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บทคดัย่อ 

        วตัถุประสงค์ของการทดลองน้ี คือ การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
โดย ใช้ยีสต์ออโตไลเสทเป็นแหล่งไนโตรเจนทางเลือกโดยเช้ือแบคทีเรีย Propionibacterium 
acidipropionici TISTR 422 โดยท าการคดัเลือก 6 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก ซ่ึง
ประกอบดว้ย ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล (total sugar concentration in molasses, 
X1) ยีสตอ์อโตไลเสท (yeast autolysate, X2) สารสกดัยีสต ์(yeast extract, X3) ทริปติกซอยบรอท 
(tryptic soy broth; TSB, X4) ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4, X5) และโพแทสเซียม-
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4, X6) โดยใช้การออกแบบการทดลองทางสถิติด้วยโปรแกรม 
Plackett-Burmans Design (PBD) จากผลการทดลอง พบว่า ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดใน
กากน ้ าตาล ยีสตอ์อโตไลเสทและสารสกดัยีสต ์ มีนยัส าคญัต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก (P เท่ากบั 
0.0011, 0.0430, และ 0.0259 ตามล าดบั) ในขณะท่ี ทริปติกซอยบรอท ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน-
ฟอสเฟต และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ไม่มีนัยส าคญัต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก         
(P เท่ากบั 0.2206, 0.8700 และ 0.6829 ตามล าดบั) ปัจจยัท่ีส่งผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกอยา่งมี
นยัส าคญัจากการวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม PBD จะถูกน าไปศึกษาถึงความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดว้ยการ
ใชโ้ปรแกรมการออกแบบการทดลองพื้นท่ีผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) 
ดว้ยการออกแบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design; CCD) ซ่ึงพบวา่ความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล เท่ากบั 40.87 กรัมต่อลิตร ยีสตอ์อโตไลเสท เท่ากบั 4.36 กรัมต่อลิตร 
สารสกดัยีสต ์ เท่ากบั 6.90 กรัมต่อลิตร เม่ือหมกัเป็นเวลา 144 ชัว่โมง ในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส และสามารถผลิตโพรพิโอนิกสูงสุดได ้ เท่ากบั 27.46 กรัมต่อลิตร จากนั้นไดศึ้กษา
ยี่ห้อของสารสกดัยีสตท่ี์มีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก ซ่ึงหมกัดว้ยสภาวะท่ีไดจ้าก RSM พบว่า
สารสกดัยีสต์ยี่ห้อ HIMAX IG20 (Thailand) มีศกัยภาพในการน ามาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อ
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ผลิตกรดโพรพิโอนิกมีประสิทธิภาพสูงเทียบเท่าสารสกดัยีสต์ทางการคา้ยี่ห้อ Himedia (India) 
จากนั้นไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีถูก     
ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (Cissampelos pareira L.) ร้อยละ 4 (น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงแบบเซลล์อิสระ ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ภายใต้
สภาวะท่ีเหมาะสม พบว่าท่ีเวลา 216 ชั่วโมง เซลล์ตรึงให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิก เท่ากับ 
25.65±0.72 กรัมต่อลิตร และเซลล์อิสระให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 21.55±0.58 กรัมต่อ
ลิตร ซ่ึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิก
ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม โดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีถูกตรึง
ดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงแบบเซลล์อิสระ พบว่าท่ี
เวลา 192 ชัว่โมง เซลล์ตรึงให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 27.91±0.41 กรัมต่อลิตร และเซลล์
อิสระให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 26.90±0.66 กรัมต่อลิตร ซ่ึงไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญั ผลของการศึกษาน้ีน่าจะเป็นแนวทางในการพฒันากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกให้มี
ตน้ทุนต ่าลงและใชเ้ป็นตน้แบบในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดใ้นระดบัอุตสาหกรรม 
 
ค าส าคัญ: กรดโพรพิโอนิก, Propionibacterium acidipropionici TISTR 422, Plackett-Burmans  
 Design (PBD), Response Surface Methodology (RSM) 
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ABSTRACT 

        The aim of this study is optimization of propionic acid production by using yeast autolysate 
as an alternative nitrogen source by Propionibacterium acidipropionici TISTR 422. The effects of 
six variables total sugar concentration in molasses (X1), yeast autolysate (X2), yeast extract (X3), 
tryptic soy broth (X4), K2HPO4 (X5) and KH2PO4 (X6) were selected by using statistical methods 
via Plackett-Burmans Design (PBD). The values of 3 variables, total sugar concentration in 
molasses (X1), yeast autolysate (X2), and yeast extract (X3) with the P-values of 0.0011, 0.0430 
and 0.0259, respectively, had significantly different effects on the propionic acid production, 
whereas tryptic soy broth (X4), K2HPO4 (X5) and KH2PO4 (X6) did not significant. From the 
analysis by using PBD, the significant factors were optimized by Response Surface Methodology 
(RSM) through Central Composite Design (CCD). The Maximum propionic acid concentration  
of 27.46 g/l was observed at static condition, 30 °C for 144 h using the following medium 
composition (g/l): total sugar concentration in molasses, 40.87; yeast autolysate, 4.36; and yeast 
extract, 6.90. Among the various yeast extract brands examined for propionic acid production, 
yeast extract from HIMAX IG20 (Thailand) was found to be potential low cost nitrogen source 
for enhancing propionic acid yield. The propionic acid production in 250 ml flask was compared. 
The production of propionic acid by immobilized cells with pectin crude extract from Krung Kha 
Mao leaves (Cissampelos pareira L.) (25.65±0.72 g/l) was significantly different from free cells 
(21.55±0.58 g/l) at 216 h under the optimized condition. The scaling up of propionic acid 
production in 5-liter fermenter was compared. The production of propionic acid by immobilized 
cells (27.91±0.41 g/l) was not significantly different from free cells (26.90±0.66 g/l) at 192 h 
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under the optimized condition. From the results, the optimized conditions could lead to the 
development of low cost process and used as a model for propionic acid production in the large 
scale. 
 
Keywords: Propionic acid, Propionibacterium acidipropionici TISTR 422, Plackett-Burmans 

Design (PBD), Response Surface Methodology (RSM) 
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        วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงไดอ้ยา่งดี ดว้ยความอนุเคราะห์จาก รศ. สุขใจ ชูจนัทร์ ซ่ึงเป็น
อาจารยผ์ูค้วบคุมวิทยานิพนธ์ จึงขอกราบพระคุณเป็นอย่างสูง ท่ีได้เสียสละเวลาเพื่อให้ความรู้ 
ค  าแนะน า แนวทางในการด าเนินงานคน้ควา้วิจยั รวมถึงแนวทางในการแกไ้ขปัญหาระหว่างการ
ด าเนินงาน อีกทั้งไดก้รุณาตรวจทางแกไ้ขวทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีใหถู้กตอ้งสมบูรณ์ยิง่ข้ึน 
        ขอกราบขอบพระคุณ ผศ.ดร.สมชาย ไกรรักษ์, รศ.ดร.พรรณี ฐิตาภิชิต และดร.วรภัทร์      
สงวนไชยไผว่งศ ์ท่ีกรุณาให้ค  าแนะน าในการด าเนินงานคน้ควา้วิจยั และสละเวลาตรวจทานแกไ้ข
วทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีใหถู้กตอ้งสมบูรณ์ยิง่ข้ึน 
        ขอกราบขอบพระคุณบริษทั Thai Food International. CO. LTD (ประเทศไทย) ในการ
อนุเคราะห์สารสกดัยีสต ์CW-V, สารสกดัยีสต ์21 VP และ สารสกดัยีสต ์HIMAX IG20 ท่ีน ามาใช้
ในงานวจิยัน้ี 
        ขอกราบขอบพระคุณคุณพ่อ คุณแม่ และครอบครัว ท่ีให้การสนบัสนุนทั้งดา้นทุนทรัพยแ์ละ
เป็นก าลงัใจใหเ้สมอมา ท าใหว้ทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงดว้ยดี 
        ขอขอบคุณนางสาวดวงกมล เพชรทิพย,์ นางมาวิณี ดลราษี, นายเทอดศกัด์ิ ขจรบุญ, นางสาว
ฟาริดา พรหมมา, นางสาวลลิตวดี เกษร, นางสาวแพรวภิญญา ฉายรักษา, นายมหทัธน ทวีฤกษข์วญั, 
นายอภินนัท ์จตัตุพนัธ์ และเพื่อนๆ นอ้งๆ ท่ีไดช่้วยเหลือและคอยเป็นก าลงัใจใหเ้สมอมา 
        ขอขอบคุณนายอฐัพร บุญเจริญ ส าหรับค าแนะน าและความช่วยเหลือในการวางแผนการ
ทดลอง การวเิคราะห์ผลการทดลอง และคอยช่วยเหลือเป็นก าลงัใจตลอดระยะเวลาด าเนินงานวจิยั 
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บทที ่1 

บทน า 

 

1.1  ทีม่าและความส าคญัของงานวจิัย 

        กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) มีสูตรโมเลกุล คือ CH3CH2COOH เป็นกรดอินทรียช์นิด
หน่ึงท่ีมีการน ามาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ อย่างกวา้งขวาง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือจุลินทรีย ์เช่น เช้ือราและแบคทีเรียบางชนิด โดยไม่เป็นพิษต่อผูบ้ริโภค จึงนิยมใชเ้ป็นสารยบัย ั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์และเป็นวตัถุกนัเสียทางชีวภาพ (biopreservatives) ในอาหารคนและอาหาร
สัตว ์(Wang และ Yang, 2013; Kośmider, และคณะ, 2010) นอกจากน้ีกรดโพรพิโอนิกยงัถูกน าใช้
ประโยชน์ในกระบวนการผลิตพลาสติก เป็นส่วนผสมในยาควบคุมจงัหวะการเต้นของหัวใจ        
ยารักษาขอ้อกัเสบและยาปฏิชีวนะ เป็นส่วนผสมในยาปราบศตัรูพืช เป็นตวัท าละลายท่ีส าคญั และ
เป็นส่วนผสมในการผลิตน ้ าหอม (Ruhal และ Choudhury, 2012; Dishisha และคณะ, 2012; Zhu 
และคณะ, 2010; Himmi,  และคณะ, 2000) 
        ปัจจุบนักรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตไดท้ั้งกระบวนการทางเคมีและกระบวนการทางชีวภาพ 
(Wang และ Yang, 2013; Feng และคณะ, 2011) โดยทางการคา้มีการสังเคราะห์กรดโพรพิโอนิก
ดว้ยกระบวนการทางเคมี ซ่ึงท าไดร้วดเร็วและไดผ้ลผลิตปริมาณมาก แต่เน่ืองจากสารตั้งตน้ท่ีใช ้คือ
ผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียมนั้ นมีการปรับราคาสูงข้ึน มีความเป็นพิษ และย ังก่อให้เกิดมลพิษต่อ
ส่ิงแวดลอ้ม (Zhu และคณะ, 2012; Feng และคณะ, 2010) ดงันั้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกดว้ย
กระบวนการทางชีวภาพโดยการใชเ้ช้ือแบคทีเรียในสกุล Propionibacteria จึงเขา้มามีบทบาทส าคญั 
โดยแบคทีเรียในสกุลดงักล่าวน้ี สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกจากสารตั้งตน้ราคาถูก ประเภทวสัดุ
เหลือใช้ทางการเกษตร และผลิตภณัฑ์ซ่ึงเป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากโรงงานอุตสาหกรรม อยา่งไรก็
ตามกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยกระบวนการทางชีวภาพนั้ นย ังมีข้อจ ากัด เช่น 
กระบวนการหมกัท่ีใชเ้วลานาน ผลผลิตท่ีไดมี้ปริมาณนอ้ย กระบวนการแยกและท าให้บริสุทธ์ิยงัมี
ค่าใชจ่้ายสูงและท าไดย้าก (Zhang, และ Yang, 2009a, Zhang, และ Yang, 2009b; Coral, และคณะ, 
2008) นอกจากนั้นแหล่งไนโตรเจน เป็นอีกปัจจยัส าคญัหน่ึงท่ีส่งผลต่อต้นทุนการผลิตกรด           
โพรพิโอนิก เม่ือพิจารณาถึงราคาของต้นทุนการผลิตท่ีมีราคาสูง ท าให้มีความพยายามท่ีจะหา
วตัถุดิบราคาถูก เพื่อมาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนในสูตรอาหาร ดงันั้นในหลายงานวิจยัจึงได้
มีการเสนอวิธีการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้กระบวนการทางชีวภาพร่วมกับการใช้แหล่ง
ไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก เพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตปริมาณสูงข้ึนและมีราคาตน้ทุนต ่าลง 
        ดงันั้น วตัถุประสงค์ของงานวิจยัน้ี คือ เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิ-
โอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีถูกตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(C. pareira L.)โดยใช้ยีสต์ออโตไลเสทเป็นแหล่งไนโตรเจนทางเลือก และมีการประยุกต์ใช้
โปรแกรมทางสถิติในการออกแบบการทดลองแบบ PBD เพื่อคดักรองปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการผลิต
กรดโพรพิโอนิกในขั้นตน้ ใช้วิธีพื้นท่ีผิวตอบสนอง (RSM) โดยการออกแบบส่วนประสมกลาง 
(CCD) ในการหาสภาวะและองค์ประกอบของสูตรอาหารท่ีเหมาะสม เพื่อขยายขนาดการผลิตใน
ระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ผลของการศึกษาน้ีน่าจะเป็นแนวทางในการพฒันากระบวนการผลิตกรด
โพรพิโอนิกดว้ยวิธีการทางชีวภาพให้มีราคาตน้ทุนต ่าลง ผลผลิตท่ีไดมี้ปริมาณสูงข้ึน เพื่อน าไปสู่
การพฒันา และใช้เป็นตน้แบบในการผลิตกรดโพรพิโอนิกให้มีประสิทธิภาพมากข้ึนในระดับ
อุตสาหกรรมต่อไป 
 

1.2  วตัถุประสงค์ของงานวจิัย 

        1.2.1 ศึกษาและคดัเลือกปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชย้ีสตอ์อโตไลเสท
เป็นแหล่งไนโตรเจนทางเลือก โดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 โดยใชแ้ผนการทดลองแบบ 
PBD 
        1.2.2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 
422 ดว้ยวธีิพื้นท่ีผวิตอบสนอง (RSM) โดยใชแ้ผนการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (CCD) 
        1.2.3 ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีถูกตรึงดว้ยสาร
สกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (C. pareira L.) ในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 

1.3  ขอบเขตของงานวจิัย 

        1.3.1 คดัเลือกปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชย้ีสตอ์อโตไลเสทเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนทางเลือก โดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ในระดบัฟลาสก ์
        1.3.2 หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 
422 โดยออกแบบการทดลองในกระบวนการทางสถิติ ในระดบัฟลาสก ์
        1.3.3 การศึกษาศกัยภาพของเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (C. pareira 
L.) เพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก ในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



3 
 

1.4  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

        1.4.4 สามารถน ายีสต์ออโตไลเสทซ่ึงเป็นแหล่งไนโตรเจนทางเลือกมาใช้ในการผลิตกรด      
โพรพิโอนิกได ้
        1.4.2 สามารถประยุกตใ์ชส้ารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (C. pareira L.) มาใชใ้นการ
ตรึงเซลล์เช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ซ่ึงเป็นการเพิ่มมูลค่าของใบกรุงเขมาและลดการใช ้  
เพกทินน าเขา้จากต่างประเทศ ส าหรับการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
        1.4.3 เพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาและพฒันากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก เพื่อน าไปสู่
ระดบัอุตสาหกรรม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที ่2 

วรรณกรรม หรือ งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1  คุณสมบัติของกรดโพรพโิอนิก 

        กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) มีสูตรโมเลกุล คือ C3H6O2 ช่ือเคมี IUPAC คือ propanoic 
acid เป็นกรดคาร์บอกซิลิกท่ีส าคญัท่ีไดจ้ากวิถีกรดไดคาร์บอกซิลิก (dicarboxylic acid pathway) 
หรือวิถีซักซิเนต (succinate pathway) กรดโพรพิโอนิกถูกพบเป็นคร้ังแรกใน ค.ศ. 1844 โดย 
Johann Gottlieb ซ่ึงพบในผลิตภณัฑ์น ้ าตาลท่ีมีการสลายตวั (degradation) 2-3 ปีต่อมามีนกัเคมี
จ านวนมากไดผ้ลิตกรดโพรพิโอนิกโดยวิธีการต่างๆ โดยไม่ทราบวา่ก าลงัผลิตสารชนิดเดียวกนั ใน 
ค.ศ. 847 นกัเคมีชาวฝร่ังเศสช่ือ Jean-Baptiste Dumas ไดตี้พิมพว์า่กรดเหล่านั้นเป็นสารประกอบ
ชนิดเดียวกนั เรียกว่า กรดโพรพิโอนิก ซ่ึงมาจากค าภาษากรีกว่า Protos แปลว่า Frist และ Pion 
แปลวา่ Fat เพราะว่ากรดโพรพิโอนิกเป็นกรดคาร์บอกซิลิกท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุด ซ่ึงแสดงคุณสมบติั
ของกรดไขมนั เช่น เม่ือเติมเกลือโพรพิโอเนตละลายในน ้ าจะเกิดชั้นไขมนัแยกจากน ้ า ในกรณีของ
เกลือโพแทสเซียมจะให้ลกัษณะคลา้ยสบู่ (สุขใจ, 2554) กรดโพรพิโอนิกมีสูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 
2.1 และมีคุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีดงัตารางท่ี 2.1  
 

 
 

รูปที ่2.1 สูตรโครงสร้างของกรดโพรพิโอนิก 

ทีม่า: Haque และคณะ (2009) 
 

2.2  ความส าคญัของกรดโพรพโิอนิก (สุขใจ, 2554) 

        กรดโพรพิโอนิกถูกใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อวตัถุประสงค์หลกั คือ ยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือราในขนมปัง และเนยแข็ง ใช้เป็นวตัถุกนัเสียส าหรับเมล็ดพืช หญา้หมกั และยาสูบในระหวา่ง
กระบวนการเก็บรักษาและการขนส่ง นิยมใชใ้นรูปของเกลือมากกวา่กรด โดยจะอยูใ่นรูปของเกลือ
แคลเซียม โซเดียม และโพแทสเซียม (รูปท่ี 2.2) เม่ือผสมสารละลายของกรดโพรพิโอนิกร่วมกบั
กรดแอซีติกและกรดแลกติก จะสามารถถูกใชใ้นการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytognes 
บนอาหารได ้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่2.1 คุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของกรดโพรพิโอนิก 

คุณสมบัติ ค่าพารามิเตอร์ 
มวลโมเลกุล 74.08 กรัมต่อลิตร 
ลกัษณะท่ีปรากฏ ของเหลวไม่มีสี 
ความหนาแน่น 0.99 กรัมต่อลูกบาสกเ์ซนติเมตร 
จุดหลอมเหลว -21 องศาเซลเซียส (252 เคลวนิ) 
จุดเดือด 141 องศาเซลเซียส (414 เคลวนิ) 
ความสามารถละลายในน ้า สามารถละลายผสมกบัน ้าได ้
ค่าความเป็นกรด 4.88 
ค่าความหนืด 
จุดไฟติด 
อุณหภูมิการเผาไหม ้

10 มิลลิปาสกาล.วนิาที 
55 องศาเซลเซียส 
475 องศาเซลเซียส 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก สุขใจ (2554); Haque และคณะ (2009) 
 
        สถาบนั FDA ของสหรัฐอเมริกาไดพ้ิจารณาแลว้ว่า เกลือโพรพิโอเนตท่ีอยู่ในรูปของเกลือ
โซเดียม แคลเซียม และโพแทสเซียม มีความปลอดภยั (Generally Recognized as Safe; GRAS) และ
สามารถใชเ้ป็นส่ิงเจือปนในอาหารไดน้อกจากนั้นยงัใชก้รดโพรพิโอนิกในการผลิตพลาสติก เช่น 
เซลลูโลสแอซีเทตโพรพิโอเนต (Cellulose Acetate Propionate; CAP) (รูปท่ี 2.3) โดยใช ้             
โพรพิโอนิกแอนไฮไดรดแ์ทนบิวทิริกแอนไฮไดรด์ ซ่ึงมีความเสถียรสูง ส่วนใหญ่ใชท้  าวสัดุเคลือบ
ผวิ ใชใ้นอุตสาหกรรมส่ิงทอ เส้นใย (fiber) และผลิตฟิล์มห่อบรรจุภณัฑ์ ส่วน Cellulose Propionate 
(CP) เป็นเทอร์มอพลาสติกเรซินชนิดหน่ึง ผลิตจากเซลลูโลสและกรดโพรพิโอนิกท่ี  มีคุณสมบติั
คล้ายกับ CAP เอสเทอร์ของโพรพิโอนิกและอนุพนัธ์อ่ืนๆ ใช้เป็นยารักษาโรคข้ออักเสบ 
(antiarthritis) และยาปฏิชีวนะ(antibiotic) ใชเ้ตรียมน ้ าหอมและสารปรุงแต่งกล่ินรส เช่น ซิโทรเน
ลลีนโพรพิโอเนต (citronellyl propionate) และเจอรานิลโพรพิโอเนต (geranyl propionate) เป็น 
plasticizers เช่น ฟีนิลโพรพิโอเนต (phenyl propionate) และกลีเซอรอลไทรโพรพิโอเนต (glycerol 
tropropionate) และใช้เป็นตวัท าละลาย (solvent) ท่ีส าคญั มีรายงานการวิจยัของ Belz และคณะ 
(2012) พบวา่การใชแ้คลเซียมโพรพิโอเนตปริมาณ ร้อยละ 0.3 สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือรา Penicillium expansum, Fusarium cumorum และ Aspergillus niger ไดเ้ป็นเวลา 10-12 วนั 
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                 โซเดียมโพรพิโอเนต                                                โพแทสเซียมโพรพิโอเนต 
 
รูปที ่2.2 สูตรโครงสร้างของเกลือโพรพิโอเนต; ก. โซเดียมโพรพิโอเนต และ ข. โพแทสเซียมโพร-

พิโอเนต 

ทีม่า: สุขใจ (2554) 
 

 
 

รูปที ่2.3 สูตรโครงสร้างของเซลลูโลสแอซีเทตโพรพิโอเนต 

ทีม่า: http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma  aldrich/structure3/168 
/mfcd00146341.eps/_jcr_content/renditions/medium.png (วนัท่ีสืบคน้ 15 ธนัวาคม 2556) 

 

2.3  กระบวนการผลติกรดโพรพโิอนิก 

        การผลิตกรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตไดท้ั้งโดยวิธีการทางเคมีและวิธีการทางชีวภาพ โดยใน
ปัจจุบนั การผลิตกรดโพรพิโอนิกในทางการคา้นิยมผลิตโดยใช้กระบวนการทางเคมี เน่ืองจาก
ให้ผลผลิตสูงและใชร้ะยะเวลาสั้น แต่เน่ืองจากราคาของผลิตภณัฑ์ปิโตรเลียมซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ใน
ปัจจุบนัท่ีปรับตวัสูงข้ึน รวมทั้งความตอ้งการของผูบ้ริโภคท่ีตอ้งการผลิตภณัฑ์ทางเคมีลดลง จึงท า
ใหเ้กิดความสนใจในการผลิตกรดโพรพิโอนิกและสารต่างๆ จากวตัถุดิบท่ีสามารถน ามาใชใ้หม่ได ้
รวมทั้งวสัดุเหลือใช้ทางการเกษตรและของเสียจากอุตสาหกรรม และเป็นกระบวนการผลิตท่ีเป็น
มิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นกระบวนการทางชีวภาพจึงเขา้มามีบทบาทในการผลิตกรดโพรพิโอนิก
มากข้ึน ซ่ึงกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกสามารถผลิตได ้2 วธีิ ดงัน้ี 

ก. ข. 
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http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma%20%20aldrich/structure3/168%20/mfcd00146341.eps/_jcr_content/renditions/medium.png
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        2.3.1 การผลติกรดโพรพโิอนิกทางเคมี (สุขใจ, 2554) 

                การผลิตกรดโพรพิโอนิกในระดบัอุตสาหกรรมนิยมผลิตโดยกระบวนการทางเคมี ซ่ึง
ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ 
                1. การเกิดปฏิกิริยาออกโซ หรือ ไฮโดรฟอร์มิลเลชนั (oxo หรือ hydroformylation)  ของ 
เอทิลีนท าปฏิกิริยากบัคาร์บอนมอนอกไซด์และไฮโดรเจน โดยมี dicobalt octacarbonyl (Co2(CO8)) 
เป็นสารเร่งปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิประมาณ 150 องศาเซลเซียส และความดนั 250-300 บาร์ ไดผ้ลผลิต
เป็นโพรพิโอนลัดีไฮด ์(propionaldehyde) เรียกวา่ Reppe process ดงัสมการ 
 

CH2=CH2 + CO + H2   CH3CH2CHO 
              เอทิลีน             คาร์บอนมอนอกไซด ์              โพรพโิอนลัดีไฮด์ 
 
                2. ต่อมาเกิดปฏิกิริยา aerobic oxidation ของโพรพิโอนลัดีไฮด์ โดยมีโคบอลตห์รือแมง- 
กานีสไอออนเป็นสารเร่งปฏิกิริยาซ่ึงปฏิกิริยาจะเกิดอย่างรวดเร็วท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
ความดนั 6-7 บาร์ ดงัสมการ 
 

CH3CH2CHO    +    ½ O2    CH3CH2COOH 
        กรดโพรพิโอนิก 
 
                หรือการสังเคราะห์กรดโพรพิโอนิกอาจเกิดจากปฏิกิริยาคาร์บอนิเลชันของเอทิลีน 
เรียกวา่ Koch reaction โดยท าปฏิกิริยากบัคาร์บอนมอนอกไซด์ และน ้ า มีนิกเกิลคาร์บอนิล (nickel 
carbonyl) เป็นสารเร่งปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 300 องศาเซลเซียส ความดนั 200-250 บาร์ ดงัสมการ 
 

CH2=CH2 + CO + H2O   CH3CH2COOH 
              เอทิลีน                   กรดโพรพิโอนิก 
 
                ในกรณีท่ีตอ้งการใชค้วามดนัต ่าส าหรับปฏิกิริยาคาร์บอนิเลชนัของเอทิลีนสามารถท าได้
โดยใชนิ้กเกิล-โมลิบดีนมั คาร์บอนิล (nickel-molybdenum carbonyl) เป็นสารเร่งปฏิกิริยาร่วมกบั
ไอโอไดรด ์และกรดฟอสฟอริก ท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ร่วมกบัการใชค้วามดนัท่ี 10-30 บาร์ 
                การผลิตกรดแอซีติกโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ naphtha จะให้กรดโพรพิโอนิก       
เป็นผลิตผลพลอยได้ ในประเทศสหราชอาณาจักร โรงงานจะเก็บผลิตผลพลอยได้น้ีเพื่อเพิ่ม      
มูลค่าโดยการสังเคราะห์กรดโพรพิโอนิกอาศยัปฏิกิริยาโฮโมโลเคชั่น (homologation) ของกรด   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แอซีติกกบัคาร์บอนมอนอกไซด์ และไฮโดรเจน ท่ีอุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส ความดนั 270 บาร์ 
จะได้กรดบิวทิริกและกรดวาเลอริก (valeric acid) เป็นผลผลิตรอง โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจะใช ้     
รูทิเนียม (ruthenium) หรือโรเดียม (rhodium) ร่วมกบัลิแกนด์ (ligands) เช่น แอซีทลัแอซีโทเนต 
(acetylacetonate) กบัไอโอไดรดเ์ป็นสารเร่งปฏิกิริยา ดงัสมการ 
 

CH3COOH   +   CO   +   2H2   C2H2COOH     +    H2O 
             กรดแอซีติก                           กรดโพรพิโอนิก 
 
        2.3.2 การผลติกรดโพรพโิอนิกทางชีวภาพ 

                การผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีทางชีวภาพโดยใช้เช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรด      
โพรพิโอนิก ถึงแมว้า่กระบวนการผลิตดว้ยวิธีทางชีวภาพจะมีความน่าสนใจ แต่เน่ืองจากอตัราการ
ผลิตของกรดโพรพิโอนิกท่ีค่อนข้างต ่า ท าให้การผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีทางชีวภาพยงั         
ไม่สามารถแข่งขนักับการผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีการทางเคมีได้ (Liu และคณะ, 2011; 
Suwannakham และ Yang, 2005) กระบวนการหมกักรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือจุลินทรียใ์ห้ผลดงั
สมการของ Fitz (Fitz equation) ดงัน้ี (ก) Benjelloun, และคณะ, 2005; (ข) Boyaval และ Corre, 
1995 
 
(ก) 3 Lactate  2 propionate      +      1 acetate        +       1 CO2            +         1 H2O 
        แลกเทต             โพรพิโอเนต               แอซีเทต         คาร์บอนไดออกไซด ์       น ้า 
 
(ข) 1.5 glucose   2 propionic acid      +      1 acetic acid     +     1 CO2          +        1 H2O 
          กลูโคส   กรดโพรพิโอนิก  กรดแอซีติก   คาร์บอนไดออกไซด ์       น ้า 
 
                ผลผลิตสูงสุดตามทฤษฎีจะไดก้รดโพรพิโอนิกร้อยละ 54.8 (น ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั) และได้
ปริมาณกรดทั้งหมดร้อยละ 77 จากปฏิกิริยาดงัสมการการเกิดกรดโพรพิโอนิก จะเกิดกรดแอซีติก
เป็นผลิตผลพลอยไดเ้พื่อรักษาไฮโดรเจนและสมดุลของรีดอกซ์ วิถีท่ีจุลินทรียส่์วนมากใช้ในการ
เปล่ียนแปลงเพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก คือ วถีิกรดไดคาร์บอกซิลิก หรือวิถีซกัซิเนต (รูปท่ี 2.4) ส่วน
วิถีอะคริลิก (acrylic pathway) (รูปท่ี 2.5) มีความจ ากดัเฉพาะแบคทีเรีย 2-3 ชนิดเท่านั้น คือ 
Clostridium propionicum, Megasphaera elsdenii และ Bacteroides ruminicola (สุขใจ, 2554) 
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รูปที ่2.4 วถีิกรดไดคาร์บอกซิลิกหรือซกัซิเนต 

ทีม่า: http://www.pnas.org/content/104/25/10631/F4.large.jpg (วนัท่ีสืบคน้ 15 ธนัวาคม 2556) 
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รูปที ่2.5 วถีิอะคริลิก (acrylic pathway) 

ทีม่า: Dalal และคณะ (1980) 

 

                ดงันั้นจึงไดมี้การพฒันาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยกระบวนการทางชีวภาพ เพื่อให้ได้
ผลผลิตสูงและใชต้น้ทุนต ่า เช่น การใชแ้หล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกในการผลิต
กรดโพรพิโอนิก การใช้วสัดุห่อหุ้มเซลล์เพื่อให้เซลล์สามารถเจริญและผลิตผลิตภณัฑ์ไดม้ากข้ึน 
การปรับปรุงสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์รวมไปถึงการพฒันากระบวนการหมกัท่ีเกิดข้ึนพร้อมกบัการแยก
ผลิตภณัฑอ์อกมาจ านวนมาก เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตกรดโพรพิโอนิก เป็นตน้ 
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2.4  จุลนิทรีย์ผลติกรดโพรพโิอนิก 

        จุลินทรีย์ท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิก คือ แบคทีเรียท่ีอยู่ในสกุล Propionibacterium เรียกว่า
แบคทีเรียกรดโพรพิโอนิก (propionic acid bacteria) ดงัตารางท่ี 2.2 พบคร้ังแรกในเนยสวิส (Swiss 
cheese) ผลผลิตสุดทา้ยท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัจะไดก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงจะท าให้เกิด
ลกัษณะรูพรุนในเนยแขง็ (Coral และคณะ, 2008; Lind, 2010) 
        แบคทีเรียในสกุล Propionibacterium มีความสามารถในการใชน้ ้ าตาลไดห้ลากหลายชนิดเป็น
สารตั้งตน้ แต่แบคทีเรียในสกุลอ่ืนๆ เช่น Veillonella parvula สามารถใชไ้ดเ้พียงแลกเตต ไพรูเวต 
และซกัซิเนต โดยไม่สามารถใชค้าร์โบไฮเดรตเป็นสารตั้งตน้ในการหมกัได ้จึงท าให้แบคทีเรียสกุล 
Propionibacterium ถูกน ามาใช้ในการผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด และไดรั้บการยอมรับว่าเป็น
แบคทีเรียท่ีมีความปลอดภยั GRAS (generally recognized as safe) โดยหน่วยงานอาหารและยาของ
สหรัฐอเมริกา (Suwannakham, 2005; Xu และคณะ, 2011) 
 
ตารางที ่2.2 แบคทีเรียท่ีใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

จุลนิทรีย์ เอกสารอ้างองิ 

Propionibacterium acidipropionici NRRLB 3569 
Propionibacterium acidipropionici DSM 4900 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 
 
 
Propionibacterium acidipropionici TISTR 422 
Propionibacterium freudenreichii CICC 10019 
Propionibacterium acidipropionici CGMCC 1.2230 
Propionibacterium acidipropionici CGMCC 1.2225 
Propionibacterium frudenreichii CCTCCM 207015 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965 
Propionibacterium frudenreichii ssp. shermanii 
Propionibacterium  acidipropionici ATCC 25562 

Kagliwal และคณะ (2013) 
Dishisha และคณะ (2013) 
Liu และคณะ (2012); Zhang และ Yang 
(2009); Suwannakham และ Yang (2005); 
Gupta  และ Srivastava (2001) 
Choojun และ Yoonprayong (2012) 
Wang และคณะ (2012) 
Zhu และคณะ (2012); Zhu และคณะ (2010) 
Liu และคณะ (2011) 
Feng และคณะ (2011); Feng (2010) 
Coral และคณะ (2008) 
Kosmider และคณะ (2010) 
Bories และคณะ (2004); Himmi และคณะ 
(2000) 

 
        ลกัษณะทัว่ไปของแบคทีเรียกรดโพรพิโอนิก คือ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่เคล่ือนท่ี ไม่
สร้างสปอร์ ไม่มีการสร้างแฟลกเจลลา สร้างเอนไซม์คะตะเลส มีรูปร่างหลายแบบ ไดแ้ก่ รูปร่าง
กลม ท่อนยาว หรือท่อนไมก้ระบอง การเรียงตวัของเซลล์อาจอยู่เป็นเซลล์คู่ หรือเด่ียว ลกัษณะ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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โครงสร้างทางสัณฐานวิทยา (morphology) และขนาดจะแตกต่างกนัอย่างชดัเจน ข้ึนอยู่กบัระยะ
ของการเจริญเติบโตและสภาพแวดล้อม มีการเจริญแบบแฟกคลัเททีฟแอนแอโรบ (facultative 
anaerobe) เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส สามารถหมกักรดโพรพิโอนิก กรดซกัซินิก        
กรดแอซีติก และคาร์บอนไดออกไซด์ มีความตอ้งการสารอาหารท่ีซับซ้อน เจริญเติบโตช้า (Coral     
และคณะ, 2008; Lind, 2010) แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 มีความส าคญัดา้นอุตสาหกรรม หรือ
กลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบัผลิตภณัฑ์นม มีอยู่ 6 สายพนัธ์ุ คือ P. freudenreichii, P. jensenii, P. theonii,                
P. coccoides, P. cyclohexanicum, P. acidipropionici ดงัแสดงในรูปท่ี 2.6 
        ส าหรับเช้ือ P. acidipropionici มีความสามารถในการผลิตกรด เช้ือในกลุ่มน้ีเป็นกลุ่มท่ีมีความ 
ส าคญัมากทางดา้นอุตสาหกรรมต่างๆ และใชก้นัอย่างแพร่หลาย เช่น ใช้ในอุตสาหกรรมผลิตเนย
แข็ง อุตสาหกรรมการผลิตวิตามินบี 12 การผลิตกรดโพรพิโอนิก สารประกอบพวก เททระไพโรล 
(tatrapyrol) อุตสาหกรรมการท าขนมปังใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ในการหมกัหญา้ส าหรับใชเ้ล้ียงสัตว์
และใช้ในการเตรียมยาบางชนิด ส่วนกลุ่มท่ี 2 คือ กลุ่มท่ีเจริญอยู่บนผิวหนงัของมนุษยห์รือท าให้
เกิดสิว กลุ่มน้ีไม่ค่อยมีความส าคญัทางดา้นอุตสาหกรรมคือ P. acnes เช้ือจุลินทรียท่ี์นิยมใชใ้นการ
การพฒันากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก ดงัตารางท่ี 2.3 
 

 
 

รูปที ่2.6 แบคทีเรียโพรพิโอนิกสายพนัธ์ุต่างๆ ดงัน้ี ก) P. freudenreichii, ข) P. acidipropionici,  
               ค) P. jensenii และ ง) P. thoenii 

ทีม่า: Lind (2010) 

 ง 

 ข  ก 

 ค 
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ตารางที ่2.3 จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการพฒันากระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

จุลนิทรีย์ คุณสมบัติ 
P. acidipropionici ATCC 25562 
P. acidipropionici ATCC 4875 
P. acidipropionici P9 
P. acidipropionici P68 
P. acidipropionici P200910 

เป็นสายพนัธ์ุท่ีให้ผลผลิตของกรดโพรพิโอนิกสูง 
เจริญได้ภายใต้สภาวะมีออกซิเจน โคโลนีมีสีเบจ 
(beige) ถึงสีส้ม 

P. freudenreichii subsp. freudenreichii ทนอุณหภูมิสูง ใช้เป็นหัวเช้ือในการผลิตสวิสชีส 
(swiss cheese) โคโลนีมกัมีสีขาวหรือสีเบจ (beige) 

