
บทที ่1 

บทน ำ 

 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญัของงำนวจิัย 
              
                กรดโพรพิโอนิกเป็นกรดอินทรียท่ี์สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียป์ระเภทราและไม่
เป็นพิษต่อร่างกาย (Colomban และคณะ.1993) จึงนิยมใช้เป็นสารกนับูดในผลิตภณัฑ์ต่างๆ เช่น 
ขนมปัง และอาหารสัตว ์(Quesada-Chanto และคณะ. 1994) ใชใ้นอุตสาหกรรมการท าพลาสติกใน
รูปของ cellulose propionate (Barbirato และคณะ. 1997) นอกจากนั้นยงัใชเ้พื่อเป็นสารให้กล่ินรส 
(Himmi และคณะ. 2000) กรดโพรพิโอนิกท่ีใช้เป็นส่วนผสมในอาหารนิยมใช้ในรูปของเกลือ
แคลเซียม โซเดียม และโพแทสเซียม (Hsu และ Yang. 1991) ในประเทศไทย พบวา่ยงัไม่มีการผลิต
กรดโพรพิโอนิกในเชิงพาณิชย ์

             กรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตไดท้ั้งกระบวนการทางเคมีและกระบวนการทางชีวภาพ ใน
การผลิตเพื่อการคา้นิยมผลิตโดยกระบวนการทางเคมี(Himmi และคณะ. 2000) โดยใชส้ารเร่ิมตน้ท่ี
เป็นอนัตราย เช่น propionaldehyde , methyl propylketone ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้ตน้ทุนสูงในการผลิต
ในช่วงขั้นตอนการท าให้บริสุทธ์ิ  จึงมีความจ าเป็นท่ีต้องมีการศึกษาเพื่อปรับปรุงการผลิตกรด     
โพรพิโอนิกโดยลดขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิและไม่เป็นพิษ (Paik และGlatz . 1994) 
             กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีการหมักทางชีวภาพ นิยมใช้ แบคทีเรีย               
โพรพิโอนิกซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้ดี การใช้แบคทีเรียโพรพิโอนิก
สามารถลดตน้ทุนการผลิต แต่ใชเ้วลาในการหมกันาน ขอ้จ ากดัในการผลิตกรดโพรพิโอนิกทางชีวภาพ
โดยแบคทีเรียโพรพิโอนิกคือจะไดผ้ลผลิตกรดในปริมาณท่ีนอ้ย (Himmi และคณะ. 2000)  เช่น การ
หมกัแบบกะสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเ้พียงร้อยละ 1-3 ซ่ึงใช้เวลาในการหมกั 7-14 วนั 
(Schuppert และคณะ. 1992) ดงันั้นจึงไดมี้การคิดหาวิธีเพื่อเพิ่มผลผลิตดว้ยวิธีต่างๆ เช่น การใชก้าร
ตรึงเซลล์ (Suwannakham และYang. 2005)  การใชร้ะบบการหมกัแบบก่ึงกะ(Martinez-Campos 
และTorre. 2002)  การใชร้ะบบ การหมกัแบบต่อเน่ือง  และการคดัเลือกอาหารท่ีเหมาะสมกบัการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก (Quesada-Chanto และคณะ. 1994) 

ปัจจุบนัเวยเ์ป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตเนยแข็งโดยมีการน าเวยไ์ปผลิตเป็น
เวยผ์ง  เวยเ์ขม้ขน้ และเป็นอาหารเล้ียงสัตว ์การทดลองน้ีเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้วยเ์ป็นซบัสเตรต ซ่ึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการใชเ้วย์
ใหเ้กิดประโยชน์และเพิ่มมูลค่าในเชิงพาณิชย ์
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1.2 วตัถุประสงค์ของงำนวจิยั 
 

1.2.1 ศึกษาการใชป้ระโยชน์จากเวยใ์นการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง 
Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401 

1.2.2 ศึกษาการเจริญและการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง Propionibacterium 
acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401 ในฟลาสกข์นาด 2 ลิตร 
กบัถงัหมกัขนาด 2  ลิตร ดว้ยการหมกัแบบกะ 
                 

1.3 ขอบเขตของงำนวจิัย 
 

1.3.1 ศึกษาปริมาณหัวเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้เช้ือผสมระหว่าง
Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401ใน 
ฟลาสกข์นาด 2 ลิตร  ดว้ยการหมกัแบบกะ  

1.3.2 ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ Propionibacterium acidipropionici  ATCC 
4965 ผสมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401ในฟลาสกข์นาด 2 ลิตร 

1.3.4 ศึกษาอตัราการกวนท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้เช้ือผสมระหว่าง
Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401ใน 
ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 

1.3.5 วิเคราะห์หาปริมาณเซลล์ทั้งหมด  กรดโพรพิโอนิก  กรดแลคติก น ้ าตาลแลคโตสในเวย์
ก่อนและหลงัท าการหมกั  

 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 

         1.4.1 สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเวยซ่ึ์งเป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากการผลิตเนยแขง็ 
         1.4.2 ทราบถึงปริมาณท่ีเหมาะสมของหัวเช้ือในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเวยโ์ดยใช้เช้ือ
ผสมระหว่าง Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis 
TISTR 1401 
         1.4.3 ทราบถึงผลผลิตท่ีได้จากกระบวนการหมกัเวย์โดยใช้เช้ือผสมระหว่าง Propionibacterium 
acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401 ดว้ยการหมกัแบบกะ  
         1.4.4 เป็นการศึกษาการน าเวย์ซ่ึงเป็นผลิตผลพลอยได้จากการผลิตเนยแข็งมาใช้เป็น           
ซบัสเตรตในการผลิตกรดโพรพิโอนิกในระดบัห้องปฏิบติัการ เป็นแนวทางการศึกษาและพฒันา
ไปสู่ระดบัอุตสาหกรรม  อีกทั้งเป็นแนวทางในการน าเวยม์าใชป้ระโยชน์และเพิ่มมูลค่าต่อไป 
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บทที ่2 

เอกสำรและงำนวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 ควำมส ำคญัของกรดโพรพโิอนิก 

 

               กรดโพรพิโอนิกและเกลือของกรดโพรพิโอนิกเป็นกรดไขมนัสายสั้นๆ เป็นกรดอินทรียท่ี์
มีประสิทธิภาพในการท าลายเช้ือรา  นิยมใช้เป็นสารป้องกนัการเน่าเสียและช่วยในการเก็บรักษา
ผลิตภณัฑ์อาหาร  กรดโพรพิโอนิกสามารถพบได้ตามธรรมชาติในอาหารประเภทหมกัดอง ใน
เหง่ือของคน และในกระเพาะอาหารของสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง กรดโพรพิโอนิกสามารถละลายไดดี้ในน ้ า 
เอทธานอล และอีเทอร์ ส่วนเกลือโพรพิโอเนตสามารถละลายน ้ าได้ร้อยละ 30 แต่ไม่ละลายใน
ไขมนั (Lind และคณะ. 2005) 
 กรดโพรพิโอนิกเป็นกรดอินทรียซ่ึ์งไม่แตกตวัจึงมีประโยชน์ในการท าลายจุลินทรีย ์โดยจะ
ไปละลายสารภายในเยื่อหุ้มเซลล์ มีการตั้งสมมุติฐานว่ากรดท าลายจุลินทรียไ์ดโ้ดยไปรบกวนการ
ซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ซ่ึงจะไปยบัย ั้งการขนส่งอิเล็กตรอนภายในเซลล์ ท าให้สภาพภายในของเซลล์
นั้นมีความเป็นกรดเพิ่มข้ึน ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุส าคญัท่ีมีผลช่วยในการยบัย ั้งการเจริญและท าให ้       
จุลินทรียต์ายไดใ้นท่ีสุด  ในอุตสาหกรรมอาหารนั้นจะใชก้รดโพรพิโอนิกท่ีอยูใ่นรูปของเกลือ ซ่ึงมี
อยูด่ว้ยกนั 3 รูปแบบ คือ เกลือโซเดียม แคลเซียม และโปแทสเซียม โดยเกลือโซเดียมจะละลายได้
ดีกว่าเกลือแคลเซียม ในอุตสาหกรรมการผลิตขนมปังจะนิยมใช้กรดโพรพิโอนิกในรูปของเกลือ
แคลเซียม เน่ืองจากจะเป็นการเพิ่มแคลเซียมไปในตวัดว้ย (ศิวาพร ศิวเวช. 2546) สูตรโมเลกุลของ
กรดโพรพิโอนิกและเกลือของกรดโพรพิโอนิกดงัแสดงในรูปท่ี 2.1  
 
            CH3-CH2-COOH                        CH3-CH2-COONa                         (CH3-CH2-COO) 2Ca 
             กรดโพรพิโอนิก                      โซเดียมโพรพิโอเนต                      แคลเซียมโพรพิโอเนต 
 

รูปที ่2.1 กรดโพรพิโอนิกและเกลือของกรดโพรพิโอนิก 
 
ทีม่ำ : ศิวาพร   ศิวเวช (2546) 
          
              กรดโพรพิโอนิกมีความปลอดภยัในการใช้ในอาหาร ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
อนุญาตให้ใช้กรดโพรพิโอนิกหรือแคลเซียมโพรพิโอเนตหรือโซเดียมโพรพิโอเนต ในผลิตภณัฑ์
เนยแขง็ โดยให้ใชไ้ดใ้นปริมาณสูงสุดไม่เกิน 3,000 มิลลิกรัมต่อ 1 กิโลกรัม (ศิวาพร ศิวเวช. 2546)  
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และในอาหารอ่ืนๆ  เช่น แป้งท่ีใช้ในขนมปังขาว และโรล ความเขม้ขน้สูงสุดท่ีให้ใช้ คือร้อยละ 
0.32  ส าหรับผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากขา้วสาลีทั้งหมดความเขม้ขน้สูงสุดท่ีให้ใช้ คือร้อยละ 0.38 มี
รายงานการใชก้รดโพรพิโอนิกในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ดงัน้ี 

       ประวติั  ตนับุญเอก และคณะ (2525) รายงานว่าการใช้กรดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้    
ร้อยละ 1.5 ในเมล็ดขา้วโพดท่ีมีความช้ืนร้อยละ 26 เป็นการป้องกนัเช้ือราไม่ให้เจริญเติบโตใน
ระยะเวลา 1 เดือนและตรวจไม่พบอะฟลาทอกซินเลย และไดท้ดลองใชส้ารผสมระหวา่งกรดโพรพิ
โอนิกกบัแอมโมเนียมบิสโพรพิโอเนต ในอตัราส่วน 8 ต่อ 2 พบวา่ท่ีระดบัของสารผสม 6 ลิตรต่อ
เมล็ดขา้วโพด 1 ตนั สามารถควบคุมการสร้างอะฟลาทอกซินไดต้ลอดระยะการทดลอง 12 สัปดาห์ 

กุลยา  จนัทร์อรุณ (2533) รายงานวา่ การใชแ้คลเซียมโพรพิโอเนต และโซเดียมโพรพิโอ
เนตในขนมปังความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2  ถึง 0.4 ตามล าดบั จะสามารถป้องกนัเช้ือราท่ีมีลกัษณะเป็น
เมือกได ้การยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียข์องโซเดียมโพรพิโอเนตจะใหผ้ลท่ีพีเอช 3.5 ถึง 4.5 ดีกวา่ท่ีพีเอชสูง 

Vandegraft และคณะ (1975) ไดท้  าการทดลองใชก้รดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 
ในเมล็ดขา้วโพดท่ีมีความช้ืนร้อยละ 28 พบวา่ตลอดการทดลอง 29 สัปดาห์ ไม่พบการเจริญเติบโต
ของเช้ือรา Aspergillus parasiticus กบั Aspergillus ochraceus และสารอะฟลาทอกซิน B1 กบัสาร
โอคร่าทอกซินเลย 

Buchanan และ Ayres (1976) รายงานวา่การใชก้รดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้ 0.1 กรัมต่อ 
100 มิลลิกรัม ของอาหารเหลวท่ีเล้ียงเช้ือท่ีมีพีเอช 4.5 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา      
A.  parasiticus  และการสร้างอะฟลาทอกซินไดบ้างส่วน แต่ถา้เพิ่มเป็น 0.2 กรัมต่อ 100 มิลลิกรัม 
จะสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา และการสร้างอะฟลาทอกซินได้อย่างสมบรูณ์ใน
ระยะเวลา 7 วนั 

Racker   และคณะ (1992)  รายงานวา่กรดโพรพิโอนิกร้อยละ 0.5 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือราในขา้วโพดท่ีมีความช้ืนร้อยละ 26.8 และ 29.6 ไดต้ลอดการทดลอง 42 สัปดาห์ 

 

2.2 คุณสมบัติของกรดโพรพโิอนิก 
               
                กรดโพรพิโอนิกมีสูตรทางเคมีคือ CH3CH2COOH ซ่ึงมีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 
2.2 และคุณสมบติัทางเคมีและทางกายภาพดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 
 

 

 
 

รูปที่ 2.2 สูตรโครงสร้างโมเลกุลของกรดโพรพิโอนิก 
ทีม่ำ : http://www.firehouse.com/mz/images/2003/9/12_organic3.gif 

 

http://www.firehouse.com/mz/images/2003/9/12_organic3.gif
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ตำรำงที2่.1 แสดงคุณสมบติัทางเคมีและทางกายภาพของกรดโพรพิโอนิก 
คุณสมบติัทางเคมีและทางกายภาพ กรดโพรพิโอนิก 

น ้าหนกัโมเลกุล 
Conversion factor 
 
 
จุดหลอมเหลว 
จุดเดือด 
ความหนาแน่น 
การละลายน ้า 
ค่าพีเอช 
การละลายในสารละลาย 
 
ความดนับรรยากาศ 
ความดนัไอ 
อตัราการระเหย 
อุณหภูมิวกิฤิต 
ค่าความเป็นกรด 
ความดนัวกิฤิต 
ความคงตวั 
การกดักร่อนเหล็ก 
 
สภาวะท่ีควรหลีกเล่ียง 
วตัถุท่ีควรหลีกเล่ียง 
 

74.08 
1 พีพีเอม็เท่ากบั 3.02 มิลลิกรัมต่อลูกบาศกเ์มตร 
1 มิลลิกรัมต่อลูกบาศก์เมตรเท่ากบั 0.33 พีพีเอ็ม 
ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
(-20) ถึง (-22) องศาเซลเซียส 
141.1 องศาเซลเซียส 
0.992 - 0.994 
สามารถละลายน ้าได ้
2.9 
สามารถละลายไดใ้นเอทธานอล ไดเอธิลอีเทอร์
และคลอโรฟอร์ม 
2.55 
0.32 ถึง 0.4 กิโลปาสคาล 
ไม่ระเหย 
339 องศาเซลเซียส 
กรดอ่อน pKa 4.87 
5370 กิโลปาสคาล 
มีความคงตวั 
สามารถกัดกร่อน เหล็กกล้า นิกเกิล โครเมียม
และตะกัว่ 
อุณหภูมิเกิน 50 องศาเซลเซียส 
สารออกซิไดซ์ ,Reactive metal, Reducing agent 
กรดแก่ 

 
ทีม่ำ : http://www.absoluteastronomy.com/encyclopedia/p/pr/propionic_acid.htm 
 

 
 
 

http://www.absoluteastronomy.com/encyclopedia/p/pr/propionic_acid.htm
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2.3 อนัตรำยจำกกรดโพรพโิอนิก  
        

           2.3.1 อนัตรำยต่อระบบทำงเดินหำยใจ  
                  กรดโพรพิโอนิกท าใหเ้กิดอนัตรายต่อระบบทางเดินหายใจ โดยความรุนแรงจะข้ึนอยูก่บั
ความเขม้ขน้ของกรดในอากาศ จะท าใหค้ดัจมูก เจบ็คอ ไอ เสียงแหบ หายใจติดขดั  ในการปฐม
พยาบาลเบ้ืองตน้ควรเคล่ือนยา้ยผูป่้วยออกจากท่ีซ่ึงมีกรดโพรพิโอนิกและน าผูป่้วยไปยงัท่ีท่ีมีอากาศ
ปลอดโปร่งแลว้น าส่งแพทย ์
        
           2.3.2 อนัตรำยต่อผวิหนัง 
                 อนัตรายของกรดโพรพิโอนิกต่อผิวหนงัจะมีความรุนแรงระดบัปานกลางถึงรุนแรงข้ึนอยู่
กบัความเขม้ขน้ของกรดและลกัษณะการสัมผสั หากสัมผสักรดโดยตรงจะท าให้ผิวเกิดรอยแดงและ
เจ็บ ถา้รุนแรงจะท าให้ผิวไหมเ้กิดแผลพุพองและเน้ือเยื่อถูกท าลาย บาดแผลจะจางลงหลงัจาก 40 
นาที ผิวท่ีแดงอาจเกิดการบวมและเน้ือเยื่อตาย(necrosis) และจะหายดีใน 3 วนั การสัมผสักรดอาจ
ส่งผลอย่างรุนแรงหากไม่ท าการล้างกรดออกจากผิวหนัง อาจท าให้เกิดบาดแผลถาวรได้ จาก
การศึกษาพบวา่กรดโพรพิโอนิกสามารถซึมผา่นผิวหนงั ท าให้เกิดอนัตรายได ้ในการปฐมพยาบาล
เบ้ืองตน้ควรลา้งบริเวณผวิหนงัท่ีโดนกรดดว้ยน ้าสะอาดทนัที ถา้กรดมีความเขม้ขน้สูงและบาดแผล
มีอาการหนกั ควรน าส่งแพทย ์
        

           2.3.3 อนัตรำยต่อตำ  
                อนัตรายของกรดโพรพิโอนิกต่อตาหากถูกไอของกรดท่ีมีความเจือจางเขา้ตา ท าใหเ้กิด
อาการตาแดงและเจบ็ ถา้ถูกกรดท่ีมีความเขม้ขน้เขา้ตาโดยตรง ท าใหก้ระจกตาไหม ้โดยระดบัความ
รุนแรงข้ึนกบัความเขม้ขน้ของกรด ถา้รุนแรงมากอาจส่งผลถาวรและท าใหต้าบอด ในการปฐม
พยาบาลเบ้ืองตน้ควรลา้งบริเวณผวิหนงัท่ีโดนกรดดว้ยน ้าสะอาดทนัที แลว้น าส่งแพทยโ์ดยทนัที 
       
       2.3.4 อนัตรำยต่อระบบทำงเดินอำหำร 
                   อนัตรายของกรดโพรพิโอนิกต่อระบบทางเดินอาหารถา้บริโภคกรดท่ีมีความเขม้ขน้สูง
จะท าใหป้าก ล าคอ กระเพาะ ไดรั้บบาดเจ็บ กรดโพรพิโอนิกไม่สะสมในร่างกาย ในธรรมชาติกรด
โพรพิโอนิกเป็นผลผลิตจากการแตกตวัของกรดไขมนัและโซ่ขา้งของคลอเรสเตอรอลในร่างกาย 
โดยร่างกายจะท าการดูดซึมอยา่งรวดเร็วผา่นทางเดินอาหาร และถูกขบัออกจากร่างกายอยา่งรวดเร็ว
ผา่นทางลมหายใจ ปัสสาวะ และอุจจาระ  ในการปฐมพยาบาลเบ้ืองตน้ควรน าผูป่้วยลา้งปากดว้ยน ้ า 
อยา่ชกัน าใหผู้ป่้วยอาเจียน ใหด่ื้มน ้า 240-300 มิลลิลิตร หรือด่ืมนมแลว้ลา้งปากผูป่้วยทนัที 
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2.4 กระบวนกำรผลติกรดโพรพโิอนิก 
 

กรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตได ้2 วธีิ 
1. กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดว้ยวธีิการสังเคราะห์ทางเคมี  
การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยวธีิสังเคราะห์ทางเคมีเป็นวธีิท่ีนิยมใชผ้ลิตในทางการคา้อยูใ่น

ปัจจุบนัเพราะเป็นกระบวนการผลิตท่ีใช้เวลาในการผลิตสั้นและไดผ้ลผลิตตามตอ้งการ โดยใช้
ปฏิกิริยาการออกซิเดชนัของโพรพิโอนอลดีไฮด์ท่ีอุณหภูมิ 40 – 50 องศาเซลเซียส ดงัสมการท่ี 1
และ 2 

      CO                +              H2          +     C2H4                                        CH3CH2CH            (1) 
คาร์บอนโมโนออกไซด์       ไฮโดรเจน          เอทีรีน                                โพรพิโอนอลดีไฮด์ 

 
CH3CH2CHO        +            ½ O2                                          CH3CH2COOH                     (2)               
โพรพิโอนอลดีไฮด ์        ออกซิเจน                                      กรดโพรพิโอนิก 

ท่ีมา : http://en.wikipedia.org/wiki/Propionic_acid 
 

2. กระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดว้ยวิธีการหมกัทางชีวภาพ  
                รายงานการศึกษากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกดว้ยวิธีการหมกัทางชีวภาพนิยมใช้
เช้ือแบคทีเรียในสกุล Propionibacterium  มีดงัน้ี 

