ีจะนําไปใชในการผลิตชีวมวล  ผลผลิตของโพรพิโอ

เนตตออะซิเตตเทากับ 7.6  เม่ือใชแลกเตตและกลูโคสผสมกันท่ีอัตราสวน 4 โมลาร  อัตตราสวนโพรพิโอเนต

ตออะซิเตต เทากับ 1.34  เม่ือใชแลกเตตอยางเดียว และ 1.85 เม่ือใชกลูโคสเพียงอยางเดียว  

Suwannakham และ Yang (2005) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici   

ATCC 4875 เปรียบเทียบระหวางการใชเซลลอิสระกับเซลลท่ีถูกตรึงใน  ถังหมักแบบ fibrous bed ใหผลผลิต

สูงสุดเทากับ 71.8±0.8 กรัมตอลิตร  ซ่ึงเปนปริมาณท่ีสูงกวาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเซลลอิสระ       

ถึงรอยละ 20–59      

วรัญญา (2550) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเซลลของเชื้อ P.  freudenreichii  TISTR 446   

ท่ีถูกตรึงในน้ําลางซากไก  พบวามีการผลิตกรดโพรพิโอนิกออกมานอกเซลล (1.54 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  

มากกวาในเซลล  (1.24 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.01)  ปริมาณกรดโพรพิโอนิก

ผลิตไดในอาหาร complete medium น้ําลางซากไกท่ีเติมธาตุอาหาร น้ําลางซากไกท่ีรวมกับอาหาร

complete medium ในปริมาณท่ีเทากัน และในน้ําลางซากไก  มีคาเทากับ  1.89  1.52  1.47  และ 0.67 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  (ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ)     

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

P. acidipropionici ATCC 4965 รวมกับเชื้อ Lactococcus lactis TISTR 1401  พบวาปริมาณหัวเชื้อ
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เริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการผลิตกรดโพรพิโอนิก คือหัวเชื้อ P. acidipropionici ปริมาณรอยละ 5 และหัวเชื้อ 

Lactococcus lactis ปริมาณรอยละ 5 โดยการเติมหัวเชื้อท้ัง 2 ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อพรอมกันเม่ือเริ่มทํา

การทดลอง เม่ือทําการหมักในถังหมักขนาด  2 ลิตร มีการควบคุมพีเอชท่ี 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   

ไมตองพนอากาศ ใชอัตราการกวน 150 รอบตอนาที ไดปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด คือ 17.27 กรัมตอ

ลิตร ใชระยะเวลาในการหมัก 168 ชั่วโมง ไดผลผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.443 กรัมตอกรัม มีอัตราการผลิตกรด

โพรพิโอนิก 0.103 กรัมตอลิตรชั่วโมง และมีจํานวนเซลลเพ่ิมข้ึนจาก 2.90 x 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร เปน 

3.50 x 1010 โคโลนีตอมิลลิลิตร เม่ือสิ้นสุดการทดลอง 

1.4  แบคทีเรียท่ีใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิก      

 แบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิกจัดอยูในสกุล Propionibacterium เรียกวาเปน propionic acid 

bacteria (Quesada-Chanto,1994) พบครั้งแรกโดยแยกไดจากเนยสวิส ซ่ึงในกระบวนการหมักจะใหกาซ

คารบอนไดออกไซดท่ีทําใหเกิดลักษณะรูพรุนในเนื้อเนยแข็ง แบคทีเรียกลุมนี้จัดเปนแบคทีเรียแกรมบวก 

สามารถเคลื่อนท่ีได ไมสรางสปอร สรางเอนไซมคะตะเลส มีรูปรางหลายแบบ ไดแก รูปรางกลม ทอนยาว อาจ

พบในลักษณะเซลลเดี่ยวหรืออยูเปนคู มีการเจริญแบบแฟคัลเททีฟแอนแอโรบ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการ

เจริญอยูในชวง 30-37 องศาเซลเซียส สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก ซักซินิก แอซิติก และคารบอนไดออกไซด

จากการหมัก เจริญเติบโตชา แบคทีเรียประเภทนี้สามารถแบงไดเปน 2 กลุมยอย คือ กลุมท่ีมีความสําคัญ

ทางดานอุตสาหกรรมหรือกลุมท่ีเก่ียวของกับผลิตภัณฑนม มีจํานวน 6 สายพันธุ คือ Propionibacterium 

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

ซ่ึงกลุมนี้ใชในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง การผลิตวิตามินบี 12 การผลิตกรดโพรพิโอนิก เปนตน สวนกลุมท่ี

สองคือ กลุมท่ีเจริญบนผิวหนังมนุษย หรือกลุมท่ีทําใหเกิดสิว เชน P. acnes ซ่ึงไมมีบทบาทในอุตสาหกรรม

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

รพิโอนิกโดยเชื้อ Propionibacterium  สายพันธุตางๆ แสดงดังตารางท่ี 1.2  

 

รูปท่ี 1.3 ลักษณะของเชื้อ P. acidipropionici 

ท่ีมา : http://www.cns.fr/spip/IMG/jpg/image3.jpg สบืคนขอมูลวันท่ี 6 ตุลาคม 2553 

http://www.cns.fr/spip/IMG/jpg/image3.jpg
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ตารางท่ี 1.2 แสดงการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ Propionibacterium สายพันธุตางๆ 

สปชีส สายพันธุอางอิง 
กรดโพรพิโอนิก         

 (70 ชั่วโมง) กรัมตอลิตร 
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          

การผลิตกรดโพรพิโอนิกเกิดข้ึนไดหลายวิธี ซ่ึงคารบอนจากแหลงตางๆจะถูกใชในการเจริญและ

เปลี่ยนแปลงไปเปนผลผลิตโดยแบคทีเรียกลุม Propionibacterium โดยเริ่มจากสารตัวกลางท่ีสําคัญคือ   

ไพรูเวท  ออกซาโรอะซิเตต  มาเลท  ซักซิเนต  และโพรพิโอเนต ตามลําดับ      ท่ีไดมาจากกลูโคส แสดงดังรูป

ท่ี 1.4 (Daniel,1995) หรือ แลคเตต แสดงดังรูปท่ี 1.4 การสรางซักซิเนตและโพรพิโอเนตโดยการตรึง

คารบอนไดออกไซด แสดงดังรูปท่ี 1.5 โดยเริ่มตนจากการสรางออกซาโลอะซิเตตดวยการตรึง

คารบอนไดออกไซดใหกับไพรูเวทหรือใหกับฟอสโฟอีนอลไพรูเวท (PEP) และถูกรีดิวซใหเปนแอล-มาเลท     

(L-malate) โดยการทํางานของเอนไซมมาลิกดีไฮโดรจิเนส (malic dehydrogenase) ซ่ึงกรดมาลิกท่ีไดจะถูก

ดึงน้ําออกโดยเอนไซมฟูมาเรส (fumarase) ทําใหไดกรดฟูมาริก (fumaric acid) ปฏิกิริยานี้ผันกลับได จากนั้น   

กรดฟูมาริกจะถูกเปลี่ยนใหเปนซักซิเนตโดยเอนไซมฟูมาเรตรีดักซเตส (fumarate reductase) ซ่ึงซักซิเนตจะ

ทําหนาท่ีเปนตัวกลางในกระบวนการ  โดยทําปฏิกิริยากับเอนไซมโคเอทรานเฟอเรส (CoA transferase)     

ไดซักซินิลโคเอ (succinyl CoA)  ปฏิกิริยาตอไปซักซินิลโคเอจะเปลี่ยนเปนอาร-เมททิล มาโลนิลโคเอ         

(R-methyl malonyl CoA) โดยเอนไซมอาร-เมททิล มาโลนิลมิวเตส (R-methyl malonylmutase)  

หลังจากนั้นจะมีการเปลี่ยนอาร-เมททิลมาโลนิลโคเอไปเปนเอส-เมททิลมาโลนิลโคเอ (S-methyl malonyl 

CoA) ซ่ึงคารบอนของเอส-เมททิลมาโลนิลโคเอจะถูกยายออกไปรวมกับไพรูเวท  ทําใหเกิดการสราง         