P. freudenreichii subsp. shermanii ทนอุณหภูมิสูง ใช้เป็นหัวเช้ือในการผลิตสวิสชีส 
(swiss cheese) โคโลนีมกัมีสีขาวหรือสีเบจ (beige) 

P. shermanii CDB10014 
P. shermanii IF012426 
P. shermanii TL162 
P. shermanii P93 
P. shermanii ATCC6207T 

เป็นสายพนัธ์ุใหม่ท่ีใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

P. thoenii P20 
P. thoenii P38 
P. thoenii P54 

เป็นสายพนัธ์ุท่ีทนกรด (acid tolerant strain) มีการ
เจริญเติบโตช้ามากท่ีสุด โคโลนีมีสีเหลือง ส้ม แดง 
หรือน ้าตาล 

P. jensenii P114 
P. jensenii P117 

เป็นสายพนัธ์ุท่ีทนกรด (acid tolerant strain) มีทั้ง
กลุ่มท่ีเจริญได้ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและไม่มี
ออกซิเจน โคโลนีมีสีครีมถึงสีเหลือง 

P. cyclohexanicum TA-12T 
P. cyclohexanicum IAM 
P. cyclohexanicum 14535T 

เป็นสายพนัธ์ุท่ีทนกรด (acid tolerant strain) ผลิต
กรดแลกติก โคโลนีมีสีขาวหรือสีครีม 

Clostridium propionicum ATCC 25522 เจริญในภาวะท่ีไม่ มีออกซิเจนเท่านั้ น (obligate 
anaerobe) ผลิตโพรพิโอเนตผ่านวิถีอะคริเลต 
(acrylate pathway) 

ทีม่า: Rogers และคณะ (2006); Lind (2010) 
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        การผลิตกรดโพรพิโอนิกด้วยวิธีทางชีวภาพผ่านวิธีการหมกัโดยใช้แบคทีเรียโพรพิโอนิก 
แมว้า่มีความน่าสนใจ แต่ความเขม้ขน้ผลิตภณัฑ์ ผลได ้และอตัราการผลิตของกรดโพรพิโอนิกมีค่า
ค่อนขา้งต ่า (Liu และคณะ, 2011) โดยอุปสรรคหรือขอ้จ ากดัท่ีส าคญัในการผลิตกรดโพรพิโอนิก
ด้วยวิธีการทางชีวภาพ คือ แบคทีเรียมีอัตราการเจริญเติบโตช้า ( Rogers และคณะ, 2006) 
กระบวนการหมกัใชเ้วลานานประมาณ 7-12 วนั (Rehm และ Reed, 1981) กระบวนการหมกัจะถูก
ยบัย ั้งการผลิตโดยผลิตภณัฑ์กรดท่ีเกิดข้ึน แมว้า่จะมีความเขม้ขน้ท่ีต ่ามากก็ตาม (ประมาณ 10 กรัม
ต่อลิตร) ดว้ยเหตุน้ีท าให้เกิดการจ ากดัปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีจะสามารถผลิตได ้(Coral และ 
คณะ, 2008; Xu และคณะ, 2011) นอกจากนั้นกระบวนการแยกและการท าให้บริสุทธ์ิมีค่าใชจ่้ายสูง
และมีความยุง่ยากซบัซอ้น (Suwannakhan, 2005) ดงันั้นจึงไดมี้การพฒันาการผลิตกรดโพรพิโอนิก
โดยกระบวนการทางชีวภาพ เพื่อให้ไดผ้ลผลิตสูงและใช้ตน้ทุนต ่า ตวัอย่างของกระบวนการผลิต
กรดโพรพิโอนิกโดยกระบวนการทางชีวภาพ แสดงดงัตารางท่ี 2.4 
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ตารางที ่2.4 การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยจุลินทรีย ์กระบวนการหมกั แหล่งคาร์บอน และผลผลิต 

จุลนิทรีย์ กระบวนการหมกั แหล่งคาร์บอน 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อกรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici 
DSM4900 

Batch adsorption on PEI-Luffa 
Batch adsorption on PEI-Poraver 

กลีเซอรอล 
(40 g/l) 

20 
15 

0.29 
1.40 

0.74 
0.86 

Dishisha และคณะ 
(2012) 

P. acidipropionici CGMCC 
1.2230 

FBB (Batch) 
FBB (Fed-batch) 

ชานออ้ย 12.9 
58.8 

0.88 
0.38 

0.29 
0.37 

Zhu และคณะ (2012) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Fed-batch Xylose 
Corncob molasses 

53.2 
71.8 

0.23 
0.28 

- 
- 

Liu และคณะ (2012) 

P. acidipropionici FBB 
Fed-batch free cell 
repeat (FBB) 

Jeruralem artichoke 
hydrolysate 

68.5 
40.6 
26.2 

1.55 
0.19 
3.69 

0.434 
0.379 
0.483 

Liang และคณะ 
(2012) 

P. acidipropionici CGMCC 
1.2225 (ATCC 4965) 

Batch 
Fed-batch 

กลีเซอรอล 
ต่อกลโูคส (4/1) 

21.9±0.72 
29.2±0.70 

0.152 
0.152 

0.572±0.018 
0.544±0.012 

Liu และคณะ (2011) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 (ack gene) 

Free cell adapted culture 
FBB adapted culture 

กลีเซอรอล 26.0±0.6 
23.0±1.3 

0.10±0.03 
0.25±0.03 

0.54±0.02 
0.54±0.02 

Zhang และ Yang 
(2009b) 

หมายเหตุ: FBB = Fibrous-bed bioreactor; Extractive ferm = Extractive fermentation; CSTR = Continuously stirred tank reactor 
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ตารางที ่2.4 การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยจุลินทรีย ์กระบวนการหมกั แหล่งคาร์บอน และผลผลิต (ต่อ) 

จุลนิทรีย์ กระบวนการหมกั แหล่งคาร์บอน 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อกรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici ATCC 
4875 (mutant strain) 

FBB (mutant strain) 
FBB Free cell (mutant strain) 
FBB Free cell (wild type) 

กลโูคส 71.8±0.8 
51.5±0.9 
52.2±1.1 

- 
- 
- 

0.65±0.02 
0.47±0.01 
0.41±0.02 

Suwannakham และ 
Yang (2005) 

P. acidipropionici ATCC 
25562 

Entrapment in Ca+ alginate beads กลีเซอรอล 12 0.80 0.75 Bories และคณะ 
(2004) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Batch 
Continuous 
Continuous with cell retention 

Cheese whey 15.7 
14.5 
19.7 

0.312 
0.715 
0.980 

- 
- 
- 

Gupta และ Srivastava 
(2001) 

P. acidipropionici ATCC 
25562 

Batch กลีเซอรอล 12 0.42 0.79 Himmi และคณะ 
(2000) 

P. acidipropionici DSM 
8250 

CSTR+UF cell recycle ซูโครส 
กากน ้าตาล 

16.2 
17.7 

8.0 
4.4 

0.4 
0.5 

Quesdada-Chanto 
และคณะ (1994) 

หมายเหตุ: FBB = Fibrous-bed bioreactor; Extractive ferm = Extractive fermentation; CSTR = Continuously stirred tank reactor 
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2.5  ปัจจัยทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก 

        2.5.1 คาร์บอน 

                แหล่งคาร์บอนเป็นปัจจยัส าคญัอยา่งหน่ึงท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยวตัถุดิบ
ท่ีแบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิกสามารถใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน ไดแ้ก่ กลูโคส ไซโลส มอลโทส 
ซูโครส หางนม แล็กโทส (Kumar และ Babu, 2006) กลีเซอรอล (Himmi และคณะ, 2000; Liu และ
คณะ, 2011) กากน ้ าตาล (Obaya และคณะ 2004; Coral และคณะ, 2008; Feng และคณะ, 2011) ซ่ึง
จดัอยู่ในกลุ่มสารประกอบอินทรียห์รือกลูโคส มอลโทส แลกโทส ซูโครส และแป้ง ซ่ึงจดัอยู่ใน
กลุ่มสารประกอบคาร์โบไฮเดรต (Prescott และ Dunn, 1959) การเปล่ียนกลูโคสไปเป็นกรด         
โพรพิโอนิกและกรดแอซีติกของแบคทีเรีย P. acidipropionici แสดงดงัสมการ 2.1 และ                 
P. acidipropionici ยงัสามารถเปล่ียนกรดแลกติกไปเป็นกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติก ดัง
สมการท่ี 2.2 (Tyree และคณะ, 1991) 

1.5 C6H12O6   2 CH3CH2COOH  +  CH3COOH  +  CO2  +  H2O    2.1 

3 CH3CHOHCOOH   2 CH3CH2COOH  +  CH3COOH  +  CO2  +  H2O    2.2 

                มีรายงานวา่แหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนัจะส่งผลให้ความเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกท่ี
ได้แตกต่างกนั เม่ือเปรียบเทียบระหว่างแลกเตต กลีเซอรอล และกากน ้ าตาล พบว่าแลกเตตเป็น
แหล่งคาร์บอนท่ีใหค้วามเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกสูงสุด ส าหรับกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี
เหมาะสมเม่ือตอ้งการท่ีจะผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีบริสุทธ์ิ โดยท่ีไม่มีกรดแอซีติกเป็นผลพลอยได ้
ส่วนกากน ้ าตาลจะให้ผลได้ของมวลชีวภาพสูงสุด ซ่ึงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีผลิตกรด     
โพรพิโอนิกบนแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้าตาล เช่น กลูโคส แล็กโทส และกาแล็กโทส จะให้ผลไดข้อง
พลงังานมากกว่าแลกเตตและเป็นผลให้มีอตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติกท่ีสูงกว่า 
(Lind, 2010) 

        2.5.2 ไนโตรเจน 

                แหล่งไนโตรเจนเป็นอีกปัจจัยท่ีมีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและการผลิตกรด        
โพรพิโอนิก เน่ืองจากใช้ในการสังเคราะห์กรดอะมิโน พิวรีน ไพริมิดีน คาร์ไฮเดรตบางชนิด ลิพิด 
เอนไซม ์โคแฟกเตอร์ และสารชนิดอ่ืนๆ แหล่งไนโตรเจนไดแ้ก่ เกลืออนินทรีย ์เช่น แอมโมเนียม
ซลัเฟต ((NH4)2SO4) และแอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3) และสารประกอบอินทรีย ์เช่น ซอยเพป-
โตน (soy peptone) สารสกดัยสีต ์และน ้าแช่ขา้วโพด เป็นตน้ โดยสารสกดัยีสตคื์อแหล่งไนโตรเจน
ท่ีดีท่ีสุดใหผ้ลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงท่ีสุด มีรายงานการวิจยัของ Kagliwal และคณะ (2013) ศึกษา
การกระบวนการหมักกรดโพรพิโอนิกจากแป้งสาลีและแหล่งไนโตรเจนต่างๆ คือ ยีสต์สกัด      
ซอยเพปโตน และแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่าการหมกัขา้วสาลีท่ีผ่านย่อย ซ่ึงเทียบเท่ากบัการย่อย
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แป้งเป็นน ้ าตาลถึง 90 กรัมต่อลิตร และเสริมดว้ยสารสกดัยีสต ์15 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตกรด   
โพรพิโอนิกสูงสุดเป็น 48.61 กรัมของกรดโพรพิโอนิก 

        2.5.3 โคแฟคเตอร์ 

                โดยทัว่ไปการท างานของเอนไซม์ในส่ิงมีชีวิตจ าเป็นตอ้งอาศยัโคแฟกเตอร์เพื่อท าให้
เกิดปฏิกิริยาการสร้างกรดโพรพิโอนิก โคแฟคเตอร์ท่ีใชใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกในอาหารส่วน
ใหญ่ คือ แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ได
โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) โคบอลต์คลอไรด์ (CO2Cl2) แมงกานีสซัลเฟต 
(MnSO4) แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) มีรายงานการวจิยัของ Coelho และคณะ (2011) ไดร้ายงานการ
ใช ้K2HPO4 ซ่ึงเป็นโพแทสเซียมไอออนและฟอสเฟตส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียแ์ละ
ยงัเป็นบฟัเฟอร์ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

        2.5.4 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

                จุลินทรียแ์ต่ละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ในอาหารเพาะเล้ียงส่งผลต่อการท างานของเอนไซมใ์นจุลินทรียมี์ผลให้
การเจริญเติบโตและการสร้างกรดโพรพิโอนิกในเซลล์จุลินทรียจึ์งแตกต่างกนั ค่าความเป็นกรด-
ด่างท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกอยูร่ะหว่าง 6.5-7.5 (Tittster, 1940; Champagns และคณะ, 
1989; Crespo และคณะ, 1990; Yang และคณะ, 1994) แต่เจริญไดดี้ท่ีสุดในช่วง 7.0 (Prescott และ 
Dunn, 1959) ส าหรับค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วง 4.0 เช้ือแบคทีเรีย P. acidipropionici จะไม่
สามารถเจริญได ้และถา้ค่าความเป็นกรด-ด่างสูงกวา่ 7.0 การเจริญของเช้ือจุลินทรียจ์ะลดลงอย่าง
รวดเร็ว 

        2.5.5 อุณหภูม ิ

                อุณหภูมิเป็นปัจจยัทางกายภาพท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละการสร้างกรด
โพรพิโอนิก โดยทัว่ไปแล้วแบคทีเรียในสกุล Propionibacteria มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตประมาณ 30 องศาเซลเซียส (Lind, 2010) แต่สามารถเจริญไดใ้นอุณหภูมิช่วง 15-40 
องศาเซลเซียส ซ่ึงข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุและภาวะในการเจริญอ่ืนๆ 

        2.5.6 การให้อากาศ 

                องค์ประกอบของการให้อากาศมีผลต่อการสังเคราะห์สารแมแทบอไลท์ เม่ือน าเช้ือ            
P. freudenreichii subsp. shermanii ทั้งหมด 3 สายพนัธ์ุ ท่ีเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนเปรียบเทียบ
กับสภาวะ ท่ีไม่ มีออกซิ เจน  พบว่าสภาวะ ท่ี มีออกซิ เจนจะมีการผลิตกรดแอซี ติกและ
คาร์บอนไดออกไซด์เพิ่มสูงข้ึน แต่มีการผลิตกรดโพรพิโอนิกต ่าลง (Lind, 2010) ในงานวิจยัของ 
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Rogers และคณะ (2006) มีการศึกษาถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งแบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิกกบั
ออกซิเจน เก่ียวกบัอตัราการเจริญเติบโตและผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการหมกั พบว่า P. shermanii      
สายพนัธ์ุ CDB 10014 เจริญได้ดีในสภาวะท่ีมีอตัราการถ่ายโอนออกซิเจน 24 มิลลิโมลของ
ออกซิเจนลิตรต่อชัว่โมง ระหวา่งการเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีกลูโคส และอตัราการเจริญของเซลล์
ลดลงจากสภาวะท่ีมีออกซิเจนประมาณ 1 ใน 3 เม่ือเปรียบเทียบกบัการเจริญในสภาวะท่ีไม่มี
ออกซิเจน ในขณะท่ีผลไดใ้นสภาวะท่ีมีออกซิเจนจะเพิ่มข้ึนประมาณร้อยละ 50 เม่ือเปรียบเทียบกบั
ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน ดงันั้นการเจริญของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิกจึงถือวา่มีความไว
ต่อออกซิเจน แต่การเจริญเติบโตของเช้ือ P. shermanii และ P. acidipropionici ในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนจะส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งการผลิตกรดโพรพิโอนิกและมีการสร้างกรดแอซีติกและ      
กรดแลกติกเพิ่มข้ึน และงานวิจัยของ Filya และคณะ (2004) ได้ท าการศึกษาการใช้เช้ือ                  
P. acidipropionici เพียงชนิดเดียวหรือผสมร่วมกับ Lactobacillus plantarum ซ่ึงจะมีผลต่อ
กระบวนการหมกัและสภาวะการให้อากาศ พบวา่การใชเ้ช้ือ P. acidipropionici เพียงชนิดเดียวจะมี
การสร้างกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติกในระดบัท่ีสูงกวา่การใชเ้ช้ือ L. plantarum เพียงชนิดเดียว
และเช้ือผสมระหวา่ง P. acidipropionici กบั L. plantarum ซ่ึงจะเป็นผลดีต่อการยบัย ั้งกิจกรรมของ
ยสีตท่ี์มีต่อขา้วสาลี ขา้งฟ่าง และขา้วโพดในอาหารสัตว ์

        2.5.7 แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 

                แคลเซียมคาร์บอเนตมีบทบาทในการปรับให้ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ
ไม่ใหล้ดต ่าลงมาก ซ่ึงท าใหมี้การผลิตกรดโพรพิโอนิกไดส้มบูรณ์มากข้ึน รายงายวิจยัของ Choojun 
และ Yoonprayong (2012) ศึกษาการปรับปรุงการผลิตกรดโพรพิโอนิกเพื่อยบัย ั้งเช้ือราโดย          
เช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ถูกตรึงดว้ยแคลเซียมแอลจิเนตโดยใช้หางนมเป็นซับสเตรท        
การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเซลลต์รึงในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงใชแ้คลเซียมคาร์บอเนต ร้อยละ 1 
และโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 5 นอร์มอล เพื่อควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5 ให้กรด   
โพรพิโอนิกสูงสุด งานวิจยัของ สุรนารถ (2550) ศึกษาผลของความเขม้ขน้ของแคลเซียมคาร์-           
บอเนตท่ีเหมาะสมในการผลิตกรด โพรพิโอนิกจากหางนม ในการหมักแบบกะโดยใช้เช้ือ                        
P. acidipropionici ATCC 4965 พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต ให้ผลผลิตกรด   
โพรพิโอนิก 20.66 กรัมต่อลิตร สูงกว่าอาหารท่ีไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต ซ่ึงให้ผลผลิต 11.30 
กรัมต่อลิตร และปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากอาหารท่ีมีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1, 1.5, 
2 และ 2.5 ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ ปัจจยัต่างๆท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก ดงักล่าวเหล่าน้ี
สามารถสรุปไดด้งัตารางท่ี 2.5 
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ตารางที ่2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อกรดโพรพิโอนิก 

จุลนิทรีย์ 
กระบวน   
การผลติ 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พเีอช 
อุณหภูม ิ
(°C) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อกรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici NRRL B 
3569 

Batch Whole wheat 
flour 

สารสกดัยสีต ์ 
(15 g/l) 

6.0 37 48.61 - - Kagliwal และ
คณะ (2013) 

P. freudenreichii subsp. 
shermanii 

FBB กลูโคส 
กลีเซอรอล 
กลูโคสและ     
กลีเซอรอล 

น ้ าแช่ขา้วโพด 6.5 32 - 0.19 
0.11 
0.18-0.23 

0.39 
0.69 
0.54-0.65 

Wang และ 
Yang (2013) 