Champagne และคณะ (1989) ศึกษาการเล้ียงเช้ือ P. shermanii สายพนัธ์ุ B-123 ท่ีถูกตรึงอยู่
ในแคลเซียมแอลจิเนทในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมหางนมและแลคเตต ในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
พบวา่เช้ือ P. shermanii จะใชแ้ลคเตตในการเจริญไดดี้กวา่แลคโตสท่ีมีอยูใ่นหางนม เน่ืองจากหาง
นมท่ีน ามาใช้ในกระบวนการหมักน้ีได้มาจากการผลิตเนยแข็งที่ผ่านกระบวนการหมักด้วย
เ ช้ือแลคโตบาซิลลสั(Lactobacillus) ซ่ึงมีพีเอชค่อนขา้งต ่าจึงต้องท าให้เป็นกลางด้วยการเติม 
โซเดียมไฮดรอกไซดห์รือแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ก่อนท่ีจะท าการหมกั และพบวา่อตัราการหมกัจะ
สูงข้ึนเม่ือปรับพีเอชของหางนมดว้ย แคลเซียมไฮดรอกไซด์ และความเขม้ขน้ของแลคเตตท่ีใชอ้ยู่
ระหวา่ง ร้อยละ 1-2  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกักรดโพรพิโอนิก คือ 37 องศาเซลเซียส 
โดยท่ีอตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติกจะสูงข้ึนเม่ืออุณหภูมิท่ีใชใ้นการบ่มสูงข้ึน 

Woskow และ Glatz (1991) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชก้ลูโคสและแลคโตสจาก
หางนมเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเช้ือ P. acidipropionici  สายพนัธ์ุ P9 และP200910 ในสภาพการ
หมกัแบบกะและก่ึงกะ พบว่าเช้ือ P. acidipropionici สายพนัธ์ุ P200910 ให้ผลผลิตของกรด         
โพรพิโอนิกความเขม้ขน้ 47  กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงกวา่ผลผลิตท่ีไดจ้ากสายพนัธ์ุ P9 และจะให้ผลผลิต
ของกรดโพรพิโอนิกสูงสุดโดยการใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในสภาพการหมกัแบบก่ึงกะ 

http://en.wikipedia.org/wiki/Propionic_acid
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                       Lewis และ Yang (1992) ศึกษาผลของซบัสเตรตในการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ       
P. acidipropionici ในการทดลองใชแ้ลคโตส กลูโคส และแลคเตต ความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร 
เป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่เม่ือใชแ้ลคเตตจะใหผ้ลผลิตกรดสูงกวา่แลคโตสและกลูโคส  

Quesada-Chanto และคณะ (1994)  ศึกษาการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเช้ือ  P.  acidipropionici  ในการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกและวิตามินบี 12 จากซูโครส พบวา่ความเขม้ขน้ของซูโครส 30  ถึง 170 กรัม
ต่อลิตร ไม่ส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งจากซบัสเตรต (substrate inhibition) ส าหรับการผลิตเพื่อให้ได้
กรดโพรพิโอนิกนั้นจะตอ้งท าในสภาวะท่ีไม่มีอากาศท่ีพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใน
การผลิตวติามินบี 12 นั้นท าท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีอากาศท่ีพีเอช 6.5 

Paik และ Glatz (1994) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชก้ลูโคสและแลคเตตจาก corn 
steep liquor (CSL) เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเช้ือ P.  acidipropionici สายพนัธ์ุ P200910 เปรียบเทียบ
กนัระหวา่งเช้ือท่ีถูกตรึงดว้ยแอลจิเนทและเช้ืออิสระในสภาพการหมกัแบบกะ ก่ึงกะ และต่อเน่ือง 
พบวา่การหมกัแบบกะจะแสดงผลผลิตของกรดสูงสุดภายในเวลา 36 ชัว่โมง การใชแ้ลคเตตเป็น
แหล่งคาร์บอนจะใหผ้ลผลิตของกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงกวา่การใชก้ลูโคส และเช้ือท่ีถูกตรึงดว้ย
แคลเซียมแอลจิเนตจะใหค้วามเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงกวา่เช้ืออิสระ ส่วนการหมกัแบบก่ึง
กะใชเ้วลาในการหมกันาน 250 ชัว่โมง ความเขม้ขน้สูงสุดของกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดจ้ากการใช้
กลูโคสจะสูงกวา่การใชแ้ลคเตต คือ 57 และ 45.6 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และในการหมกั
แบบต่อเน่ืองโดยใชเ้ซลลท่ี์ถูกตรึงผลผลิตกรดโพรพิโอนิกจากการใชก้ลูโคสจะสูงกวา่การใชแ้ลคเตตเป็นแหล่ง
คาร์บอน 
 Babirato และคณะ (1997) ศึกษาการเล้ียงแบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิก 3 ชนิด คือ       
P. acidipropionici สายพนัธ์ุ ATCC 25562 P. acnes ATCC 6919 และ Clostridium propionicum 
ATCC 25522 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมดว้ยแหล่งคาร์บอนต่างๆ  คือ  กลีเซอรอล กลูโคส และกรดแลคติกเพื่อ
การผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวา่ P. acidipropionici สายพนัธ์ุ ATTCC 25562 ให้ผลผลิตของกรด  
โพรพิโอนิกสูงท่ีสุดโดยใช้เวลาในการหมกัเป็นเวลา 72 ชั่วโมงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมด้วย         
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือแบคทีเรียอีก 2 สายพนัธ์ุ และพบว่าการใช ้  
กลีเซอรอลเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ           
P.  acidipropionici สายพนัธ์ุ ATCC 25562 จะไดผ้ลผลิตของกรดท่ีสูงกวา่การใชก้ลูโคสและกรด   
แลคติกเป็นแหล่งคาร์บอน 

Ramsay และคณะ (1998) ศึกษากระบวนการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพเพื่อเปล่ียนเฮมิเซลลูโลสเป็นกรด
โพรพิโอนิก ในการศึกษาใชเ้ช้ือ P. acidipropionici  ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใช้ 
hemicellulose hydrolysate ร้อยละ60 (ปริมาตรต่อปริมาตร) เปปโตน 5 กรัมต่อลิตร และยสีตส์กดั 
2.5 กรัมต่อลิตร การเกิดกรดจะเกิดควบคู่ไปกบัการเจริญเติบโตของเช้ือ มีอตัราการเจริญจ าเพาะคือ 
0.1 ต่อชัว่โมง  และมีอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกคือ 0.23 กรัมต่อลิตรชัว่โมง  
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Himmi   และคณะ (2000)  ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชก้ลูโคสและกลีเซอรอล
เป็นแหล่งคาร์บอนโดยใชเ้ช้ือ  P.  acidipropionici   และ  P.  freudenreichii ssp.shermanii  จะไดผ้ลผลิต
สุดท้ายคือกรดโพรพิโอนิกเป็นผลผลิตส่วนใหญ่ และได้ผลิตผลพลอยได้คือ กรดแอซีติก              
n-propanol และกรดซคัซินิก จากการทดลองน้ีพบวา่เม่ือใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
พลงังานจะผลิตกรดโพรพิโอนิกไดม้ากท่ีสุด P.   acidipropionici  มีความสามารถในการใชส้ารตั้ง
ตน้ไดเ้ร็วกวา่ 0.64 กรัมต่อลิตรชัว่โมง และมีอตัราการผลิตกรดสูงกวา่ 0.42 กรัมต่อลิตรชัว่โมง เม่ือ
ใชก้ลูโคสเป็นสารตั้งตน้ความเขม้ขน้ของกรด    แอซีติกท่ีไดจ้ะมากกวา่การใชก้ลีเซอรอลเป็นสาร
ตั้งตน้ถึง  2  เท่า ส่วนเช้ือ P. freudenreichii เม่ือใช้กลีเซอรอลเป็นสารตั้งต้นพบว่าไม่มี
ความสัมพนัธ์กันระหว่างการใช้กลีเซอรอลกบัการสร้างผลผลิต แสดงว่าเมแทบอไลท์ของเช้ือ       
P.  freudenreichii  นั้นปรับตวัเพื่อน าไปใช้ในการสร้างสารประกอบตวัอ่ืนได ้จากการทดลองน้ี
แสดงใหเ้ห็นวา่กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีเยีย่มส าหรับใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
 Goswami  และ  Srivastava (2000)  ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P.  acidipropionici  ดว้ย
วิธีการหมกัแบบก่ึงกะ ในการศึกษาคร้ังน้ีใช้แลคโตสเป็นซับสเตรต พีเอช 6.5 ท าการหมกัท่ี
อุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแลคโตสท่ีใชคื้อ 47.7 กรัมต่อลิตร สามารถผลิต
กรดโพรพิโอนิกได ้20.75 กรัมต่อลิตร ซ่ึงคิดเป็นอตัราการผลิตได ้0.23 กรัมต่อลิตรชัว่โมง 

Martinez - Campos  และ Torre (2002)  ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกดว้ยในสภาพการ
หมกัแบบก่ึงกะจากเช้ือ P.  acidipropionici มีการเติมกลูโคสหรือแลคเตตหรือสารผสมระหวา่ง
กลูโคสและแลคเตต กลูโคสและแลคเตตจะถูกใช้ในปริมาณท่ีใกล้เคียงกนั การใช้กลูโคสและ     
แลคเตตร่วมกนัจะเพิ่มอตัราการผลิตโพรพิโอเนตต่ออะซิเตต (P/A) แลว้ยงัเป็นการเพิ่มส่วนของ
ธาตุคาร์บอนส าหรับท่ีจะน าไปใช้ในการผลิตชีวมวล ผลผลิตของโพรพิโอเนตต่ออะซิเตต (P/A) 
เท่ากบั 7.6 เม่ือใช้แลคเตตและกลูโคสผสมกนัท่ีอตัราส่วน 4 โมลาร์ อตัราส่วนโพรพิโอเนตต่อ     
อะซิเตต (P/A) เท่ากบั 1.34 เม่ือใช้แลคเตตอย่างเดียว และมีอตัราส่วนโพรพิโอเนตต่ออะซิเตต
เท่ากบั 1.85  เม่ือใชก้ลูโคสอยา่งเดียว 
 

2.5 เวย์ (Whey)  
             

             เวยเ์ป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากการผลิตเนยแขง็ หรือการแยกเคซีนจากนมสด (ศูนยพ์ฒันาฝึกอบรมและวจิยั
ดา้นโคนมแห่งชาติ. 2526) มีลกัษณะเป็นของเหลวใสมีสีค่อนขา้งเขียวอมเหลือง (Marshall. 1982) 
องคป์ระกอบของเวยโ์ดยทัว่ไปพบวา่ มีปริมาณน ้าตาลแลคโตสอยูใ่นปริมาณมากกวา่สารอาหารอ่ืน 
(Westerguard. 1983) คือ ประกอบดว้ยน ้าตาลแลคโตสร้อยละ 4 - 5  โปรตีนร้อยละ 1 และเกลือแร่
ร้อยละ 1 (Roukas . 1998)  
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           2.5.1 ประเภทของเวย์ 
      Alfa-Laval (1987) แบ่งเวยอ์อกไดเ้ป็น 2 ประเภท ตามความเป็นกรด (Titable acidity) ไดแ้ก่ 
        1. สวทีเวย ์ (Sweet whey) เป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตเนยแขง็ชนิดแขง็ เช่น  
เชดดา (Cheddar cheese) เกาดา (Gouda cheese) สวสิ (Swiss cheese) เป็นตน้ มีค่าความเป็นกรด
ประมาณร้อยละ  0.10 – 0.20 และมีค่าพีเอชระหวา่ง 5.8 – 6.1 
         2. แอซิดเวย ์ (Acid whey) เป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากการตกตะกอนนม โดยการเติมกรดหรือ
เกลือแร่ลงไปโดยตรงในการผลิตเนยแขง็ชนิดอ่อน เช่น คอทเทจ (Cottage) เป็นตน้ มีค่าความเป็น
กรดประมาณร้อยละ 0.40 – 0.60  และมีค่าพีเอชระหวา่ง 4.0 –  5.0  (Kosikowski. 1977) 
           องคป์ระกอบท่ีแตกต่างของเวยท์ั้งสองชนิดไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 2.2  ซ่ึงพบวา่สวทีเวยแ์ต่
ละชนิดมีความแตกต่างขององคป์ระกอบเช่นเดียวกบัแอซิดเวย ์ โดยแลคติกแอซิดเวย ์ (lactic acid 
whey) จะไดจ้ากการผลิตคอทเทจชีส ส่วนไฮโดรคลอริก (hydrochloric) หรือซลัฟิวริกแอซิดเวย ์
(sulphuric acid whey) ไดจ้ากการผลิตเคซีน 
 
ตำรำงที ่2.2 องคป์ระกอบโดยประมาณของสวทีเวยแ์ละแอซิดเวย ์
องคป์ระกอบ
(ร้อยละ) 

สวทีเวย ์ แอซิดเวย ์
เชดดา เกาดา แลคติกแอซิดเวย์

(คอจเทจชีส) 
ไฮโดรคลอริก/
ซลัฟิวริกแอซิด
เวย(์เคซีน) 

ปริมาณของแขง็ 
น ้า 
ไขมนั 
โปรตีน 
เถา้(เกลือแร่) 
น ้าตาลแลคโตส 
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 

 
ทีม่ำ : Nielsen และ Ullum (1989) 
 
        2.5.2 องค์ประกอบหลกัทำงเคมีของเวย์ 
               1.น ้าตาลแลคโตส 

              น ้ าตาลแลคโตสเป็นน ้ าตาลท่ีพบในน ้ านมเท่านั้น  ในน ้ านมววัมีน ้ าตาลแลคโตสอยู่
ประมาณร้อยละ 4.7 ซ่ึงต ่ากวา่ในน ้ านมมนุษยซ่ึ์งมีปริมาณน ้ าตาลแลคโตสอยูป่ระมาณร้อยละ 6.3 
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น ้ าตาลแลคโตสเป็นน ้ าตาลชนิดรีดิวซิง (Reducing sugar) มีสูตรโครงสร้างเช่นเดียวกบัน ้ าตาล
ทราย คือ C12H22O11 และเม่ือถูกไฮโดรไลส์แล้วจะได้น ้ าตาล 2 ชนิด คือ น ้ าตาลกลูโคสและ         
กาแลคโตส ดงัสมการต่อไปน้ี  
 

           C12H22O11     +     H2O                                      C6H12O6     +     C6H12O6      
              แลคโตส              น ้ า                                       กลูโคส          กาแลคโตส  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.3 สูตรโครงสร้างแสดงน ้าตาลแลคโตสท่ีถูกไฮโดรไลส์ 

 
ทีม่ำ : www.ratjes.nl/ lactose.html 

 
            2.โปรตีน 
           โปรตีนในเวยเ์ป็นส่วนหน่ึงของโปรตีนในน ้านมซ่ึงเป็นโปรตีนตามธรรมชาติท่ีมีคุณค่าทาง
อาหารและมีกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นในปริมาณสูง ดงัแสดงในตารางท่ี 2.3 โปรตีนในเวยส์ามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 ประเภทหลกัๆ คือ เบตาแลคโตโกลบูลิน (Beta – lactaglobulin) และแอลฟาแลคทอล   
บูมิน (Alpha – lactabumin) โดยเบตาแลคโตโกลบูลินจะมีอยูป่ระมาณร้อยละ 50 – 60  มีคุณสมบติั
ไม่ละลายน ้า แต่ละลายในสารละลายเกลือเจือจาง สามารถตกตะกอนไดด้ว้ยเกลือแมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) 
และเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ( (NH4)2SO4) โปรตีนชนิดน้ีมีความส าคญัในแง่การใหก้ล่ินรสของ
ผลิตภณัฑน์มชนิดเหลว (วรรณา  ตั้งเจริญชยั. 2532) ส่วนแอลฟาแลคทอลบูมินมีอยูป่ระมาณร้อยละ 
15 - 20  มีคุณสมบติัไม่ละลายน ้า ตกตะกอนไดเ้ม่ือถูกความร้อน ส่วนท่ีเหลือคือ ซีรัมอลับูมิน อิมมู
โนโกลบูลิน เอนไซมต่์างๆ และโปรตีนอ่ืนๆ (Webb และ Whitter. 1970) ความแตกต่างของ
องคป์ระกอบและปริมาณโปรตีนในเวยแ์สดงไวใ้นตารางท่ี 2.4 
 

 

เอนไซมแ์ลคเทส 
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ตำรำงที ่2.3 ปริมาณกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นในนม เคซีน และเวย ์
กรดอะมิโน องคป์ระกอบ (กรัม/100 กรัมโปรตีน) 

 
ทริปโตเฟน 
ฟีนิลอะลานีน 
ลิวซีน 
ไอโซลิวซีน 
ทรีโอนีน 
เมทไทโอนีน 
ไลซีน 
วาลีน 

นม 
1.4 
5.2 

10.4 
6.4 
5.1 
2.7 
8.3 
6.8 

เคซีน 
1.4 
5.1 

10.4 
5.7 
4.6 
2.8 
8.3 
6.8 

เวย ์
2.1 
3.8 

11.1 
6.8 
8.0 
2.4 
9.9 
6.8 

 
ทีม่ำ : Renner (1983) 
 
ตำรำงที ่2.4 องคป์ระกอบและปริมาณโปรตีนในเวย ์
ชนิดของโปรตีนในเวย ์ ความเขม้ขน้ 

 (กรัม/ลิตร) 
ปริมาณโปรตีน ค่าพีเอช น ้าหนกั

โมเลกุล 
ดาลตนั x103 

แอลฟาแลคโตโกลบูลิน 
เบตาแลคทอลบูลิน 
โปรติเอส เปปโตน 
โบรวิน ซีรัม อลับูมิน 
อิมมูโนโกลบูลิน 
แลคโตเฟอร์ริน 
แลคโตเพอร์ออกซิเดส 

3.0 
            0.7 

1.4 
0.3 
0.6 

0.05 
0.03 

50 
            12 

23 
5 

10 
0.8 
0.5 

5.3 – 5.5 
4.2 – 4.5 

- 
5.1 

5.5 – 8.3 
9.0 
9.6 

18.3 
14 

4.1 – 4.8 
69 

15 – 1000 
81 -84 

89 
 
ทีม่ำ : Marshall (1982) 
 

2.6 กำรใช้ประโยชน์จำกเวย์ 
             
        เน่ืองจากเวยก่์อให้เกิดปัญหามลภาวะทางส่ิงแวดลอ้ม นกัวจิยัจึงไดศึ้กษาหาทางน าเวยม์าใช้
ประโยชน์ในดา้นต่างๆ ดงัมีรายงานการใชป้ระโยชน์จากเวยด์งัน้ี (ชลทั  ศานติวรางคณา. 2534) 
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             2.6.1  Whey  permeate 

                     Whey  permeate เป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากการน าเวยม์าผลิตเป็นโปรตีนเวยเ์ขม้ขน้ มี
แลคโตสและไนโตรเจนท่ีละลายน ้ าไดเ้ป็นส่วนประกอบหลกั จึงมีความสนใจในการน า Whey  
permeate มาใช้แทนแหล่งคาร์บอนอ่ืนท่ีมีราคาแพงในการผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีการทาง
ชีวภาพ ดงัรูปท่ี 2.4 
 
      Whey                                                                           retentate          Whey protein concentrate 
 
 
                               Permeate                                                                                                               
 
 
 
 

รูปที ่2.4   ขั้นตอนการผลิต Whey  permeate 
 

ทีม่ำ : Fitzpatrick และ O’Keeffe (2001) 
 
             2.6.2 โปรตีนเวย์เข้มข้น 
                   เป็นผลิตภณัฑท่ี์ประกอบดว้ยโปรตีนท่ีละลายไดแ้ละโปรตีนท่ีตกตะกอน มีวธีิการท า
คือ น าเวยม์าท าใหมี้สภาพเป็นกลาง จากนั้นน าไประเหยจนมีปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดเ้ท่ากบั
ร้อยละ 62 ท่ีอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้น าไปป่ันแยกเพื่อเอาแลคโตสและ
เกลือแร่ออกมาให้เหลือแต่โปรตีนจากนั้นน าไปกรอง จะไดเ้ป็นโปรตีนเวยเ์ขม้ขน้สามารถเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิต ่ากวา่ 20 องศาเซลเซียส ไดเ้ป็นเวลา 5 เดือน น าไปใชใ้นการผลิตอาหารเด็ก ผลิตภณัฑ์
ขนมอบและไอศครีม (ชลทั  ศานติวรางคณา. 2534) 

       

           2.6.3 ผลกึแลคโตส 
                     เวยท่ี์สามารถน ามาผลิตเป็นผลึกแลคโตสไดน้ั้นสามารถใชไ้ดท้ั้งเวยส์ดและเวยท่ี์ผา่น
การแยกโปรตีนออกแลว้ ผลึกแลคโตสสามารถน ามาผลิตเป็นลูกกวาด ใชเ้ป็นสารขดัฟันในยาสีฟัน 
ใชเ้ป็นสารป้องกนัการจบัตวัเป็นกอ้น (ชลทั  ศานติวรางคณา. 2534) 
 
 
          

Ultrafiltration 

system 

Propionic acid 

fermentation 

  hydrolysis hydrolysate 
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                  2.6.4 กำรผลติเนยแข็งจำกเวย์ 
                      น าเวยม์าระเหยภายใตส้ภาพสูญญากาศจนมีความเขม้ขน้ร้อยละ 80 แล้วจึงลด
อุณหภูมิก่อนท่ีจะบรรจุพิมพ ์ตวัอยา่งเนยแข็งจากเวย ์ไดแ้ก่ ไมซอสท ์(Mysost)  จีทอสท ์(Gjetost)          
พลูทอสท ์(Putost)  สุพรีม (Supriam) เป็นตน้ (ชลทั  ศานติวรางคณา. 2534) 

 