ออกซาโลอะซิเตต  เม่ือคารบอนเคลื่อนยายออกไปจะทําใหไดโพรพิโอนิลโคเอ (propionyl  CoA) จากนั้น   

โคเอ (CoA) จะถูกยายออกจากโมเลกุลเพ่ือนําไปใชกับซักซินิกตัวตอไป  ทําใหไดกรดโพรพิโอนิกออกมาใน

ท่ีสุด  

วิถีอะครีเลต (Acrylate) ของการสรางโพรพิโอเนต  รายละเอียดของวิถีนี้แสดงดังรูปท่ี 1.6         

กรดโพรพิโอนิกจะถูกสรางข้ึนตามลําดับ  เริ่มตนจากการเปลี่ยนรูปของแอล-แลกเตต (L-lactate) ไปเปน 

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

แอล-แลกติล โคเอ จะเปลี่ยนรูปไปเปน อะครีลิล โคเอ (Acrylyl CoA) โดยปฏิกิริยาของเอนไซมดีไฮดราเทส     

อะครีลิล โคเอ (dehydratase acrylyl CoA) และเปลี่ยนเปนโพรพิโอนิลโคเอ โดยการถายทอดอิเล็กตรอน

ของฟลาโวโปรตีน (flavor protein)ซ่ึงโพรพิโอนิลโคเอจะยายโมเลกุลโคเอไปใหแอล-แลกเตตเพ่ือสราง   

แอล-แลกติล  โคเอ และเกิดเปนกรดโพรพิโอนิกอิสระ สําหรับการสรางอะซิเตตและคารบอนไดออกไซดจะเกิด

ควบคูไปกับการสรางโพรพิโอเนต วิถีการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยเชื้อ P. acidipropionici 

แสดงดังรูปท่ี 1.7  วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการยอยแปงและเซลลูโลส แสดงดังรูปท่ี 1.8  
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รูปท่ี 1.4 วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการหมักกลูโคสโดยเชื้อ Propionibacterium               

ท่ีมา : Daniel (1995) 
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รูปท่ี 1.5 การสรางซักซิเนตและโพรพิโอเนตโดยการตรึงคารบอนไดออกไซด                              

ท่ีมา : Daniel (1995) 

 

รูปท่ี 1.6 วิถีอะครีเลตของการสรางโพรพิโอเนต                                                          

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 วิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการยอยแปงและเซลลูโลส                                                                                 

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 สืบคนขอมูลวันท่ี 6 ตุลาคม 2553 

 

มีงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับวิถีการเกิดกรดโพรพิโอนิก ดังนี้     

Barbirato และคณะ (1997) ศึกษาการหมักกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล พบวากระบวนการ

เปลี่ยนแปลงจากกลีเซอรอลไปเปนกรดโพรพิโอนิกเกิดข้ึนโดยปฏิกิริยารีดักชันโดย ATP 2 โมล จะถูกใชไปเพ่ือ

สังเคราะหกรดโพรพิโอนิก 1 โมล     

Zhang และ Yang (2009) ศึกษาการหมักกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล พบวากระบวน การ

เปลี่ยนแปลงจากกลีเซอรอลไปเปนกรดโพรพิโอนิก เริ่มจากโมลของกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนไพรูเวท โดยสราง 

NADH 2 โมเลกุล จากนั้นผานวิถีการสังเคราะหกรดโพรพิโอนิก โดยจะมีการเปลี่ยนNADH เปน NAD+ และ

ยังคงรักษาสมดุลของปฏิกิริยารีดอกซไว 

 

http://apropos.mcw.edu/kegg_pathways/show/106
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1.6  ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตกรดโพรพิโอนิก       

1.6.1  แหลงคารบอน         

แหลงคารบอนเปนปจจัยสําคัญอยางหนึ่งท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล  โดยวัตถุดิบท่ีแบคทีเรีย

โพรพิโอนิกสามารถใชเปนแหลงคารบอน  ไดแก  กรดแลกติก  กลีเซอรอล  และแมนนิทอล  ซ่ึงจัดอยูในกลุม

สารประกอบอินทรีย หรือ กลูโคส  มอลโทส  แลกโทส  ซูโครส  และแปง  ซ่ึงจัดอยูในกลุมสารประกอบ

คารโบไฮเดรต (Prescott และ Dunn,1959) การเปลี่ยนกลูโคสไปเปนกรดโพรพิโอนิกและกรดอะซิติกของ

แบคทีเรีย P.  acidipropionici  แสดงดังสมการ 

1.5 C6H12O6   2CH3CH2COOH  +  CH3COOH  + CO2 + H2O   

1.5 กลูโคส   2 กรดโพรพิโอนิก    กรดอะซิติก  

และ P. acidipropionici  ยังสามารถเปลี่ยนกรดแลกติกไปเปนกรดโพรพิโอนิกและกรดอะซิติก  ดังสมการ 

3 CH3CHOHCOOH  2CH3CH2COOH   +  CH3COOH  + CO2 + H2O       

3 กรดแลคติก    2 กรดโพรพิโอนิก    กรดอะซิติก  

ท่ีมา :Tyree และคณะ (1991)         

 

Goswami และ Srivastava (2000) ไดศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจาก P. acidipropionici     

โดยใชกระบวนการหมักแบบก่ึงกะซ่ึงใชน้ําตาลแลคโตสเปนสารตั้งตนท่ีพีเอชเทากับ 6.5 และอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส   ขอมูลเก่ียวกับจนพลศาสตรการเพาะเลี้ยงแบบกะถูกนํามาใชในการพัฒนาแบบจําลองทาง

คณิตศาสตร  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตกรดโพรพิโอนิก  แบบจําลองดังกลาวท่ีได

พัฒนานั้นพบวาสามารถเพ่ิมการผลิตกรดโพรพิโอนิกในการใชถังหมักโดยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบก่ึงกะ 

Suwannakham และ Yang (2005) ศึกษากระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ                   

P. acidipropionici  โดยใชกลูโคส  ซอรบิทอล  กลูโคเนต  และไซโลส เปนแหลงคารบอน  พบวา ซอรบิทอล

ใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด  โดยการใชซอรบิทอลสามารถเพ่ิมอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก  เพ่ิมปริมาณ

ของกรดโพรพิโอนิกสุดทาย  และเพ่ิมอัตราสวนระหวางโพรพิโอเนตตออะซิเตต  นอกจากนี้ยังลดผลผลิต

ของอะซิเตตและซักซิเนตอีกดวย     

นิสากร และคณะ (2552) ศึกษาการผลิตสารประกอบอินทรียจากกากน้ําตาลดวยจุลินทรีย 15     

สายพันธุในสภาวะตั้งนิ่ง พบวาในแงของการใชน้ําตาล Saccharomyces cerevisiae TISTR 5606 และ 

TISTR 5020 สามารถใชน้ําตาลท้ังหมด (น้ําตาลซูโครส น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาลฟรุกโตส) ในกากน้ําตาล

ไดมากท่ีสุด  สวนในแงความสามารถในการผลิตสารอินทรีย พบวา Candida utilis TISTR 5001 ผลิตกรด  
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โพรพิโอนิกได 8.04±1.04 กรัมตอลิตร, Zymomonas mobilis TISTR 405 ผลิตกรดแลกติกได 8.21±0.73 

กรัมตอลิตร เปนตน      

Zhang และ Yang (2009) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยใช  P. acidipropionici 

ATCC 4875 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงยีนส  พบวาเชื้อแบคทีเรียท่ีกลายพันธุนี้สามารถใชกลีเซอรอลสําหรับการ

เจริญเติบโตและผลไดของการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเทากับ 0.54–0.71 กรัมตอกรัมและพบวามีคามากกวา

การใชกลูโคส ประมาณ 0.35 กรัมตอกรัม นอกจากนี้การผลิตกรดอะซิติกจากการหมักกลีเซอรอล  พบวามีคา

นอยกวาการใชกลูโคสมากดังนั้นการหมักโดยใชกลีเซอรอลสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีมีความบริสุทธิ์สูง    

ท่ีซ่ึงอัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกตอกรดอะซิติกเทากับ 22.4 ของกระบวนการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑและการทํา

ใหบริสุทธิ์  ความเขมขนของกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงท่ีสุดท่ีไดจากการหมักกลีเซอรอล คือ ประมาณ 106 กรัมตอ

ลิตร ซ่ึงมีคาเปน 2.5 เทาของความเขมขนมากท่ีสุดของ การรายงานกอนหนา (ประมาณ 42 กรัมตอลิตร) 

Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 โดยใช กากน้ําตาล กลีเซอรอล หรือ แลคเตต ในการหมักแบบกะท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศาเซลเซียส 

ภายใตสภาวะความเขมขนของออกซิเจนละลายต่ํา ไมมีการควบคุมพีเอช พบวา สามารถผลิตชีวมวลไดมากใน

กากน้ําตาลท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศาเซลเซียส เทากับ 7.55 และ 3.71 กรัมตอลิตร และหลังจากการหมัก

ชั่วโมงท่ี 133  ท่ีมีการใชกากน้ําตาลเปนซับสเตรต คาพีเอชเริ่มตน 6.77 ไดปริมาณกรดโพรพิโอนิกเทากับ 

8.23 ± 0.12 กรัมตอลิตร และผลไดเทากับ 0.455±0.002 กรัมตอกรัม การผลิตกรดโพรพิโอนิกและชีวมวลท่ี

อุณหภูมิ 30องศาเซลเซียสมีคามากกวาท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียสในทุกกรณี อัตราการผลิตท่ีดีท่ีสุด คือ 

การใชแลคเตต มีคา 0.113 กรัมตอลิตรชั่วโมง ถึงแมวาผลไดของการใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนมีคา

มากกวา นั่นคือ 0.724 กรัมตอกรัม เนื่องจากกระบวนการผลิตไมมีกรดอะซิติก แต   การใชกากน้ําตาลและ

แลคเตตจะเกิดกรดอะซิติกซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีไมตองการ จึงตองมีการทําใหไดกรดโพรพิโอนิกบริสุทธิ์  

1.6.2  แหลงไนโตรเจน          

พรวิสาข  (2551) ทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกเ พ่ือยับยั้ ง เชื้อราและยีสต โดยเชื้อ                        

P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึงดวยแคลเซียมอัลจิเนต โดยใชเวยเปนซับสเตรต พบวา ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อท่ีมีหางนมเปนสวนประกอบหลักผสมกับแคลเซียมคารบอเนตรอยละ 1 ในฟลาสกขนาด 250 

มิลลิลิตร P. acidipropionici ATCC 4965 สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุดเทากับ 11.53 กรัมตอลิตร  

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สภาวะนิ่ง ระยะเวลาการหมัก 336 ชั่วโมง   

Prescott และ Dunn (1959) พบวาแหลงไนโตรเจนมีผลตออัตราการหมักและอัตราสวนของกรด  

โพรพิโอนิกตอกรดอะซิติก  โดย P. shermanii สามารถใชแหลงไนโตรเจนไดหลายชนิด  เชน  ขาวโพด    

ขาวสาลี  สารสกัดยีสต เปนตน  แตสารสกัดยีสตเปนแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด    

Yang และคณะ (1994) ทําการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนท่ีเติมลงไปในเวย  โดยใชเชื้อ                    

P. acidipropionici ATCC 4875  แหลงไนโตรเจนท่ีใชคือ ยีสตสกัด และทริปทิเคสซอยบรอท  พบวาจะได

ปริมาณกรดสูงสุดเม่ือใชยีสตสกัดและทริปทิเคสซอยบรอทเติมลงไปในเวยปริมาณ 10 และ 20 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ         
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Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 โดยใช กากน้ําตาล กลีเซอรอล หรือ แลคเตต ในการหมักแบบกะ โดยใชยีสตสกัด 5.0 กรัมตอลิตร   

เปนแหลงไนโตรเจน 

 1.6.3  แหลงเกลือแร         

Quesada-Chanto และคณะ (1994) รายงานวาเหล็กมีความสําคัญตอการเจริญของเชื้อ             

P. shermanii โดยปริมาณ FeSO4.2H2O 1.5 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหาร เปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอการเจริญ 

1.6.4  แหลงวิตามิน         

Thompson (1943) ทําการศึกษาพบวา กรดแพนโททินิกและไบโอติน เปนปจจัยสําคัญตอการเจริญ

ของ P. shermanii และ P. jensenii       

1.6.5  พีเอชของอาหาร        

 Lewis และ Yang (1992) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีตอการผลิตกรดโพรพิโอนิก  พบวา เม่ือใชแลคเตต

เปนสารท่ีใชในการหมักซ่ึงมีพีเอชเริ่มตน 6.6 จะไดปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับพีเอช

เริ่มตนท่ี 6.0 และ 5.5         

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีผลตอการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ   

P. acidipropionici NRRL B3569 พบวาท่ีพีเอช 6.5 จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดีท่ีสุด 

Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 โดยใช กากน้ําตาล กลีเซอรอล หรือ แลคเตต ในการหมักแบบกะ ปรับพีเอชเปน 6.8 ถึง 7.0 พบวาคา 

พีเอช เริ่มตน 6.87 ใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด       

Zhang และ Yang (2009)  ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยใช P. acidipropionici 

ATCC 4875 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงยีนส ในการหมักแบบกะท่ีมีการตรึงเซลลแบบ fibrous-bed  แบบใชเซลล

อิสระ  และการหมักแบบก่ึงกะ พบวา ท่ีพีเอชเริ่มตน 7เหมาะสมตอการใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด 

1.6.6  อุณหภูมิ         

Yang และคณะ (1994)  ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีตอการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ                  

P. acidipropionici ATCC 4875 โดยใชอุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส พบวาปริมาณกรด          

โพรพิโอนิกท่ีผลิตไดเม่ือวิเคราะหความแตกตางทางสถิติจะไมมีความแตกตางกันทางสถิติ   

Hammi และคณะ (2000) รายงานวาในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล  โดยเชื้อ            

P. acidipropionici  ATCC 255562 ในการหมักแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จะมีอัตราการใช 
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ซับสเตรตสูงสุด 0.64 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 0.42 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง 

Goswami และ Srivastava (1999) รายงานวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ                     

P. acidipropionici  ATCC 4875 อยูท่ี 30±1 องศาเซลเซียส    

Jefferson และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 ในการหมักแบบกะท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศาเซลเซียส พบวา การผลิตกรดโพรพิโอนิกและชีวมวล   

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสมีคามากกวาท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียสของการศึกษาทุกกรณี  

Zhang และ Yang (2009) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลโดยใช  P. acidipropionici 

ATCC 4875 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงยีนส ในการหมักแบบกะท่ีมีการตรึงเซลลแบบ fibrous-bed  แบบใชเซลล

อิสระ  และการหมักแบบก่ึงกะ พบวา ท่ีอุณหภูมิ 32องศาเซลเซียส เหมาะสมตอการใหผลผลิตกรดโพรพิโอนิก

มากท่ีสุด       

1.6.7  การใหอากาศ        

Menon และShemin (1967) ศึกษาพบวาเม่ือเลี้ยงเชื้อ P. shermanii ภายใตสภาวะท่ีมีอากาศ  

อัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกจะต่ํากวาเม่ือเลี้ยงในสภาวะท่ีไมมีอากาศ   

Quesada-Chanto และคณะ (1994) ไดศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดย

เชื้อ P. acidipropionici NRRL B3569 พบวาจะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดีท่ีสุดในสภาวะ

ไมมีอากาศเม่ือเพ่ิมอัตราการใหอากาศพบวาการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตกรดอะซิติก และการผลิต

วิตามินบี 12 จะเพ่ิมมากข้ึน 

1.7 กรุงเขมา 

1.7.1 ลักษณะท่ัวไปของกรุงเขมา 

กรุงเขมา (Cissampelos   pareira  L.)  นอกนี้ยังมีชื่อเรียกในทองถ่ินอ่ืน เชน ขงเขมา พระพาย 

กรุงบาดาล ใบกนบิด (ภาคกลาง), สีฟน (เพชรบุรี), เครือหมานอย (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ), เปลาเลือด 