P. acidipropionici DSMZ 
8250, V. criteci DSM 20734, 
L. zeae DSMZ 20178 

Fed-batch 
batch 

Flour hydrolysate - - - 30 
17-20 

0.33 
- 

- 
- 

Sabra และคณะ 
(2013) 

P. acidipropionici DSM 
4900 

Batch กลีเซอรอล  
(85 g/l) 

น ้ ามนัฝร่ัง 6.5 32 43.8  0.88 84 (mol%) Dishisha และ
คณะ (2013) 

V. criteci DSM 20734 
L. zeae DSMZ 20178 

CSTR กลูโคส สารสกดัยสีตแ์ละ    
เปปโตน 

6.0 37 28 0.61 - Dietz และคณะ 
(2013) 

P. acidipropionici DSM 4900 Batch (PEI-
Luffa) 
Batch (PEI-
Poraver) 

กลีเซอรอล  
(40 g/l) 

- 6.5 32 20 
 
15 
 

0.29 
 
1.40 

0.74 
 
0.86 

Dishisha และคณะ 
(2012) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อกรดโพรพิโอนิก (ต่อ) 

จุลนิทรีย์ 
กระบวน  
การผลติ 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พเีอช 
อุณหภูม ิ
(°C) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อกรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici TISTR 
422 (Ca+alginate 
immobilization) 

Batch 
(2 รอบ) 

เวย ์ สารสกดัยสีต ์ 6.5 30 29.24 - - Choojun และ 
Yoonprayong 
(2012) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Fed-batch เฮมิเซลลูโลส 
Corncob 
molasses 

สารสกดัยสีต ์ 6.0 30 53.2 
71.8 

0.23 
0.28 

- 
- 

Liu และคณะ 
(2012) 

P. acidipropionici CGMCC 
1.2230 

Batch 
FBB (Fed-
batch) 

ชานออ้ย - 7.0 30 12.9 
58.8 

0.88 
0.38 

0.29 
0.37 

Zhu และคณะ 
(2012) 

P. freudenreichii PFB กากน ้ าตาล 
กากน ้ าตาล 

สารสกดัยสีต์
Waste cells 

- 35 91.89±4.59 
79.81±3.99 

- 
- 

- 
- 

Feng และคณะ 
(2011) 

P. freudenreichii CCTCC 
M207015 

FBB (batch) 
FBB (fed-
batch) 

ไม่ยอ่ยกากน ้ าตาล 
ยอ่ยกากน ้ าตาล 

- 
 

- 
 

- 
 

41.22 
91.9 

0.34 
0.36 

0.41 
0.46 

Xu และคณะ 
(2011) 

P. acidipropionici CGMCC 
1.2225 

Batch 
Fed-batch 

กลีเซอรอลและ 
กลูโคส (4:1) 

สารสกดัยสีต ์ 6.5 30 21.9±0.72 
29.2±0.70 

0.152 
0.152 

0.572±0.018 
0.544±0.012 

Liu และคณะ 
(2011) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อกรดโพรพิโอนิก (ต่อ)  

จุลนิทรีย์ 
กระบวน   
การผลติ 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พเีอช 
อุณหภูม ิ
(°C) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อกรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. freudenreichii ssp. 
shermanii 

Batch แลก็โทส, 
แลก็โทสและ    
กลีเซอรอล, 
แลก็โทสและ    
กลีเซอรอลหยาบ 

- 
 

- 
 

- 
 

22.57 
24.47 
 
24.80 

- 
- 
 
- 
 

- 
- 
 
- 
 

Kośmider และ
คณะ (2010) 

P. freudenreichii CCTCC 
M207015 

MFB (batch) 
MFB (Fed-
batch) 

กลูโคส 
(80 g/l) 

สารสกดัยสีตแ์ละ         
เปปโตน 

- - 32.65±0.77 
 
36.61±0.57 

0.19±0.0014 
 
0.23±0.0023 

- 
 
- 

Feng และคณะ 
(2010) 

P. freudenreichii CCTCC 
M207015 

Batch 
pH-shift  
Fed-batch 

กลูโคส - 6.0 
 

35 14.58 
19.21 
25.23 

0.122 
0.178 
0.150 

- 
- 
- 

Feng และคณะ 
(2010) 

P. freudenreichii CCTCC 
M207015 

Batch กลีเซอรอล สารสกดัยสีต ์ 7.0 30 44.62±1.12 0.20±0.075 - Zhu และคณะ 
(2010) 

P. acidipropionici ATCC 4875 
(mutant) 
 

Batch 
FBB (Fed-
batch) 

กลูโคส สารสกดัยสีต ์ 6.5 32 15.6 
97 

0.22 
0.07 

0.37 
0.57 

Zhang และ Yang 
(2009a) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อกรดโพรพิโอนิก (ต่อ)  

จุลนิทรีย์ 
กระบวน   
การผลติ 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พเีอช 
อุณหภูม ิ
(°C) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อ
กรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici ATCC 
4875 (mutant) 

FBB กลีเซอรอล สารสกดัยสีต ์ 7.0 32 23.0±1.3 0.25±0.03 0.59±0.02 Zhang และ 
Yang (2009b) 

P. acidipropionici ATCC 
4965 

Batch 
(133h) 

กากน ้ าตาล 
กลีเซอรอล 
แลกเทต 

สารสกดัยสีต ์ 6.8–7.0 30 8.23±0.12 
6.77±0.11 
15.06±0.56 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

Coral และ
คณะ (2008) 

P. acidipropionici ATCC 
4965 

Batch 
(133h) 

กากน ้ าตาล 
กลีเซอรอล 
แลกเทต 

สารสกดัยสีต ์ 6.8–7.0 36 6.92±0.12 
4.87±0.32 
13.32±0.56 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

Coral และ
คณะ (2008) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 (mutant) 

FBB 
Fed-batch 
(wild type) 
Fed-batch 
(mutant) 

กลูโคส - 6.5 32 71.8±0.8 
52.2±1.1 
 
51.5±0.9 

- 
- 
 
- 

0.65±0.02 
0.42±0.02 
 
0.47±0.01 

Suwannakkham 
และ Yang 
(2005) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Flask Chees whey 
permeate 

สารสกดัยสีต ์ 5.0-7.0 30 3.3 0.458 - Morales และ 
คณะ (2006) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อกรดโพรพิโอนิก (ต่อ)  

จุลนิทรีย์ 
กระบวน   
การผลติ 

แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน พเีอช 
อุณหภูม ิ
(°C) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมต่อ
กรัม) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici ATCC 
4875 (mutant) 

FBB 
FBB  
(wild type) 
FBB (mutant) 

กลูโคส สารสกดัยสีต ์ 6.5 32 71.8±0.8 
52.2±1.1 
 
51.5±0.9 

- 
- 
 
- 

0.65±0.02 
0.42±0.02 
 
0.47±0.01 

Suwannakham 
และ Yang 
(2005) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Batch 
CFCR 5µm 

แลก็โทส - 6.5 30 22 
18.5 

0.25 
0.9 

0.44 
0.40 

Goswami และ 
Srivastava 
(2001) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Continuous 
with cell 
retention 

Cheese whey สารสกดัยสีต ์ 6.0 30 19.7 0.98 - Gupta และ 
Srivastava 
(2001) 

P. acidipropionici ATCC 
4875 

Fed-batch แลก็โทส - 6.0 30 37 0.4 - Goswami และ 
Srivastava 
(2000) 

หมายเหตุ: CFCR = continuous fermentation in situ cell retention bioreactor, FBB = fibrous-bed bioreactor, CSTR = continuously stirred tank reactor; MFB = Multi- 
                  point fibrous-bed bioreactor 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.6  การตรึงเซลล์จุลนิทรีย์ 
                เซลล์จุลินทรีย์ท่ีถูกตรึง หมายถึง จุลินทรีย์ท่ีถูกจ ากัดขอบเขตให้อยู่ในบริเวณท่ีท าให ้      
จุลินทรีย์ไม่สูญเสียความสามารถในการเป็นตวัเร่ง และสามารถน ามาใช้ซ ้ าได้หลายคร้ังอย่าง
ต่อเน่ือง โดยเซลล์ท่ีถูกตรึงอาจอยูใ่นสภาพเซลล์ท่ีก าลงัเจริญ เซลล์ระยะพกัตวั (resting cells) หรือ
เซลลท่ี์ตายแลว้ (death cells) (อรทยั, 2553; Chibata และคณะ, 1978) เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์อิสระ 
(free cell) เซลล์ท่ีถูกตรึงจะมีขอ้ดี คือ สามารถใชซ้ ้ าในระบบกะ หรือระบบต่อเน่ืองไดง่้ายกวา่ มี
โอกาสปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์นๆไดน้อ้ยลง การแยกผลผลิตท าไดง่้ายกวา่ เซลล์ท่ีถูกตรึงส่วนใหญ่
เป็นเซลลใ์นระยะพกัตวัจึงตอ้งการพลงังานนอ้ย เพียงเพื่อรักษาสภาพความอยูร่อด ท าให้ไดผ้ลผลิต
สูงกวา่การใชเ้ซลลอิ์สระ (Mohammadi และคณะ, 2008) 
                เซลลจุ์ลินทรียท่ี์ถูกตรึงสามารถน ามาใชใ้นการผลิตสารอินทรีย์ เช่น การผลิตกรดอะมิโน 
กรดอินทรีย ์กรดนิวคลีอิก สารปฏิชีวนะ ฮอร์โมน และน ้ าตาล เป็นตน้ ในการวิเคราะห์ทางคลินิก
และทางเคมี เช่น ตวัรับรู้ชีวภาพ (microbial sensor) ส าหรับโครงสร้างทางเคมีของการย่อยสลาย
ทางชีวภาพ (biodegradable polymer) และการศึกษากลไกปฏิกิริยาของเอนไซม ์ยงัมีการใชเ้ซลล์
ตรึงในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การผลิตเนยแข็ง และการผลิตเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ เป็นตน้ มี
รายงานการศึกษาการประยกุตใ์ชก้ารตรึงเซลลเ์พื่อผลิตกรดอินทรียช์นิดต่างๆ ดงัตารางท่ี 2.6 
                นอกจากน้ียงัสามารถน าเพกทินมาใช้เป็นวสัดุตรึงเซลล์ รายงานการศึกษาของ Panesar 
และคณะ (2007) พบวา่ใชเ้พกทินในการตรึงเซลล์ L. casei ส าหรับการผลิตกรดแลคติกจากหางนม 
รายงานการศึกษาของ Kurita และคณะ (2008) ศึกษาลกัษณะของเพกทินท่ีสกดัจากเปลือกมะนาว 
(citrus peel) ในส่วนท่ีมีกรดซิตริก โดยท าการศึกษาความแตกต่างของพีเอชและอุณหภูมิ พบวา่ท่ี   
พีเอชเป็นกลางจะให้ความเหนียวแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั ในขณะเดียวกนัอุณหภูมิมากข้ึนจะให้
ความเหนียวลดลง แต่ยงัคงมีความเหนียวมากกวา่เม่ือเทียบกบัเพกทินท่ีไม่ผา่นการย่อย ดงันั้น ใน
งานวจิยัในคร้ังน้ีจึงไดป้ระยกุตใ์ชเ้พกทินท่ีสกดัจากใบกรุงเขมาและน ามาตรึงเซลล์แบคทีเรียเพื่อใช้
ผลิตกรดโพรพิโอนิก 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2.6 ผลการศึกษาการประยกุตใ์ชว้สัดุท่ีใชใ้นการตรึงเซลลจุ์ลินทรีย ์

จุลนิทรีย์ วสัดุทีใ่ช้ในการตรึงเซลล์ 
ผลผลติกรดโพรพโิอนิก  
(กรัมต่อลติร) 

เอกสารอ้างองิ 

P. acidipropionici DSM 4900 
 
P. acidipropionici CGMCC1.2230 
 
P. acidipropionici TISTR 422 
 
P. acidipropionici 
P. freudenreichii CCTCC M207015 
 
P. freudenreichii CCTCC M207015 
 
P. acidipropionici ATCC 4875 (mutant) 
P. acidipropionici ATCC 4875 (mutant) 
P. acidipropionici ATCC 255562 

PEI-Luffa 
PEI-Poraver 
FBB (batch) 
FBB (fed-batch) 
แคลเซียมแอลจิเนต (Batch 2 รอบ) 
 
Fibrous-bed bioreactor (FBB) 
PFB, ยสีตส์กดั 
PFB, เซลลแ์บคทีเรีย 
MFB (batch) 
MFB (fed-batch) 
FBB (fed-batch) 
FBB 
แคลเซียมแอลจิเนต 

20 
15 
12.9 
58.8 
29.24 
 
68.50 
91.89±4.59 
79.81±3.99 
32.65±0.77 
36.61±0.57 
97 
23.0±0.13 
12 

Dishish และคณะ (2013) 
 
Zhu และคณะ (2012) 
 
Choojun และ Yoonprayong 
(2012)  
Liang และคณะ (2012) 
Feng และคณะ (2011) 
 
Feng และคณะ (2010) 
 
Zhang และ Yang (2009a) 
Zhang และ Yang (2009b) 
Boies และคณะ (2004) 

หมายเหตุ: FBB = Fibrous-bed bioreactor; PFB = Plant fibrous-bed bioreactor; MFB = Multi-point fibrous-bed bioreactor
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2.7  กรุงเขมา (อรทยั, 2553) 

        2.7.1 ลกัษณะทัว่ไปของกรุงเขมา 

                กรุงเขมา (Cissampelos pareira L.) ดงัรูปท่ี 2.7 มีช่ือเรียกในทอ้งถ่ินอ่ืน เช่น ขงเขมาพระ
พาย กรุงบาดาลใบกน้บิด (ภาคกลาง), สีฟัน (เพชรบุรี), เครือหมานอ้ย (ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ), 
เปลา้เลือด (แม่ฮ่องสอน), อะกามินเยาะ (มลาย-ูนราธิวาส) กรุงเขมาเป็นไมเ้ถาท่ีเล้ือยไปตามตน้ไม้
อ่ืน ไม่มีมือเกาะ มีคุณสมบติัพิเศษ คือ เม่ือน ามาขยี้กบัน ้ าแลว้ทิ้งไวป้ระประมาณ 15 นาที เกิด 
ลกัษณะเป็นเจลหรือวุน้ เน่ืองจากมีเพกทินเป็นองค์ประกอบจ านวนมาก การกระจายพนัธ์ุใน
ประเทศไทยพบว่าสามารถพบอยู่ทั่วไปแทบทุกภาคของประเทศโดยเฉพาะภาคตะวัน                
ออกเฉียงเหนือ นอกจากน้ีพบวา่มีการกระจายพนัธ์ุท่ีประเทศอินเดีย มาเลเซีย อินโดนีเซีย แอฟริกา
และอเมริกา สภาพท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต คือ ริมแม่น ้ าล าธาร ในป่าผลดัใบ ตั้งแต่พื้นท่ีราบ
ระดบัน ้าทะเลจนถึงพื้นท่ีท่ีสูงจากระดบัน ้าทะเลประมาณ 1,100 เมตร  
 

 
 

รูปที่ 2.7 กรุงเขมา 
ทีม่า: www.thaicattle.com/.../plant/kamoun.jpg (วนัท่ีสืบคน้ 15 ธนัวาคม 2556) 

 
        ในการทดลองในคร้ังน้ีไดเ้ลือกงานวจิยัของอรทยั (2553) น ามาศึกษาต่อเน่ืองในหวัขอ้การตรึง
เซลล ์ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการตรึงเซลล์ของเช้ือ คือ ความเขม้ขน้ของ
สารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาร้อยละ 4 ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางภายในของสายยาง 1.52
มิลลิเมตร ให้ผลผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 25.03 และ 21.88 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 96 และ 108 ชัว่โมง 
ตามล าดบั ส าหรับงานวิจยัท่ีเก่ียวกบัการสกดักรุงเขมาส่วนใหญ่นิยมวิจยัในเร่ืองการสกดัเพกทิน
จากใบกรุงเขมา อยา่งเช่นงานวจิยัของจีราภรณ์ (2549) ศึกษาการผลิตเพกทินผงจากกรุงเขมาดว้ยตวั
ท าละลาย 2 ชนิด คือน ้ ากลัน่และกรดซิตริกร้อยละ 7 ใชอ้ตัราส่วนของแข็งต่อตวัท าละลาย 1:40 
พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเพกทินประกอบดว้ย 4 ขั้นตอน คือ สกดัท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ฟอกสีดว้ยการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ร้อยละ 0.2 ทิ้งไว ้4 ชัว่โมง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แลว้ตกตะกอนดว้ยแอลกอฮอล์ ร้อยละ 95 จากนั้นอบแห้งดว้ยลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
จะไดป้ริมาณเพกทินเท่ากบัร้อยละ 21.65 ± 0.18 และ 48.48 ± 0.35 (ต่อน ้ าหนกัแห้ง) ตามล าดบั
พบว่าการสกดัด้วยน ้ ากลัน่มีปริมาณกรดกาแลคทูโรนิกสูงสุด (ร้อยละ 76.45± 0.13) มีปริมาณ  
เมทธอกซิล ร้อยละ 8.08 จดัอยูใ่นกลุ่มท่ีมีปริมาณเมทธิลเอสเทอร์ต ่า ในขณะท่ี น ้ าทิพย ์และยุวภา 
(2550) ศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิต่อคุณภาพของ เพกทินท่ีสกดัไดจ้ากใบ
กรุงเขมา ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิท่ีใชใ้นการสกดัคือ 2, 4, 6 และ 60, 80 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั พบว่าการสกดัท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสไดป้ริมาณเพกทินมากกว่าท่ี อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส และพบวา่การสกดัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 2 มีปริมาณเถา้นอ้ยท่ีสุด ส่งผลให้
เพกทินท่ีสกดัไดมี้คุณสมบติัละลายน ้ าไดดี้ พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่างมีผลต่อเวลาการเกิดเจลของ
เพกทิน การสกดัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 6 เพกทินจะเกิดเจลไดเ้ร็วและเจลท่ีไดมี้ลกัษณะ
อ่อนนุ่ม แต่การสกดัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 2 จะเกิดเจลไดช้า้แต่เจลมีความแข็งแรงกวา่ ซ่ึง
เป็นลกัษณะท่ีดีของเพกทิน 

 
2.8  ยสีต์ออโตไลเสท 
        ยีสตอ์อโตไลเสทเป็นยีสตส์กดัประเภทหน่ึง ไดจ้ากการยอ่ยสลายตวัเอง (autolysis) ของยีสต ์
(Erten และ Tangular, 2006; Tangular และ Erten, 2008) ซ่ึงยีสตส์กดัท่ีไดจ้ากการยอ่ยตวัเองเป็นท่ี
รู้จกักนัภายใตช่ื้อ สารสกดัยีสต์ (yeast extract) (Bekatorou และคณะ, 2006) เป็นผลิตภณัฑ์ท่ี
ประกอบดว้ย เซลลท่ี์ยอ่ยสลาย โปรตีนท่ีละลายได ้และผนงัเซลล์ ส่วนของผนงัเซลล์จะท าให้เวลา
ใช้งานจะไดส้ารละลายท่ีขุ่น ในกระบวนการผลิตสามารถแยกเอาส่วนของผนงัเซลล์ท่ีไม่ละลาย
ออกได้ด้วยการกรองหรือป่ันเหวี่ยง ผลิตภณัฑ์ท่ีไม่ผ่านการแยก เอาหนังเซลล์ออกอาจเรียกว่า      
ออโตไลซ์ยสีต ์(autolyzed yeast) ซ่ึงประกอบดว้ยผนงัเซลล์ร้อยละ 50 ของปริมาณของแข็งทั้งหมด 
ส่วนผลิตภณัฑท่ี์แยกเอาผนงัเซลลอ์อกแลว้เรียกวา่ autolyzed yeast extract (ธีรวฒิุ, 2544) 