                       2.6.5 กำรผลติวติำมินบี 12 และไรโบฟลำวนิ  
                        ใชเ้วยเ์ป็นสารอาหารเร่ิมตน้ส าหรับเล้ียงเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ P. shermanii ส าหรับ
ผลิตวิตามินบี 12 และใชเ้ป็นสารอาหารเร่ิมตน้ส าหรับเล้ียงเช้ือรา Clostridium  acetobutyricus ใน
การผลิตไรโบฟลาวนิ (ชลทั  ศานติวรางคณา., 2534) 
              โดยทัว่ไปเวยจ์ะมีปริมาณเช้ือจุลินทรียค์่อนขา้งสูง ถา้เปรียบเทียบค่า BOD ระหวา่งน ้ าเสีย
ท่ีปล่อยลงแม่น ้ าล าคลอง ควรบ าบดัน ้ าจนมีค่า BOD เหลือประมาณ 20 แต่เวยมี์ค่า BOD อยูใ่นช่วง 
4,000 – 4,800 ซ่ึงเป็นอนัตรายท่ีค่อนขา้งสูง (Scott. 1986) ดงันั้นถา้ไม่ลดการท างานและการเจริญ
ของเช้ือจุลินทรีย ์จะมีผลท าให้แลคโตสเกิดการเปล่ียนแปลงเป็นกรดแลคติกอย่างรวดเร็ว ท าให้
ความเป็นกรดของเวยสู์งข้ึนและเกิดการเส่ือมเสียในท่ีสุด (ศูนยพ์ฒันาฝึกอบรมและวิจยัดา้นโคนม
แห่งชาติ. 2526) ดงันั้นเพื่อคงรักษาคุณภาพของเวย ์(Alfa – Laval. 1987) ไดแ้นะน าวิธีเก็บรักษาไว ้
2 ทาง คือ ทางตรงและทางออ้ม 
 การเก็บรักษาทางตรงท าได ้3 วิธีคือ การใชค้วามเยน็ท่ีอุณหภูมิ 0 – 5 องศาเซลเซียส วิธีน้ี
สามารถเก็บรักษาไดน้าน 10 – 15 ชัว่โมง การใช้ความร้อนโดยวิธีพาสเจอไรส์ท่ีอุณหภูมิ 63      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที สามารถเก็บรักษาไดน้านกว่า และวิธีสุดทา้ยคือ การใช้สารเคมี 
ไดแ้ก่ โซเดียมไบซลัเฟต หรือ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
 การเก็บรักษาทางอ้อมสามารถท าได้โดยน าเวย์ผ่านกระบวนการอย่างใดอย่างหน่ึงท่ี
เหมาะสม ไดแ้ก่ การท าเป็นเวยผ์งหรือเวยเ์ขม้ขน้ 

             นอกจากน้ียงัมีรายงานการศึกษาวจิยัท่ีน าเวยม์าใชป้ระโยชน์อ่ืนๆ ดงัน้ี 
              Bogdanova (1974) ศึกษาการน าเวย์มาท าเป็นผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมโดยการน าเวย์มา       
พาส เจอไรส์ท่ีอุณหภูมิ 95 – 97 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิ 35 - 40 องศาเซลเซียส 
จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยง เอาเฉพาะส่วนใสมาเติมหวัเช้ือ Lactobacillus  acidophilus และเติมเช้ือ
ยสีตล์งไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 – 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 – 18 ชัว่โมง  
             Gurr และคณะ (1984) ศึกษาการผลิตโยเกริตโ์ดยการน าเวยไ์ปกรองแลว้น าส่วนใสมาผสม
กบัหางนมพาสเจอไรส์ ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าใหเ้ยน็ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เติมทรีโอนีนปริมาณร้อยละ 0.1 และเติมหวัเช้ือ Bifidobacterium  
bifidum หรือ Bifidobacterium  longum  ปริมาณร้อยละ 2  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ผลิตภณัฑท่ี์ไดต้อ้งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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           Colomban และคณะ(1993) ไดศึ้กษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจาก whey permeate ในการ
หมกัจะมีการเติมน ้าและสารอาหารลงไปใน whey permeate หลงัจากนั้นน าไปฆ่าเช้ือ มีการแยก
เซลลอ์อกจากน ้าหมกัโดยการใชว้ธีิ Ultrafiltration เช้ือท่ีใชคื้อ  P.  thoenii  (ATCC 4871)    P. jensenii 
(ATCC 4870  4867 และ CNRZ 83  731) P.  freudenreichii supsp.freudenreichii (NCIB 5959 
และ CNRZ 89  725  726  728  729) P.  freudenreichii subsp. shermanii (NICB 5964  CNRZ 433  
722 724 และ SO 2908  2910  7916)  L. lactis subsp. Lactis (CNRZ 164) 
           Yang และคณะ(1994) ไดศึ้กษาการผลิตเกลือโพรพิโอเนตจาก whey permeate โดยใชเ้ช้ือ 
P. acidipropionici ATCC 4875 ร่วมกบัเช้ือ Streptococcus  lactis  OSU 588 เพื่อผลิตเกลือ          
โพรพิโอเนตจากเวย ์ในการศึกษาคร้ังน้ีใชเ้วย ์2 ชนิด คือsweet whey และ de-lactose whey 
            Yang และ Huang (1995) ไดศึ้กษาการผลิตเกลือโพรพิโอเนตจากเวยด์ว้ยการหมกัแบบกะ
โดยการใชเ้ซลลท่ี์ถูกตรึง เช้ือท่ีใชคื้อ P.  acidipropionici (ATCC 4875)  L.  lactis  ( OSU 588)    
Lactobacillus  helveticus  (ATCC 15009)                               
 แผนผงัแสดงความเป็นไปไดใ้นการน าเวยม์าใชป้ระโยชน์แสดงในรูปท่ี 2.5 
 

2.7 จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในกำรผลติกรดโพรพโิอนิก 
           
               เช้ือแบคทีเรียผลิตกรดโพรพิโอนิกอยู่ในสกุล Propionibacterium ซ่ึงเรียกว่าเป็น propionic 
acid bacteria (Quesada-Chanto.1994) พบคร้ังแรกโดยแยกไดจ้ากสวิส ชีส ในกระบวนการหมกัจะ
ใหก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ซ่ึงจะท าใหเ้กิดลกัษณะท่ีเป็นรูพรุนในเนยแขง็ 
         ลกัษณะทัว่ไปของแบคทีเรียพวกน้ีคือ ลกัษณะแกรมบวก เคล่ือนท่ีได ้ไม่สร้างสปอร์ สร้าง
เอนไซมค์ะตะเลส มีรูปร่างหลายแบบไดแ้ก่ รูปร่างกลม ท่อนยาว ท่อนไมก้ระบอง การเรียงตวัของ
เซลลอ์าจอยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียวหรือเป็นคู่ มีการเจริญแบบแฟคคลัเททีฟแอนแอโรบ เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 
30-37 องศาเซลเซียส สามารถหมกัไดก้รดโพรพิโอนิก ซคัซินิก แอซีติกและคาร์บอนไดออกไซด์ มี
ความตอ้งการทางอาหารท่ีซับซ้อน เจริญเติบโตช้า แหล่งท่ีพบแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มท่ีมี
ความส าคญัทางดา้นอุตสาหกรรมหรือกลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบัผลิตภณัฑ์นม มีอยูด่ว้ยกนั 6 สายพนัธ์ุ คือ 
P. freudenreichii  P. jensenii  P. theonii  P. acidipropionici  P. coccoides และ                               
P.  cyclohexanicum ส่วนกลุ่มท่ีสองคือ กลุ่มท่ีเจริญอยูบ่นผวิหนงัของมนุษยห์รือกลุ่มท่ีท าให้เกิดสิว
กลุ่มน้ีไม่ค่อยมีความส าคญัทางดา้นอุตสาหกรรม ( Lewis และ Yang . 1992)  ลกัษณะของเช้ือ       
P. acidipropionici  แสดงดงัรูปท่ี 2.6 
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permeate 
                    อาหารสัตว ์
                    ท าใหเ้ขม้ขน้ 
                                                                        ท  าปฏิกิริยากบัยเูรีย                           

                                                                                                                                ใชเ้ล้ียงสัตว ์
                                                                         ท าแหง้ 
                                                                        แอมโมเนียมแลคเตต 
                                                                        ชีวมวล 
                                                                             

                   กระบวนการหมกั                         มีเทน                                      ใชใ้นอุตสาหกรรม 
                                    
                                                                         แอลกอฮอล์            
                                                                         กรดอินทรีย ์ 
                                                                                                                             มนุษยน์ าไปใช ้
                    การสกดัแลคโตส 
                     
                    ยอ่ยสลาย                                     กลูโคส-กาแลคโตส 
 

รูปที ่2.5 ความเป็นไปไดท่ี้จะน าเวยม์าใชป้ระโยชน์ 
 

ทีม่ำ : Pedersen และ Werner (1978) 
           
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.6 เช้ือ Propionibacterium acidipropionici 
 

ทีม่ำ :www.bio-pro.de/.../ ulm/aknebakterium_338x261.jpg 
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2.8 วถิีกำรเกดิกรดโพรพโิอนิก 
                
                      การผลิตกรดโพรพิโอนิกสามารถเกิดข้ึนไดห้ลายวิถีดว้ยกนัโดยคาร์บอนจากแหล่งต่างๆ ถูก
ใช้ไปในการเจริญและเปล่ียนแปลงไปเป็นผลผลิตโดยเช้ือ Propionibacterium โดยเร่ิมจากสาร
ตวักลางท่ีส าคญัคือ ไพรูเวท ออกซาโรอะซิเตต(oxaloacetate) และซคัซิเนต ตามล าดบัท่ีไดม้าจาก
กลูโคสหรือแลคเตต (Daniel. 1995)     ดงัรูปท่ี 2.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่ 2.7 วถีิการเกิดกรดโพรพิโอนิกจากการหมกักลูโคสโดยเช้ือ Propionibacterium 
 

ทีม่ำ : Daniel (1995) 
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การสร้างซัคซิเนตและโพรพิโอเนตโดยการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ ไดแ้สดงในรูปท่ี 2.8 
การสร้างจะเร่ิมตน้จากการสร้างออกซาโรอะซิเตตโดยการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ให้กบัไพรูเวท 
(pyruvate)หรือใหก้บัฟอสโฟอีนอลไพรูเวท(PEP)จะถูกรีดิวซ์ให้เป็นแอล-มาเลต(L-malate)โดยการ
ท างานของเอนไซมม์าริกดีไฮโดรจิเนส (malic dehydrogenase) กรดมาริก(malic acid) ท่ีไดจ้ะถูกดึง
น ้าออกโดยเอนไซมฟ์ูมาเรส(fumarase)ท าให้ไดก้รดฟูมาริก(fumaric acid)ซ่ึงปฏิกิริยาน้ี ผนักลบัได้
จากนั้นฟูมาเรตจะถูกเปล่ียนให้เป็นซัคซิเนตโดยเอนไซม์ฟูมาเลตรีดกัซ์เตส(fumarate reductase) 
ซคัซิเนตเป็นตวักลางในกระบวนการ โดยซคัซิเนตจะท าปฏิกิริยากบัเอนไซมโ์คเอทรานเฟอ-เรส (CoA 
tranferase) ไดซ้คัซินิลโคเอ (succinyl CoA) ปฏิกิริยาต่อไปน้ีซคัซินิลโคเอจะเปล่ียนไปเป็น อาร์-
เมททิล มาโลนิลโคเอ (R-methyl malonyl CoA) โดยเอนไซม์ อาร์-เมททิล มาโลนิลมิวเตส          
(R-methyl malonylmutase) หลงัจากนั้นจะมีการเปล่ียนอาร์-เมททิลมาโลนิลโคเอไปเป็นเอส-
เมททิล มาโลนิลโคเอ (S-methyl malonyl CoA) คาร์บอนของเอส-เมททิลมาโลนิลโคเอ จะถูกยา้ย
ออกไปรวมกบัไพรูเวทท าให้เกิดการสร้างออกซาโรอะซิเตต เม่ือคาร์บอนเคล่ือนยา้ยออกไปจะท าให้
ไดโ้พรพิโอนิล โคเอ (propionyl CoA) หลงัจากนั้นโคเอ (CoA) จะถูกยา้ยออกจากโมเลกุลเพื่อ
น าไปใชก้บัซคัซินิกตวัต่อไปและท าใหไ้ดก้รดโพรพิโอนิก 
                 Barbirato และคณะ(1997) ไดศึ้กษาการหมกักรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลซ่ึงพบว่า
กระบวนการเปล่ียนแปลงจากกลีเซอรอลไปเป็นกรดโพรพิโอนิกเกิดข้ึนโดยปฏิกิริยารีดักชัน 
(reduction) โดย 2 โมล ของATP จะถูกใชไ้ปเพื่อสังเคราะห์ 1 โมล ของกรดโพรพิโอนิก ดงัแสดง
ในรูปท่ี 2.9 

วิถีอะครีเลต (acrylate) ของการสร้างโพรพิโอเนต รายละเอียดของวิถีน้ีแสดงในรูปท่ี 2.10
กรดโพรพิโอนิกจะถูกสร้างข้ึนตามล าดบั โดยเร่ิมตน้จากการเปล่ียนรูปของแอล-แลคเตต(L-lactate) 
ไปเป็นแอล-แลคติล โคเอ (L-lactryl CoA) โดยปฏิกิริยาของเอนไซม์โคเอ ทรานเฟอเรส (CoA 
transferase) แอล-แลคติล โคเอจะเปล่ียนรูปกลายไปเป็นอะซิลิล โคเอ (Acrylyl CoA) โดยปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ดีไฮดราเทส อะซิลิลโคเอ (Dehrydratase acrylyl CoA)จะเปล่ียนไปเป็นโพรพิโอนิล 
โคเอ โดยการถ่ายทอดอิเล็กตรอนของฟราโวโปรตีน (flavor protein) โพรพิโอนิลโคเอจะยา้ย
โมเลกุลโคเอไปสู่ แอล-แลคเตตเพื่อสร้างแอล-แลคติล โคเอและเกิดเป็นกรดโพรพิโอนิกอิสระ การ
สร้างอะซิเตต (acetate) และคาร์บอนไดออกไซดจ์ะเกิดควบคู่กบัการสร้างโพรพิโอเนต 
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รูปที ่ 2.8  การสร้างซคัซิเนตและโพรพิโอเนตโดยการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ 

 

ทีม่ำ : Daniel (1995)  
  

 
                

 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที ่2.9  กระบวนการเปล่ียนแปลงกลีเซอรอลไปเป็นกรดโพรพิโอนิก 
 

ทีม่ำ : Barbirato และคณะ (1997) 
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รูปที ่2.10 วถีิอะครีเลตของการสร้างโพรพิโอเนต 
 

ทีม่ำ : Daniel (1995)     
 
มีรายงานการศึกษาวถีิในการเกิดกรดโพรพิโอนิก ดงัน้ี  

              Virtanen (1923) ท าการศึกษาพบวา่แบคทีเรียโพรพิโอนิกสามารถเปล่ียนกลูโคสไปเป็น 
ไพรูเวทโดย Embden-Mayerhof pathway จากนั้นไพรูเวทจะเกิดปฏิกิริยาแยกได ้ 2 ทาง คือทางท่ี
หน่ึงจะถูกออกซิไดส์ไปเป็นกรดแอซีติก และคาร์บอนไดออกไซด ์ ทางท่ีสองจะถูกรีดิวส์ไปเป็น
กรดโพรพิโอนิก 
              Van Niel (1928) ท าการศึกษาขอ้แตกต่างของแบคทีเรียโพรพิโอนิกแต่ละสายพนัธ์ุ พบวา่
การเปล่ียนกลูโคส แลคเตต หรือไพรูเวทไปเป็นกรดโพรพิโอนิกนั้นจะมีอตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อ
กรดแอซีติกอยูร่ะหวา่ง 1.6 – 1.8 ซ่ึงแตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธ์ุ 
              Wood และ Werkman (1940) ท าการศึกษาพบวา่แบคทีเรียโพรพิโอนิกสามารถเปล่ียนกรด
ซคัซินิกไปเป็นกรดโพรพิโอนิก และคาร์บอนไดออกไซด ์ ปริมาณโมลเท่ากบัโมลของซคัซินิกท่ีใช้
ภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีอากาศ และไดก้รดแอซีติกปริมาณเล็กนอ้ย และไม่พบผลผลิตอ่ืน 
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2.9 กำรผลติกรดโพรพโิอนิกโดยเช้ือ Propionibacterium สำยพนัธ์ุต่ำงๆ 

ปัจจยัหลกัของการผลิตกรดโพรพิโอนิกข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของเช้ือ(ตารางท่ี 2.5) 
 

ตำรำงที่2.5  แสดงการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ Propionibacterium สายพนัธ์ุต่างๆ 
Species Strain reference Propionic acid(70 h) g/l pH  
P. acidipropionici ATCC 4965 

CNRZ 287 
CNRZ 721 
CNRZ 733 

9.8 
7.5 
2.0 
0.0 

4.65 
4.67 
5.67 
4.40 

P. thoenii ATCC 4871 8.0 4.62 
P. jensenii ATCC 4870 

CNRZ 83 
ATCC 4867 
CNRZ 731 

0.0 
2.0 
0.0 
0.0 

5.82 
5.10 
5.10 
4.11 

P. freudenreichii subsp. freudenreichii NCIB 5959 
CNRZ 89 
CNRZ 725 
CNRZ 726 
CNRZ 727 
CNRZ 728 
CNRZ 729 

0.0 
3.1 
2.6 
3.0 
3.2 
3.2 
3.2 

5.82 
5.03 
5.29 
5.36 
5.10 
5.24 
5.31 

P. freudenreichii subsp. shermanii NCIB 
CNRZ 
CNRZ 
CNRZ 
SO-STANDA 
2908-STANDA 
2910-STANDA 
7916-STANDA 
PSI-BOLL 

3.7 
2.3 
4.5 
0.0 
6.0 
6.2 

1.92 
0.55 
0.82 

5.15 
5.18 
4.73 
5.81 
4.51 
4.45 
5.67 
5.90 
5.20 

 
ทีม่ำ : Colomban และคณะ (1993)  
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     2.10 ปัจจัยทีม่ผีลต่อกำรผลติกรดโพรพโิอนิก 
       
                    2.10.1 แหล่งคำร์บอน 
                     วตัถุดิบท่ีแบคทีเรียโพรพิโอนิกสามารถใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนได ้ เช่น สารประกอบ
อินทรีย ์ ไดแ้ก่ กรดแลคติก กลีเซอรอล แมนนิทอล สารประกอบคาร์โบไฮเดรต ไดแ้ก่ กลูโคส 
มอลโทส แลคโตส ซูโครส และแป้ง (Prescott และ Dunn. 1959) 
           แบคทีเรีย P. acidipropionici สามารถเปล่ียนกลูโคสไปเป็นกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติก 
ดงัสมการ 
           1.5C6H12O6                                          2CH3CH2COOH + CH3COOH + CO2 + H2O 
             (กลูโคส)                                          (กรดโพรพิโอนิก)    (กรดแอซีติก) 
และยงัสามารถเปล่ียนกรดแลคติกไปเป็นกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติกดงัสมการ 
           3CH3CHOHCOOH                                         2CH3CH2COOH+ CH3COOH + CO2 + H2O 
             (กรดแลคติก)                                                (กรดโพรพิโอนิก)    (กรดแอซีติก) 

(Tyree และคณะ. 1991) 
           Lewis และ Yang (1992) ศึกษาผลของซบัสเตรตท่ีใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ   
P. acidipropionici  ATCC 4875 ท่ีถูกตรึง ซบัสเตรตท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนประกอบดว้ย แลคโตส 
กลูโคส และแลคเตต ในการหมกัเม่ือใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ท่ีเท่ากนั พบวา่แลคเตตจะให้ปริมาณกรด      
โพรพิโอนิกท่ีสูงกวา่แหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ  
           Paik  และ Glatz (1994) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเซลล์ตรึงของ เช้ือ 
P. acidipropionici  โดยการหมกัแบบก่ึงกะ ท าการหมกัเป็นเวลา 250 ชัว่โมงควบคุมพีเอชดว้ย 2   
โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด ์ พบวา่เม่ือใชน้ ้าแช่ขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนจะใหป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 45.6 
กรัมต่อลิตร และเม่ือใชอ้าหารสังเคราะห์จะใหป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก  57  กรัมต่อลิตร 
           Quesada – Chanto และคณะ(1994) ศึกษาพบวา่ P. shermanii PZ-3 และ  P. acidipropionici 
NRRL B3569 ทั้งสองสายพนัธ์ุสามารถใชซู้โครสเพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตเป็นกรดโพรพิโอนิกโดยไม่ท า
ใหเ้กิดการยบัย ั้งโดยซบัสเตรตในช่วงความเขม้ขน้ 30 – 170 กรัมซูโครสต่อลิตร 
           Yang และ Huang (1995) ทดลองท าการหมกัแบบ recycle batch จากเช้ือ  P. acidipropionici 
โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่ผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกจะไดร้้อยละ 90 ของผลผลิต
ทางทฤษฎี 
           Barbirato และคณะ (1997) ไดศึ้กษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอลเปรียบเทียบกบั
กลูโคสและกรดแลคติก โดยใชเ้ช้ือ 3 สายพนัธ์ุ คือ P.  acidipropionici    P.  acnes  และ   C.  propionicium ท า
การหมกัแบบกะ ใชก้ลีเซอรอลเป็นซบัสเตรตเร่ิมตน้ปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ควบคุมพีเอชท่ี 6.8 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์ พบวา่เม่ือใชก้ลีเซอรอลเป็น     
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ซบัสเตรตจะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 0.844 โมลต่อโมล ในชัว่โมงท่ี 73 เม่ือใชก้ลูโคสเป็น  
ซบัสเตรตจะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 1.445 มิลลิโมลต่อ100มิลลิโมล ในชัว่โมงท่ี 69 และเม่ือใช้
กรดแลคติกเป็นซบัสเตรตจะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 0.745 โมลต่อโมล ในชัว่โมงท่ี 72 นอกจากน้ี
เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลเร่ิมตน้จะส่งผลใหอ้ตัราการผลิตกรดสูงข้ึน (0.36 กรัมต่อลิตร
ชัว่โมง) และไดค้วามเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกคือ 42 กรัมต่อลิตร 
           Himmi และคณะ (2000) ไดศึ้กษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชก้ลีเซอรอลและกลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเช้ือ P. acidipropionici   และ P. freudenreichii  ssp.shermanii  ท าการหมกั
แบบกะในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ ไดก้รดโพรพิโอนิกเป็นผลผลิตส่วนใหญ่    และไดผ้ลิตผลพลอยได ้ 
คือ กรดแอซีติก กรดซคัซินิก และ n-propanol 
        