(แมฮองสอน), อะกามินเยาะ (มลายู-นราธิวาส)  กรุงเขมาเปนไมเถาท่ีเลื้อยไปตามตนไมอ่ืน ไมมีมือเกาะ       

มีคุณสมบัติพิเศษคือเม่ือนํามาขยี้กับน้ําแลวท้ิงไวประประมาณ 15 นาที เกิดลักษณะเปนเจลหรือวุน เนื่องจาก  

มีเพคตินเปนองคประกอบจํานวนมาก (สัมภาษณ คําผุย.  2533 ; เทียนศักดิ์ และคณะ. 2545 ; พิเชษฐ         

เทบํารุง. 2546)  การกระจายพันธุในประเทศไทยพบวาสามารถพบอยูท่ัวไปแทบทุกภาคของประเทศ

โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  นอกจากนี้พบวามีการกระจายพันธุท่ีประเทศอินเดีย มาเลเซีย 

อินโดนีเซีย แอฟริกา และอเมริกา สภาพท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ ริมแมน้ําลําธาร ในปาผลัดใบ ตั้งแต
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พ้ืนท่ีราบระดับน้ําทะเลจนถึงพ้ืนท่ีท่ีสูงจากระดับน้ําทะเลประมาณ1,100 เมตร (ราชบัณฑิตยสถาน. 2538 ;  

พิเชษฐ   เทบํารุง. 2546 ; กชพรรณ วงคเจริญ. 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 วงคเจริญ (2548); Francis (2004); Anonymous (2004) ได

รายงานลักษณะของกรุงเขมาไวดังนี้ 

ราก เปนรากท่ีมีลักษณะอวบใหญ สีน้ําตาล มีหนาท่ีสะสมอาหาร 

ใบ มีลักษณะเปนใบเดี่ยว เรียงสลับ รูปกลม รูปหัวใจหรือรูปไต กนปด ใบกวาง 5.6-6.6 เซนติเมตร 

ยาว 6.9-7.6 เซนติเมตร ปลายแหลมหรือเปนติ่งหนาม โคนมน ตัดหรือ เวาเล็กนอย หนาใบและหลังใบมีขนสี

น้ําตาลยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร ปกคลุมหนาแนน หลังใบมีขนปกคลุมหนาแนนมากกวาหนาใบ กานใบมีขน 

http://www.thaicattle.com/.../plant/kamoun.jpg
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กานใบยาวประมาณ 1.7-2.5 เซนติเมตร เม่ือยังออนมีขนออนนุมหนาแนนท้ัง 2 ดาน และตามขอบใบ แตจะ

รวงไปเม่ือใบแก 

ดอก มีขนาดเล็กแยกเพศเปนดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูตางตน มีสีเขียวอม เหลืองหรือเหลืองออน 

ดอกเพศผูออกเปนชอกระจุกท่ีงามใบ ชอดอกยาวประมาณ 2-8.5 เซนติเมตร กานชอดอกยาวประมาณ         

2 มิลลิเมตร ดานนอกมีขน ดานในเกลี้ยง กลีบดอก 4 กลีบ โคนติดกันเปนรูปถวย ดานนอกมีขน ดานในเกลี้ยง 

ยาวประมาณครึ่งหนึ่งของกลีบเลี้ยงเกสรเพศ ผูมัดเดี่ยวยาวกวากลีบเลี้ยง อับเรณูติดกันเปนรูปจาน ดอกเพศ

เมียออกเปนชอท่ีงามใบ ชอดอกยาวประมาณ 10-18 เซนติเมตร กานดอกสั้นมาก ใบประดับรูปกลม หรือรูป

ไต ซอนเหลื่อมกันแนนไมรวง ปลายเปนติ่งหนาม มีขน กลีบเลี้ยง 1 กลีบ รูปขอบขนานแกมรูปไข กลีบดอก    

1 กลีบ ออกตรงขามกับกลีบเลี้ยง และสั้นกวา  

ผล ผลสดเปนแบบ drupe คอนขางกลม เม่ือสุกจะมีสีแดง เสนผาศูนยกลางประมาณ 1.2 เซนติเมตร 

มีขน 

เมล็ด เปนเมล็ดเดียว เล็ก แข็ง รูปโคง หรือเปนรูปเกือกมา ผิวขรุขระ 

1.7.3  การใชประโยชนจากกรุงเขมา 

สรรพคุณของกรุงเขมาในตํารายาไทยมีมากมาย เนื่องจากทุกสวนของกรุงเขมาสามารถนํามาใชเปนยา

รักษาโรคและชวยบํารุงรางกาย ไดแก 

ราก สรรพคุณในการแกไข แกดีรั่ว ดีซาน เปนยาอายุวัฒนะ บํารุงอวัยวะเพศใหแข็งแรง แกลม โลหิต 

กําเดา แกโรคตา ขับปสสาวะ แกอาการบวมน้ํา แกทางเดินปสสาวะอักเสบกระเพาะปสสาวะอักเสบ แก

กระหายน้ํา แกช้ําใน แกปวดทอง แกโรคฝดาษ บํารุงหัวใจ แกออนเพลีย เปนยาระบาย แกทองรวง ในราก   

มีสารสําคัญ พวกอัลคาลอยดในปริมาณสูง (พะยอม ตันติวัฒน. 2521; วุฒิ ธรรมเวช. 2540) 

เถา สรรพคุณในการดับพิษไขทุกชนิด บํารุงโลหิตสตรีใหสมบูรณ แกระดูพิการ 

ใบ สรรพคุณในการใชทาแกโรคผิวหนัง แกหิด รักษางูกัด พอกแผล ฝ แกรอนใน ใบจะมีสารพวกเพ

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

นอกจากนั้นมีการนําใบกรุงเขมามาบริโภค โดยนําใบท่ีเจริญเต็มท่ีมาขยี้กับน้ําสะอาด กรองเอา   

เฉพาะสวนท่ีเปนของเหลวขน แลวปลอยใหเกิดเจลหรือท่ีเรียกวา วุน  หมานอยจึงนํามารับประทาน (จิรศักดิ์  

ศรีสมศักดิ์ และ ธนากร  อัปมะเทา. 2543)  
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1.7.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการสกัดเพคตินจากใบกรุงเขมา 

           ศิริวรรณ และคณะ (2532) ไดศึกษาวิธีการสกัดสารเพคตินจากใบหมานอย และใบบัวโคก โดยวิธีการ

ตมสกัดกับน้ําโดยใชอัตราสวนน้ําหนักสดตอน้ํา 1: 80 ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 

พบวาสารเพคตินท่ีสกัดไดจากใบสดและใบแหงไดปริมาณไมแตกตางกันเม่ือเทียบเปนน้ําหนักแหง โดยใบหมา

นอยและใบบัวโคกไดปริมาณสารเพคตินรอยละ 27.80 และ 9.13 ตามลําดับ 

สัมภาษณ คําผุย (2533) ศึกษาการสกัดสารเพคตินจากใบหมานอย  พบวาปริมาณสารเพคตินท่ีสกัด

ไดจากใบสดและใบแหงของตนหมานอยมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยไดปริมาณสารเพคติน 

2.576 กรัมตอใบหมานอย 10 กรัม  

เทียนศักดิ์ และคณะ (2545) โดยศึกษาวิเคราะหปริมาณสารเพคตินจากใบหมานอยดวยเทคนิค

อินฟราเรดสเปกโทรสโกป โดยปริมาณสารเพคตินท่ีวิเคราะหไดปริมาณเฉลี่ย 0.25 กรัม ตอน้ําหนักใบหมา

นอย 1 กรัม 

พิเชษฐ เทบํารุง (2546)  ศึกษาหาปริมาณและคุณภาพของเพคตินจากใบหมานอย  ทําการสกัดแบบ

รอนดวยน้ํากลั่น สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.05 นอรมอล และสารลายโซเดียมเฮกซาเมตาฟอสเฟต

เขมขนรอยละ 0.1 สภาวะท่ีใชการสกัดคืออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที พบวาการใชสารละลาย