        2.8.1 วธีิการผลติ 

                การผลิตยีสต์ออโตไลเสทสามารถท าได้หลายวิธี โดยทัว่ไปแบ่งได้ 3 วิธี คือ วิธีทาง
กายภาพ วธีิทางเคมี และวธีิทางชีวภาพ (Tangular และ Erten, 2008) 

                2.8.1.1 วิธีทางกายภาพ เป็นการท าลายเซลล์ยีสตด์ว้ยวิธีทางกล โดยใชเ้คร่ืองโฮโมจีไนซ์
ท่ีมีความดนัสูงประมาณ 20,000 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ทั้งชนิด French Press, Eaton Press และGualin 
homogenizer โดยจ านวนคร้ังท่ีผา่นเคร่ืองสามารถเลือกเพื่อให้ไดต้ามความตอ้งการท่ีจะท าให้เซลล์
แตก (Jazwinski, 1990) ตวัเคร่ืองประกอบดว้ยป๊ัมผลกัดนั (positive displacement pump) เป็นตวัขบั
ดนัส่วนของเหลวขน้ของยีสตผ์า่นช่องเล็กๆ ท าให้เกิดแรงเฉือนและเซลล์เกิดการแตกหรือฉีกขาด
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สารต่างๆภายในเซลลจ์ะถูกปลดปล่อยออกมา ผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้ส่วนผสมของโปรตีน กรดนิวคลีอิก 
และช้ินส่วนของผนงัเซลล์ แต่การใช้วิธีน้ีจะมีขอ้เสียในเร่ืองการแยกช้ินส่วนของเซลล์ออกจาก
ของเหลว เพราะกรดนิวคลีอิกท่ีปล่อยออกมาจะท าให้ความหนืดของสารละลายเพิ่มข้ึน (Asenjo 
และ Andrews, 1990) 

                2.8.1.2 วธีิทางเคมี เป็นวธีิท่ีนิยมใชใ้นการผลิตยสีตส์กดัทางการคา้ แบ่งไดด้งัน้ี 

                       ก. พลาสโมไลซิส (plasmolysis) เป็นการสกดัส่วนประกอบต่างๆ ภายในเซลล์ยีสต์
ดว้ยสารละลายอินทรียห์รือเกลือ เช่น คลอโรฟอร์ม (chloroform) โทลูอีน (toluene) อีเทอร์ (ether) 
แอลกอฮอล์ (alcohol) เกลือแกง น ้ าตาล และอะซีเตทเอสเทอร์ (acetate esters) (เช่น เอทิลอะซีเตท 
(ethyl acetate) และเอมิลอะซีเตท (amylacetate)) ท่ีความเขม้ขน้สูงโดยไม่มีการท างานของเอนไซม์
เขา้มาเก่ียวขอ้ง (Kelly, 1983; Sugimoto, 1974) ซ่ึงในภาวะท่ีสารเหล่าน้ีมีความเขม้ขน้สูงจะมีผลต่อ
แรงดนัออสโมติกของเซลล์ยีสต์ ท าให้เกิดการสูญเสียสมดุลของน ้ าในเซลล์ ท าให้ยีสตต์ายและเกิด
การยอ่ยตวัเองของยสีต ์(Reed และ Nagodawithana, 1991) การผลิตยีสตส์กดัดว้ยวิธีพลาสโมไลซิส
น้ีจะไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ี เรียกวา่ ยีสตพ์ลาสโมไลเสท (yeast plasmolysate) แต่ยีสตส์กดัท่ีไดจ้ากการ 
พลาสโมไลซ์ดว้ยเกลือจะมีปริมาณเกลือสูง ท าใหเ้กิดขอ้จ ากดัเก่ียวกบัปริมาณการใชใ้นสูตรอาหาร 
                       การพลาสโมไลซิสเป็นวธีิท่ีง่ายและรวดเร็วในการท าลายเซลล์ เช่น การใชเ้กลือ หรือ
เอทิลอะซีเตต หรือไอโซโพรพานอลเป็นสารพลาสโมไลซ์ ใชร้ะยะเวลาประมาณ 5-8 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส (Olsen, 1995) การใช้เกลือเป็นสารพลาสโมไลซ์ (Plastmolyse 
reagent) ไม่เพียงแต่ช่วยในการละลายยงัช่วยป้องกนัการปนเป้ือนของจุลินทรียอ่ื์นๆได ้แต่ปัจจุบนั
ไม่ เป็นท่ีนิยมเพราะผู ้บริโภคมีความต้องการผลิตภัณฑ์ ท่ี มีปริมาณของเกลือโซเดียมต ่ า 
(Nagodawithana, 1995) 

                        ข. การไฮโดรไลซิส (hydrolysis) เป็นการยอ่ยเซลล์ยีสตโ์ดยใชก้รดแก่ร่วมกบัการใช้
ความร้อน ในการยอ่ยสารโมเลกุลใหญ่ในเซลล์ยีสต ์เช่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และกรดนิวคลีอิก 
ให้อยูใ่นรูปสารโมเลกุลเล็กท่ีละลายได ้วิธีการผลิตจะเร่ิมจากเตรียมยีสตเ์ขม้ขน้ร้อยละ 65-85 เติม
กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ แลว้ให้ความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส (Reed และ Peppler, 1973) ปล่อย
ให้เกิดการไฮโดรไลซิส ทั้งน้ีระยะเวลาในการไฮโดรไลซิสจะข้ึนกบัความเขม้ขน้ของกรดท่ีใช ้
โดยทัว่ไปการไฮโดรไลซ์จะท าจนกระทัง่ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดถูกเปล่ียนไปเป็นแอลฟาอะมิ-
โนไนโตรเจนประมาณร้อยละ 50-60 ก่อนท าให้เป็นกลาง (neutralize) ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์
หรือโซเดียมคาร์บอเนตปรับพีเอชเป็น 5-6 แลว้จึงกรองแยกส่วนสารละลายมาท าให้เขม้ขน้จนมี
ความช้ืนสุดทา้ยร้อยละ 3-5 ผลิตภณัฑ์ท่ีไดอ้าจเรียกวา่ ยีสตไ์ฮโดรไลเสท (yeast hydrolysate) ใน
การผลิตน้ีจะเกิดเกลือในปริมาณท่ีสูง การใชก้รดซลัฟิวริกในการไฮโดรไลซิสแลว้ท าให้เป็นกลาง
ดว้ยปูนขาว (lime) และกรองแยกเกลือแคลเซียมซัลเฟตออกด้วยการกรองจะท าให้มีเกลือใน
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ไฮโดรไลเสทปริมาณต ่า อยา่งไรก็ดีในทางอุตสาหกรรมจะใชก้รดไฮโดรคลอริกในการท าไฮโดร-
ไลเสทแมว้่าการผลิตยีสต์สกดัโดยวิธีน้ีจะให้ปริมาณการผลิตสูง แต่จะมีขอ้จ ากดัในเร่ืองของ
อุปกรณ์ท่ีใชต้อ้งไม่ท าปฏิกิริยากบักรด และกรดท่ีใชอ้าจท าลายกรดอะมิโนและวิตามินท่ีมีอยูด่ว้ย 
ยสีตไ์ฮโดรไลเสทท่ีไดจ้ะมีสมบติัเหมือนโปรตีนไฮโดรไลเสทจากพืชแต่มีราคาถูกกวา่ จึงไม่ไดรั้บ
ความนิยมเท่าท่ีควร นอกจากน้ีอาจเกิดสารประกอบ 3-chloropropanediol ซ่ึงเป็นสารก่อมะเร็งข้ึน
ได ้และมีเกลือโซเดียมในปริมาณท่ีสูง (Nagodawithana, 1995) ดงันั้นวิธีน้ีจึงไม่นิยมน ามาผลิตเป็น
ยสีตส์กดัเพื่อใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร (Reed และ Nagodawithana, 1991) 

                2.8.1.3 วิธีทางชีวภาพ คือการย่อยสลายตวัเองของยีสต์ (autolysis) จากการท างานของ
เอนไซมท่ี์มีในเซลล์ยีสตเ์อง เป็นวิธีท่ีให้ยีสตส์กดัท่ีมีคุณภาพและกล่ินรสท่ีใกลเ้คียงเน้ือสัตวท่ี์สุด
กระบวนการน้ีเกิดจากการควบคุมอุณหภูมิ พีเอช ระยะเวลา และสารบางชนิดท่ีเติม ภายใตภ้าวะท่ี
ท าให้เซลล์ยีสตต์ายแต่ไม่ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมท่ี์ยอ่ยสลาย (degradative enzyme) ท่ีมีอยู่
ภายในเซลล์ยีสต์ (Hough และ Maddox, 1970; Reed และ Nagodawithana, 1991) เช่นท่ีภาวะพีเอช 
5.5 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 20 ชัว่โมง หรือท่ี 45-50 องศาเซลเซียส นาน 24-36 
ชัว่โมง (Reed และ Nagodawithana, 1991) หรือจนจนกระทัง่ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดถูก
เปล่ียนไปเป็นแอลฟาอะมิโนไนโตรเจนประมาณ ร้อยละ 50 อาจท าการพาสเจอร์ไรซ์ท่ีอุณหภูมิ   
80-90 องศาเซลเซียส เพื่อหยุดกิจกรรมของเอนไซม์หลงัจากเซลล์ตายภายใตภ้าวะท่ีก าหนด 
เอนไซมภ์ายในเซลลย์สีตจ์ะเป็นอิสระและท าการยอ่ยสลายสับสเตรท เอนไซมจ์ะเร่ิมยอ่ยสลายสาร
โมเลกุลใหญ่ภายในเซลล์ก่อนผนังเซลล์จะบางลงและสูญเสียสมบติัของเยื่อเลือกผ่าน (semi-
permeable membrane) จนกระทัง่เซลล์แตก ปลดปล่อยสารต่างๆภายในเซลล์ออกมา เอนไซมใ์น
การยอ่ยตวัเองของยสีตจ์ะมีล าดบัการท างานคือ ขั้นแรกเอนไซมโ์ปรตีเอส (protease) จะท าการยอ่ย
เน้ือเยื่อโปรตีนและแมนแนน ชั้นนอกและปลดปล่อยโปรตีนออกมาก่อน (Liu และคณะ, 1988) 
ต่อมาเอนไซมใ์นกลุ่มกลูคาเนส (glucanase) จะจบักบัสายกลูแคนท่ีดา้นในผนงัเซลล์ ท าการยอ่ย 
กลูแคนให้มีขนาดเล็กลงและละลายได้ เม่ือเอนไซมก์ลูคาเนสท างานร่วมกบัโปรตีเอสจะยอ่ยผนงั
เซลล์ให้บางลงจนเหลือแต่พลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) เม่ือพลาสมาเมมเบรน (plasma 
membrane) แตกออกของเหลวภายในเซลล์จะถูกปล่อยออกมา ช้ินส่วนของผนังเซลล์และ
คาร์โบไฮเดรตจะถูกยอ่ยจากเอนไซม ์ กลูคาเนส และไคตีเนส (chitinase) โปรตีนท่ีถูกปลดปล่อย
ออกมาจะถูกย่อยดว้ยเอนไซม์โปรตีเอสไดเ้ป็นเปปไทด์และกรดอะมิโน (Hunter และ Asenjo, 
1988) นอกจากน้ียงัมีการท างานของเอนไซมนิ์วคลีเอส (nuclease) จะยอ่ยสลาย RNA และ DNA ได้
เป็นสารประกอบโพลีนิวคลีโอไทด์ (polynucleotide) โมโนนิวคลีโอไทด์ (mononucleotide) และ  
นิวคลีโอไซด ์(Reed และ Nagodawithana, 1991) 
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        2.8.2 องค์ประกอบทางเคมี (ธีรวฒิุ, 2544) 

                องคป์ระกอบของยีสตอ์อโตไลเสท ยีสตอ์อโตไลเสทเป็นแหล่งของโปรตีน กรดอะมิโน  
เพปไทด์ น ้ าตาล นิวคลีโอไทด์ และวิตามินบี องคป์ระกอบทางเคมีของยีสตอ์อโตไลเสทแสดงอยู่
ในตารางท่ี 2.6 
                ปริมาณของวิตามินบีในยีสตอ์อโตไลเสทเป็นดงัตารางท่ี 2.7 โดยจะพบวา่ยีสตอ์อโตไล-
เสทจะมีปริมาณของวติามินบี 1 วติามินบี 2 ไนอาซิน และกรดแพนโทธีนิค (pantothenic acid) สูง 
 
ตารางที ่2.7 องคป์ระกอบทางเคมีของยสีตอ์อโตไลเสท 

องค์ประกอบทางเคมี กรัม ต่อ100 กรัมยสีต์ออโตไลเสท 
โปรตีนหยาบ (crude protein) 
ไขมนั 
คาร์โบไฮเดรต 
เส้นใย (dietary fiber) 
น ้าตาล (total sugar) 
เถา้ 
ความช้ืน 
พลงังาน 

67.9 
นอ้ยกวา่ 0.1 
17.6 
4.14 
4.3 
8.37 
4.0 
327 แคลอร่ีต่อ 100 กรัม 

ทีม่า: Nagodawithana (1995) 
 
ตารางที ่2.8 ปริมาณของวติามินในยสีตอ์อโตไลเสท 

วติามิน ปริมาณ (มิลลกิรัมต่อ100 กรัม) 
ไทอามีน (Thiamine) 
ไรโบฟลาวนิ (Riboflavin) 
ไนอาซิน (Niacin) 
กรดแพนโทธีนิค (Pantothenic acid) 
ไบโอติน (Biotin) 
ไพริดอกซิน (Pyridoxine) 
กรดโฟลิค (Folic acid) 
วติามินบี 12 (Vitamin B12) 

7.36 
5.61 
7.68 
21.9 
0.05 
2.97 
2.81 
นอ้ยกวา่ 0.001 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Nagodawithana (1995) 
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                โดยทัว่ไปยีสต์จะมีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วงร้อยละ 35-60 ส่วนยีสต์ออโตไลเสทจะมี
ปริมาณโปรตีนร้อยละ 50-70 (วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนดว้ยวิธี Kjeldahl) คาร์โบไฮเดรตและ
ไขมันส่วนใหญ่จะเสียไปในขั้นตอนการแยกผนังเซลล์และส่วนของเซลล์ของการผลิตยีสต ์          
ออโตไลเสทจะมีปริมาณ RNA ประมาณร้อยละ 5-10 ส่วนปริมาณของกรดอะมิโนในยีสต ์          
ออโตไลเสทเป็นดงัตารางท่ี 2.8 
 
ตารางที ่2.9 ปริมาณของกรดอะมิโนท่ีมีในยสีตอ์อโตไลเสท 

กรดอะมิโน กรัมต่อ 100 กรัม 
อะลานีน (Alanine) 
อาร์จินิน (Arginine) 
กรดแอสพาติก (Aspartic acid) 
ซิสเทอีน (Cysteine) 
กรดกลูตามิก (Glutamic acid) 
ไกลซีน (Glycine) 
ฮิสทิดีน (Histidine) 
ไอโซลิวซีน (Isoleucine) * 
ลิวซีน (Leucine) * 
ไลซีน (Lysine)* 
เมทไทโอนีน (Methionine) * 
ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine)* 
โพรลีน (Proline) 
เซอรีน (Serine) 
ทรีโอนีน (Threonine)* 
ทริปโตเฟน (Tryptophan)* 
ไทโรซีน (Tyrosine) 
วาลีน (Valine)* 

4.35 
3.20 
6.41 
0.68 
10.66 
2.83 
1.37 
3.01 
4.37 
4.98 
0.93 
2.64 
2.23 
2.85 
2.96 
0.64 
2.29 
3.38 

*กรดอะมิโนจ าเป็น 
ทีม่า: Thornton (1992) 
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2.9  การออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรมสถิติ 

        วิธีการออกแบบการทดลองแบบดั้งเดิมหรือแบบทีละปัจจยั (one factor at a time) ซ่ึงวิธีการ
ทดลองแบบน้ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในอดีต เป็นการทดลองท่ีศึกษาปัจจยัท่ีสนใจโดยก าหนดให้
ปัจจยัอ่ืนๆ คงท่ี (Cotârlet  และ Bahrim, 2012) และเม่ือไดค้่าผลการทดลองท่ีดีท่ีสุดแลว้จึงเปล่ียน
ระดบัของปัจจยัท่ีศึกษาและเม่ือใหผ้ลการทดลองท่ีดีท่ีสุดแลว้จึงเปล่ียนไปศึกษาปัจจยัตวัท่ีสองและ
ท าอยา่งน้ีไปเร่ือยๆ จนครบทุกปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา ส าหรับขอ้ดี คือ ขั้นตอนการทดลองไม่ยุง่ยาก 
(Kumar และ Satyanarayana, 2007) แต่อยา่งไรก็ตามก็ยงัมีขอ้เสีย คือ ไม่สามารถทราบผลปัจจยั      
ท่ีมีร่วมกนัได ้รวมทั้งใช้เวลานานถา้หากท าการศึกษาหลายปัจจยั (Saxena และ Singh, 2010) 
นอกจากน้ีผลการทดลองท่ีไดจ้ากวธีิการดงักล่าวอาจจะใหผ้ลการทดลองไดไ้ม่ดีท่ีสุด  
        ปัจจุบนัมีการประยกุตใ์ชก้ารออกแบบการทดลองดว้ยโปรแกรมทางสถิติในงานวิจยัของหลาย
สาขา เช่น เทคโนโลยีชีวภาพ ชีววิทยา จุลชีววิทยา เทคโนโลยีการอาหาร วิศวกรรมศาสตร์ 
วิศวกรรมเคมี ส่ิงแวดลอ้ม และการแพทย ์ (Prvan และ Street, 2002) ซ่ึงการทดลองจะมีความ
ครอบคลุม รวมทั้งลดระยะเวลาและทรัพยากรในการทดลอง (Chauhn และคณะ, 2007) สามารถหา
ความสอดคลอ้งกบัพื้นท่ีของการตอบสนองและประเมินความเหมาะสมในสภาวะของการทดลอง 
(Mabrouk และคณะ, 2012; Saxena และ Singh, 2010) นอกจากน้ียงัทราบผลของปัจจยัท่ีมีผล
ร่วมกนั (Wu และคณะ, 2007; Chauhn และคณะ, 2007) ระหวา่งปัจจยัไดด้ว้ยอิทธิพลร่วม คือ ผล
ของการท่ีปัจจยัร่วมท่ีมีอยูใ่นหลายกระบวนการ (ตารางท่ี 2.10) วิธีการออกแบบการทดลองท่ีจะ
สามารถสร้างพื้นผิวตอบสนองได ้ไดแ้ก่ Factorial Design (FD), Fractional Factorial Design 
(FFD), Blanced Incomplete Block Design (BIBD), Central Composite Design (CCD), Box-
Behnken Design (BBD) และ Plackett-Burman Design (PBD) เป็นตน้ 
 