                 2.10.2 แหล่งไนโตรเจน 
                     สมใจ ภสัสัตยางกลู (2537) ทดลองศึกษาอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ
ของ Propionibacterium sp. Arl AKU 1251 พบวา่ยสีตส์กดัมีผลต่อการเจริญของเช้ือมากโดยใน 
complete medium ท่ีขาดยสีตส์กดั เช้ือจะเจริญไดน้อ้ยในขณะท่ีขาด pancreatic digest of casein 
หรือ acid hydrolysate of casein เช้ือยงัคงมีอตัราการเจริญ และปริมาณเซลลสู์งสุดใกลเ้คียงกบั 
complete medium 
                     Prescott และ Dunn (1959) พบวา่แหล่งไนโตรเจนมีอิทธิพลต่ออตัราการหมกัและ
อตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติก P. shermanii  สามารถใชแ้หล่งไนโตรเจนไดห้ลาย
ชนิด เช่น ขา้วสาลี ขา้วโพด ยสีตส์กดั เน้ือสัตว ์แต่ยสีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
                     Colomban และคณะ (1993) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีมีต่อการผลิตกรด         
โพรพิโอนิก โดยใชแ้หล่งไนโตรเจนดงัน้ี ยีสตส์กดั ยเูรีย น ้ าแช่ขา้วโพด โปรตีนเวยเ์ขม้ขน้ พบว่า
เม่ือใชย้สีตส์กดัผลิตกรดโพรพิโอนิกจะไดป้ริมาณสูงกวา่แหล่งไนโตรเจนอ่ืนๆ 
                     Yang  และคณะ  (1994)  ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเติมลงไปในเวย์ โดยใช้เช้ือ                          
P. acidipropionici  ATCC 4875 แหล่งไนโตรเจนท่ีใช้ คือยีสต์สกดั และทริปทิเคสซอยบรอท 
พบวา่จะไดป้ริมาณกรดสูงสุดเม่ือใช ้ยีสตส์กดัและทริปทิเคสซอยบรอทเติมลงไปในเวยป์ริมาณ 10 
และ 20 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
                     Yang และ Huang  (1995)  ศึกษา การหมกัแบบกะของ  P. acidipropionici  พบวา่เม่ือเพิ่มยสีต์
สกดัร้อยละ 1 ลงในอาหารจะไดอ้ตัราการผลิต 0.68 กรัมต่อลิตรชัว่โมง ซ่ึงมากกวา่อาหารท่ีไม่เติม
ยสีตส์กดั 
        
                     2.10.3 แหล่งเกลอืแร่ 
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                     Gebgardt และคณะ (1970) ศึกษาพบวา่โคบอลทมี์อิทธิพลต่อการเจริญของเซลลใ์น
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีปริมาณโคบอลท ์5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเช้ือ P. shermanii ร้อยละ 55 – 60 
ของน ้าหนกัแหง้แต่ถา้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีโคบอลทก์ารเจริญของเช้ือจะลดลง 
                     Quesada–Chanto และคณะ  (1994)   พบว่าเหล็กมีความส าคญัต่อการเจริญของ  P.  shermanii  
โดยเม่ือเติม FeSO4.2H2O 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารจะเป็นความเขม้ขน้ปริมาณท่ีเหมาะสมใน
การเจริญ 
        
                     2.10.4 แหล่งวติำมิน 
                     Thompson (1943) ทดลองศึกษาพบวา่ กรดแพนโททินิก และ ไบโอติน เป็นปัจจยัท่ี
ส าคญัต่อการเจริญของ P.  shermanii  และ P.  jensenii  
        
                     2.10.5 พเีอชของอำหำร 
                     พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยูร่ะหวา่ง 6.5 – 7.0 (Tittster.1940;Champagne และ
คณะ. 1989 ; Crespo.1990 ; Yang และคณะ. 1994) แต่เจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช 7.0 (Prescott และ 
Dunn. 1959) ท่ีพีเอช 4.0 จุลินทรีย ์ P. acidipropionici  ไม่สามารถเจริญได ้และถา้พีเอชสูงกวา่ 7.0 
การเจริญจะลดลงอยา่งรวดเร็ว (Seshadri และ Mukhopadhyay. 1993)  
                     Lewis  และ Yang  (1992) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก พบวา่
เม่ือใชแ้ลคเตตเป็นสารท่ีใชใ้นการหมกัซ่ึงมีพีเอชเร่ิมตน้ 6.6 จะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงท่ีสุด
เม่ือเทียบกบัพีเอชเร่ิมตน้ 6.0 และ 5.5 
                     Colomban และคณะ (1993)  ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยท าการศึกษาท่ี   
พีเอช 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 และ 7.5 เช้ือท่ีใชศึ้กษาคือ P. acidipropionici,  P. jensenii,  P. thoenii,       
P. freudenreichii subsp. freudenreichii,  P. freudenreichii subsp. shermanii  พบวา่เช้ือ                 
P. acidipropionici ท่ีท  าการหมกัโดยใชพ้ีเอชเร่ิมตน้ 6.5 ใหผ้ลผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด 
                     Quesada-Chanto และคณะ(1994) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
โดยเช้ือ P. acidipropionici NRRL B3569 พบวา่ท่ีพีเอช 6.5 จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรด     
โพรพิโอนิกไดดี้ท่ีสุด 
        
                   2.10.6 อุณหภูมิ 
                        โดยทัว่ไปแล้วอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ Propionibacterium sp. อยู่
ระหวา่ง   30–35 องศาเซลเซียส  (Cavin และคณะ. 1985)   แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ 
P.  jensenii  คือ 30 องศาเซลเซียส (Colomban และคณะ. 1993) การผลิตกรดโพรพินิกจะเพิ่มข้ึน
เม่ือเพิ่มอุณหภูมิไปถึง 37 องศาเซลเซียส แต่อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติกจะ
ลดลง (Champagne และคณะ. 1989) 
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                     Seshadri และ Mukhopadhyay (1993) ทดลองศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญ และ
การผลิตกรดโพรพิโอนิกในถงัหมกัของเช้ือ P. acidipropionici พบวา่อตัราการเจริญจ าเพาะของเช้ือ
จะเพิ่มสูงข้ึนท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส แต่ถา้เพิ่มอุณหภูมิสูงกวา่ 37 องศาเซลเซียสแลว้จะมีผล
ท าใหอ้ตัราการเจริญจ าเพาะลดลงอยา่งรวดเร็ว 
                     Quesada-Chanto  และคณะ(1994)  ศึกษาผลของอุณหภูมิ ท่ีมี ต่อการผลิต
กรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici NRRL B3569 พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะมี
ประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดี้ท่ีสุดและท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในการผลิตวิตามินบี12  

                     Yang และคณะ (1994) ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดย
เช้ือ  P. acidipropionici ATCC 4875 โดยใชอุ้ณหภูมิ 25, 30  และ 35  องศาเซลเซียส พบวา่ปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดเ้ม่ือวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติจะไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
        

                     2.10.7 กำรให้อำกำศ 
                     Shaposhnikow และ Vorob’eva (1963) พบวา่  P. jensenii  สามารถเจริญภายใตส้ภาวะ
ท่ีไม่มีอากาศใกลเ้คียงกบัภายใตส้ภาวะท่ีมีอากาศ 
                     Menon และ Shemin (1967) พบวา่เม่ือเล้ียงเช้ือ P. shermanii  ภายใตส้ภาวะมีอากาศ
อตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกจะต ่ากวา่เม่ือเล้ียงในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ 
                     Quesada-Chanto และคณะ (1994) ได้ศึกษาผลของการให้อากาศต่อการผลิตกรด      
โพรพิโอนิกโดยเช้ือ P.  acidipropionici NRRL B3569 พบวา่จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรด   
โพรพิโอนิกไดดี้ท่ีสุดในสภาวะไม่มีอากาศเม่ือเพิ่มอตัราการให้อากาศพบว่าการเจริญเติบโตของ
เซลล ์การผลิตกรดแอซีติก  และการผลิตวติามินบี 12 จะเพิ่มมากข้ึน 
 

2.11  กำรผลติกรดโพรพโิอนิกโดยใช้เช้ือผสม 
              

                      นอกจากจะมีการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ Propionibacterium เพียงเช้ือเดียว
แลว้ ยงัมีการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ืออ่ืนผสมดว้ย ดงัมีรายงานดงัน้ี 
          Dennis และคณะ(1990)  ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง  Lactobacillus bulgaricus 
ร่วมกบั  P. acidipropionici และ P. shermanii ในเวย ์ท าการหมกัเป็นเวลา 140 ชัว่โมง พบวา่ในการ
ใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง L. bulgaricus ร่วมกบั  P. acidipropionici ไม่สามารถช่วยเพิ่มผลผลิตกรด     
โพรพิโอนิกได ้แต่ในการหมกัโดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง L. bulgaricus ร่วมกบั P. shermanii สามารถ
เพิ่มผลผลิตใหสู้งข้ึนได ้และระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกัลดลงจาก 175 ชัว่โมง เป็น 70 ชัว่โมง  
           Colomban และคณะ (1993) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเวยโ์ดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง 
P. acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis subsp. lactis  ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30     
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องศาเซลเซียส พบวา่เช้ือ L. lactis subsp. lactis  เจริญไดเ้ร็วกวา่เช้ือ P. acidipropionici นอกจากนั้น
ยงัท าการศึกษาสารท่ีใชเ้พื่อปรับสภาพใหเ้ป็นกลางโดยศึกษาสาร 4 ชนิด คือ NaOH, KOH, CaCO3 
และ NH3 พบวา่ CaCO3 มีประสิทธิภาพสูงกวา่สารชนิดอ่ืน 
           Yang และคณะ (1994) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเวยด์ว้ยการหมกัแบบต่อเน่ืองโดย
ใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง  P. acidipropionici ATCC 4875 ร่วมกบัเช้ือ S. lactis OSU 588 ท าการหมกัใน
ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 6  พบวา่ในการหมกักรด      โพรพิโอนิก
โดยใชเ้ช้ือผสมไดผ้ลผลิตเหมือนกบัการหมกัโดยใชเ้ช้ือเด่ียว คือกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติก 
แต่ในการหมกัโดยใชเ้ช้ือผสมท าใหร้ะยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกันอ้ยลง  
           Yang และ Huang (1995) ศึกษาการผลิตโพรพิโอเนตจากเวยโ์ดยใชเ้ซลล์ท่ีถูกตรึงของเช้ือ
ผสมระหวา่ง P. acidipropionici ATCC 4875 ร่วมกบั L. lactis ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปรับพีเอชเป็น 6.5 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เช้ือ L. lactis สามารถใช้
น ้ าตาลแลคโตสในเวยเ์ปล่ียนไปเป็นแลคเตตเพื่อให้เช้ือ P. acidipropionici ใช้แลคเตตเป็น        
ซบัสเตรตในการผลิตโพรพิโอเนต จากการศึกษาพบว่าในการเปล่ียนแลคเตตไปเป็นโพรพิโอเนต
จะชา้กวา่การเปล่ียนน ้าตาลแลคโตสไปเป็นแลคเตต และในการหมกัจะไดผ้ลผลิตคลา้ยกบัการหมกั
โดยใช้เช้ือเด่ียวของ Propionibacterium คือ โพรพิโอเนต อะซิเตต และซัคซิเนต นอกจากนั้นยงั
พบวา่ระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกัและอตัราการผลิตโพรพิเนต เม่ือใชเ้ช้ือผสมจะเร็วกวา่การหมกัโดย
ใชเ้ช้ือเด่ียว 
 

2.12  เช้ือจุลนิทรีย์ Lactococcus lactis  
            

                     เช้ือ L. lactis เป็นแบคทีเรียกลุ่มแลคติกแอสิดแบคทีเรียมีลกัษณะคือ ไม่สร้างสปอร์  เคล่ือนท่ี
ไม่ได ้  ยอ้มติดสีแกรมบวก ตอ้งการออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ยในการเจริญ มีรูปร่างกลม เซลลอ์ยูก่นั
เป็นคู่ๆ หรือต่อกนัเป็นสายสั้นๆ มีความยาว 0.5 – 1.5 ไมโครเมตร ใชใ้นอุตสาหกรรมเบียร์ ไวน์  
ไส้กรอก และอาหารหมกั  ลกัษณะของเช้ือ L. lactis  ดงัแสดงในรูปท่ี 2.11 
           แลคติกแอสิดแบคทีเรียมีความสามารถในการสลายน ้าตาลไปเป็นกรดแลคติก ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.12 ถา้เป็นพวกโฮโมเฟอร์เมนเททีฟจะสลายน ้าตาลแลว้ใหก้รดแลคติกเกือบทั้งหมด มีกรด  
แอซีติก คาร์บอนดอ์อกไซดบ์า้งเล็กนอ้ย แต่ถา้เป็นพวกเฮตเทอโรเฟอร์เมนเททีฟจะสลายน ้าตาล
แลว้ใหส้ารระเหยไดร้วมทั้งแอลกอฮอลใ์นปริมาณมากพอๆกบักรดแลคติก  
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รูปที ่2.11 เช้ือ Lactococcus lactis 

 

ทีม่ำ :www. molgen.biol.rug.nl/.../images/llactis.jpg 
 

2.13  กำรท ำให้เป็นกลำง 
 

 กระบวนการหมกัทางชีวภาพท่ีใชเ้ช้ือจุลินทรียใ์นการผลิตกรดต่างๆนั้นยงัมีปัญหา  เม่ือกรด
ท่ีเช้ือผลิตมานั้นมีความเขม้ขน้สูงจนเป็นการยบัย ั้งการเจริญเติบโต (product inhibition) จึงได้มี
การศึกษาการใชส้ารเพื่อปรับสภาพใหเ้ป็นกลางใหส้ภาวะท่ีท าการหมกัมีสภาพเป็นกลางเพื่อให้เช้ือ
สามารถเจริญ และผลิตกรดไดม้ากข้ึน สารตวักลางหน่ึงท่ีใช้ในกระบวนการหมกั คือ แคลเซียม
คาร์บอเนต ซ่ึงไดมี้ผูท้  าการศึกษาการผลิตกรดโดยใช้แคลเซียมคาร์บอเนตเป็นสารปรับสภาพให้
เป็นกลาง ดงัน้ี 
           Kurosawa และคณะ (1988) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยใชเ้ซลล์ตรึงของเช้ือผสม
ระหวา่ง A. awamori ร่วมกบั S.  lactis  ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส ในสูตรอาหารท่ี
ท าการหมกัเติม CaCO3 ปริมาณ 30 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชเป็น 5 ท าการกวนดว้ยอตัรา 150 – 190 
รอบต่อนาที ไดผ้ลผลิตกรดสูง 50 กรัมต่อลิตร 
           Arasaratnam และคณะ (1996) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ Lactobacillus  delbrueckii  
เติมกลูโคสและแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ในเวย ์ท าการเล้ียงในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง สูตร
อาหารมีการเติม  CaCO3 ในปริมาณ 30 กรัมต่อลิตร พบวา่เม่ือใชก้ลูโคสปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร 
และยสีตส์กดัปริมาณ 3 กรัมต่อลิตร จะใหป้ริมาณกรดแลคติกสูงสุด 
           Kadam และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ L. delbrueckii  ท าการ
เปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนระหวา่ง cane sugar ร้อยละ 10 กบัยีสตส์กดัร้อยละ 1 เติม CaCO3ร้อย
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ละ 5 ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส พีเอช 7 กวนดว้ย
ความเร็ว  150 รอบต่อนาที พบวา่ท าการหมกัดว้ย cane sugar ไดผ้ลผลิตกรดสูงสุด 
           Michelson และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตการแลคติกโดยเช้ือ Bacillus coagulans SIM-
7DSM 14043 เปรียบเทียบกบัเช้ือ L.  delbrueckii  ssp. lactis  DSM 20073 อาหารท่ีใชท้  าการหมกั
โดยเช้ือ L.  delbrueckii  ssp. lactis  DSM 20073 เติม CaCO3  ปริมาณ 50 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอช
เป็น 6 พบว่า L. delbrueckii ผลิตกรดแลคติกได้ 52  กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงท่ี 24 และเช้ือ                
B. coagulans  ผลิตกรดแลคติกได ้56 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 10  
           Altaf  และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ Lactobacillus  amylophilus GV6 
ท าการหมกัในอาหารแขง็ ใชแ้หล่งไนโตรเจนราคาถูกแทนเปปโตนและยีสตส์กดั ในอาหารท่ีใชใ้น
การหมกัเติม CaCO3  เพื่อเปล่ียนกรดแลคติก เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ สภาวะท่ีใชใ้นการหมกั 
คือพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บ่มในสภาวะไม่มีออกซิเจน พบวา่ผลิตกรดแลคติกไดร้้อย
ละ 96 (กรัมกรดแลคติกท่ีผลิตไดต่้อกรัมซบัสเตรตท่ีใชไ้ป) 
            
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที ่2.12 การยอ่ยสลายน ้าตาลของเช้ือ Lactococcus lactis 

ทีม่ำ : www.funpecrp.com.br/.../images/gmr0075fig1.jpg 
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บทที ่3 

วธีิด ำเนินงำนวจิัย 
 

3.1 อปุกรณ์ 
            
               3.1.1 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรวจัิย 
                 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ของบริษทั HACH รุ่น DR/4000 
                 เคร่ืองHigh Performance Liquid Chromatography (HPLC) ของบริษทั SHIMADZU   
                 รุ่น C-R7 Ae plus 
                 ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร  
                 ตูเ้ยน็อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ของบริษทั SANYO รุ่น MDF-U 4086S 
                 ตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษทั SANYO  
                 ตูบ้่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ของบริษทั Phytotron climate simulator 
                 ตูบ้่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ของบริษทั Phytotron climate simulator 
                 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge)รุ่น Falcon 6/300 
                 เคร่ืองน่ึงความดนัไอ (autoclave)  ของบริษทั  Hirayama รุ่น HA-300 HIV        
                 เคร่ืองอบลมร้อน ของบริษทั Binder            
                 เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง ของบริษทั SHIMADZU รุ่นLIBROR EB-40000 H 
                 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง ของบริษทั Sartorius analytic รุ่น  A 200 S  
                 เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) ของบริษทั Denver Instrument รุ่น Model 215 
                 ตูเ้ข่ียเช้ือ (Lamina flow) ของบริษทั ISSCO รุ่น BVT 123 
                 โถดูดความช้ืน  
                 ลวดเข่ียเช้ือ (loop) 
                 เขม็เข่ียเช้ือ (niddle) 
                 ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ของบริษทั PYREXR 
                 หลอดทดลอง (test tube) ของบริษทั PYREXR 
                 กระบอกตวง (cylinder)ของบริษทั PYREXR 
                 บีกเกอร์ (beaker)ของบริษทั PYREXR 
                 ปิเปตต ์(pipette) 
                 คิวเวต (แกว้) 
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        3.1.2 สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรวจัิย 
                  ยสีตส์กดั (yeast extract) 
                  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
                  แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 . 7H2O) 
                  แมงกานีสซลัเฟต  (MnSO4 . 4 H2O) 
                  แคลเซียมคาร์บอเนต ( CaCO3) 
                  โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH) 
        องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์กบัเคร่ือง High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) การหาน ้าตาลแลคโตส ดูในภาคผนวก 
 

3.2 วตัถุดิบ 
         
               เวยไ์ดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทั Minor Cheese Limited 9/1 หมู่ 6 ซอยทรัพยจ์  าปา ถนน
มิตรภาพ ต าบลกลางดง อ าเภอปากช่อง จงัหวดันครราชสีมา 30320 
            

                3.2.1 กำรเกบ็วตัถุดิบ 
                  เวยท่ี์น ามาใชใ้นงานวจิยัจะเก็บท่ีอุณหภูมิ-70 องศาเซลเซียส 
        

                3.2.2 ขั้นตอนกำรเตรียมวตัถุดิบ  

                 ก่อนใชน้ าออกมาท าละลายท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ  
110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อเป็นการแยกโปรตีนออกจากเวย ์ ทิ้งไวใ้ห้เยน็น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที(ดดัแปลงจาก Kessler.1981) แยกไขมนัโดย
กรองดว้ยกระดาษกรองGlass fiber (GC-50)  
 