โซเดียมเฮกซาเมตาฟอสเฟตเขมขนรอยละ 0.1  ทําใหไดปริมาณเพคตินมากท่ีสุดเนื่องจากเปนสารเพ่ิม

ประสิทธิภาพโดยจะไปไฮโดรไลสโปรโตเพคตินใหเปนเพคตินท่ีละลายน้ําได และพบวาการสกัดดวยน้ํากลั่นได

เพคตินมีคุณภาพมากท่ีสุดโดยคุณภาพของเพคตินวัดจากปริมาณเมทธิลเอสเตอร และกรดกาแลคทูโรนิกใน   

เพคติน  และพบวาเพคตินท่ีสกัดจากใบหมานอยเปนเพคตินชนิดท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอรต่ํา 

จีราภรณ  สังขผุด (2549)  ศึกษาการผลิตเพคตินผงจากรุงเขมาดวยตัวทําละลาย 2 ชนิด คือ น้ํากลั่น 

และกรดซิตริกรอยละ 7 ใชอัตราสวนของแข็งตอตัวทําละลาย 1:40 พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต      

เพคตินประกอบดวย 4 ข้ันตอน คือ สกัดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 2 ชั่วโมง ฟอกสีดวยการเติม

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดรอยละ 0.2 ท้ิงไว 4 ชั่วโมง แลวตกตะกอนดวยแอลกอฮอล รอยละ 95 จากนั้นอบแหง

ดวยลมรอนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียล จะไดปริมาณเพคตินเทากับรอยละ21.65±0.18 และ 48.48±0.35 

(น้ําหนักแหง) ตามลําดับพบวาการสกัดดวยน้ํากลั่น มีปริมาณกรดกาแลคทูโรนิกสูงสุด (รอยละ76.45±0.13)  

มีปริมาณเมทธอกซิลรอยละ 8.08 จัดอยูในกลุมท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอรต่ํา 

น้ําทิพย  นาเชียงใต และยุวภา ทัศบุต (2550) ศึกษาผลของ พีเอช และอุณหภูมิตอคุณภาพของเพ

คตินท่ีสกัดไดจากใบหมานอย พีเอชและอุณหภูมิท่ีใชในการสกัดคือ  พีเอช 2  4   6  อุณหภูมิ  60 และ 80 

องศาเซลเซียส พบวาการสกัดท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสไดปริมาณเพคตินมากกวาท่ี อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส และพบวาการสกัดท่ี พีเอช 2 มีปริมาณเถานอยท่ีสุดสงผลใหเพคตินท่ีสกัดไดมีการละลายน้ําไดงาย 

พบวา พีเอช มีผลตอเวลาการเกิดเจลของเพคติน การสกัดท่ี พีเอช 6 เพคตินจะเกิดเจลไดเร็วและเจลท่ีไดมี
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ลักษณะออนนุม แตการสกัดท่ี พีเอช 2 จะเกิดเจลไดชาแตเจลมีความแข็งแรงกวา ซ่ึงเปนลักษณะท่ีดีของ    

เพคติน 

Jittra (2005) ศึกษาการสกัดเพคตินและลักษณะทางกายภาพของเพคตินจากเครือหมานอย  สกัด

ดวยน้ํากลั่นใชอัตราสวนของแข็งตอตัวทําละลาย 1 : 40 อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส พีเอช ธรรมชาติ 

(3.8-4.0) พบวาเพคตินท่ีสกัดจากเครือหมานอยเปนชนิดท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอรต่ํา และมีกรดกาแลกทูโล-

นิกเปนองคประกอบหลัก (รอยละ 70-75) 

1.8  เวย (whey) 

เวยเปนผลิตผลพลอยไดจากการผลิตเนยแข็งหรือการแยกเคซีนจากนมสด เวยมีลักษณะเปนของเหลว

ใสมีสีคอนขางเขียวอมเหลือง (Marshall. 1982) องคประกอบของเวยโดยท่ัวไปพบวาประกอบดวยน้ําตาล

แลคโตสรอยละ 4–5 โปรตีนรอยละ 1 และเกลือแรรอยละ 1 (Roukas และคณะ. 1998) 

1.8.1  ประเภทของเวย เวยแบงออกไดเปน 2 ประเภท ตามความเปนกรด (Titable acidity) ไดแก 

1.8.1.1  สวีทเวย (Sweet whey) เปนผลิตผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตเนยแข็งชนิด

แข็ง เชน เชดดา (Cheddar cheese) เกาดา (Gouda cheese) สวิส (Swiss cheese) เปนตน มีคาความ

เปนกรดประมาณรอยละ  0.10–0.20 และมีคาพีเอชระหวาง 5.8–6.1 

1.8.1.2   แอซิดเวย (Acid whey) เปนผลิตผลพลอยไดจากการตกตะกอนนม โดยการเติม

กรดหรือเกลือแรลงไปโดยตรงในการผลิตเนยแข็งชนิดออน เชน คอทเทจ (Cottage) เปนตน มีคาความเปน

กรดประมาณรอยละ 0.40–0.60  และมีคาพีเอชระหวาง 4.0–5.0 (Kosikowski. 1977) สรุปองคประกอบท่ี

แตกตางของเวยท้ังสองชนิดดังตารางท่ี 1.3 

 

 

 

 

 

 

 

   



25 

 

ตารางท่ี 1.3 องคประกอบโดยประมาณของสวีทเวยและแอซิดเวย 

องคประกอบ  

(รอยละ) 

สวีทเวย แอซิดเวย 

เชดดา เกาดา แลคติกแอซิด 

(คอทเทจ) 

ไฮโดรคลอริก/

ซัลฟวริก แอซิด

เวย (เคซีน) 

ปริมาณของแข็ง 

น้ํา 

ไขมัน 

โปรตีน 

เถา(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  องคประกอบหลักทางเคมีของเวย 

1.8.2.1 น้ําตาลแลคโตส   เปนน้ําตาลท่ีพบในน้ํานมเทานั้น  ในน้ํานมวัวมีน้ําตาลแลคโตสอยู

ประมาณรอยละ 4.7 ต่ํากวาในน้ํานมมนุษยซ่ึงมีปริมาณน้ําตาลแลคโตสอยูประมาณรอยละ 6.3 น้ําตาล     

แลคโตสเปนน้ําตาลชนิดรีดิวซิง (reducing sugar) มีสูตรโครงสราง คือ C12H22O11 และเม่ือถูกไฮโดรไลสจะ

ไดน้ําตาล 2 ชนิด คือ น้ําตาลกลูโคสและกาแลคโตส ดังสมการตอไปนี้  

C12H22O11     +     H2O                                      C6H12O6     +     C6H12O6                                               

 lactose                                                           glucose          galactose 
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รูปท่ี 1.8  แสดงสูตรโครงสรางของน้ําตาลแลคโตสท่ีถูกไฮโดรไลซ 

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

1.8.2.2 โปรตีน  โปรตีนในเวยเปนสวนหนึ่งของโปรตีนในน้ํานมซ่ึงเปนโปรตีนตามธรรมชาติท่ี

มีคุณคาทางอาหารสูง มีกรดอะมิโนท่ีจําเปนในปริมาณสูง โปรตีนในเวยสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทหลักๆ 

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

โตโกลบูลินจะมีอยูประมาณรอยละ 50 – 60 มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา แตละลายในสารละลายเกลือเจือจาง 

สามารถตกตะกอนไดดวยเกลือแมกนีเซียมซัลเฟตและเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต โปรตีนชนิดนี้มีความสําคัญใน

แงการใหกลิ่นรสของผลิตภัณฑนมชนิดเหลว  (วรรณา ตั้งเจริญชัย. 2532)  สวนแอลฟาแลคทอลบูมิน มีอยู

ประมาณรอยละ 15-20  มีคุณสมบัติ ไมละลายน้ํา ตกตะกอนไดเ ม่ือถูกความรอน สวนท่ีเหลือ คือ            

ซีรัมอัลบูมิน อิมมูโนโกลบูลิน เอนไซมตางๆ และโปรตีนอ่ืนๆ   

1.8.3  การใชประโยชนจากเวย 

ในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง พบวาจะมีน้ําเวยซ่ึงเปนผลพลอยจากการผลิตนั้นเปนจํานวนมาก  