ตารางที ่2.10 หลกัการเลือกใชก้ารออกแบบการทดลองแต่ละชนิด 

ชนิดการออกแบบ 
(Design Type) 

การคัดเลอืก 
(Screening) 

การหาค่าที่ดทีี่สุด 
(Optimiztion) 

พืน้ผวิตอบสนอง 
(Response surface) 

การศึกษาอทิธิพล 

(Interaction 
studies) 

BBD 
CCD 
FD 
FFD 
PBD 

No 
No 
Yes 
Yes 
Yes 

Yes 
Yes 
Yes 
No 
No 

Yes 
Yes 
Yes 
Yes 
Yes 

Selected 
Selected 
All 
Selected 
Selected 

ทีม่า: Prvan และ Street (2002) 
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        2.9.1 การออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (PBD) 

                ในปี ค.ศ. 1946 R.L. Plackett และ J.P. Burman ไดน้ าเสนอวิธีการออกแบบท่ีใชส้ าหรับ
กรณีท่ีมีปัจจยัจ านวนมากท่ีจะใชใ้นการศึกษา โดยตีพิมพว์ิธีการดงักล่าวในหนงัสือช่ือ “The design 
of optimal multifactorial experiments” หลงัจากนั้นวิธีการดงักล่าวน้ีไดรั้บการยอมรับอย่าง
กวา้งขวางใน การออกแบบการทดลองแบบ PBD โดยทัว่ไปจะใช้ระหว่างช่วงตน้ของการศึกษา 
(Mabrouk และคณะ, 2012) เพื่อคดัเลือกปัจจยัหลกัท่ีมีผลอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05) ต่อกระบวนการ 
วิธีการออกแบบการทดลองแบบ PBD โดยประยุกตใ์ชว้ิธีแฟคทอเรียล 2 ระดบั โดยศึกษาปัจจยัละ 
2 ระดบั คือ ระดบัต ่า (-1) และระดบัสูง (+1) นอกจากน้ีจ านวนการทดลองจะมีค่ามากกวา่จ านวน
ปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาอยา่งนอ้ยอยู ่1 เสมอ หรือ k+1 (Plackett และ Burmn, 1946; Chauhan และ
คณะ, 2007) โดยก าหนดให้เป็นจ านวน 4 เท่าของเลขอนุกรม เช่น 8, 12, 16…, เป็นตน้ และจ านวน
ปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาจะมีตวัแปรดมัม่ีอยา่งนอ้ย 2 เสมอ เพื่อสามารถค านวณค่าความแปรปรวนจาก
ผลการทดลองและค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติจากสมการได้ ดงันั้นเม่ือมีจ านวน
ปัจจยัเท่ากบั 11 ปัจจยั จะมีจ านวนการทดลองเท่ากบั 12 การทดลอง อยา่งไรก็ตามหากจ านวนปัจจยั
ท่ีตอ้งการศึกษามีเพียง 9 ปัจจยั ตอ้งก าหนดจ านวนการทดลองเท่ากบั 12 การทดลอง เช่นกนั ใน
แถวแรกของตาราง โดยแถวถดัไปเร่ิมตน้ดว้ยรหสัตวัสุดทา้ยของแถวก่อนหนา้และต่อดว้ยรหสัใน
ต าแหน่งแรกของแถวก่อนหนา้ ท าเช่นน้ีไปจนครบทุกการทดลอง โดยก าหนดรหสัของการทดลอง
สุดทา้ยให้ทุกปัจจยัท่ีศึกษาอยูใ่นระดบัต ่า ดงัตารางท่ี 2.11 ส าหรับการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
PBD ค านวณความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P-value) โดยวิเคราะห์ดว้ย t-test ซ่ึง t-test 
เป็นค่าสถิติท่ีทดสอบเพื่อเปรียบเทียบค่าเฉล่ียสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficient) และ
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (correlation coefficient) นอกจากน้ีการเลือกใชค้่าสถิติ t ทดสอบเพื่อช่วย
ให้ผลการวิจยัมีความถูกตอ้ง น่าเช่ือถือ ขอ้มูลตอ้งลกัษณะเชิงปริมาณและขอ้มูลตอ้งมีการแจกแจง
ปกติ (สุธเนต, 2553) 
                หลงัจากท่ีมีการคดัเลือกตวัแปรท่ีมีความส าคญัต่อกระบวนการ อาจจะท าการหาค่าท่ีดี
ท่ีสุดของปัจจัยเหล่านั้นได้ด้วยการออกแบบวิธีการของพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface  
Methodology; RSM) โดยเลือกการวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) 
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ตารางที ่2.11 การออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design 
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ทีม่า: ดดัแปลงจาก Prvan และคณะ (2002) 
 
        2.9.2 Response Surface Methodology (RSM) 

                วธีิการและการออกแบบพื้นผิวตอบสนองหรือท่ีเรียกวา่ Response Surface Methodology; 
RSM (Maneeboon และคณะ, 2010; Saxena และ Singh, 2010) เป็นการรวบรวมเทคนิคทางดา้น
คณิตศาสตร์และสถิติ ซ่ึงจะเอ้ือต่อการสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ และท าการวิเคราะห์ปัญหา 
โดยท่ีผลตอบสนองนั้นจะข้ึนอยู่กบัหลายตวัแปรท่ีท าการศึกษา และมีวตัถุประสงค์ท่ีจะศึกษาหา
ค่าท่ีดีท่ีสุด (maximum) หรือการตอบสนองต ่าสุด (minimum) ของผลตอบสนอง (response) วิธี 
RSM คิดคน้โดย Box ในปี ค.ศ. 1948  โดยอาศยัการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี full factorial ท่ี
อาศยัค่ากลางของขอ้มูลจากระดบัปัจจยัท่ีส่งผลต่อค่าตอบสนองสูงท่ีสุด โดยนิยมออกแบบการ
ทดลองเป็น 2 วิธี คือ Central Composite Design, CCD และ Box-Behnken Design, BBD โดยใช้
การกระจายของระดับของข้อมูลออกจากศูนย์กลาง เพื่อศึกษาระดับของปัจจัยท่ีส่งผลต่อค่า
ตอบสนองสูงท่ีสุด โดยการออกแบบการทดลองแบบ BBD จะเนน้ท่ีจุดรอบๆค่ากลาง โดยไม่รวม
ค่าการกระจายในระดบัแกน (axial point) และค่าท่ีมุม (factorial point) ท าให้ค่าคงท่ีได ้แต่ไม่
ครอบคลุมปลายสุดของระดบัปัจจยั ดงันั้นการออกแบบการทดลองแบบ CCD จึงไดรั้บความนิยม
มากกวา่ (Draper, 2006) เน่ืองจากสามารถสร้างสมการของความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระกบั
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ตวัแปรตอบสนองโดยใช้วิธีการวิเคราะห์การถดถอย (regression) เพื่อหาค่าความเหมาะสมของ
ระดบัในแต่ละปัจจยัท่ีสนใจศึกษาเม่ือพิจารณาสมการท่ี 2.3 (ไพโรจน์, 2555) 
 

Y = ƒ(X1, X2, …, Xn) +                      (2.3) 
 

โดยก าหนดให ้
        Y = ค่อตอบสนองท่ีสังเกตได ้(dependent varible) 

       ƒ = ฟังกช์ัน่ของการตอบสนองของ X1, X2, …, Xn ซ่ึงเป็นตวัแปรเชิงปริมาณ   
              (independent varible) 

         = เทอมของความคลาดเคล่ือน 
 
ถา้ก าหนดวา่ E(Y) = ƒ(X1, X2) =  ดงันั้น สามารถเขียนสมการของพื้นผิวตอบสนองไดต้ามสมการ
ท่ี 2.4 คือ 
 

 = ƒ(X1, X2)                      (2.4) 
 

ซ่ึงจะเรียกว่าพื้นผิวตอบสนอง (response surface) โดยส่วนใหญ่จะแสดงผลตอบสนองแบบโครง
ร่างพื้นผิวในรูปของกราฟฟิก โดยท่ี  จะถูกพล็อตกบัระดบัของ X1 และ X2 เพื่อท่ีจะช่วยให้มอง
รูปร่างของพื้นผวิผลตอบสนองไดดี้ยิง่ข้ึน ดงัรูปท่ี 2.8  
               อย่างไรก็ตามในการศึกษาโดยใช้วิธีการแสดงผลพื้นผิวตอบสนองนั้น จ  าเป็นตอ้งคน้หา
ฟังก์ชนัท่ีแทจ้ริงระหวา่งตวัแปรตามค่าตอบสนองต่อตวัแปรอิสระต่างๆ เป็นล าดบัแรก การคน้หา
ฟังกช์นัต่างๆ เหล่าน้ีมกัใชค้วามสัมพนัธ์แบบโพลีโนเมียล (polynomial) ล าดบัตน้ๆ เช่น ล าดบัหน่ึง
หรือก าลงัหน่ึง (first order) ล าดบัสองหรือก าลงัสอง (second order) เป็นตน้ โดยทัว่ไปฟังก์ชนัซ่ึง
ประมาณความสัมพนัธ์ของสมการถดถอยเชิงเส้นตรง (Linear regression relationship) ดงัสมการท่ี 
2.5 
 

Y = 0 + 1X1 + 2X2 + … + kXk +                    (2.5) 
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รูปที่ 2.8 กราฟสามมิติของพื้นผวิตอบสนอง 

ทีม่า: http://www.omicsonline.org/2155-6199/images/2155-6199-2-121-g007.gif   
(วนัท่ีสืบคน้ 15 ธนัวาคม 2556) 

 
ซ่ึงสมการดงักล่าวเป็นสมการพื้นฐานง่ายสุด ท่ีมกัรู้จกักนัวา่เป็นรูปแบบสมการล าดบัท่ีหน่ึง (first-
order model or equation) ส่วนรูปแบบล าดบัท่ีสอง (second-order model) เป็นความสัมพนัธ์ของ
สมการถดถอยเชิงเส้นโคง้ (quadratic regression relationship) ดงัสมการท่ี 2.6 ซ่ึงตอ้งใชโ้พลี-     
โนเมียลท่ีมีล าดบัสูงข้ึน เช่น ล าดบัสองหรือก าลงัสอง (Saxena และ Singh, 2010; อิศรพงษ,์ 2550) 
 

Y = 0 +  +  +  +                (2.6) 

 ก าหนดให้ 
        0 = จุดตดั (intercept) หรือ Grand mean 
          = เป็นผลเชิงเส้นตรง (linear effect) ของ Xi 

         = เป็นผลเชิงโคง้ล าดบัท่ีหน่ึง (quadratic effect) ของ Xi 
         = เป็นผลของปฏิกิริยาสัมพนัธ์ (interaction effect) ของ Xi และ Xj 
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                การออกแบบพื้นผิวผลการตอบสนองส าหรับการทดลองน้ีไดเ้ลือกใช้การออกแบบการ
ทดลอง แบบ CCD ซ่ึงมีพื้นฐานมาจาก 2n แฟกตอเรียล (factorial 2k) อยา่งไรก็ตาม CCD จึงเพิ่ม
ระดบัการทดลองแฟกเทอเรียลท่ีจุดศูนยก์ลาง (center) และแนวแกน (axial) โดยแบ่งเป็น 5 ระดบั 
(Coelho และคณะ, 2011) คือ ระดบัต ่าสุด (–α) ต ่า (-1) กลาง (0) สูง (+1) และระดบัสูงสุด (+α) ดงั
รูปท่ี 2.9 เพื่อสามารถสร้างรูปแบบความสัมพนัธ์ท่ีมีความสัมพนัธ์อนัดบัสองได ้และในการวาง
แผนการทดลอง CCD มีจ านวนการทดลองเท่ากบั 2n+ (2n+6) ส าหรับการทดลองท่ีมีปัจจยัหรือตวั
แปรตน้ 4 ตวัแปร ดงัตารางท่ี 2.12 มีจ  านวนการทดลองทั้งส้ิน 30 การทดลอง เปรียบเทียบกบั 3n 
factorial designs มีจ  านวนการทดลองทั้งหมด 81 การทดลอง 
 

 
 

รูปที ่2.9 จุดของการออกแบบ 9 การทดลองส าหรับ 2 ปัจจยั 
ทีม่า: เสาวนีย ์(2551) 
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ตารางที ่2.12 การออกแบบการทดลองแบบ CCD ของตวัแปรเชิงปริมาณ 

การทดลอง 
(Run) 

ตวัแปรเชิงปริมาณ (Independent variable) 

A B C D 
1 -1 -1 -1 -1 
2 +1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 -1 
4 +1 +1 -1 -1 
5 -1 -1 +1 -1 
6 +1 -1 +1 -1 
7 -1 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 
10 +1 -1 -1 +1 
11 -1 +1 -1 +1 
12 +1 +1 -1 +1 
13 -1 -1 +1 +1 
14 +1 -1 +1 +1 
15 -1 +1 +1 +1 
16 +1 +1 +1 +1 
17 -α 0 0 0 
18 +α 0 0 0 
19 0 -α 0 0 
20 0 +α 0 0 
21 0 0 -α 0 
22 0 0 +α 0 
23 0 0 0 -α 
24 0 0 0 +α 
25 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
28 0 0 0 0 
29 0 0 0 0 
30 0 0 0 0 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Song และคณะ (2007)  
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บทที ่3 

วธีิด าเนินการวจิัย 
 

3.1  วสัดุและอปุกรณ์ 

        1. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 (Whatman, England) 
        2. กระดาษกรอง membrane filters ขนาด 0.45 ไมโครเมตร (Sartorius Stadium Biotech 

GmbH, Germany) 
        3. กระบอกตวง (Pyrex, Germany) 
        4. ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) (Pyrex, Germany) 
        5. ขวดรูปชมพู ่(erlenmeyer flask) (Pyrex, Germany) 
        6. ขวดแกว้ใส่อาหาร (duran) (Duran Group GmbH, Germany) 
        7. เขม็ฉีดส าหรับเคร่ือง HPLC (chromatography syringes) (Hamilton, USAX 
        8. คอลมัภช์นิด inertsil C8-3 ส าหรับ HPLC (SHIMADZU, Japan) 
        9. จานเพาะเล้ียงเช้ือ (petri dish) (Pyrex, Germany) 
        10. บีกเกอร์ (Pyrex, Germany) 
        11. ปิเปตแกว้ (Pyrex, Germany) 
        12. ไมโครปิเปต (micropipette) (B&M Scientific CC, South America) 
        13. หลอดทดลอง (test tube) (Pyrex, Germany) 
        14. คิวเวตแกว้ (Starna, Australia) 
        15. สายยาง ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.89 เซนติเมตร รุ่น Tygon tubing 2 stop (Cole-Parmer 

Instrument, USA) 
        16. หลอดยอ่ย (Pyrex, Germany) 
        17. บิวเรต (Pyrex, Germany) 
 

3.2  เคร่ืองมอื 

        1. กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ รุ่น CH30RF200 (Olympus, Japan) 
        2. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง รุ่น DR/4000 (HACH, USA) 
        3. เคร่ืองโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography; HPLC) รุ่น LC solution (SHIMADZU, Japan) 
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        4. ตูป้ลอดเช้ือ (microflow advanced bio safety carbinet) รุ่น ABS1200 (science tech, 
Englang) 

        5. ตูเ้ยน็ รุ่น SR-595 (Sanyo, Japan) 
        6. ตูแ้ช่อุณหภูมิต ่า รุ่น MDF-U 4086S (Sanyo, Japan) 
        7. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง รุ่น FALCON 6/300 (Henderson biomedical, Englang) 
        8. หมอ้น่ึงความดนัส าหรับฆ่าเช้ือ รุ่น HA-MIV (Hirayama, Japan) 
        9. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น ARC120 (Ohous, USA) 
        10. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง รุ่น AR 2140 (Ohous, USA) 
        11. เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง รุ่น UB-10 (Denver Instrument, USA) 
        12. เคร่ืองเขยา่ รุ่น IS-971R (Oskon, USA) 
        13. ตูอ้บอุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส รุ่น Contherm designer series oven (Contherm Scientisic 

Limited, Newzealand) 
        14. ตูอ้บความร้อน 105 องศาเซลเซียส รุ่น WTC Linder (Binder GmbH, Germany) 
        15. ตูอ้บความร้อน 70 องศาเซลเซียส รุ่น Contherm thermotec 2000 oven  
                   (Contherm Scientisic Limited, Newzealand) 
        16. ตูบ้่ม รุ่น Memmert (Labexchange, Germany) 
        17. ถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร รุ่น Biostat B (B. Braun Biotech International GmbH, Germany) 
        18. เคร่ือง Peristaltic pump รุ่น PD 5201 (Heidolph Instruments GmbH, Germany) 
        19. เคร่ืองยอ่ย รุ่น KB8S (C. Gerhardt, Englang) 
        20. เคร่ืองกลัน่ รุ่น Vapodest30 (C. Gerhardt, Englang) 
 

3.3  สารเคม ี

        1. แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) (Ajax, Australia) 
        2. แคลเซียมคลอไรด ์(NaCl) (Ajax, Australia) 
        3. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) (Ajax, Australia) 
        4. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH) (Ajax, Australia) 
        5. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Merck, German) 
        6. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (Ajax, Australia) 
        7. แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4 .4H2O) (Ajax, Australia) 
        8. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (Ajax, Australia) 
        9. ไดแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) (Merck, Germany) 
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        10. กลูโคส (glucose) (Ajax, Australia) 
        11. เปปโตน (peptone) (Himedia, India) 
        12. สารสกดัยสีต ์(yeast extract) (Himedia, India) 
        13. ยสีตอ์อโตไลเสทนาโนโปรพลสั (yeast autolysate nanoproplus) (Specialty Biotech,  

  Thailand) 
        14. สารสกดัยสีต ์CW-V (Thai food international, Thailand) 
        15. สารสกดัยสีต ์21 VP (Thai food international, Thailand) 
        16. สารสกดัยสีต ์HIMAX IG20 (Thai food international, Thailand) 
        17. มอลส์สกดั (malt extract) (Himedia, India) 
        18. ทริปติกซอยบรอท (trytic soy broth; TSB) (Merck, Germany) 
        19. กรดซลัฟิวริก (H2SO4) (J.T. Baker, China) 
        20. กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) (Sigma-Aldrich, USA) 
        21. กรดแอซีติก (acetic acid) (Sigma-Aldrich, USA) 
        22. ฟีนอล (phenol) (Carlo Erba Reagents, Italy) 
        23. เอทิลแอลกอฮอลเ์ขม้ขน้ร้อยละ 95 (องคก์ารสุรา กรมสรรพสามิต, Thailand) 
        24. คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (Carlo Erba Reagents, Italy) 
        25. แคลเซียมคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (CaCl2.6H2O) (Ajax, Australia) 
        26. คอปเปอร์คลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) (Ajax, Australia) 
        27. คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรตและโพแทสเซียมซลัเฟต (C. Gerhardt GmbH & Co. KG, 