3.3 เช้ือจุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในกำรวจิัย 
          
             เช้ือจุลินทรีย ์Propionibacterium acidipropionici  ATCC 4965  และ Lactococcus lactis TISTR 
1401 จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
        
              3.3.1 กำรเกบ็รักษำเช้ือทีใ่ช้ในกำรวจัิย 
                    เช้ือจุลินทรีย ์ P. acidipropionici  ATCC 4965  ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือแลว้แทง(stap) ลงใน
อาหารแข็งMRS (ภาคผนวก  ก ) แลว้น าไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั
จากนั้นใชพ้าราฟิล์มพนัปิดปากหลอดทดลองให้แน่น ส าหรับเช้ือจุลินทรีย ์ L. lactis TISTR 1401 
ใชล้วดเข่ียเช้ือลาก(streak)บนผวิอาหารแขง็ NA (ภาคผนวก  ก ) แลว้น าไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 



 31 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั แลว้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และท าการถ่ายเช้ือลง
ในอาหารใหม่ (subculture) ทุกๆ 2 สัปดาห์  
 

              3.3.2 กำรเตรียมกล้ำเช้ือเร่ิมต้น 
                    เช้ือจุลินทรีย ์P.  acidipropionici  ATCC 4965  ถ่ายเช้ือจ านวน 2 ลูปลงในอาหารเหลว 
MRS (ภาคผนวก  ก ) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ท่ีอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร  น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการหมกัในสภาวะน่ิง (stationary flask) เป็นเวลา 4 วนั  เก็บน ้ าหมกั
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (ปรับความขุ่นของน ้ าหมกัให้ไดค้่าการ
ดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.5 ด้วยอาหารเหลวชนิดเดิมท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว) จะได้หัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ี
น าไปใชใ้นการวจิยั 
                    เช้ือจุลินทรีย ์L. lactis TISTR 1401 ถ่ายเช้ือจ านวน 2 ลูปลงในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ท่ีอยูใ่นฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส 
ท าการหมกัในสภาวะน่ิงเป็นเวลา 2 วนั เก็บน ้ าหมกัไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 
นาโนเมตร (ปรับความขุ่นของน ้าหมกัใหไ้ดค้่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.5 ดว้ยอาหารเหลวชนิดเดิม
ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้) จะไดห้วัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีน าไปใชใ้นการวจิยั 
 

3.4 สูตรอำหำรทีใ่ช้ในกำรวจิัย (สุรนารถ   อร่ามเรือง.2550) 
       

              สูตรอาหารท่ีใชใ้นการวิจยัมีดงัน้ี 
        ยสีตส์กดั                                                                            10                                กรัมต่อลิตร 
        ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต                                  0.25                              กรัมต่อลิตร 
         แมงกานีสซลัเฟต                                                              0.05                              กรัมต่อลิตร 
         แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต                                     0.20                              กรัมต่อลิตร 
         แคลเซียมคาร์บอเนต                                                         10                                 กรัมต่อลิตร 
        ใชเ้วยเ์ป็นตวัท าละลายเพื่อปรับปริมาตรเป็น                        1                                 ลิตร   

 

3.5 ศึกษำกำรเจริญและกำรผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้เ ช้ือผสมระหว่ำง          

    Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis     
     TISTR  ในฟลำสก์ขนำด  2 ลติร      
            

           ในการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้เช้ือผสมระหวา่ง  P. acidipropionici  ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ         
L. lactis TISTR 1401 ในฟลาสกข์นาด 2 ลิตร ท าการแบ่งการทดลองออกเป็น 8 ชุด ดงัน้ี 
           ชุดท่ี 1 : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณร้อยละ 5 
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           ชุดท่ี 2  : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณร้อยละ 10 
           ชุดท่ี 3 :  เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ 5 
           ชุดท่ี 4  : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ 10 
           ชุดท่ี 5 : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ 5      

ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณร้อยละ 5 
           ชุดท่ี 6 : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ 10 

ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณร้อยละ 10 
           ชุดท่ี 7 : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ 5

ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณร้อยละ 10 
           ชุดท่ี 8 : เติมปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ 10     
                          ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณร้อยละ 5 
           เตรียมอาหารในฟลาสก์ขนาด 2  ลิตร ปริมาตรฟลาสก์ละ 1.4 ลิตร ปรับค่าพีเอชให้ได ้6.5   
(+ 0.1) ปิดจุกดว้ยจุกยาง  น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ เติมหวัเช้ือตามชุดการทดลองทั้ง 8 ชุด น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ท าการหมกัในสภาวะน่ิง เก็บน ้ าหมกัทุกๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 210 ชัว่โมง วดัค่า
พีเอชตลอดการทดลอง ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือผสมโดยวิเคราะห์หาปริมาณของเซลล์
ทั้งหมดดว้ยวิธี Total plate count (A.O.A.C. 2000) วิเคราะห์หาปริมาณกรดโพรพิโอนิกและกรด  
แลคติกโดย HPLC (ภาคผนวก ข)  และปริมาณน ้าตาลแลคโตสโดยวธีิของ Dobois.1956 (ภาคผนวก ข) 

 

3.6 ศึกษำระยะเวลำทีเ่หมำะสมในกำรเติมหัวเช้ือ Propionibacterium acidipropionici     
       ATCC 4965 ผสมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401 ในฟลำสก์ขนำด 2 ลติร 
           
              เลือกปริมาณหัวเช้ือท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากข้อ 3.5 มาท าการศึกษา
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือของเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 ในฟลาสก์ขนาด 2 
ลิตร โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 4 ชุด ดงัน้ี 
           ชุดท่ี 1 : เติมหวัเช้ือในปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5 ของเช้ือ P. acidipropionici ATCC 

4965 กบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ไปพร้อมกนัเม่ือเร่ิมท าการทดลอง (ชัว่โมงท่ี 0) 
           ชุดท่ี 2 : เติมหวัเช้ือในปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5 ของเช้ือ L. lactis TISTR 1401 เม่ือ  

เร่ิมท าการทดลอง หลงัจากนั้นเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 ในช่วง
ก่ึงกลางท่ีเช้ือ  L. lactis TISTR 1401 ผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณสูงสุด (ชัว่โมงท่ี 
12) 
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           ชุดท่ี 3 : เติมหวัเช้ือในปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5 ของเช้ือ L. lactis TISTR 1401 เม่ือ
เร่ิมท าการทดลอง หลงัจากนั้นเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 ในช่วงท่ี
เช้ือ L. lactis TISTR 1401 ผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณสูงสุด (ชัว่โมงท่ี 24) 

           ชุดท่ี 4 : เติมหวัเช้ือในปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.5 ของเช้ือ L. lactis TISTR 1401 เม่ือ
เร่ิมท าการทดลอง หลงัจากนั้นเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 ในช่วงท่ี
เช้ือ L. lactis TISTR 1401 ผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณสูงสุดและเช้ือ L. lactis  อยู่
ในระยะstationary phase (ชัว่โมงท่ี 48) 

           เตรียมอาหารในฟลาสก์ขนาด 2  ลิตร ปริมาตรฟลาสก์ละ 1.4 ลิตร ปรับค่าพีเอชให้ได ้6.5   
(+ 0.1) ปิดจุกดว้ยจุกยาง  น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ เติมหวัเช้ือตามชุดการทดลองทั้ง 4 ชุด น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ท าการหมกัในสภาวะน่ิง เก็บน ้ าหมกัทุกๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 210 ชัว่โมง วดัค่า
พีเอชตลอดการทดลอง ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือผสมโดยวิเคราะห์หาปริมาณของเซลล์
ทั้งหมดดว้ยวิธี Total plate count (A.O.A.C. 2000) วิเคราะห์หาปริมาณกรดโพรพิโอนิกและกรด  
แลคติกโดย HPLC(ภาคผนวก ข) และปริมาณน ้าตาลแลคโตสโดยวธีิของ Dobois.1956 (ภาคผนวก ข) 
 

3.7 ศึกษำอตัรำกำรกวนในกำรผลติกรดโพรพโิอนิกโดยใช้เช้ือผสมระหว่ำง    

       Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis    
       TISTR  ในถังหมกัขนำด 2 ลติร      
           
              เลือกระยะเวลาในการเติมหวัเช้ือ P.  acidipropionici  ATCC 4965 ท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.6 มา
ศึกษาอตัราการกวนในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรโดยผนัแปรอตัราการกวนท่ีความเร็ว 0 , 50 , 100 , 150   
และ 200  รอบต่อนาที  โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 5 ชุด ดงัน้ี 
          ชุดท่ี 1 : ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 จากขอ้ 3.6 

ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชอ้ตัราการกวน 0 รอบต่อนาที  
           ชุดท่ี 2 : ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 จากขอ้ 3.6  

ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชอ้ตัราการกวน 50 รอบต่อนาที 
           ชุดท่ี 3 : ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 จากขอ้ 3.6 

ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชอ้ตัราการกวน 100 รอบต่อนาที           
           ชุดท่ี 4 : ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 จากขอ้ 3.6  

ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชอ้ตัราการกวน 150 รอบต่อนาที           
           ชุดท่ี 5 : ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici  ATCC 4965 จากขอ้ 3.6 

ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชอ้ตัราการกวน 200 รอบต่อนาที           
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           ท าการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยใชก้ารหมกัในถงัหมกัสภาพการหมกัแบบกะ ถงัหมกัท่ีใช้
ขนาด 2 ลิตร ใส่อาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 1.4 ลิตร (ร้อยละ70) ปรับค่าพีเอชให้ได ้6.5 (+ 0.1)  น าไป
น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้
ใหเ้ยน็  เติมหวัเช้ือตามชุดการทดลองทั้ง 4 ชุด ท าการหมกัโดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 30  องศาเซลเซียส  
ควบคุมพีเอช ท่ี6.5 ไม่ตอ้งพ่นอากาศ  (Quesada-Chantao. 1994 ;Paik และ Glatz.1994) เก็บน ้ าหมกั
ท่ีไดทุ้กๆ 24 ชัว่โมง จนกวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิกจะคงท่ี  ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือผสม
โดยวิเคราะห์หาปริมาณของเซลล์ทั้งหมดดว้ยวิธี Total plate count (A.O.A.C.2000)    วิเคราะห์หา
ปริมาณกรดโพรพิโอนิกและกรดแลคติกโดย HPLC(ภาคผนวก ข) และปริมาณน ้ าตาลแลคโตสโดย
วธีิของ Dobois .1956 (ภาคผนวก ข) 

                   
3.8   กำรวำงแผนกำรทดลองและกำรวเิครำะห์ทำงสถิติ 
            
                 วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) และตรวจสอบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียแบบ Duncan New multiple range test ท าการทดลอง 3 ซ ้ า 
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บทที ่4 

ผลกำรวจิัยและวจิำรณ์ 
 

4.1 ผลกำรศึกษำกำรเจริญและกำรผลติกรดโพรพโิอนิกโดยใช้เช้ือผสมระหว่ำง   

       Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis   
       TISTR  1401 ในฟลำสก์ขนำด 2 ลติร      
           
          การศึกษาการเจริญและการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง P. acidipropionici ATCC 4965 
ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 พบวา่ในการทดลองชุดท่ี 1 ซ่ึงท าการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้
ของเช้ือ L. lactis ปริมาณร้อยละ5 ท าการหมกัในสภาวะน่ิง  บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 120 ชัว่โมง  ไดป้ริมาณกรดแลคติกสูงสุด 4.87 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาลแลคโตส 30 
กรัมต่อลิตร ซ่ึงคิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ25 มีพีเอชต ่าสุด4.8 ในชัว่โมงท่ี6 จากการศึกษา
การเจริญของเช้ือ L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 พบวา่จ านวนเซลลจ์ะเพิ่มข้ึนตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 
จนถึงชัว่โมงท่ี 24 หลงัจากนั้นจ านวนเซลลจ์ะคงท่ีไปจนถึงชัว่โมงท่ี48  และในชัว่โมงท่ี72 จ านวน
เซลลเ์ร่ิมลดลงไปจนถึงชัว่โมงท่ี120   ดงัแสดงในรูปท่ี 4.1   
            
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.1 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส และกรดแลคติกท่ีท าการหมกัโดยเช้ือ   
               L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 
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          จากการศึกษาพบว่าการเจริญของเซลล์มีความสัมพันธ์กับการผลิตกรดแลคติก 
ซ่ึงเซลล์ เร่ิมตน้มีจ านวนเท่ากบั 1.70 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร และเพิ่มจ านวนเป็น 4.60 x 108 
โคโลนีต่อมิลลิลิตรในชัว่โมงท่ี24 โดยเม่ือเช้ือมีจ านวนเซลลเ์พิม่ข้ึนปริมาณกรดแลคติกก็จะมีปริมาณเพิ่มข้ึน
ตามการเจริญของเช้ือ L. lactis  และสอดคลอ้งกบัปริมาณน ้าตาลแลคโตสเร่ิมลดลงในช่วงท่ีเช้ือ    
L. lactis เพิ่มจ านวนเซลลจ์นกระทัง่จ  านวนเซลลเ์ร่ิมคงท่ีปริมาณน ้าตาลแลคโตสก็จะคงท่ีตามไป
ดว้ย 
           การทดลองชุดท่ี 2  ท าการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ L. lactis ปริมาณร้อยละ10 ท า
การหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง ไดป้ริมาณกรดแลคติก
สูงสุด 6.67 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาลแลคโตส 20 กรัมต่อลิตร ซ่ึงคิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใช้
ไปร้อยละ50 มีพีเอชเร่ิมตน้6.5 และมีพีเอชต ่าสุดเท่ากบั4.8 ในชัว่โมงท่ี6 จากการศึกษาการเจริญ
ของเช้ือ L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10  พบวา่จ านวนเซลลข์องเช้ือ L. lactis จะเพิ่มข้ึนตั้งแต่
ชัว่โมงท่ี0  จนถึงชัว่โมงท่ี24  หลงัจากนั้นจ านวนเซลลจ์ะคงท่ีไปจนถึงชัว่โมงท่ี48 และในชัว่โมงท่ี 
72 จ านวนเซลลเ์ร่ิมลดลงไปจนถึงชัว่โมงท่ี120 เหมือนกบัการเจริญของเช้ือ L. lactis  ปริมาณหวั
เช้ือร้อยละ5 ในการทดลองชุดท่ี 1 แต่หวัเช้ือ  L. lactis ปริมาณร้อยละ10 จะมีจ านวนเซลลม์ากกวา่
เช้ือ L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  โดยจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 3.00 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร 
เป็น 1.62 x 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี24   ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2   
           เม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดแลคติกท่ีผลิตโดยเช้ือ L. lactis ในปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 กบั
ร้อยละ10 พบวา่เม่ือใชห้วัเช้ือ L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10 นั้นไดป้ริมาณกรดแลคติกสูงกวา่
การใชห้วัเช้ือในปริมาณร้อยละ5  ส าหรับการเจริญของเช้ือ L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10  นั้น
จะมีจ านวนเซลลม์ากกวา่ และใชน้ ้าตาลในปริมาณท่ีมากกวา่เช้ือ L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 
ดว้ย จากผลการทดลองเม่ือเพิ่มปริมาณหวัเช้ือของเช้ือ L. lactis นั้นสามารถช่วยเพิ่มปริมาณกรด   
แลคติก และจ านวนเซลลใ์หสู้งข้ึนได ้ ซ่ึงเช้ือจะสามารถใชน้ ้าตาลแลคโตสเพื่อใชใ้นการผลิตกรด
แลคติกไดดี้ 
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รูปที ่4.2 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส และกรดแลคติกท่ีท าการหมกัโดยเช้ือ   
               L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10  
            
            การทดลองชุดท่ี 3 ท าการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณ    
ร้อยละ5  ท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง ไดป้ริมาณ
กรดโพรพิโอนิกสูงสุด 12.66 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาล 12 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณ
น ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ70  มีพีเอชต ่าสุด4.8 ในชัว่โมงท่ี210 จากการศึกษาการเจริญของเช้ือ P. acidipropionici  
ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 พบวา่จ านวนเซลลข์องเช้ือ P. acidipropionici  จะเพิ่มข้ึนตั้งแต่ชัว่โมงท่ี0 
ไปจนถึงชัว่โมงท่ี210  โดยมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 1.20 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 1.30 x 108 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี4.3 และสอดคลอ้งกบัปริมาณน ้าตาลแลคโตสท่ีลดลงไปเร่ือยๆ
จนส้ินสุดการทดลอง 
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รูปที ่4.3 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส และกรดโพรพิโอนิก ท่ีท าการหมกั  
               โดยเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  
 
           การทดลองชุดท่ี 4 ท าการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณร้อย
ละ10  ท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง  ไดป้ริมาณ
กรดโพรพิโอนิกสูงสุด 12.34 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาล 7 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาล
ท่ีใชไ้ปร้อยละ82.5  มีพีเอชต ่าสุด4.8  ในชัว่โมงท่ี 210 จากการศึกษาการเจริญของเช้ือ P. acidipropionici  
ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10 พบวา่จ านวนเซลลข์องเช้ือ P. acidipropionici  จะเพิม่ข้ึนตั้งแต่ชัว่โมงท่ี0 
ไปจนถึงชัว่โมงท่ี210 เหมือนกบัการเจริญของเช้ือ P. acidipropionici    ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ใน
การทดลองชุดท่ี 3 แต่หวัเช้ือ P. acidipropionici  ปริมาณร้อยละ10 จะมีจ านวนเซลลม์ากกวา่เช้ือ    
P. acidipropionici  ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  ซ่ึงมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 2.80 x 107 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร เป็น 3.50 x 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 4.4  
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รูปที ่4.4 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส และกรดโพรพิโอนิก ท่ีท าการหมกั 
               โดยเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10  
           
           เม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตโดยเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณหวัเช้ือ
ร้อยละ5 กบัร้อยละ10 พบวา่ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกใกลเ้คียงกนั แต่เช้ือ P. acidipropionici 
ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10 จะใชน้ ้าตาลแลคโตสมากกวา่ และจ านวนเซลลใ์นชัว่โมงท่ี210 ก็มากกวา่
เม่ือใชเ้ช้ือในปริมาณร้อยละ5 แสดงวา่เม่ือใชห้วัเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณร้อยละ10  เช้ือจะน า
น ้าตาลแลคโตสไปใชเ้พื่อการเจริญของเซลลม์ากกวา่การน าไปใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิก ดงันั้นการใชห้วั
เช้ือ  P. acidipropionici  ปริมาณร้อยละ10   จึงไม่เหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ  

Hsu และ Yang (1991) ไดท้  าการศึษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ  P. acidipropionici 
ATCC 4875 พบวา่หวัเช้ือเร่ิมตน้ในปริมาณร้อยละ5  นั้นเหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก   
           Lewis และ Yang (1992) ศึกษาผลของซบัสเตรตท่ีใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ   
P. acidipropionici  ATCC 4875 ท่ีถูกตรึงโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ในปริมาณร้อยละ5  เม่ือใชแ้ลคโตส 
แลคแตต และกลูโคสเป็นซบัสเตรต จะไดผ้ลผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.385, 0.518 และ 0.389 กรัมต่อ
กรัม ตามล าดบั 
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           Goswami และ Srivastava (2000) ซ่ึงท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือ         
P. acidipropionici  ATCC 4875 ในปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 สภาวะท่ีใชใ้นการทดลอง คือ พีเอช
เร่ิมตน้6.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 20.75 กรัมต่อลิตร 
            การทดลองชุดท่ี 5 เติมเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ร่วมกบั L. lactis 
ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  ท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 
ชัว่โมง ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 2.77 กรัมต่อลิตร และกรดแลคติก 4.59 กรัมต่อลิตร เหลือ
ปริมาณน ้าตาล 20  กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ50  มีพีเอชต ่าสุด5.0 ในชัว่โมง
ท่ี72 และมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 3.00 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 9.80 x 108 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี144  หลงัจากนั้นจ านวนเซลลมี์แนวโนม้ท่ีจะลดลงเหลือ 1.40 x 108 เม่ือ
ส้ินสุดการทดลอง ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5  และปริมาณน ้าตาลแลคโตสมีแนวโนม้ลดลง ส่วนปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกมีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนจนส้ินสุดการทดลอง  การท่ีเซลลเ์ร่ิมลดจ านวนลงในชัว่โมง
ท่ี168 อาจเน่ืองมาจากเซลลข์องเช้ือ L. lactis ท่ีลดจ านวนลงซ่ึงไดท้  าการทดลองมาแลว้ในการ
ทดลองชุดท่ี1 ซ่ึงพบวา่การเจริญของเช้ือ  L. lactis  จะมีจ านวนเซลลเ์ร่ิมลดลงตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 72   เป็นตน้ไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.5 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี  
               ท  าการหมกัโดยเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ 

L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  
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           การทดลองชุดท่ี 6 เติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ10 ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ10              
ท  าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง  ไดป้ริมาณกรด   
โพรพิโอนิกสูงสุด 1.34 กรัมต่อลิตร และกรดแลคติก 7.23 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาล 18  
กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ55  มีพเีอชต ่าสุด4.8 ในชัว่โมงท่ี48  และมีจ านวน
เซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 5.50 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 2.80 x 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 
120 และเร่ิมลดลงในชัว่โมงท่ี144  จนส้ินสุดการทดลองมีจ านวนเซลล ์ 2.08 x 108 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 4.6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.6 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี  
               ท  าการหมกัโดยเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10 ร่วมกบัเช้ือ   