โดยท่ัวไปเวยจะมีปริมาณเชื้อจุลินทรียคอนขางสูง ถาเปรียบเทียบคา BOD ระหวางน้ําเสียท่ีปลอยลงแมน้ําลํา

คลองควรบําบัดน้ําจนมีคา BOD เหลือประมาณ 20 แตเวยมีคา BOD อยูระหวาง 4000–4800  ซ่ึงกอใหเกิด

ปญหามลภาวะทางสิ่งแวดลอม (Scott. 1986) ดังนั้นการนําน้ําเวยท่ีเปนผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมการผลิต

เนยแข็งมาใชประโยชนจึงนาจะเปนแนวทางท่ีชวยเพ่ิมคุณคาใหกับน้ําเวยและลดคาใชจายในการบําบัดน้ําเสีย

ได ดังนั้นนักวิจัยจึงไดศึกษาหาทางนําเวยมาใชประโยชนมีรายงานดังนี้  

Arasaratnam และคณะ (1996) ศึกษาการนําเวยมาใชประโยชนในการผลิตกรดแลคติกโดยเชื้อ  

L. delbrueckii โดยเติมกลูโคส 20 กรัมตอลิตรท่ีชั่วโมงท่ี 36  และยีสตสกัด 20 กรัมตอลิตร พบวากรดแลก

ติกท่ีเชื้อจุลินทรียสรางไดคือ 40 กรัมตอลิตร ภายใน 84 ชั่วโมง 

Bogdanova (1974) ไดศึกษาการนําเวยมาทําเปนผลิตภัณฑเครื่องดื่มโดยการนําเวยมา            

พาสเจอไรส ท่ี อุณหภู มิ  95–97 องศาเซลเซียส เปน 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 จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเอาเฉพาะสวนใสมาเติมหัวเชื้อ  L. acidoilus  และเติมเชื้อยีสตลงไป 

บมท่ีอุณหภูมิ 30–33 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16–18 ชั่วโมง   

 Fitzpatrick และคณะ  (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากเวยโดยเชื้อ L. casei  โดยเติมยีสต

สกัด  มอลต และถ่ัว  เพ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ 

 Panesar และคณะ (2007)  ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากเวยโดยเชื้อ L. casei พบวาสามารถ

เปลี่ยนน้ําตาลแลคโตสท่ีความเขมสูง (รอยละ94.37) ใหเปนกรดแลคติก (32.95 กรัมตอลิตร) 

1.9 อุปกรณและวิธีการ 

 1.9.1 เครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 

             กระบอกตวง (cylinder)ของบริษัท PYREXR 

             ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREXR 

คิวเวต (cuvette) 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ของบริษัท HACH รุน DR/4000 

เครื่องHigh Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของบริษัท SHIMADZU รุน C-R7 

Ae plus 

เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน Falcon 6/300 

เครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ของบริษัท  Hirayama รุน HA-300 HIV                               

เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง ของบริษัท SHIMADZU รุนLIBROR EB-40000 H 

เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง ของบริษัท Sartorius analytic รุน  A 200 S  

เครื่องวัดพีเอช (pH meter) ของบริษัท Denver Instrument รุน Model 215 

เครื่องเขยาของบริษัท Gallenkamp 

เครื่องอบรอนของบริษัท Binder 

ตูเย็นอุณหภูมิ -83 องศาเซลเซียส ของบริษัท SANYO รุน MDF-U 4086S 

ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท SANYO  
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ตูบมเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของบริษัท Gallenkampตูเข่ียเชื้อ (lamina flow) ของ

บริษัท ISSCO รุน BVT 123 

ถังหมักขนาด 2 ลิตร  

โถดูดความชื้น 

บีกเกอร (beaker)ของบริษัท PYREXR 

ปเปตต (pipette)ของบริษัท PYREXR 

ปม Peristaltic pump ของบริษัท Heidolph รุน PD 5201 

สายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.89 เซนติเมตร ของบริษัท Cole-Parmer Instrument  

Company รุน Tygon tubing 2-stop 

ลวดเข่ียเชื้อ (loop) 

หลอดทดลอง (test tube) ของบริษัท PYREXR 

1.9.2 สารเคมี  

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 

เปปโตน (peptone) 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4 .4 H2O) 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 .7H2O) 

แลคโตส (lactose) 

ยีสตสกัด(yeast extract) 

เอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95  
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โซเดียมแอลจิเนต (sodium alginate) ของบริษัท Carlo Erba R 

เพคตินจากสม(citrus pectin )ของบริษัท SigmaR  

เพคตินจากแอปเปล (apples pectin)ของบริษัท FlukaR  

เพคตินจากบริษัท HimediaR 

1.10 วัตถุดิบ 

 เวยไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท Minor Cheese Limited 9/1 หมู 6 ซอยทรัพยจําปา                   

ถนนมิตรภาพ ตําบลกลางดง อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา 30320 

 1.10.1 การเก็บวัตถุดิบ  

 เวยท่ีใชในงานวิจัยจะเก็บท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส โดยนํามาละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนนําไปใชงานตอไป 

 1.10.2 ข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบ  ประยุกตจาก Kassler (1981) 

 นําเวยไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือเปนการแยกโปรตีนออก

จากเวย ท้ิงไวใหเย็นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แยกไขมันโดยกรองดวย

กระดาษกรองGlass fiber (GC-50) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จะไดน้ําเวยท่ีพรอมใชในการทดลอง 

1.11  การสกัดเพคตินจากใบกรุงเขมา  (ประยุกตจาก พิเชษฐ เทบํารุง. 2546) 

 ใบกรุงเขมาใชในงานวิจัยไดรับความอนุเคราะหจาก มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี2ราชมงคลอีสาน วิทยาเขต

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

 1.11.1  การเตรียมตัวอยางใบกรุงเขมา 

 นําใบกรุงเขมามาลางน้ําใหสะอาด แลวอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นบดให

ละเอียดดวยเครื่องบด (blender) แลวชั่ง 10 กรัม นํามาเติมสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที แลวกรองเอาสารละลายท้ิงไป นําใบหมานอย

ท่ีไดจากการกรองมาเติมสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 40  ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง กรองเอาใบหมานอยแลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสใหแหงสนิท 
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 1.11.2  ข้ันตอนการสกัดเพคตินจากใบหมานอย 

 นําใบหมานอยท่ีผานการเตรียมตัวอยางแลว ชั่ง 5 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร และเติมน้ํา

กลั่น 250 มิลลิลิตร นําไปสกัดเพคตินแบบรอน ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้น

กรองแยกเอากากของใบหมานอยออกขณะรอน แลวนําสารละลายท่ีไดจากการกรอง มาระเหยดวยเครื่อง

ระเหยสุญญากาศ (vacuum evaporator) ใหเหลือ 1 ใน 3 สวนของสารละลาย  จากนั้นนํามาตกตะกอนเพ

คตินโดยเติมสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95  ในอัตราสวนของสารละลายเพคตินตอสารละลาย

เอธิลแอลกอฮอล 1:2 โดยปริมาตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 12 ชั่วโมง กรองแยกเอาตะกอนเพคติน แลวลาง

ตะกอนเพคตินดวยสารละลายเอธิลแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95 4-5 ครั้ง หลังจากนั้นอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส บดเปนผงรอนผานตะแกรงขนาด 100 mesh  ชั่งน้ําหนักของเพคตินท่ีไดแลวนําไป

คํานวณหารอยละของปริมาณเพคติน 

1.12  เช้ือจุลินทรียท่ีใชในการวิจัย 

 เชื้อแบคทีเรีย  Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965 เปนสายพันธุท่ีผลิตกรด     

โพรพิโอนิกจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

 1.12.1 การเก็บรักษาเช้ือท่ีใชในการวิจัย 

 เชื้อแบคทีเรีย Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ใชลวดเข่ียเชื้อแลวลาก 

(streak) ลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนําไปบมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Youssef และคณะ. 