Germany) 
        28. กรดบอริก (boric acid) (Merck, Germany) 
        29. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (Carlo Erba Reagents, Italy) 
        30. เมทิลเรด (Fluka, Switzerland) 
        31. บรอมครีซอลกรีน (Ajax, Australia) 
 

3.4  เช้ือจุลนิทรีย์และการเกบ็รักษา 

        เช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตกรดโพรพิโอนิกสายพนัธ์ุ Propionibacterium acidipropionici TISTR 422 
ซ้ือจากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) 
        น าเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 มาขีดลากลงบนอาหารแข็งสูตร de Man Rogosa 
Sharpe, MRS (ภาคผนวก ก) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นใช้
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พาราฟิล์มพนัปิดปากหลอดทดลอง เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และท าการถ่ายเช้ือ (sub 
culture) ทุกๆ 1 เดือน (ดดัแปลงจาก Balamurugan และคณะ, 1999) 
 

3.5  วตัถุดิบ 

        3.5.1 ใบกรุงเขมา ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลอีสานวิทยาเขต 
สกลนคร 199 หมู่ 3 ถนนพงัโคน-วาริชภูมิ อ าเภอพงัโคน จงัหวดัสกลนคร 47160 
        3.5.2 ยีสตอ์อโตไลเสท (NanoproplusTM) ไดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทั สเปเชียลต้ีไบโอ-
เทค เลขท่ี 205 ซอยอ่อนนุช 70/1 แขวงประเวศ เขตประเวศ กรุงเทพมหานคร 10250 
        3.5.3 สารสกดัยีสต ์HIMAX IG20, สารสกดัยีสต ์CW-V และสารสกดัยีสต ์21 VP ไดรั้บความ
อนุเคราะห์จากบริษทั Thai food international หมู่ท่ี 5 ถนนสุชาติพฒันา ต าบลบางไทรป่า อ าเภอ
บางเลน จงัหวดันครปฐม 73130 
 

3.6  การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมต้น 

        การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมตน้ส าหรับการหมกักรดโพรพิโอนิกดดัแปลงจากวิธีการของ Choojun 
และ Yoonprayong, 2012 ถ่ายเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 อายุ 48 ชัว่โมง ลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเหลวสูตร MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีสภาวะน่ิง เก็บน ้ าหมกัไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ไดค้่าความขุ่นเท่ากบั 0.5 จากนั้นดูดเซลล์ลงในหลอดป่ันเหวี่ยง ปริมาตร
ร้อยละ 5 ของปริมาตรอาหารท่ีจะท าการหมกั น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
3,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง ลา้งตะกอนเซลล์ดว้ยน ้ าเกลือ
ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วยน ้ าเกลือเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ได้หัวเช้ือเร่ิมตน้ส าหรับเซลล์
อิสระและเซลลต์รึง  
 

3.7  การสกดัเพกทนิจากใบกรุงเขมา (ดดัแปลงจากพิเชษฐ, 2546 และ อรทยั, 2553) 

        3.7.1 การเตรียมตัวอย่างใบกรุงเขมา 

                น าใบกรุงเขมามาลา้งน ้าใหส้ะอาด น าไปอบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส หลงัจาก
นั้นบดให้ละเอียดด้วยเคร่ืองบด (blender) ชั่งใบกรุงเขมาบดละเอียดหนัก 10 กรัม เติม
เอทิลแอลกอฮอล์ความเขม้ขน้เขม้ขน้ร้อยละ 95 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวอุ้ณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 10 นาที กรองเอาเฉพาะส่วนตะกอน น ามาเติมเอทิลแอลกอฮอล์เขม้ขน้ร้อยละ 40 (ปริมาตร 
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ต่อปริมาตร) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง กรองเอาเฉพาะส่วน
ตะกอนแลว้น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสใหแ้หง้สนิท 

        3.7.2 การสกดัเพกทนิจากใบกรุงเขมา 

                ชัง่ใบกรุงเขมาท่ีผา่นการเตรียมตวัอย่างตามขอ้ 3.7.1 หนกั 5 กรัม ใส่บีกเกอร์ขนาด 500 
มิลลิลิตร และเติมน ้ ากลัน่ 250 มิลลิลิตร น าไปสกดัเพกทินแบบร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นกรองแยกเอาตะกอนของใบกรุงเขมาออกขณะร้อน น าสารละลายท่ี
ได้จากการกรอง มาระเหยน ้ าออกด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ (vacuum evaporator) ให้เหลือ
ปริมาตร 1 ใน 3 ส่วนของสารละลายทั้งหมด จากนั้นน ามาตกตะกอนเพกทินโดยเติมสารละลาย
เอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 95 ในอัตราส่วนของสารละลายเพกทินต่อสารละลาย
เอทิลแอลกอฮอล์ 1 ต่อ 2 โดยปริมาตร ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชัว่โมง กรองแยกส่วน
เอาตะกอนเพกทิน ท าการล้างตะกอนเพกทินด้วยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล์เขม้ขน้ร้อยละ 95 
จ านวน 4-5 คร้ัง หลงัจากนั้นน าไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บดให้เป็นผง น ามาร่อน
ผ่านตะแกรงขนาด 100 mesh ชัง่น ้ าหนกัแลว้น าไปค านวณหาร้อยละของปริมาณเพกทินหยาบ 
(crude pectin) ท่ีสกดัได ้
 

3.8  การตรึงเซลล์ด้วยเพกทนิจากใบกรุงเขมา 

        น าเพกทินหยาบท่ีสกดัจากใบกรุงเขมา มาผสมกบัโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.2 
โมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจะ
ท าการหมกั จากนั้นหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร (ดดัแปลงจาก Smogrovicova และ Domeny, 1999; Navratil และคณะ, 2001) ผ่านป๊ัม 
(peristaltic pump) โดยใชส้ภาวะในการเตรียมเม็ดเจลจากวิธีการของ อรทยั (2553) คือ ใชส้ายยาง
ซิลิโคนขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางภายในเท่ากบั 0.89 มิลลิเมตร ปรับอตัราการไหลของสารละลายเจล
ให้เท่ากบั 7 มิลลิเมตรต่อนาที น าเม็ดเจลท่ีไดบ้่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นน ามาลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้จ านวน 2 คร้ัง จะไดเ้ซลล์ตรึงส าหรับผลิต
กรดโพรพิโอนิก 
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3.9  การศึกษาองค์ประกอบของสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลติกรดโพรพโิอนิกโดย 

เช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 

        3.9.1 การคัดเลอืกปัจจัยหลกัทีม่ีผลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก โดยการออกแบบการแบบ 
Plackett-Burman Design (PBD) 

                การคดัเลือกปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici 
TISTR 422 ดว้ยการออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล ท่ีมีแผนการทดลองแบบ PBD โดยใช้
โปรแกรม Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) เพื่อคดัเลือกปัจจยัหลกั (main 
effect) ท่ีส่งผลกระทบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยองคป์ระกอบของ
สูตรอาหารท่ีตอ้งการศึกษา 6 ปัจจยั ไดแ้ก่ X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล (total 
sugar concentration in molassess), X2-ยสีตอ์อโตไลเสท (yeast autolysate), X3-สารสกดัยีสต ์(yeast 
extract), X4-ทริปติกซอยบรอท (Tryptic soy broth; TSB), X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(K2HPO4) และ X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) แต่ละปัจจยัจะถูกออกแบบเป็น 3 
ระดบั คือ ระดบัต ่า (low, -) ระดบักลาง (mid, 0) และระดบัสูง (high, +) แสดงดงัตารางท่ี 3.1 รวม
ทั้งหมด 15 การทดลอง (ตารางท่ี 3.2)  
                ท าการทดลองโดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250    
มิลลิลิตร โดยใช้กากน ้ าตาลท่ีเตรียมไดจ้ากภาคผนวก ก เป็นแหล่งคาร์บอน แปรผนัองคป์ระกอบ
ของอาหารเล้ียงเช้ือดงัสูตรท่ีออกแบบดว้ยแผนการทดลองแบบ PBD (ตารางท่ี 3.2) ก าหนดค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) (ดดัแปลง
จาก Choojun และ Yoonprayong, 2012) จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 และทุกๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 360 ชัว่โมง โดยน ้ าหมกัท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์ ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติกท่ีเกิดข้ึน ตาม
วิธีการวิเคราะห์ในขอ้ 3.14.2 หลงัจากนั้นน าผลการทดลองท่ีได ้มาวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยแผนการ
ทดลองแบบ PBD ดว้ยโปรแกรม Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) ในหวัขอ้ 
3.15 เพื่อน าไปพิจารณาคดัเลือกปัจจยัและท าการศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมของปัจจยัหลกัโดยวิธีพื้นท่ี
ผิวตอบสนอง (RSM) ดว้ยการออกแบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design, CCD) ใน
ขั้นตอนต่อไป 
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ตารางที่ 3.1 ระดับของปัจจยัต่างๆท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้การออกแบบการ
ทดลองแบบแฟคทอเรียล ดว้ยแผนการทดลองแบบ PBD 

ปัจจัย หน่วย ระดับสูง (+) ระดับกลาง (0) ระดับต ่า (-) 
X1 
X2 
X3 
X4 
X5 
X6 

กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 

40.00 
10.00 
10.00 
5.00 
2.50 
5.00 

25.00 
5.00 
5.00 
4.00 
1.38 
3.00 

10.00 
0.00 
0.00 
3.00 
0.25 
1.00 

หมายเหตุ:  X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล, X2  หมายถึง ยสีตอ์อโตไล- 
เสท,  X3 หมายถึง สารสกดัยสีต,์ X4 หมายถึง ทริปติกซอยบรอท, X5 หมายถึง              
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนซลัเฟต, X6 หมายถึง โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่3.2 แผนการทดลองแบบ PBD ทั้งหมด 15 การทดลอง ประกอบดว้ยรหสัและค่าความเขม้ขน้ของปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลองทั้ง 6 ปัจจยั ท่ีมีผลต่อการผลิตกรด 
  โพรพิโอนิก 

การทดลองที่ 
X1 

(กรัมต่อลติร) 

X2 

 (กรัมต่อลติร) 

X3 

 (กรัมต่อลติร) 

X4 

 (กรัมต่อลติร) 

X5 

 (กรัมต่อลติร) 

X6 

 (กรัมต่อลติร) 

Y1 

กรดโพรพโิอนิก 

(กรัมต่อลติร) 

Y2 

กรดแอซีติก 

(กรัมต่อลติร) 

Y3 

น า้ตาลทั้งหมด 

(กรัมต่อลติร) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

+1 (40) 

0 (25) 

+1 (40) 

-1 (10) 

+1 (40) 

+1 (40) 

-1 (10) 

-1 (10) 

0 (25) 

-1 (10) 

0 (25) 

+1 (40) 

-1 (10) 

+1 (40) 

-1 (10) 

+1 (10) 

0 (5) 

+1 (10) 

+1 (10) 

+1 (10) 

-1 (0) 

-1 (0) 

+1 (10) 

0 (5) 

-1 (0) 

0 (5) 

-1 (0) 

-1 (0) 

-1 (0) 

+1 (10) 

-1 (0) 

0 (5) 

+1 (10) 

+1 (10) 

-1 (0) 

+1 (10) 

-1 (0) 

+1 (10) 

0 (5) 

+1 (10) 

0 (5) 

+1 (10) 

-1 (0) 

-1 (0) 

-1 (0) 

+1 (5) 

0 (4) 

-1 (3) 

-1 (3) 

-1 (3) 

+1 (5)  

-1 (3) 

+1 (5) 

0 (4) 

-1 (3) 

0 (4) 

+1 (5) 

+1 (5) 

-1 (3) 

+1 (5) 

+1 (2.5) 

0 (1.38) 

-1 (0.25) 

+1 (2.5) 

-1 (0.25) 

+1 (2.5) 

-1 (0.25) 

-1 (0.25) 

0 (1.38) 

+1 (2.5) 

0 (1.38) 

-1 (0.25) 

-1 (0.25) 

+1 (2.5) 

+1 (2.5) 

+1 (5) 

0 (3) 

-1 (1) 

+1 (5) 

+1 (5) 

-1 (1) 

-1 (1) 

-1 (1) 

0 (3) 

+1 (5) 

0 (3) 

+1 (5) 

+1 (5) 

-1 (1) 

-1 (1) 

   

หมายเหตุ:  X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล, X2 หมายถึง ยสีตอ์อโตไลเสท,  X3 หมายถึง สารสกดัยสีต,์ X4 หมายถึง ทริปติกซอยบรอท, X5 หมายถึง ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนซัลเฟต, X6 หมายถึง โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
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        3.9.2 การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของปัจจัยหลกัทีม่ีผลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิกด้วย 
 วธีิการออกแบบพืน้ทีผ่วิตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM) 

                วิธีพื้นผิวผลตอบสนอง (RSM) ดว้ยการออกแบบส่วนประสมกลาง (CCD) ซ่ึงมีพื้นฐาน
มาจาก 2k แฟกทอเรียล (factorial 2k) เป็นเทคนิคท่ีถูกน ามาศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
กรดโพรพิโอนิก โดยใชต้วัแปรหลกัท่ีส่งผลอยา่งมีนยัส าคญัต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกซ่ึงท าการ
คดัเลือกไดจ้ากการทดลองในขอ้ 3.9.1 ในการออกแบบการทดลองแบบ CCD จะมีการออกแบบใน
ทุกความเขม้ขน้ของแต่ละปัจจยั และมีการท าซ ้ าท่ีจุดกลางของการทดลอง ท าการก าหนดระดบัของ
ปัจจยัท่ีจะศึกษา ซ่ึงประกอบดว้ย จุดแฟกทอเรียล จุดขอบ และจุดก่ึงกลาง โดยแปรผนัระดบัของตวั
แปรในแต่ละปัจจยัเป็น 5 ระดบั คือ ระดบัสูงสุด (+α) ระดบัสูง (+) ระดบักลาง (0) ระดบัต ่า (-) 
และระดบัต ่าสุด (-α) ดงัตารางท่ี 3.3  
                ท าการทดลองโดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยใช้กากน ้ าตาลท่ีเตรียมไดจ้ากภาคผนวก ก เป็นแหล่งคาร์บอน แปรผนัองคป์ระกอบ
ของอาหารเล้ียงเช้ือดงัสูตรท่ีออกแบบดว้ยแผนการทดลองแบบ CCD (ตารางท่ี 3.4) ก าหนดค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) 
(ดัดแปลงจาก Choojun และ Yoonprayong, 2012) จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121          
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 
5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอยา่งน ้ า
หมกัปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 และ ทุก 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 360 ชัว่โมง โดยน ้ าหมกัท่ีไดน้ าไป
วิเคราะห์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติก   
ท่ีเกิดข้ึน ตามวิธีการวิเคราะห์ในขอ้ 3.14.2 หลงัจากนั้นน าผลการทดลองท่ีได ้มาวิเคราะห์ดว้ยวิธี
พื้นท่ีผิวตอบสนอง (RSM) ดว้ยโปรแกรม Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) ใน
หวัขอ้ 3.15  
                จากแผนการทดลองแบบ CCD น้ีจ านวนการทดลองทั้งหมดท่ีออกแบบดว้ยโปรแกรม  
ผลการทดลองจะถูกน ามาวิเคราะห์เพื่อสร้างสมการ Quadratic ก าลงัสอง แสดงความสัมพนัธ์
ระหว่างอิทธิพลของตวัแปรต่างๆ ท่ีท าการศึกษาต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก กรดแอซีติก และ
น ้ าตาลทั้งหมด เพื่อสร้างเป็นกราฟพื้นท่ีผิวตอบสนอง (response surface) ในรูปแบบสามมิติ (3D) 
และกราฟเส้นโครงร่างพื้นท่ีผิวตอบสนอง (contour plots) โดยใชต้วัแปรท่ีมีปฏิสัมพนัธ์กนัอยา่งมี
นยัส าคญั ซ่ึงแต่ละกราฟจะแสดงผลของการทดลองและค่าคงท่ีท่ีระดบั 0 ดงันั้นส่วนนูนในกราฟ
พื้นท่ีผิวตอบสนองหรือจุดศูนยก์ลางของวงกลมในกราฟเส้นโครงร่าง จึงเป็นค่าความเขม้ขน้ท่ีมี
เหมาะสมท่ีสุดในแต่ละตวัแปร เม่ือแทนค่าลงในสมการจะไดค้่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของการผลิตกรด
โพรพิโอนิก ซ่ึงเป็นค่าจากการท านาย (predicted value) ดว้ยโปรแกรมในหวัขอ้ 3.15 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่3.3 ปัจจยัต่างๆท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยการออกแบบดว้ยโปรแกรม RSM 

ปัจจัย หน่วย -α ระดับต ่า (-) ระดับกลาง (0) ระดับสูง (+) +α 

X1 
X2 
X3 

กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 
กรัมต่อลิตร 

6.36 
-3.41 
-3.41 

20.00 
0.00 
0.00 

40.00 
5.00 
5.00 

60.00 
10.00 
10.00 

73.64 
13.41 
13.41 

หมายเหตุ: X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล, X2 หมายถึง ยสีตอ์อโตไล- 
 เสท, X3 หมายถึง สารสกดัยสีต ์
 
ตารางที ่3.4 แผนการทดลองแบบ CCD ทั้งหมด 20 การทดลอง ประกอบดว้ยรหสัและค่าความ 
 เขม้ขน้ของปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลองทั้ง 3 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

การ
ทดลอง
ที ่

X1  
(กรัมต่อลติร) 

X2 
(กรัมต่อลติร) 

X3 
(กรัมต่อลติร) 

Y1 
กรดโพรพโิอนิก 
(กรัมต่อลติร) 

Y2 
กรดแอซีติก 
(กรัมต่อลติร) 

Y3 
น า้ตาลทั้งหมด  

(กรัมต่อลติร) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

-1 (20) 
+1 (60) 
-1 (20) 
-1 (20) 
-1 (20) 
+1 (60) 
+1 (60) 
+1 (60) 
0 (40) 
0 (40) 
+α (73.64) 
0 (40) 
-α (6.36) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 

-1 (0) 
+1 (10) 
-1 (0) 
 +1 (10) 
+1 (10) 
+1(10) 
-1 (0) 
-1 (0) 
-α (-3.41) 
+α (13.41) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 

+1 (10) 
-1 (0) 
-1 (0) 
-1 (0) 
+1 (10) 
+1 (10) 
-1 (0) 
+1 (10) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
+α (13.41) 
(5) 
-α (-3.41) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 

   