L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10  
 
           เม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดโพรพิโอนิกในการทดลองชุดท่ี 5 กบั 6 พบวา่ในการทดลองชุด
ท่ี 5 ซ่ึงใชป้ริมาณหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5 ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ5 นั้นมีปริมาณกรด    
โพรพิโอนิกสูงกวา่การทดลองในชุดท่ี6 ซ่ึงใชเ้ช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ10 ร่วมกบั L. lactis 
ร้อยละ10 โดยในการทดลองในการใชเ้ช้ือเด่ียวของเช้ือ P. acidipropionici นั้นเม่ือใชป้ริมาณหวัเช้ือ
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เร่ิมตน้ร้อยละ5 กบั ร้อยละ10 จะใหป้ริมาณกรดใกลเ้คียงกนั แต่ในการใชเ้ช้ือเด่ียวของเช้ือ   L. lactis 
ในปริมาณร้อยละ10 จะไดป้ริมาณกรดแลคติกสูงกวา่ปริมาณร้อยละ5 ดงันั้นในการใชเ้ช้ือผสมโดย
ใชเ้ช้ือ L. lactis ปริมาณร้อยละ10 จะท าใหป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกลดลง เน่ืองจากปริมาณกรด    
แลคติกท่ีสูงเกินไปอาจมีผลต่อการเจริญของเช้ือ P. acidipropionici ท  าใหเ้ช้ือเจริญไดไ้ม่ดีและส่งผล
ต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก  
           การทดลองชุดท่ี 7 เติมปริมาณหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5 ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ10  
ท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง  ไดป้ริมาณกรด   
โพรพิโอนิกสูงสุด 1.24 กรัมต่อลิตร และกรดแลคติก 6.67 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาล 21  
กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ47.5  มีพีเอชเร่ิมตน้6.5 และพีเอชต ่าสุด4.7 ใน
ชัว่โมงท่ี72  และมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 4.30 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 1.11 x 109 โคโลนี
ต่อมิลลิลิตร  ในชัว่โมงท่ี96 และในชัว่โมงท่ี210 มีจ านวนเซลลล์ดลงเหลือ 1.52 x 108  โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 4.7  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.7 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี 
               ท  าการหมกัโดยเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  ร่วมกบัเช้ือ 

L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10  
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           เ ม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดโพรพิโอนิกในการทดลองชุดท่ี 7 กับชุดท่ี5  ซ่ึงใช้
เ ช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5 เท่ากนั พบวา่ในการทดลองชุดท่ี7  ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก
นอ้ยกวา่เพราะใชเ้ช้ือ L. lactis ร้อยละ10 แต่ในการทดลองชุดท่ี 5 ใชเ้ช้ือ L. lactis ร้อยละ5 ผลการ
ทดลองน้ีจึงช่วยยนืยนัไดว้า่เช้ือ L. lactis ในปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10 ไม่เหมาะสมต่อการน ามาใช้
เป็นเช้ือผสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
           การทดลองชุดท่ี 8 เติมปริมาณหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ10 ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ5  
ท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง  ไดป้ริมาณกรด   
โพรพิโอนิกสูงสุด 2.52 กรัมต่อลิตร และกรดแลคติก 5.00 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาล 18  
กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ55  มีพีเอชเร่ิมตน้6.5 และมีพีเอชต ่าสุด4.8 ใน
ชัว่โมงท่ี48  มีจ  านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 4.50 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 1.84 x 109 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี96 เม่ือส้ินสุดการทดลองมีจ านวนเซลล ์ 1.80 x 108  โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงั
แสดงในรูปท่ี 4.8  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.8 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี 
               ท  าการหมกัโดยเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ10 ร่วมกบัเช้ือ 

L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5  
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           เม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการทดลองชุดท่ี 5 กบั 8 ซ่ึงในการทดลองทั้ง 2 
ชุดน้ีใหป้ริมาณโพรพิโอนิกใกลเ้คียงกนั โดยในการทดลองชุดท่ี8 มีปริมาณกรดโพรพิโอนิกต ่ากวา่
ชุดท่ี5 เพียงเล็กนอ้ย ถึงแมใ้นการทดลองชุดท่ี8 จะใชเ้ช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ10 แต่ในการ
ทดลองชุดน้ีใชเ้ช้ือ L. lactis ร้อยละ5  จึงกล่าวไดว้า่ในการใชเ้ช้ือ L. lactis ร้อยละ5  เหมาะสมต่อ
การน ามาใชเ้ป็นเช้ือผสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
           จากการศึกษาปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดร้ะหวา่งการใชเ้ช้ือ P. acidipropionici เพียง
เช้ือเดียวกบัการใชเ้ช้ือผสมระหวา่งเช้ือ P. acidipropionici ร่วมกบั L. lactis พบวา่การผลิตกรด     
โพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมจะท าใหไ้ดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกนอ้ยกวา่การใชเ้ช้ือเด่ียวของเช้ือ P. acidipropionici   
เพียงเช้ือเดียว และท าใหร้ะยะเวลาในการหมกันานข้ึน อาจเน่ืองมาจากกรดแลคติกมีผลไป
ย ับย ั้ งการเจริญของเช้ือ P. acidipropionici  จึงท าใหเ้ช้ือ P. acidipropionici ไม่สามารถใช้
กรดแลคติกและผลิตกรดโพรพิโอนิกได ้ มีผลท าใหก้ารใชน้ ้าตาลลดลง  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Colomban และคณะ (1993) ท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเวยโ์ดยใชเ้ช้ือผสม
ระหวา่ง P. acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis subsp. lactis  ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส พบวา่เช้ือ L. lactis subsp. lactis  เจริญไดเ้ร็วกวา่เช้ือ P.  acidipropionici  และไม่
สามารถช่วยเพิ่มผลผลิตกรดโพรพิโอนิกได ้
           จากนั้นน าปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดจ้ากการใชเ้ช้ือผสมในการทดลองชุดท่ี 5 , 6 , 7 
และ8  มาวเิคราะห์ผลทางสถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 พบวา่การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือ
ผสมในการทดลองทั้ง 4 ชุด มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (ภาคผนวก ค) โดยการใชเ้ช้ือผสมของเช้ือ  P. acidipropionici ร้อยละ5 ร่วมกบั L. lactis        
ร้อยละ5 จะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเม่ือเทียบกบัสูตรอาหารอ่ืนๆท่ีใชใ้นการทดลอง เม่ือ
เปรียบเทียบการทดลองในการใชเ้ช้ือผสมท่ีเติมเช้ือ L. lactis ร้อยละ5 กบัร้อยละ10 พบวา่สูตร
อาหารท่ีเติมเช้ือ L. lactis ร้อยละ10 มีแนวโนว้ท่ีจะผลิตกรดโพรพิโอนิกไดน้อ้ยกวา่สูตรอาหารท่ีใช ้
L. lactis ร้อยละ5 เม่ือเติมเช้ือ P. acidipropionici ในปริมาณท่ีเท่ากนั ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากปริมาณ
กรดแลคติกท่ีมากเกินไปจะมีผลต่อเช้ือ P. acidipropionici ท าใหผ้ลิตกรดโพรพิโอนิกไดน้อ้ยลง 
เม่ือเปรียบเทียบการทดลองซ่ึงเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5 กบัร้อยละ10 พบวา่สามารถ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกไดใ้นปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนั ดงันั้นจึงเลือกใชเ้ช้ือผสมของหวัเช้ือ   P. acidipropionici  
ปริมาณร้อยละ5 ร่วมกบั L. lactis ปริมาณร้อยละ5 มาท าการศึกษาในหวัขอ้ต่อไป 
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ตำรำงที ่4.1 แสดงการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการใชเ้ช้ือ    
                    ผสมในการศึกษาการเจริญและการผลิตกรดโพรพิโอนิก  
ปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ ระยะเวลา 

การหมกั 
(ชัว่โมง) 

ปริมาณกรดโพรพิโอนิก
(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณกรดแลคติก
(กรัมต่อลิตร) 

P. acidipropionici ร้อยละ5  
ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ5 
 
P. acidipropionici ร้อยละ10 
ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ10 
 
P. acidipropionici ร้อยละ5  
ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ10 
 
P. acidipropionici ร้อยละ10 
ร่วมกบั L. lactis ร้อยละ5 

210 
 
 

210 
 
 

210 
 
 

210 

2.77a 

 

 

1.34c 

 

 

1.24d 

 

 

2.52b 

4.59 
 
 

7.23 
 
 

6.67 
 
 

5.00 

 
ก ำหนดให้     ตวัอกัษรเหมือนกนั  หมายถึง  ปริมาณกรดโพรพิโอนิกไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
                      ตวัอกัษรต่างกนั  หมายถึง   ปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
หมำยเหตุ      เปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติแบบ CRD และตรวจสอบความแตกต่างของ     
                      ค่าเฉล่ียแบบ Duncan New multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

4.2 ผลกำรศึกษำระยะเวลำที่ เหมำะสมในกำรเติมหัวเช้ือ  Propionibacterium  

        acidipropionici  ATCC 4965 ผสมกับเช้ือ  Lactococcus lactis TISTR   
      1401 ในฟลำสก์ขนำด 2 ลติร 
  

                 จากการศึกษาการเจริญของเช้ือและการผลิตกรดแลคติกของเช้ือ L. lactis (ร้อยละ 5) ดงัแสดง
ในรูปท่ี 4.9 พบว่าชั่วโมงท่ี 0 - 24 จะเป็นช่วงท่ีเช้ือเจริญอยู่ในระยะ log phase  และชัว่โมงท่ี         
24  - 48 จะเป็นช่วงท่ีเช้ือเจริญอยูใ่นระยะ stationary phase และการผลิตกรดแลคติกจะเกิดพร้อม
กบัการเจริญของเช้ือ โดยจะมีปริมาณกรดแลคติกสูงสุดในชัว่โมงท่ี24  จึงท าการศึกษาระยะเวลาท่ี
เหมาะสมในการเติมเช้ือ L. lactis โดยแบ่งเป็นช่วงเวลาต่างๆคือ ชั่วโมงท่ี 0, 12, 24 และ 48 
ตามล าดบั 
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รูปที ่4.9 แสดงการเจริญและปริมาณกรดแลคติกของเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณหวัเช้ือ 
              ร้อยละ5 
 
           การทดลองชุดท่ี 1 เป็นการศึกษาระยะเวลาในการเติมเช้ือ   P. acidipropionici   ร้อยละ5  
ร่วมกบัเช้ือ L. lactis ร้อยละ5 โดยการเติมไปพร้อมกนัเม่ือเร่ิมท าการทดลอง (ชัว่โมงท่ี 0) พบวา่ เม่ือ
ท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง ไดป้ริมาณกรด               
โพรพิโอนิกสูงสุด 2.77 กรัมต่อลิตร และกรดแลคติก 4.59 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้าตาล 20  
กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ50  มีพเีอชต ่าสุด5.0 ในชัว่โมงท่ี96  และมีจ านวน
เซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 3.00 x 107  โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 9.80 x 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 
144 หลงัจากนั้นจ านวนเซลลเ์ร่ิมลดลงเหลือจ านวนเซลล ์1.40 x 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เม่ือส้ินสุด
การทดลอง ดงัแสดงในรูปท่ี 4.10 
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รูปที ่4.10 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี 
                 ท  าการหมกัโดยการเติมเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ           
               L. lactis ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ไปพร้อมกนัเม่ือเร่ิมท าการทดลอง(ชัว่โมงท่ี 0) 
 

การทดลองชุดท่ี 2  เป็นการเติมหวัเช้ือ   L. lactis ร้อยละ5  เม่ือเร่ิมท าการทดลอง หลงัจาก
นั้นเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5  ในช่วงก่ึงกลางท่ีเช้ือ  L. lactis ผลิตกรดแลคติกไดใ้น
ปริมาณสูงสุด (ชัว่โมงท่ี 12) ผลการศึกษาพบวา่ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 2.53 กรัมต่อลิตร 
เม่ือท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง มีกรดแลคติก 
4.87 กรัมต่อลิตร  เหลือปริมาณน ้าตาล 19  กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ52.5  มี
พีเอชต ่าสุด4.6 ในชัว่โมงท่ี24 และมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 1.65 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 
6.50 x 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร  ในชัว่โมงท่ี96 เม่ือส้ินสุดการทดลองมีจ านวนเซลล ์ 1.08 x 108 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11  
           เม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการทดลองชุดท่ี 1 กบัชุดท่ี 2  พบวา่ไดป้ริมาณ
กรดใกลเ้คียงกนั ซ่ึงในการทดลองชุดท่ี 2 มีปริมาณกรดต ่ากวา่เล็กนอ้ย เน่ืองจากการทดลองชุดท่ี 2 
ใส่เช้ือในชัว่โมงท่ีมากกวา่จึงท าใหเ้ช้ือเจริญไดช้า้กวา่การทดลองชุดท่ี 1 ซ่ึงดูไดจ้ากจ านวนเซลลใ์น
ชัว่โมงท่ี210 ของการทดลองชุดท่ี 1 จะมีจ านวนเซลลม์ากกวา่ชุดท่ี 2   
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รูปที ่4.11 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี 
                 ท  าการหมกัโดยการเติมเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ใน 

ชัว่โมงท่ี12  

 
           การทดลองชุดท่ี 3 เป็นการเติมหวัเช้ือ   L. lactis ร้อยละ5 เม่ือเร่ิมท าการทดลอง หลงัจากนั้น
เติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5 ในช่วงท่ีเช้ือ L. lactis  ผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณสูงสุด 
คือการเติมเช้ือ  P. acidipropionici  ในชัว่โมงท่ี24 ผลการศึกษาพบวา่ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก
สูงสุด 2.29 กรัมต่อลิตร เม่ือท าการหมกัในสภาวะน่ิง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 
ชัว่โมง มีกรดแลคติก 4.88 กรัมต่อลิตร  เหลือปริมาณน ้าตาล 22  กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาล
ท่ีใชไ้ปร้อยละ45  มีพีเอชต ่าสุด4.6  ในชัว่โมงท่ี24 และมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 1.64 x 107 โคโลนี
ต่อมิลลิลิตร เป็น 1.64 x 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี48 หลงัจากนั้นจ านวนเซลลมี์แนวโนม้
ลดลงเร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลองมีจ านวนเซลล ์ 1.00 x 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 
4.12  
           เม่ือเปรียบเทียบการทดลองชุดท่ี 1, 2 และ 3  พบวา่ในการทดลองชุดท่ี3 ไดป้ริมาณกรด      
โพรพิโอนิกต ่ากวา่ชุดอ่ืน เน่ืองจากในการทดลองชุดท่ี 3 จะใส่เช้ือในชัว่โมงท่ี24  ซ่ึงเป็นชัว่โมงท่ี
มากกวา่ชุดท่ี 1 และ 2 ในการทดลองชุดท่ี 1 จะไดป้ริมาณกรดมากท่ีสุดรองลงมาคือ ชุดท่ี 2 และ 3 
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ซ่ึงสัมพนัธ์กบัชัว่โมงท่ีท าการเติมเช้ือ โดยเม่ือเติมเช้ือในชัว่โมงท่ีมากข้ึนปริมาณกรดโพรพิโอนิก
จะลดต ่าลง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.12 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี  
                   ท  าการหมกัโดยการเติมเช้ือ  P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 
                   ในชัว่โมงท่ี24 

 
           การทดลองชุดท่ี 4  เป็นการเติมหวัเช้ือ   L. lactis ร้อยละ5 เม่ือเร่ิมท าการทดลอง หลงัจากนั้น
เติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ร้อยละ5 ในช่วงท่ีเช้ือ L. lactis  ผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณสูงสุด
และเช้ือ L. lactis  อยูใ่นระยะstationary phase คือการเติมเช้ือ  P. acidipropionici  ในชัว่โมงท่ี48       
ผลการศึกษาพบวา่ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 1.63 กรัมต่อลิตร เม่ือท าการหมกัในสภาวะน่ิง 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 210 ชัว่โมง มีกรดแลคติก 4.80 กรัมต่อลิตร  เหลือ
ปริมาณน ้ าตาล 23  กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ42.5  มีพีเอชต ่าสุด4.7  ใน
ชัว่โมงท่ี72 และมีจ านวนเซลล์เพิ่มข้ึนจาก 1.60 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 6.20 x 108 โคโลนี

เวลา (ช่ัวโมง)
0 50 100 150 200

พเี
อช

0

2

4

6

8
จ า
นว

นเ
ซล

ล์(โ
คโ
ลน

ีต่อ
มิล

ลลิ
ติร

)

106

107

108

109

1010

ปริ
มา
ณน

 า้ต
าล
แล
คโ
ตส

(กรั
มต่

อล
ติร

)

0

10

20

30

40

50

ปริ
มา
ณก

รด
แล
คต

ิก(ก
รัม

ต่อ
ลติ

ร)

0

1

2

3

4

5

6

ปริ
มา
ณก

รด
โพ
รพ

โิอ
นิก

(กรั
มต่

อล
ติร

)

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

พีเอช
จ ำนวนเซลล์
น ้ำตำลแลคโตส
กรดแลคติก
กรดโพรพิโอนิก

 



 50 

ต่อมิลลิลิตร  ในชัว่โมงท่ี48     เม่ือส้ินสุดการทดลองมีจ านวนเซลล์ 9.60 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.13 แสดงค่าพีเอช จ านวนเซลล ์ปริมาณน ้ าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ท่ี

ท าการหมกัโดยการเติมเช้ือ P.  acidipropionici ATCC 4965 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ5 ใน
ชัว่โมงท่ี48 

 
           เม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดจ้ากการศึกษาระยะเวลาการเติมหัวเช้ือ   
P.  acidipropionici  พบวา่จะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเม่ือเติมเช้ือ   P.  acidipropionici ไป
พร้อมกบัเช้ือ L. lactis  ในชัว่โมงท่ี0 คือไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 2.77 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ 
การเติมเช้ือ P.  acidipropionici ในชัว่โมงท่ี12 , 24 และ 48  ซ่ึงไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก  2.53 , 
2.29 , และ 1.63 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.14  ซ่ึงการเติมเช้ือ P.  acidipropionici 
ในชั่วโมงท่ี48 จะได้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกน้อยท่ีสุด อาจเน่ืองมาจากการท่ีเติมเช้ือ                          
P. acidipropionici ในชัว่โมงท่ีมากข้ึนท าให้เช้ือโตช้ากวา่การท่ีเติมในชัว่โมงท่ี0 และ 12 และกรด
แลคติกท่ีมีอยูใ่นอาหารอาจส่งผลท าใหเ้ช้ือ P. acidipropionici  เจริญเติบโตไดไ้ม่ดี ส าหรับค่าแสดง
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ผลผลิตกรดโพรพิโอนิก (Yield) และอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก (Productivity) ในการทดลอง
ทั้ง 4 ชุด  แสดงในตารางท่ี4.2  เม่ือเติมเช้ือ P.  acidipropionici ในชัว่โมงท่ี0, 12 , 24 และ48 ได้
ผลผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.139, 0.120, 0.127 และ0.096 กรัมต่อกรัม ตามล าดบั  และไดอ้ตัราการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.013, 0.012, 0.010 และ 0.007 กรัมต่อลิตรชัว่โมง ตามล าดบั ซ่ึงพบวา่เม่ือ
เติมเช้ือ   P.  acidipropionici ในชัว่โมงท่ี0 จะไดผ้ลผลิตและอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.14   แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิกในการศึกษาระยะเวลาการเติมหวัเช้ือ P.  acidipropionici 

ATCC 4965 ปริมาณร้อยละ5 
 
              เม่ือท าการวเิคราะห์โดยวธีิทางสถิติดงัแสดงในตารางท่ี4.2 พบวา่การศึกษาระยะเวลาการ
เติมหวัเช้ือ  P. acidipropionici  ทุกชุดการทดลองให้ผลการผลิตกรดโพรพิโอนิกมีความแตกต่างกนั 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ภาคผนวก ค) และในการเติมหวัเช้ือ            
P. acidipropionici ไปพร้อมกบัเช้ือ L. lactis ในชัว่โมงท่ี0 นั้นใหป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด จึง
เลือกใชก้ารเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ไปพร้อมกบัเช้ือ L. lactis ในการทดลองในหวัขอ้ต่อไป 
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ตำรำงที่ 4.2 แสดงค่าผลผลิตกรดโพรพิโอนิกและอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกในการศึกษา  
                    ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ปริมาณร้อยละ5   
                    ร่วมกบัเช้ือ L. lactis ปริมาณร้อยละ5 
ระยะเวลาการเติม 

หวัเช้ือ  
P. acidipropionici 

ระยะเวลา
การหมกั
(ชัว่โมง) 

ปริมาณกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตร) 

ผลผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อกรัม) 

อตัราการผลิตกรด 
โพรพิโอนิก    

(กรัมต่อลิตรชัว่โมง) 
ชัว่โมงท่ี0 
ชัว่โมงท่ี12 
ชัว่โมงท่ี24 
ชัว่โมงท่ี48 

210 
210 
210 
210 

2.77 a 
2.53 b 
2.29 c 
1.63 d 

0.139 
0.120 
0.127 
0.096 

0.013 
0.012 
0.010 
0.007 

 
ก ำหนดให้   ตวัอกัษรเหมือนกนั  หมายถึง  ปริมาณกรดโพรพิโอนิกไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
                     ตวัอกัษรต่างกนั  หมายถึง   ปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
หมำยเหตุ      เปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติแบบ CRD และตรวจสอบความแตกต่างของ     
                      ค่าเฉล่ียแบบ Duncan New multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
                          