2000) เปนเวลา 2 วัน จากนั้นใชพาราฟลมพันปดปากหลอดทดลองใหแนน เก็บหลอดทดลองดังกลาวไวใน

ถุงพลาสติกแลวเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการถายเชื้อลงในอาหารใหม (subculture) 

ทุกๆ 2 สัปดาห 

 1.12.2 การเตรียมหัวเช้ือเริ่มตนสําหรับเซลลอิสระและเซลลตรึง 

 เชื้อแบคทีเรีย Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ถายเชื้อจํานวน 2 ลูปลงใน

อาหารเหลว MRS ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ท่ีอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30    

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ชั่วโมง (Ha และคณะ. 2003) เก็บน้ําหมักไปวัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร (Senthuran และคณะ. 1999) (ปรับความขุนของน้ําหมักให

ไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.5 ดวยอาหารเหลวชนิดเดิมท่ีผานการฆาเชื้อแลว)  จากนั้นดูดเซลลแขวนลอย

ลงในหลอดปนเหวี่ยง ปริมาตรรอยละ 5 ของปริมาตรอาหาร  (ปริมาตรแปรผันตามการทดลอง)  นําเซลล

แขวนลอยท่ีไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที  เทสวนใส

ท้ิง  ลางตะกอนเซลลแขวนลอยดวยน้ําเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จํานวน 2 ครั้ง    
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จากนั้นเติมน้ําเกลือเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในหลอดปนเหวี่ยงท่ีมีตะกอนเซลล เขยาใหเขา

กันจนเกิดสารแขวนลอยเซลล จะไดเชื้อเริ่มตนสําหรับเซลลอิสระหรือสําหรับเซลลตรึง 

1.13  อาหารสําหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

 นําเวยท่ีเปนของเหลวท่ีเตรียมไดจากขอ 1.10.2 มาเติมดวยสารสกัดจากยีสต 10 กรัมตอลิตร           

ทริปติเคสซอยบรอท 0.25 กรัมตอลิตร  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรัมตอลิตร  แมงกานีสซัลเฟต 

0.05 กรัมตอลิตร  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.2 กรัมตอลิตร และ แคลเซียมคารบอเนตรอยละ 1 

ปรับพีเอชใหได 6.5 (+ 0.1) และปรับปริมาตรเปน1 ลิตร 

 อาหารท่ีใชในอาหารหมักในระดับฟลาสก ปริมาตร 175 มิลลิลิตร (รอยละ70) ในฟลาสกขนาด 

250 มิลลิลิตร และอาหารท่ีใชในอาหารหมักในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตร 1400  มิลลิลิตร (Nancib 

และคณะ. 2000)  จากนั้นนําไปฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที  

1.14 การตรึงเซลล 

1.14.1 การตรึงเซลลดวยเพคติน  

การตรึงเซลลดวยสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา เตรียมเพคตินใหอยูในรูปโพแทสเซียม     

เพคเตต โดยทําปฏิกิริยา de-esterification  ดวยโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 

20 มิลลิลิตร ผสมกับหัวเชื้อเริ่มตน จากนั้นหยดสารผสมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน  0.2 

โมลาร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ผานปม (peristaltic pump) โดยใชสายยางซิลิโคน  นําเม็ดเจลบมท่ีอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง เพ่ือลางแคลเซียมไอออนท่ี

มากเกินและตัวเซลลท่ีไมไดถูกหอหุม จะไดเม็ดเจลเซลลตรึงท่ีไดไปใชในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
 

1.15 การศึกษาสภาะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลลของสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาเพ่ือผลิตกรด 

แลคติกในระดับฟลาสก 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 

4965  

 • ศึกษาความเขมขนสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา รอยละ 3, 4 และ5 (น้ําหนักตอปริมาตร)  

 • ศึกษาปริมาณของเชื้อเริ่มตน รอยละ 3, 5 และ7 (ปริมาตรตอปริมาตร) 

 • ศึกษาขนาดเสนผานศูนยกลางของสายยาง 0.89, 1.52 และ2.02 มิลลิเมตร 
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 จากนั้นนําเซลลตรึงมาเพาะเลี้ยงในอาหารหางนมปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 

มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีสภาวะตั้งนิ่ง (Dembczynski และ Jankowski, 2002) โดยทํา

การทดลอง 3 ซํ้า เปนเวลา 432 ชั่วโมง วิเคราะหตัวอยางตามขอ 1.16 

1.16  การวิเคราะห 

นําน้ําหมักมาวิเคราะหปริมาณกรดโพรพิโอนิก  น้ําตาลแลคโตสท่ีเหลือ และวัดคาพีเอช โดยทําการ

วิเคราะหปริมาณกรดโพรพิโอนิกดวยเครื่อง HPLC (high-performance liquid chromatography)         

ใชคอลัมภ Inertsil C8-3 เตรียมสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ความเขมขน 0.1       

โมลาร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร โดยชั่งโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 13.7 กรัม ละลายในน้ําปราศจาก

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

มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจวัดดวย UV detector ท่ีความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 

(ประยุกตจากญานี ลีตะนันท. 2541)  และวิเคราะหปริมาณความเขมขนของน้ําตาลแลคโตสท่ีเหลือดวยวิธี   

ฟนอล-ซัลฟวริก ตามวิธีของ Dubois. 1956 

1.17 ผลการทดลอง 

1.17.1 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลลของสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา 

เม่ือตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ความเขมขนสารสกัด

หยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา รอยละ 3, 4 และ 5 ขนาดเสนผานศูนยกลางของสายยาง 0.89, 1.52 และ 2.02 

มิลลิเมตร  และปริมาณเชื้อเริ่มตนรอยละ 3, 5 และ 7 จากนั้นนําเซลลตรึงมาหมักในอาหารหางนมปริมาตร 

175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท่ีสภาวะตั้งนิ่ง เปนเวลา 432 

ชั่วโมง  เม่ือทําการเก็บตัวอยางน้ําหมักมาวัดปริมาณกรดโพรพิโอนิก  พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลล

ของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 คือ ความเขมขนสารสกัดหยาบ เพคตินจาก  

ใบกรุงเขมารอยละ 4 ปริมาณเชื้อเริ่มตนรอยละ 5 และขนาดเสนผานศูนยกลางของสายยาง 1.52  มิลลิเมตร 

และพบวาเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเทากับ 

18.5 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 336 ชั่วโมง ดังตารางท่ี 1.4 ผลการศึกษาความเขมขนสารสกัดหยาบเพคตินจากใบ

กรุงเขมารอยละ 3, 4  และ5 (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวาเม่ือใชสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาความ  

เขมขนรอยละ 3  เม็ดเจลมีลักษณะเปนรูปหยดน้ํา (รูปที 1.9) และเกิดการแตกไดงาย เนื่องจากมีการ      

ฟอรมเจลของแคลเซียมเพคเตตเจลท่ีไมสมบูรณ  มีผลทําใหเซลลสามารถรั่วไหลออกจากเม็ดเจลได แตเม่ือ

เพ่ิมความเขมขนสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมามากกวารอยละ 4 พบวาเม็ดเจลมีลักษณะเปนทรงกลม 

(รูปท่ี 1.9) และมีความแข็งแรงข้ึน แตพบปญหาเรื่องความสามารถในการแพรและการกระจายตัวของเซลล

เกิดข้ึน ทําใหเซลลภายในเม็ดเจลไดรับอาหารไมเพียงพอ เนื่องจากการแพรผานของอาหารเปนไปไดยาก     

จึงทําใหความสามารถในการผลิตกรดโพรพิโอนิกลดลง และพบวาการใชสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา
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ความเขมขนรอยละ 4  สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับความเขมขนอ่ืนๆ และเม็ดเจล

มีความคงตัวไมเปลี่ยนรูปในระหวางการทดลอง ดังนั้นจึงเหมาะสมตอการนํามาตรึงเซลล 

 

รูปท่ี 1.9  แสดงผลการตรึงเซลลดวยสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาท่ีความเขมขนตางๆ               

(a1-a3 =3%, b1-b3=4% และ c1-c3=5%) และขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยาง ท่ีขนาดตางๆ 