4.3 ผลกำรศึกษำอตัรำกำรกวนในกำรผลติกรดโพรพโิอนิกโดยใช้หัวเช้ือผสมระหว่ำง  

       Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis   
       TISTR  1401 ในถังหมกัขนำด 2 ลติร  
            
                การศึกษาอัตราการกวนในการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดย ใช้หัว เ ช้ือผสมระหว่า ง                      
P. acidipropionici ATCC 4965 ร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 ร้อยละ5 ในถงัหมกั
ขนาด 2 ลิตร มีการควบคุมสภาวะท่ีใช้ในการหมกั คือ ควบคุมพีเอชท่ี6.5  อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  ไม่มีการพ่นอากาศ ในการทดลองชุดท่ี 1 เป็นการใชอ้ตัราการกวน 0 รอบต่อนาที พบวา่
เม่ือท าการหมกัเป็นเวลา 210 ชัว่โมง สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดป้ริมาณ  16 กรัมต่อลิตร และ
มีปริมาณกรดแลคติก 4.5 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี24 – 72 หลงัจากนั้นกรดแลคติกมีแนวโนม้ลดลง
เร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลองเหลือปริมาณกรดแลคติก 1.39 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณน ้ าตาล       
แลคโตส 6 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปร้อยละ85  ซ่ึงเร่ิมตน้มีปริมาณน ้าตาลแลคโตส 
40 กรัมต่อลิตร และมีจ านวนเซลล์เพิ่มข้ึนจาก 3.00 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 2.31 x 1010 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร  ดงัแสดงในรูปท่ี 4.15 จากผลการทดลองท่ีกรดแลคติกมีแนวโน้มลดลง 
เน่ืองจากในถังหมกัมีการควบคุมพีเอชท่ี 6.5  ซ่ึงเป็นพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ             
P. acidipropionici  ท  าให้เช้ือเจริญไดดี้ ดูไดจ้ากเช้ือมีจ านวนเพิ่มข้ึนจาก  3.00 x 107 โคโลนีต่อ
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มิลลิลิตร เป็น 2.31 x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้เช้ือใชน้ ้ าตาลแลคโตสไดม้ากข้ึน และเม่ือ
น ้ าตาลแลคโตสมีปริมาณลดลงไม่เพียงพอท่ีเช้ือจะน าไปใช้ในการเจริญเช้ือจึงใช้กรดแลคติกเป็น
ซบัสเตรตในการเจริญและการผลิตกรดโพรพิโอนิกอีกทางหน่ึงท าใหป้ริมาณกรดแลคติกลดลง  
 

 
 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
รูปที ่4.15 แสดงจ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ในการ 
                 ผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใชอ้ตัราการกวน 0 รอบต่อ  
                 นาที 
 
           ในการทดลองชุดที่  2 เป็นการใช้อัตราการกวน 50 รอบต่อนาที  สามารถผลิต
กรดโพรพิโอนิกไดสู้งสุด 14 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี192 และมีกรดแลคติก 4.4 กรัมต่อลิตร ใน
ชัว่โมงท่ี24 หลงัจากนั้นมีแนวโนม้ลดลง ส าหรับปริมาณน ้าตาลแลคโตสซ่ึงเร่ิมตน้มีปริมาณ 40 
กรัมต่อลิตร จะมีแนวโนม้ลดลงเร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง และมีจ านวนเซลลเ์พิ่มข้ึนจาก 2.87 x 
107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 2.00 x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี210 ดงัแสดงในรูปท่ี 4.16   
           เ ม่ือเปรียบเทียบการทดลองชุดที่  1 กับ 2  พบว่าในการทดลองชุดท่ี  1 มีปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกมากกวา่เล็กนอ้ยแต่ใชร้ะยะเวลาในการผลิตนานกวา่ แสดงวา่เม่ือมีการกวนจะท า
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ใหช่้วยลดระยะเวลาในการผลิตกรดโพรพิโอนิกได ้ ซ่ึงการกวนนั้นมีผลท าใหเ้กิดการผสมระหวา่ง
อาหารกบัเช้ือไดดี้ข้ึน เช้ือจึงสามารถเจริญและผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเ้ร็วกวา่ 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.16 แสดงจ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ในการ 
                 ผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใชอ้ตัราการกวน 50 รอบต่อ 
                 นาที 
 
           การทดลองชุดท่ี 3 เป็นการใชอ้ตัราการกวน 100 รอบต่อนาที พบวา่ในชัว่โมงท่ี24  มีปริมาณ
กรดแลคติก 4.45 กรัมต่อลิตร หลงัจากนั้นปริมาณกรดแลคติกจะลดลงเร่ือยๆ จนถึงชัว่โมงท่ี144  
หลงัจากนั้นจะไม่มีกรดแลคติกเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ และมีปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 
14.24  กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี168 หลงัจากนั้นปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีแนวโนม้ท่ีจะคงท่ีไป
เร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณน ้ าตาลแลคโตสท่ีลดลงเร่ือยๆตั้งแต่ชัว่โมงท่ี0 
จนถึงชั่วโมงท่ี120 เหลือปริมาณน ้ าตาลแลคโตส 1 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเร่ิมต้นมีปริมาณน ้ าตาล         
แลคโตส 40 กรัมต่อลิตร หลงัจากนั้นจะไม่เหลือน ้ าตาลแลคโตสอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือแต่ปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกมีแนวโนม้สูงข้ึน เน่ืองมาจากเช้ือ   P. acidipropionici   สามารถใช้กรดแลคติกเป็น
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แหล่งคาร์บอนเพื่อน ามาผลิตกรดโพรพิโอนิกไดอี้กทางหน่ึง และมีจ านวนเซลล์เพิ่มข้ึนจาก 3.00 x 
107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 2.00 x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 4.17  
           เม่ือเปรียบเทียบการทดลองทั้ง 3 ชุด พบว่าในการทดลองชุดท่ี 1 กบั 2  มีปริมาณกรด         
โพรพิโอนิกใกลเ้คียงกนั แต่ในการทดลองชุดท่ี 3 ใชร้ะยะเวลาในการผลิตนอ้ยกวา่ คือ 168 ชัว่โมง 
ส่วนการทดลองชุดท่ี2 ใชร้ะยะเวลาในการผลิต 192 ชัว่โมง ส าหรับในการทดลองชุดท่ี1 ให้ปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกมากกวา่ชุดท่ี 2  กบั 3 เพียงเล็กนอ้ยแต่ใชร้ะยะเวลาในการผลิตนานถึง 210 ชัว่โมง 
แสดงวา่เม่ือเพิ่มอตัราการกวนจะท าใหล้ดระยะเวลาในการผลิตกรดโพรพิโอนิกได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.17 แสดงจ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ในการ 
                 ผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใชอ้ตัราการกวน 100 รอบ  
                 ต่อนาที 
 
           การทดลองชุดท่ี 4 เป็นการใชอ้ตัราการกวน 150 รอบต่อนาที พบวา่ในชัว่โมงท่ี24  มีปริมาณ
กรดแลคติก 4.93 กรัมต่อลิตร หลงัจากนั้นปริมาณกรดแลคติกจะลดลงเร่ือยๆ จนถึงชัว่โมงท่ี 120  
หลงัจากนั้นจะไม่มีกรดแลคติกเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ และมีปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 
17.27  กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี168 หลงัจากนั้นปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีแนวโนม้ท่ีจะคงท่ีไป
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เร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณน ้ าตาลแลคโตสท่ีลดลงเร่ือยๆจนส้ินสุดการ
ทดลองจะไม่เหลือน ้ าตาลแลคโตสและกรดแลคติกอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงเร่ิมต้นมีปริมาณ  
น ้ าตาลแลคโตส 40 กรัมต่อลิตร ส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือจะมีจ านวนเซลล์เพิ่มข้ึนจาก      
2.90 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 3.50 x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปท่ี 4.18 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.18 แสดงจ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ในการ 
                 ผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใชอ้ตัราการกวน 150 รอบ 
                 ต่อนาที 
 
           จากการทดลองทั้ง 4 ชุด พบวา่การทดลองชุดท่ี 3  กบั 4 ใชร้ะยะเวลาในการผลิตกรดเท่ากนั
แต่ในชุดท่ี 4 จะมีปริมาณกรดมากกวา่ และการทดลองชุดท่ี 1 กบั 4 มีปริมาณกรดโพรพิโอนิก
ใกลเ้คียงกนัซ่ึงการทดลองท่ี4  มีปริมาณกรดมากกวา่เล็กนอ้ยแต่ใชร้ะยะเวลาในการผลิตนอ้ยกวา่ 
แสดงว่าเม่ือใชก้ารกวน 100 และ 150 รอบต่อนาที จะใชร้ะยะเวลาในการผลิตกรดเท่ากนัแต่เม่ือ
กวนดว้ยอตัรา 150 รอบต่อนาทีท าใหมี้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากกวา่เล็กนอ้ย  
           การทดลองชุดท่ี 5 เป็นการใชอ้ตัราการกวน 200 รอบต่อนาที พบวา่ในชัว่โมงท่ี24  มีปริมาณ
กรดแลคติก 3.64 กรัมต่อลิตร หลงัจากนั้นปริมาณกรดแลคติกจะลดลงเร่ือยๆจนถึงชัว่โมงท่ี 120  
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หลงัจากนั้นจะไม่มีกรดแลคติกเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ และมีปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด 
7.21  กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี168 หลงัจากนั้นปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีแนวโน้มท่ีจะคงท่ีไป
เร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง ส าหรับน ้ าตาลแลคโตสมีแนวโน้มลดลงเร่ือยๆจนส้ินสุดการทดลอง 
และการเจริญเติบโตของเช้ือจะมีจ านวนเซลล์เพิ่มข้ึนจาก 2.95 x 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น      
9.00 x 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี210 ดงัแสดงในรูปท่ี 4.19 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.19 แสดงจ านวนเซลล ์ปริมาณน ้าตาลแลคโตส กรดแลคติก และกรดโพรพิโอนิก ในการ 
                 ผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสมในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใชอ้ตัราการกวน 200 รอบ 
                 ต่อนาที 
 
           จากการทดลองทั้ง 5 ชุด พบวา่เม่ือเพิ่มอตัราการกวนถึง 200 รอบต่อนาที จะท าให้ไดป้ริมาณ
กรดโพรพิโอนิกนอ้ยท่ีสุด ถึงแมว้า่จะใชร้ะยะเวลาในการผลิตเท่ากบัการทดลองชุดท่ี 3  กบั 4 ก็
ตาม แสดงวา่เม่ือเพิ่มอตัราการกวนให้มากข้ึนจนถึง 200 รอบต่อนาที จะไม่ส่งผลดีต่อการผลิตกรด     
โพรพิโอนิกแต่ยงัท าใหไ้ดป้ริมาณกรดนอ้ยลงไปอีก อาจเน่ืองมาจากเม่ือเพิ่มอตัราการกวนจะส่งผล
ต่อเช้ือท าให้เช้ือไดรั้บอนัตราย เช้ือจึงใช้น ้ าตาลในการเจริญมากกวา่จะน าไปใชเ้พื่อผลิตกรด ซ่ึงดู
ไดจ้ากปริมาณน ้าตาลท่ีลดลงอยา่งต่อเน่ืองแต่ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกไม่มากนกั  
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           เม่ือเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือท่ีท าการหมกัในถงัหมกั พบว่าเม่ือส้ินสุดการทดลองใน
ชัว่โมงท่ี210  การทดลองท่ีท าการกวนในอตัรา 0, 50, 100 รอบต่อนาที จะมีจ านวนเซลล์ใกลเ้คียง
กนั ในการกวนดว้ยอตัรา 150 รอบต่อนาที จะมีจ านวนเซลล์สูงท่ีสุด และในการกวน 200 รอบต่อ
นาที เซลล์จะมีจ านวนน้อยท่ีสุด แต่การกวนในอตัรา 0 รอบต่อนาที จ  านวนเซลล์จะเร่ิมคงท่ีใน
ชัว่โมงท่ี72 และเม่ือกวนในอตัรา 50, 100 และ 150 จ านวนเซลล์จะเร่ิมคงท่ีในชัว่โมงท่ี48 แสดงวา่
ในการกวนดว้ยอตัรา 150 รอบต่อนาที ท าใหเ้ช้ือสามารถเจริญไดดี้ท่ีสุด และเม่ือดูการเจริญของเช้ือ
เม่ือท าการหมกัในฟลาสก ์พบวา่การเจริญของเช้ือในฟลาสก์มีจ  านวนเซลล์นอ้ยกวา่ในถงัหมกั และ
ยงัมีแนวโนม้ลดจ านวนลงในชัว่โมงท่ี168 จนส้ินสุดการทดลอง แต่การเจริญของเช้ือในถงัหมกัไม่
มีแนวโนม้การลดลงของเช้ือ ซ่ึงแสดงวา่การเจริญของเช้ือในถงัหมกัดีกวา่ในฟลาสก์จึงส่งผลให้เกิด
การผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดี้กวา่ดว้ย 
           เ ม่ือเปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตได้จากการใช้หัวเช้ือผสมระหว่าง                            
P. acidipropionici  ร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis ร้อยละ5  ท่ีท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 
โดยใชอ้ตัราการกวน 0, 50, 100, 150 และ 200 รอบต่อนาที พบวา่เม่ือใชอ้ตัราการกวน 0 รอบต่อ
นาทีจะใชเ้วลาในการผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด  คือใชเ้วลาในการผลิตนาน 210 ชัว่โมง แต่เม่ือ
เพิ่มอตัราการกวนเป็น 50 รอบต่อนาที ท าให้ลดระยะเวลาการผลิตให้เหลือเพียง 192 ชัว่โมง และ
เม่ือเพิ่มอตัราการกวนเป็น 100 , 150 และ 200 รอบต่อนาที จะใชร้ะยะเวลาการผลิตนอ้ยกวา่อตัรา
การกวน 50 รอบต่อนาที โดยจะใชร้ะยะเวลาการผลิตเพียง 168 ชัว่โมง   และเม่ือใชอ้ตัราการกวน 
150 รอบต่อนาทีจะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด คือ 17.27 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือใช้
อตัราการกวน 0, 100, 50 และ 200 รอบต่อนาที  ซ่ึงไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 16, 14.24, 14 และ 
7.21 ตามล าดบั ซ่ึงจากผลการศึกษาอตัราการกวนท าใหท้ราบวา่การกวนมีผลท าใหร้ะยะเวลาในการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกสั้นลง โดยเม่ือใชอ้ตัราการกวน 0 รอบต่อนาทีจะใชเ้วลาในการผลิตนานกวา่
การใชอ้ตัราการกวน 50, 100 และ 150 รอบต่อนาที แต่เม่ือใชอ้ตัราการกวน 200 รอบต่อนาทีจะได้
ปริมาณกรดโพรพิโอนิกนอ้ยลง  อาจเน่ืองมาจากเม่ือใชอ้ตัราการกวนมากเกินไปจะส่งผลท าให้เกิด
แรงเฉือน ซ่ึงเป็นอนัตรายต่อเซลล์ท าให้เซลล์ได้รับบาดเจ็บ (อรไท  สุขเจริญ.2543) ท าให้ได้
ปริมาณกรดโพรพิโอนิกในปริมาณท่ีน้อยลง ผลผลิตและอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกแสดงใน
ตารางท่ี 4.3  เม่ือใชอ้ตัราการกวน 0, 50, 100, 150 และ 200 รอบต่อนาที ไดผ้ลผลิตกรดโพรพิโอนิก 
0.471, 0.359, 0.356, 0.443 และ 0.218 กรัมต่อกรัม ตามล าดบั  และมีอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
0.076, 0.073, 0.085, 0.103 และ 0.043 กรัมต่อลิตรชัว่โมง ตามล าดบั  
           จากนั้นท าการวิเคราะห์โดยวิธีทางสถิติโดยใชป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกในชัว่โมงท่ี168 ของ
การทดลองทุกชุด โดยเม่ือใชอ้ตัราการกวน 0, 50, 100, 150 และ 200 รอบต่อนาที ไดป้ริมาณกรด              
โพรพิโอนิก 12.5, 13.92, 14.24, 17.27 และ 7.21 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับผลการวิเคราะห์
ความแตกต่างทางสถิติแสดงในตารางท่ี 4.4  พบวา่เม่ือใชอ้ตัราการกวน 150 รอบต่อนาที ให้ผลการ
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ผลิตกรดสูงสุดแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 จากการทดลองชุด
อ่ืนๆ  ในการใช้อตัราการกวน 50 และ 100 รอบต่อนาที ให้ผลการผลิตกรดไม่แตกต่างทางสถิติ 
อยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ภาคผนวก ค)ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
กรดโพรพิโอนิกโดยใช้หัวเช้ือผสมระหว่าง P. acidipropionici ร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis       
ร้อยละ5  ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร คือมีการควบคุมพีเอชท่ี6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ไม่มีการ
พน่อากาศ มีการกวนในอตัรา 150 รอบต่อนาที  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ  
           Ozadali และคณะ(1996) ท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P.  acidipropionici 
โดยการหมกัแบบก่ึงกะ ใชถ้งัหมกัขนาด 2 ลิตร มีการควบคุมพีเอชท่ี6.5 อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงใชอ้ตัราการกวน 150 รอบต่อนาที ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 45 กรัมต่อลิตร เม่ือท าการหมกั
เป็นเวลา 146 ชัว่โมง โดยในการหมกัแบบก่ึงกะจะมีการเติมกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 79 กรัมต่อลิตร 
ลงไปในถงัหมกัเม่ือกลูโคสใกลห้มด  
           Tyree และคณะ (1991) ท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากน ้ าตาลโดยผ่านสาร
ตวักลาง คือกรดแลคติก ในการผลิตจะใชเ้ซลล์ตรึงของเช้ือผสมระหวา่งเช้ือ P. shermanii ATCC 
13673 ร่วมกบัเช้ือ L. xylosus ATCC 15577 ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ควบคุมพีเอช
ท่ี6.5  มีการกวนดว้ยอตัรา 150 รอบต่อนาที สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได ้4.73 กรัมผลผลิตต่อ
กรัมเซลล ์และมีผลผลิตกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 0.34 กรัมต่อกรัม  
 
ตำรำงที ่4.3 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ผลผลิตและอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก ในถงัหมกั   
                    ขนาด 2 ลิตร เม่ือใชห้วัเช้ือ   P. acidipropionici  ปริมาณร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ  L. lactis    
                    ปริมาณร้อยละ5   
อตัราการกวน
(รอบต่อนาที) 

ระยะเวลา
การหมกั
(ชัว่โมง) 

ปริมาณกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตร) 

ผลผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อกรัม) 

อตัราการผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตรชัว่โมง) 
0 

50 
100 
150 
200 

210 
192 
168 
168 
168 

16 
14 

14.24 
17.27 
7.21 

0.471 
0.359 
0.356 
0.443 
0.218 

0.076 
0.073 
0.085 
0.103 
0.043 

 
 
 
 



 60 

ตำรำงที ่4.4 แสดงการวเิคราะห์ค่าความแตกต่างทางสถิติของปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการศึกษา  
                       การผนัแปรอตัราการกวนในการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชห้วัเช้ือผสมระหวา่ง 
                       P. acidipropionici  ปริมาณร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis  ปริมาณร้อยละ 5 ในถงั  
                       หมกัขนาด 2 ลิตร  
อตัราการกวน
(รอบต่อนาที) 

ระยะเวลาการ
หมกั(ชัว่โมง) 

ปริมาณกรด 
โพรพิโอนิก 
 (กรัมต่อลิตร) 

ผลผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อกรัม) 

อตัราการผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตรชัว่โมง) 
0 

50 
100 
150 
200 

168 
168 
168 
168 
168 

12.5c 

13.92b 

14.24b 

17.27a 

7.21d 

0.543 
0.374 
0.356 
0.443 
0.225 

0.074 
0.083 
0.085 
0.103 
0.043 

 
ก ำหนดให้   ตวัอกัษรเหมือนกนั  หมายถึง  ปริมาณกรดโพรพิโอนิกไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
                     ตวัอกัษรต่างกนั  หมายถึง   ปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
หมำยเหตุ      เปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติแบบ CRD และตรวจสอบความแตกต่างของ     
                      ค่าเฉล่ียแบบ Duncan New multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 
           จากการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือเด่ียวของเช้ือ P. acidipropionici  ปริมาณ
ร้อยละ5  ท่ีท าการหมกัในฟลาสก์ และการผลิตโดยใชเ้ช้ือผสมของเช้ือ P. acidipropionici  ปริมาณ
ร้อยละ5 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis ปริมาณร้อยละ5 ท่ีท าการหมกัในถงัหมกั ท าการกวน 150 รอบต่อนาที 
ซ่ึงไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 12.66 และ 17.27 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั แมว้า่จะใชเ้วลาในการผลิต
ไม่เท่ากนัแต่สามารถเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดจ้ากค่าอตัราการผลิต  
ซ่ึงพบวา่เม่ือใชเ้ช้ือผสมท่ีท าการหมกัโดยใชถ้งัหมกั  จะมีอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.103 กรัม
ต่อลิตรชัว่โมง ซ่ึงมากกวา่การใชเ้ช้ือเด่ียวของเช้ือ P. acidipropionici  ท่ีมีอตัราการผลิต 0.060 กรัม
ต่อลิตรชัว่โมง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.5    
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ตำรำงที ่4.5 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก  และอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกในการใชเ้ช้ือเด่ียว   
                    ของเช้ือ P. acidipropionici  ปริมาณร้อยละ5 ท่ีหมกัในฟลาสก ์กบัการผลิตโดยใชเ้ช้ือ   
                    ผสมท่ีหมกัในถงัหมกั 
 ระยะเวลา 

การหมกั
(ชัว่โมง) 

ปริมาณกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตร) 

ผลผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อกรัม) 

อตัราการผลิตกรด 
โพรพิโอนิก 

(กรัมต่อลิตรชัว่โมง) 
เช้ือเด่ียวท่ีหมกัใน 
ฟลาสก ์

210 12.66 0.136 0.060 

เช้ือผสมท่ีหมกัในถงั
หมกั 

168 17.27 0.443 0.103 

         
           ในการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้หัวเช้ือผสมระหว่าง P. acidipropionici        
ปริมาณร้อยละ5  ร่วมกบัเช้ือ L. lactis  ปริมาณร้อยละ5  เม่ือท าการผลิตในฟลาสก์ขนาด 2 ลิตร ซ่ึง
ไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 2.77 กรัมต่อลิตร ท าการหมกัเป็นเวลา 210 ชัว่โมง แต่เม่ือท าการผลิต
ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรนั้นมีปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากข้ึน เน่ืองมาจากการผลิตในถงัหมกัมีการ
ควบคุมสภาวะต่างๆ คือ ควบคุมพีเอชท่ี6.5 ให้คงท่ีตลอดระยะเวลาการหมกั ซ่ึงเป็นพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ Propionibacterium (Tittster,1940;Champagne และคณะ, 
1989 ; Crespo,1990 ; Yang และคณะ, 1994)  ท  าให้เช้ือ P. acidipropionici  สามารถใชก้รดแลคติก
เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดอี้กทางหน่ึง  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ            
           Quesada-Chanto และคณะ(1994) ศึกษาผลของพีเอชท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ        
P.  acidipropionici NRRL B3569  พบวา่ท่ีพีเอช6.5 จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิก
ไดดี้ท่ีสุด และในการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากการใชก้รดแลคติกเป็นซบัสเตรตนั้นมีการศึกษาของ   
           Barbirato และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลีเซอรอล เปรียบเทียบกบั
ซบัสเตรตอ่ืนๆ คือ กลูโคสและกรดแลคติก เม่ือใชเ้ช้ือผสมระหวา่งเช้ือ P. acidipropionici ATCC 
25562 ร่วมกบัเช้ือ  C. propionicum ATCC 25522  ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ควบคุมพีเอชท่ี6.8 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ พบว่าเม่ือใชก้ลีเซอรอลเป็นซบัสเตรตจะไดป้ริมาณ
กรดโพรพิโอนิก 0.844 โมลต่อโมล ในชัว่โมงท่ี73 เม่ือใชก้ลูโคสเป็นซบัสเตรตจะไดป้ริมาณกรด
โพรพิโอนิก 1.445  มิลลิโมลต่อ 100  มิลลิโมล ในชัว่โมงท่ี69 และเม่ือใชก้รดแลคติกเป็นซบัสเตรต
จะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิก 0.745 โมลต่อโมล ในชัว่โมงท่ี72 
           นอกจากน้ีการหมกัในถงัหมกัมีการกวนดว้ยใบพดั ซ่ึงการกวนมีผลท าให้เกิดการผสมของ
อาหารเล้ียงเช้ือกบัเช้ือท่ีใชใ้นการหมกัท าให้เช้ือสามารถใชส้ารอาหารท่ีอยูใ่นถงัหมกัไดดี้ยิ่งข้ึน ท า
ใหไ้ดป้ริมาณกรดมาก และใชร้ะยะเวลาในการหมกันอ้ยลง  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  
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           Yang และ Huang (1995) ศึกษาการผลิตโพรพิโอเนตจากเวยโ์ดยใชเ้ซลล์ท่ีถูกตรึงของเช้ือ
ผสมระหวา่ง  P. acidipropionici ATCC 4875 ร่วมกบั L. lactis ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปรับพีเอชเป็น6.5 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เช้ือ L. lactis สามารถใช้
น ้ าตาลแลคโตสในเวยเ์ปล่ียนไปเป็นแลคเตต เพื่อให้เช้ือ P. acidipropionici ใช้แลคเตตเป็น        
ซบัสเตรตในการผลิตโพรพิโอเนต และพบวา่ในการเปล่ียนแลคเตตไปเป็นโพรพิโอเนตจะชา้กว่า
การเปล่ียนน ้ าตาลแลคโตสไปเป็นแลคเตต และในการหมกัจะไดผ้ลผลิตคลา้ยกบัการหมกัโดยใช้
เช้ือเด่ียวของ Propionibacterium คือ โพรพิโอเนต อะซิเตต และซัคซิเนต นอกจากนั้นยงัพบว่า
ระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกัเม่ือใชเ้ช้ือผสมจะเร็วกวา่การหมกัโดยใช้เช้ือเด่ียว จึงกล่าวไดว้่าการใช้
เช้ือผสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไม่สามารถเพิ่มปริมาณกรดโพรโอนิก  แต่ช่วยลดระยะเวลา
การหมกัใหส้ั้นลงได ้
           ดงันั้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้เช้ือผสมเม่ือท าการผลิตในถงัหมกัจึงดีกว่าการผลิต
ในฟลาสก์ เพราะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงกว่าเน่ืองจากการผลิตกรดโพรพิโอนิกในถงัหมกั
สามารถควบคุมพีเอช และมีการกวน จึงท าใหมี้สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
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บทที ่5 

สรุปผลกำรวจิัย 
 

           จากการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเวยโ์ดยใชเ้ช้ือผสมระหวา่ง P. acidipropionici 
ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ L. lactis TISTR 1401 โดยใชสู้ตรอาหารท่ีเหมาะสม คือเวยเ์ติมแหล่งแร่
ธาตุซ่ึงประกอบดว้ย K2HPO4 ปริมาณ 0.25 กรัมต่อลิตร MnSO4 . 4 H2O ปริมาณ  0.05  กรัมต่อลิตร   
MgSO4 . 7H2O ปริมาณ 0.2   กรัมต่อลิตร  ยสีตส์กดัปริมาณร้อยละ1 และ CaCO3 ปริมาณร้อยละ1 
พบวา่ปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก คือใชป้ริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของ
เช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 ร้อยละ5 และใชป้ริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ L. lactis TISTR 
1401 ร้อยละ5 ส าหรับระยะเวลาในการเติมหวัเช้ือ P. acidipropionici ท่ีเหมาะสม คือการเติมหวัเช้ือ
ทั้ง 2 ลงไปพร้อมกนัเม่ือเร่ิมท าการทดลองจะท าใหไ้ดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด 2.77 กรัม
ต่อลิตร ท าการหมกัเป็นเวลา 210 ชัว่โมง เม่ือท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ช้ือผสม
ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร พบวา่เม่ือใชอ้ตัราการกวน 150 รอบต่อนาที จะไดป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด 
คือ 17.27 กรัมต่อลิตร ใชร้ะยะเวลาในการหมกั 168 ชัว่โมง มีผลผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.443 กรัม
ต่อกรัม และมีอัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิก  0.103 กรัมต่อลิตรชั่วโมง มีจ  านวนเซลล์
เพิ่ม ข้ึนจาก 2.90x10 7  โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็น 3.5x10 1 0  โคโลนีต่อมิลลิลิตรเม่ือ
ส้ินสุดการทดลอง  
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ภำคผนวก 

 

ภำคผนวก  ก 

อำหำรเลีย้งเช้ือและสำรเคม ี
 

1. อำหำรเลีย้งเช้ือส ำหรับจุลนิทรีย์ 
            
           1.1 อำหำรเหลว MRS ประกอบดว้ย 
                    meat extract                                                                     10                     กรัม 
                    ยสีตส์กดั (yeast extract)                                                    5                     กรัม 
                    เปปโตน (peptone)                                                          10                      กรัม 
                    ดี-กลูโคส (D-glucose)                                                    20                      กรัม 
                    Tween 80                                                                          1                      กรัม 
                    ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (K2HPO4)               2                       กรัม 
                    โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa)                                        5                       กรัม 
                    ไตรแอมโมเนียมซิเตต (CH3COONH3)                            2                       กรัม 
                    แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 . 7H2O)         0.2                    กรัม 
                    แมงกานีสซลัเฟต     (MnSO4 . 4 H2O)                             0.05                  กรัม 
                    วธีิกำร 
                    ชัง่ส่วนประกอบทั้งหมดแลว้น ามาละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือในตูน่ึ้งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที 
            
             1.2 อำหำรแข็ง MRS ประกอบด้วย  
                    meat extract                                                                     10                     กรัม 
                    ยสีตส์กดั (yeast extract)                                                    5                     กรัม 
                    เปปโตน (peptone)                                                          10                      กรัม 
                    ดี-กลูโคส (D-glucose)                                                    20                      กรัม 
                    Tween 80                                                                          1                      กรัม 
                    ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (K2HPO4)               2                       กรัม 
                    โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa)                                        5                       กรัม 
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                    ไตรแอมโมเนียมซิเตต (CH3COONH3)                            2                       กรัม 
                    แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 . 7H2O)         0.2                    กรัม 
                    แมงกานีสซลัเฟต     (MnSO4 . 4 H2O)                             0.05                  กรัม 
                    วุน้ (agar)                                                                        15                       กรัม  
           วธีิกำร 
                    ชัง่ส่วนประกอบทั้งหมดแลว้น ามาละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือในตูน่ึ้งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที 
            
             1.3 อำหำรแข็ง NA ประกอบด้วย 
                 สารสกดัเน้ือ (beef extract)                                               3                       กรัม 
                 เปปโตน (peptone)                                                           5                       กรัม 
                 วุน้ (agar)                                                                        15                       กรัม  
วธีิกำร 
                    ชัง่ส่วนประกอบทั้งหมดแลว้น ามาละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือในตูน่ึ้งความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที 
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ภำคผนวก ข 

วธีิวเิครำะห์ 
 

1. กำรวเิครำะห์ปริมำณของเซลล์ทั้งหมดโดยวธิี Total plate count (A.O.A.C., 2000) 
           

                     วธีิกำรเตรียมน ำ้เกลอืร้อยลt 0.85  
            1. ชัง่โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 8.5 กรัม ละลายในน ้า และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
             
                       วธีิกำรวเิครำะห์ 
             1. น าตวัอยา่งปริมาณ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางดว้ยน ้าเกลือร้อยละ 0.85 ใหไ้ดร้ะดบัความ     
                  เจือจางท่ีเหมาะสม 3 ระดบัความเจือจาง 
             2. ใชปิ้เปตดูดตวัอยา่งแต่ละความเจือจางท่ีเหมาะสมใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีฆ่าเช้ือ 

     แลว้จานละ 1 มิลลิลิตร โดยใช ้3 จานในแต่ละระดบัความเจือจาง  
             3. น าอาหารแขง็ MRS ไปหลอมใหล้ะลายแลว้ทิ้งใหเ้ยน็ประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลว้เท  
                 ลงในจานเพาะเช้ือประมาณ 15-20 มิลลิลิตร 
             4. เขยา่จานโดยหมุนไปทางขวา 3-4 คร้ัง หมุนไปทางซา้ย 3-4 คร้ัง ตั้งทิ้งไวจ้นวุน้แขง็ 
             5. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั 
             6. นบัจ านวนโคโลนีในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเลือกเฉพาะความเจือจางท่ีมีโคโลนีระหวา่ง 30- 
                  300 โคโลนีต่อจานเพาะเช้ือ นบัจ านวนโคโลนีรวมทั้ง 3 จานแลว้หาค่าเฉล่ีย รายงาน   

จ  านวนโคโลนีท่ีนบัไดต่้อตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร โดยคูณค่าเฉล่ียนั้นดว้ยระดบัความเจือจาง
ท่ีตรวจนบั     

                                

2. กำรวเิครำะห์น ำ้ตำลแลคโตสโดยวธิ ีDobois,1956 
            

                 อุปกรณ์ 
1. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
2. คิวเวตแกว้ 
3. ปิเปต 

            

                 สำรเคมี 
1. กรดซลัฟิวริก (reagent grade 95.5%, specific gravity 1.84) 
2. ฟีนอล 5%โดยน ้าหนกั เตรียมโดยชัง่ฟีนอล 5 กรัม แลว้เติมน ้ากลัน่อีก 95 กรัม 
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3. สารละลายแลคโตสมาตรฐาน เตรียมโดยชัง่แลคโตสมา 0.0400 กรัม ละลายในน ้า
กลัน่ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายแลคโตสเขม้ขน้ 400 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0-80 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัน้ี 

หลอดท่ี สารละลายแลคโตส 
(400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

(ไมโครลิตร) 

น ้ากลัน่ 
(ไมโครลิตร) 

ความเขม้ขน้ของแลคโตส 
มาตรฐาน (ไมโครลิตร) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0 
25 
50 

100 
125 
200 

1000 
975 
950 
900 
875 
800 

0 
10 
20 
40 
50 
80 

 
           วธีิกำร 
                    1. ปิเปตตส์ารละลายตวัอยา่งหรือสารละลายแลคโตสมาตรฐาน (ความเขม้ขน้ 0-80 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมฟีนอล 5% ลงไป 1 
มิลลิลิตร 
                    2. เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 5  มิลลิลิตร ลงไปอยา่งรวดเร็ว โดยปล่อยกรดลงไปท่ี
ผวิหนา้ของของเหลวโดยตรงจะท าใหก้ารผสมเกิดข้ึนไดดี้กวา่การค่อยๆปล่อยลงท่ีขา้งหลอด 
                    3.  ตั้งหลอดทดลองของสารผสมน้ีไวเ้ป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเขยา่แลว้น ามาบ่มใน
อ่างน ้าท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 10-20 นาที 
                    4.  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยถา้เป็นน ้าตาลเฮกโซสวดัท่ีความยาวคล่ืน 490 นา
โนเมตร  
                    5.  น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน แสดงดงัรูปท่ี ข-1 เพื่อหาความ
เขม้ขน้ของแลคโตสในสารละลายตวัอยา่ง หรือค านวณไดจ้าก 
 ความเขม้ขน้ของแลคโตส(กรัมต่อลิตร)= (ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 490 นาโนเมตร)x(อตัราการเจือจาง) 
                                                                             (ความชนัของกราฟมาตรฐาน)x(1,000) 
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รูปที ่ข-1 แสดงกราฟมาตรฐานน ้าตาลแลคโตสท่ีความเขม้ขน้ 0 ถึง 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

3. กำรวเิครำะห์ปริมำณกรดโพรพโิอนิกและกรดแลคติกด้วย HPLC    
    (Hight Performannce Liquid Chromatography)  
           ป่ันเหวีย่งตวัอยา่งดว้ยความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที น าส่วนใสกรองผา่น
เซลลูโลสเมมเบรนขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร แลว้วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC โดยใชค้อลมัภ ์
Inertsil C8-3 โดยมีโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 3  ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเฟส
เคล่ือนท่ี อตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวดัดว้ย UV detector ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโน
เมตร น าพื้นท่ีใตก้ราฟเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

 
           กำรเตรียมโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์พเีอช 3  ควำมเข้มข้น 20 มิลลโิมลำร์ 
            1. เตรียมสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ (Stock solution) 
               เตรียมสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร โดยชัง่โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 13.7 กรัม ละลายในน ้าปราศจาก
ไอออน (Deionize water) และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
               เตรียมสารละลายกรดฟอสฟิวริก (H3PO4) ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
โดยปิเปตกรดฟอสฟิวริกเขม้ขน้ปริมาตร 3.4 มิลลิลิตร ละลายในน ้าปราศจากไอออน และปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 490 นำโนเมตร

y = 0.0078x - 0.0085

R2 = 0.9957
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             2.  น าสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
มาเจือจางดว้ยน ้าปราศจากไอออน และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร  ปรับ
พีเอชใหไ้ดพ้ีเอช 3 ดว้ยสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้กรดฟอสฟิวริก             

 
           กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนของกรดโพรพโิอนิก 
             เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้ 10, 50, 100 และ 150 มิลลิโมลาร์ 
น าสารละลายมาตรฐานไปวิเคราะห์ปริมาณกรดโพรพิโอนิกดว้ย HPLC น าพื้นท่ีใตก้ราฟท่ีวเิคราะห์
ไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งพื้นท่ีใตก้ราฟกบัความเขม้ขน้กรดโพรพิโอนิก โดยค านวณความ
เข้มข้นของกรดโพรพิโอนิกมาตรฐานท่ีมีหน่วยมิลลิโมลาร์ เป็นหน่วยกรัมต่อลิตรโดย
กรดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้ 10, 50, 100 และ 150 มิลลิโมลาร์ เม่ือเปล่ียนหน่วยจะเท่ากบั 0.74, 
3.70, 7.4 และ 11.11 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั แสดงดงัรูปท่ี ข-2 
 
           กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนของกรดแลคติก 
            เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแลคติกความเขม้ขน้ 10, 50, 100 และ 150 มิลลิโมลาร์น า
สารละลายมาตรฐานไปวเิคราะห์ปริมาณกรดแลคติกดว้ย HPLC น าพื้นท่ีใตก้ราฟท่ีวเิคราะห์ไดม้า
เขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งพื้นท่ีใตก้ราฟกบัความเขม้ขน้กรดแลคติกโดยค านวณความเขม้ขน้ของ
กรดแลคติกมาตรฐานท่ีมีหน่วยมิลลิโมลาร์เป็นหน่วยกรัมต่อลิตร โดยกรดแลคติกความเขม้ขน้ 10, 
50, 100 และ 150 มิลลิโมลาร์ เม่ือเปล่ียนหน่วยจะเท่ากบั 0.9, 4.5, 9, 13.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
แสดงดงัรูปท่ี ข-3 

รูปที ่ข-2  แสดงกราฟมาตรฐานกรดโพรพิโอนิก 
 

y = 632074x
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รูปที ่ข-3  แสดงกราฟมาตรฐานกรดแลคติก 
 
           ตัวอย่ำงโครมำโตแกรม 
           โครมาโตแกรมของสารมาตราฐานกรดแลคติก กรดโพรพิโอนิก แสดงดงัรูปข-4 แสดงให้
เห็นเวลา retention time ของกรดทั้ง 2  ชนิด โดย retention time ของกรดแลคติก เท่ากบั 5.539 นาที    
และกรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 13.941  นาที   
  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่ข-4  แสดงโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานกรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก 
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รูปที ่ ข-5  แสดงโครมาโตแกรมของตวัอยา่งท่ีท าการหมกัโดยเช้ือผสมระหวา่ง Propionibacterium 
acidipropionici ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ควบคุมพีเอช6.5 ไม่พน่ 
อากาศ กวนดว้ยอตัรา 150 รอบต่อนาที ในชัว่โมงท่ี 72 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที ่ ข-6  แสดงโครมาโตแกรมของตวัอยา่งท่ีท าการหมกัโดยเช้ือผสมระหวา่ง Propionibacterium 
acidipropionici ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ควบคุมพีเอช6.5 ไม่พน่
อากาศ กวนดว้ยอตัรา 150 รอบต่อนาที ในชัว่โมงท่ี 168 

 

 



 78 

ภำคผนวก ค 

ตำรำงแสดงผลกำรวเิครำะห์ทำงสถิต ิ
 

1.   ผลกำรศึกษำกำรเจริญและกำรผลติกรดโพรพโิอนิกจำกกำรใช้เช้ือผสมระหว่ำง   

     Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis    
     TISTR  1401 ในฟลำสก์ขนำด 2 ลติร 
      
 ANOVA 
 

data  

  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5.617 3 1.872 4680.688 .000 

Within Groups .003 8 .000     

Total 5.620 11       

 
 data 
 

Duncan  

propionic N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 

P5%+L10% 3 1.2400       

P10%+L10% 3   1.3400     

P10%+L5% 3     2.5200   

P5%+L5% 3       2.7700 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 

2. ผลกำรศึกษำระยะเวลำทีเ่หมำะสมในกำรเติมหัวเช้ือ Propionibacterium   
    acidipropionici  ATCC 4965 ผสมกบัเช้ือ Lactococcus lactis TISTR 1401 ใน 
    ฟลำสก์ขนำด 2 ลติร 
 
 ANOVA 
 

data  

  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2.168 3 .723 1806.750 .000 

Within Groups .003 8 .000     

Total 2.171 11       
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 data 
 

Duncan  

propionic N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 

48 hr. 3 1.6300       

24 hr. 3   2.2900     

12 hr. 3     2.5300   

0 hr. 3       2.7700 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 

3. ผลกำรศึกษำอตัรำกำรกวนในกำรผลติกรดโพรพโิอนิกโดยใช้เช้ือผสมระหว่ำง  

    Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 ร่วมกบัเช้ือ Lactococcus lactis   
    TISTR  ในถังหมกัขนำด 2 ลติร      
 
 ANOVA 
 

data  

  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 163.161 4 40.790 1019.758 .000 

Within Groups .400 10 .040     

Total 163.561 14       

 
 data 
 

Duncan  

propionic N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 

200 rpm. 3 7.2100       

0 rpm. 3   12.5000     

50 rpm. 3     13.9200   

100 rpm. 3     14.2400   

150 rpm. 3       17.2700 

Sig.   1.000 1.000 .078 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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