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

 สําหรับผลการศึกษาปริมาณของเชื้อเริ่มตนรอยละ 3, 5 และ 7 (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวาการเพ่ิม

ปริมาณเชื้อเริ่มตนมีผลตอการการเพ่ิมการผลิตกรดและ เม่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อเริ่มตนจนถึงรอยละ 5 สามารถ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุด อยางไรก็ตามพบวาการเพ่ิมปริมาณเชื้อเริ่มตนมากกวารอยละ 5 ไมสงผลใหการ

ผลิตกรดโพรพิโอนิกเพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงอาจเปนผลมาจากซับสเตรตมีจํากัด (substrate limitation) เนื่องจาก

เซลลภายในเม็ดเจลเกิดการแยงอาหารเพ่ือนําไปใชสําหรับการเจริญและการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

สําหรับผลการศึกษาขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยาง 0.89,  1.52  และ 2.02 มิลลิเมตร 

ซ่ึงขนาดของสายยางมีผลตอขนาดของเม็ดเจล  พบวาการใชขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยาง 2.02 

มิลลิเมตร ทําใหเกิดเม็ดเจลขนาดใหญ (รูปท่ี 1.9) ไมสงผลใหการผลิตกรดโพรพิโอนิกเพ่ิมมากข้ึน แตในขณะท่ี

การใชขนาดเสนผานศูนยกลางภายในของสายยางท่ีมีขนาดเล็กทําใหเกิดเม็ดเจลขนาดเล็ก (รูปท่ี 1.9) ทําให

เม็ดเจลมีพ้ืนท่ีผิวมากข้ึน สงผลใหโมเลกุลของสารอาหารสามารถเคลื่อนท่ีผานเขาไปในเม็ดเจลไดเร็วกวาเม็ด

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) 

เม่ือเปรียบเทียบการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกกับเซลลอิสระของเชื้อ P. acidipropionici ATCC 

4965 ในอาหารหางนม ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ในสภาวะนิ่ง ระยะเวลาในการหมัก 432 ชั่วโมง ซ่ึงพบวาเซลลอิสระสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเทากับ 

16.88 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 348 ชั่วโมง แสดงดังรูปท่ี 1.10 การท่ีเซลลอิสระสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได    

นอยกวาเซลลตรึง เนื่องจากเม่ือเวลาในการหมักเพ่ิมข้ึน  การผลิตกรดโพรพิโอนิกจะมีความเขมขนมากข้ึนดวย  

สงผลใหกรดโพรพิโอนิกซ่ึงเปนผลิตภัณฑเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล (product inhibition) ทําให

ความสามารถของเชื้อในรูปเซลลอิสระสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดนอยลง แตในขณะท่ีเซลลตรึงมีสารสกัด

หยาบเพคตินจากใบกรุงเขมาเปนวัสดุตรึงท่ีชวยปกปองตัวเซลลจากน้ําหมัก อีกท้ังสารสกัดหยาบเพคตินจากใบ

กรุงเขมายังมีคุณสมบัติทนตอสภาวะความเปนกรดไดดี จึงสงผลใหสามารถกรดโพรพิโอนิกไดเพ่ิมข้ึน     

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

อิสระและเซลลตรึง ในอาหารหางนม ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 

1.17.2 ศึกษาศักยภาพของเซลลท่ีถูกตรึงดวยสารเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมาโดยการนํากลับมา

ใชใหม (cell recycle) เพ่ือผลิตกรดโพรพิโอนิกในถังหมักขนาด 5 ลิตรร 

เม่ือทําการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึงดวยสาร

สกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมาในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสม คือ คาพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 

30  องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เม่ือใชสภาวะดังกลาวในการผลิตกรดโพรพิโอนิกใน

ถังหมัก พบวาสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 20.5 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล

อิสระซ่ึงสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 19.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เชนกัน และเม่ือศึกษาการนํา

เซลลตรึงกลับมาใชใหม พบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าได 5 รอบการหมัก 
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รูปท่ี 1.11 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตโดยเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึง  

ดวยสารสกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมาในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสม คือ คาพีเอช 6.5 

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส และอัตราการเขยา 100 รอบตอนาที 

ผลการศึกษาศักยภาพของเซลลตรึงดวยสารสกัดหยาบเพคตินจากใบกรุงเขมา โดยใชสภาวะท่ี

เหมาะสม คือ คาพีเอช 6.5 อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส และอัตราการกวน 100 รอบตอนาที (เนื่องจากท่ี

เวลา 216  ชั่วโมงของการหมักน้ําตาลแลคโตสมีการเปลี่ยนแปลงเปนกรดโพรพิโอนิกติกเพ่ิมข้ึนสูงสุด หลังจาก

นั้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกจะคอยๆ ลดลง  และปริมาณน้ําตาลแลคโตสเหลือนอยมากจนเกือบหมด)  

หลังจากทุกๆ รอบการหมักท่ี 216  ชั่วโมง ทําการเปลี่ยนอาหารเวยท่ีใชในการหมัก และทําซํ้าโดยใชอาหาร

เวยใหมหลังจากลางเม็ดเจลดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ  พบวาสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสูงสุด 20.5 กรัมตอลิตร  

อัตราการผลิต 0.595 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และผลได 0.552  กรัมตอกรัม  แสดงดังรูปท่ี 1.11 จากผลการ

ทดลองพบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าไดถึง 5 รอบการหมัก แสดงดังรูป 1.12 และตารางท่ี 1.5 แตเม่ือ

สิ้นสุดการหมักรอบท่ี 5 เม็ดเจลมีการแตกและละลายตัวเกือบท้ังหมด ทําใหไมสามารถหมักรอบตอไปไดอีก 

และเม่ือพิจารณาการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวาอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกลดลงเรื่อยๆ เม่ือจํานวนรอบใน

การนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าเพ่ิมข้ึน  เนื่องมาจากเซลลอาจเกิดการเสื่อมสภาพ (cell degeneration) เซลล    

ออนแอ (inactivated cells)  และความเสื่อมสภาพของเม็ดเจล ซ่ึงสงผลใหความสามารถในการผลิตกรด    

โพรพิโอนิกลดลง 

ป
ริม

าณ
กร

ดโ
พ

รพ
โิอ

น
ิก 

(ก
รัม

ต่อ
ลติ

ร)
 

20 

15 

10 

5 

                             100                           200  216                    300 



37 

 

 

 

รูปท่ี 1.12 แสดงจํานวนรอบของการหมักกรดโพรพิโอนิกของเชื้อ P. acidipropionici ATCC 4965 

ท่ีถูกตรึงดวยสารสกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมา โดยการนํากลับมาใชซํ้า 

ตารางท่ี 1.5  แสดงจํานวนรอบของการหมักกรดโพรพิโอนิก อัตราการผลิต และผลไดของเชื้อ                    

P. acidipropionici ATCC 4965 ท่ีถูกตรึง  ดวยสารสกัดเพคตินหยาบจากใบกรุงเขมา โดยการนํากลับมาใช

ซํ้า 

จํานวนรอบ 

การหมัก 

ปริมาณกรดแลคติก  

(กรัมตอลิตร) 

อัตราการผลิต  

(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

ผลได  

(กรัมตอลิตร) 

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 

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการประยุกตใชสารสกัดหยาบ    เพคตินจากใบกรุงเขมา (Cissampelos 

pareira L.) ในการตรึงเซลลของเชื้อ Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965  เพ่ือผลิตกรด   

โพรพิโอนิก โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลลและการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวาสภาวะท่ีเหมาะสม

ตอการตรึงเซลล คือ ใชสายยางขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.52 มิลลิเมตร โดยใชสารสกัดหยาบเพคตินจากใบ

กรุงเขมารอยละ 4 และใชเชื้อเริ่มตนปริมาณรอยละ 5 (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวา Propionibacterium 

acidipropionici ATCC 4965  สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 20.5 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เม่ือ

เปรียบเทียบกับเซลลอิสระซ่ึงสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได 19.24 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงท่ี 216 เชนกัน และ

เม่ือศึกษาการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม พบวาสามารถนําเม็ดเจลกลับมาใชซํ้าได 5 รอบการหมัก 
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	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...
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