หมายเหตุ: X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้ งหมดในกากน ้ าตาล, X2 หมายถึง ยีสต์ออโตไลเสท, X3 
หมายถึง สารสกดัยสีต ์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.10  การตรวจสอบยนืยนัผล (Validation) 

        ท าการตรวจสอบยืนยนัผลท่ีไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.9.2 ในระดบัฟลาสก์อีกคร้ัง โดยใช้ค่า
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัท่ีเป็นองค์ประกอบของสูตรอาหาร ซ่ึงไดจ้ากการท านาย 
(predicted value) ดว้ยโปรแกรม Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) ในหวัขอ้ 
3.15 โดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรก าหนดค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) 
(ดดัแปลงจาก Choojun และ Yoonprayong, 2012) จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่าง      
น ้าหมกัปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 และ ทุกๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 144 ชัว่โมง เพื่อน าไปวิเคราะห์
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติกท่ีเกิดข้ึน
ตามวธีิการวเิคราะห์ในขอ้ 3.14.2  
 

3.11  ศึกษายีห้่อของสารสกดัยสีต์ทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก 

        ศึกษายี่ห้อของสารสกดัยีสต์ท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก ในระดบัฟลาสก์ โดยท าการ
เปล่ียนสารสกดัยีสตย์ี่ห้อ Himedia (India) ซ่ึงเป็นสารสกดัยีสตท์างการคา้และมีราคาแพง เป็นสาร
สกดัยีสต์ท่ีผลิตในประเทศไทยจ านวน 3 ตวัอย่าง คือ สารสกดัยีสต ์CW-V (Thailand), สารสกดั
ยีสต ์21 VP (Thailand) และสารสกดัยีสต ์HIMAX IG20 (Thailand) เพื่อเปรียบเทียบลดตน้ทุนการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นท าการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือตามค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ
แต่ละปัจจยัท่ีเป็นองคป์ระกอบของสูตรอาหารท่ีไดจ้ากการท านาย (predicted value) ดว้ยโปรแกรม 
Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) ก าหนดค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 
เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (น ้าหนกัต่อปริมาตร) (ดดัแปลงจาก Choojun และ Yoonprayong, 
2012) จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็น
เวลา 15 นาที เติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 และท่ีเวลา 144 
ชัว่โมง เพื่อน าไปวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด 
ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติกท่ีเกิดข้ึน ตามวธีิการวเิคราะห์ในขอ้ 3.14.2 หลงัจากนั้นน า
ผลการทดลองท่ีไดม้าวเิคราะห์ทางสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS เพื่อเปรียบเทียบผลในหวัขอ้ 3.15 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



51 
 

 

3.12  การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกจากเซลล์อสิระและเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบ
เพกทนิจากใบกรุงเขมาในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร 

       ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเซลล์อิสระ โดยการเตรียมหวัเช้ือเร่ิมตน้จากขอ้ท่ี 3.6 และ
ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาโดยเตรียม
หวัเช้ือจากจากขอ้ท่ี 3.8 จากนั้นเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีองคป์ระกอบตามการศึกษาจากขอ้ท่ี 3.11 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใหมี้ค่าเท่ากบั 6.5 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 
1 (น ้ าหนักต่อปริมาตร) (ดัดแปลงจาก Choojun และ Yoonprayong, 2012) น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมหวัเช้ือ
เร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 และทุกๆ 24 
ชัว่โมง เป็นเวลา 360 ชัว่โมง โดยน ้ าหมกัท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมด ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติกท่ีเกิดข้ึน ตามวิธีการ
วิเคราะห์ในขอ้ 3.14.2 หลงัจากนั้นน าผลการทดลองท่ีไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS 
เพื่อเปรียบเทียบผลในหวัขอ้ 3.15 
 

3.13  การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกจากเซลล์อสิระและเซลล์ตรึงด้วยสารสกัดหยาบ
เพกทนิจากใบกรุงเขมา ในถังหมกัขนาด 5 ลติร 

        ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเซลล์อิสระ โดยการเตรียมหวัเช้ือเร่ิมตน้จากขอ้ท่ี 3.6 และ
ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาโดยเตรียม
หวัเช้ือจากจากขอ้ท่ี 3.8 จากนั้นเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีองคป์ระกอบตามการศึกษาจากขอ้ท่ี 3.11 
ปริมาตร 3,500 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้มีค่าเท่ากบั 6.5 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 40 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ จากนั้นเติมหวัเช้ือ
เร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพาะเล้ียงท่ีสภาวะดงัน้ี 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส (Choojun และ Yoonprayong, 2012) ควบคุมค่าความเป็นกรด-
ด่าง 6.5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ (Liu และคณะ, 2011; Wang 
และคณะ, 2013) ควบคุมอตัราการกวนของใบพดั 100 รอบต่อนาที (Feng และคณะ, 2011) และไม่
มีการเติมอากาศในถงัหมกั (Dishisha และคณะ, 2013) เก็บน ้ าหมกัปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 
และทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 360 ชัว่โมง โดยน ้ าหมกัท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติกท่ีเกิดข้ึน
ตามวิธีการวิเคราะห์ในข้อ 3.14.2 หลังจากนั้นน าผลการทดลองท่ีได้มาวิเคราะห์ทางสถิติด้วย
โปรแกรม SPSS เพื่อเปรียบเทียบผลในหวัขอ้ 3.15 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.14  วธิีวเิคราะห์ 

        3.14.1 การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของยสีต์ออโตไลเสท 

                3.14.1.1 ปริมาณโปรตีน และปริมาณไนโตรเจนตามวิธี Kjeldahl (Tangüler และ Erten, 
2009; Munawar และคณะ, 2010) (ภาคผนวก ข) 
                3.14.1.2 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ ดว้ยเคร่ือง Hight Performance Liquid Chroma- 
tography, HPLC (Adolfo และคณะ, 2000; Gheshlaghi และคณะ, 2008; Dimova และคณะ, 2010) 

        3.14.2 การวเิคราะห์น า้หมัก 

                3.14.2.1 ค่าความเป็นกรด-ด่าง ดว้ยเคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
                3.14.2.2 น ้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก ตามวิธีการของ Dubois, 1956 (ภาค 
ผนวก ข) 

                3.14.2.3 ตรวจนบัจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดดว้ยวธีิ Total plate count (ภาคผนวก ข) 
                3.14.2.4 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติกด้วยเคร่ือง HPLC ท าการเตรียม
ตวัอย่างโดยน าน ้ าหมกัมาป่ันเหวี่ยงตวัอย่างด้วยความเร็วรอบ 10,000 × g เป็นเวลา 10 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าส่วนใสกรองผ่านแผน่กรองท่ีท าจากเซลลูโลสเมมเบรน (cellulose 
acetate filter) ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร แลว้วิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชค้อลมัภ ์Inertsil 
C8-3 ใชส้ารละลายกรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) อตัรา
การไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวดัดว้ย UV-Detector ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร น าพื้นท่ีใต้
กราฟจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานกรดโพรพิโอนิก และกรด
แอซีติก ส าหรับค านวณหาปริมาณของกรดโพรพิโอนิก และกรดแอซีติก ท่ีเกิดข้ึน ตามล าดบั 
 

3.15  การวเิคราะห์ทางสถิติ 

        ท  าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า การศึกษาในหวัขอ้ 3.9.1 และ 3.9.2 น าผลการทดลองมาวิเคราะห์
ทางสถิติ โดยใชโ้ปรแกรม Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) ในการวางแผนการ
ทดลองแบบ PBD และแบบส่วนประสมกลาง (RSM) การศึกษาในหวัขอ้ 3.11, 3.12 และ 3.13 ใช้
การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Duncan’s New Multiple Rang test (DMRT) โดย
ใชโ้ปรแกรม SPSS และการศึกษาในหัวขอ้ 3.12 และ 3.13 ใชก้ารเปรียบเทียบความแตกต่างทาง
สถิติดว้ยวธีิ Pair sample t-test โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง และ วจิารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1  การศึกษาองค์ประกอบของสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการผลติกรดโพรพโิอนิกโดย 

       เช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 

        4.1.1 การคัดเลอืกปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ  
 Plackett-Burman Design (PBD) 

                กระบวนการทางสถิติโดยใช้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ ถูกน ามาประยุกต์ใช้อย่าง
แพร่หลายในการออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการผลิตทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ โดยสามารถคดักรององคป์ระกอบของสูตรอาหารจ านวนหลายตวัแปรท่ีส่งผล
ต่อกระบวนการผลิตได้พร้อมกนั ในการศึกษาน้ีเลือกใช้กระบวนการทางสถิติคือ Plackett and 
Burman design (PBD) ซ่ึงมีประโยชน์ในการคดักรองปัจจยัหลกั (main effect) ต่างๆจ านวนหลาย
ปัจจยัในเบ้ืองตน้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยวตัถุประสงคห์ลกั คือ คดัเลือกปัจจยัหลกัท่ีมีผลอยา่งมี
นยัส าคญั (P≤0.05) และท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีการออกแบบพื้นท่ีผิวตอบสนอง 
(Response Surface Methodology; RSM) โดยใช้การวางแผนการทดลองแบบส่วนประสมกลาง 
(Central Composite Design; CCD) เพื่อเพิ่มผลผลิตกรดโพรพิโอนิก ในระดบัฟลาสก์ และขยาย
ขนาดการผลิตในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตรโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีถูกตรึงดว้ย
สารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา 
                ในขั้นตอนแรก จะใช้การออกแบบดว้ยโปรแกรม PBD ส าหรับการศึกษาเพื่อคดัเลือก 
(Screening) ปัจจัยท่ีมีความส าคัญหรือมีอิทธิพลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกในระดับห้อง 
ปฏิบติัการ (flask scale) กล่าวคือจากแผนการทดลองน้ีจะท าให้สามารถวิเคราะห์ถึงผลกระทบหลกั
ของปัจจยัท่ีศึกษาเท่านั้น แต่จะไม่สามารถศึกษาถึงความสัมพนัธ์ร่วมกนัของแต่ละปัจจยัต่างๆ ท่ีมี
ในการทดลองได ้โดย PBD จะถูกออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล บนพื้นฐานของสมการท่ี 
4.1 คือ 

 Y = βo + ΣβiXi                  (4.1) 

                 โดย Y คือ ผลการทดลองท่ีติดตาม (response), βo คือ ค่าการยอมรับของโมเดล, βi คือ 
ค่าประมาณของตวัแปรอิสระ และ Xi คือ ตวัแปรอิสระ  
                 ปัจจยัหลกัในองค์ประกอบของสูตรอาหารทั้งหมด 6 ปัจจยั ท่ีมีรายงานว่าส่งเสริมการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดโ้ดยเช้ือแบคทีเรียถูกน ามาศึกษา ไดแ้ก่ X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
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ทั้งหมดในกากน ้ าตาล (total sugar concentration in molassess), X2-ยีสต์ออโตไลเสท (yeast 
autolysate), X3-สารสกดัยีสต ์(yeast extract), X4-ทริปติกซอยบรอท (tryptic soy broth; TSB), X5-
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4), และ X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) ซ่ึงระดบัของตวัแปรคดัเลือกจากรายงานการศึกษาท่ีมีมาก่อนหน้าน้ี แต่ละปัจจยัจะ      
ถูกแปรระดบัความเขม้ขน้เป็น 3 ระดบั คือ ระดบัต ่า (low, -) ระดบักลาง (mid, 0) และระดบัสูง       
(high, +) สามารถวางแผนการทดลองได ้15 การทดลอง จากนั้นท าการหมกัในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 360 ชัว่โมง วเิคราะห์หาค่าปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก 
ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และค่าความเป็นกรด-ด่าง ซ่ึงถูกก าหนดให้เป็นค่าท่ีท าการติดตาม หลงัจาก
นั้นค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficient) ค่าผลกระทบของตวัแปร (effect value) และ
ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (P≤0.05) จะถูกน ามาวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ โดย
ปัจจยัท่ีพบว่ามีผลกระทบและมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั หมายถึง การมีอิทธิพลต่อการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก และแต่ละปัจจยัไม่มีปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งกนั ค่าการผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีได้
จากการท านายของโปรแกรม PBD สามารถค านวณไดจ้ากสมการท่ี 4.2 คือ 
กรดโพรพิโอนิก = 8.93 + 3.04 * ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล + 1.4 * ยสีต ์       

ออโตไลเสท + 1.61 * สารสกดัยสีต ์- 0.77 * ทริปติกซอยบรอท - 0.097            
* ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต - 0.24 *โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต         (4.2) 

และค่าจริงท่ีไดจ้ากการทดลองสามารถค านวณไดจ้ากสมการท่ี 4.3 คือ 
กรดโพรพิโอนิก = 4.39564 + 0.20283 * ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล + 0.28176 

* ยสีตอ์อโตไลเสท + 0.32149 * สารสกดัยสีต ์- 0.76779  * ทริปติกซอยบรอท - 
0.086184 * ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต - 0.12162 * โพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต   (4.3) 

                ความแปรปรวนทางสถิติให้ค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจ (R2) โดยทัว่ไปควรมีค่า
อยา่งนอ้ยร้อยละ 80 (Montgomery 1991; Han และคณะ, 2009) จากการทดลองน้ีค่าสัมประสิทธ์ิ
ของการตดัสินใจ มีค่าร้อยละ 86.39 ซ่ึงถือวา่เป็นค่าท่ียอมรับได ้สามารถอธิบายไดว้า่ ปริมาณกรด
โพรพิโอนิกท่ีผลิตไดเ้ป็นผลมาจากตวัแปรท่ีเลือกใชใ้นการศึกษาร้อยละ 86.39 ส่วนท่ีเหลือร้อยละ 
13.61 เป็นผลจากปัจจยัอ่ืนท่ีไม่สามารถระบุได ้ ซ่ึงนอกจากนั้นเม่ือพิจารณาค่าค่าสัมประสิทธ์ิของ
การตดัสินใจแบบจ าลอง (Adj-R2) มีค่าเท่ากบั 74.72 เป็นการยืนยนัว่าการออกแบบการทดลองน้ี
สามารถท านายการผลิตกรดโพรพิโอนิกได้อย่างมีนัยส าคัญ ความแม่นย  าของการออกแบบ 

(Adequate precision) พิจารณาจากสัดส่วนของส่ิงรบกวนการออกแบบ โดยตอ้งมีค่ามากกวา่ 4 ข้ึน
ไป จึงจะถือวา่การออกแบบน้ีมีความแม่นย  า ในการออกแบบคร้ังน้ีพบวา่มีค่าเท่ากบั 9.789 ซ่ึงเป็น
การยนืยนัวา่การออกแบบน้ีสามารถน าไปใชใ้นการทดลองไดด้งัแสดงในตารางท่ี 4.1 
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ตารางที ่4.1 ผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนส าหรับการวางแผนการทดลองแบบ PBD ของการ 
 ผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีเวลา 144 ชัว่โมง 

Source SS df 
Coefficient 
Estimate 

Standardized 
effect 

Mean  
square 

F-value 
P-value 
(Prob>F) 

Confidence  
level 

Model 
X1 
X2 
X3 
X4 
X5 
X6 
Curvature 
Residual 
   Lack of Fit 
   Pure Error 
Cor. Total 

173.80 
111.08 
23.82 
31.01 
7.07 
0.11 
0.71 
2.23 
27.38 
27.38 
0.000 
203.41 

6 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
7 
5 
2 
14 

8.93 
3.04 
1.41 
1.61 
-0.77 
-0.097 
-0.24 

 
6.09 
2.82 
3.21 
-1.54 
-0.19 
-0.49 
 

28.97 
111.08 
23.82 
31.01 
7.07 
0.11 
0.71 
2.23 
3.91 
5.48 
0.000 

7.41 
28.40 
6.09 
7.93 
1.81 
0.029 
0.18 
0.57 

0.0092* 
0.0011* 
0.0430* 
0.0259* 
0.2206 
0.8700 
0.6829 
0.4752 

 
99.89 
95.70 
97.41 
77.94 
13.00 
31.71 

R2 = 86.39 %, Adj-R2 = 74.72 %, Adequate precision = 9.789 

หมายเหตุ: * หมายถึง ปัจจยัท่ีมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี (P≤0.05); X1-ความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล; X2-ยีสตอ์อโตไลเส; X3-สารสกดัยีสต์; X4-ทริปติกซอย-
บรอท; X5-โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต; X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, 
SS หมายถึง Sum of squares, df หมายถึง degree of freedom 

 
               เม่ือพิจารณาถึงอิทธิพลของปัจจยัโดยการหาผลต่างระหวา่งผลรวมของผลท่ีเกิดจากการใช้
ปัจจยัในระดบัสูง และผลรวมของผลท่ีเกิดจากการใช้ปัจจยัในระดบัต ่า ดว้ยการวิเคราะห์ผลการ
ทดลองโดยใช้โปรแกรม Design-Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) โดยใช้ Student’s      
t-test ส าหรับ ANOVA (ตารางท่ี 4.1) พบวา่ ค่า F ของรูปแบบมีค่าเท่ากบั 7.41 ซ่ึงหมายถึง การ
ออกแบบการทดลองน้ีสามารถท านายการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั (ค่า P เท่ากบั 
0.0092) ทั้งน้ี ค่า P ท่ีนอ้ยกวา่ 0.05 หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05) และค่า P ท่ี
มากกวา่ 0.05 จะถือวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P≥0.05) 
               ส าหรับค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอยของกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตในแต่ละสูตรอาหารถูกน ามา
พิจารณา จากการวิเคราะห์ 6 องคป์ระกอบท่ีท าการศึกษา พบวา่มี 3 ปัจจยั ท่ีมีค่า main effect จาก
ทั้งหมด 6 ปัจจยั ส่งผลกระทบทางบวกต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกอย่างมีนัยส าคญั (P≤0.05) 
หมายความว่าปัจจยัเหล่านั้นมีแนวโน้มสามารถเพิ่มความเขม้ขน้ข้ึนได้อีก เพื่อให้เช้ือแบคทีเรีย
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สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสู้งข้ึน ไดแ้ก่ ปัจจยัท่ี 1 คือ X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดใน
กากน ้ าตาล (ค่า P เท่ากบั 0.0011) โดยจะสังเกตไดว้า่มีค่าระดบัความเช่ือมัน่ท่ีสูงถึงร้อยละ 99.89 
ส าหรับปัจจยัท่ี 2 และ 3 คือ  X2-ยีสตอ์อโตไลเสท และ X3-สารสกดัยีสต ์ค่า P เท่ากบั 0.0430 และ 
0.0259 ตามล าดบั และมีค่าระดบัความเช่ือมัน่ท่ีสูงถึงร้อยละ 95.70 และ 97.41 ตามล าดบั โดยทัว่ไป
ควรมีค่าระดบัความเช่ือมัน่ท่ีประมาณร้อยละ 80 เพื่อหลีกเล่ียงอิทธิพลของปฏิกิริยาสัมพนัธ์ของ
ปัจจยัดงักล่าวซ่ึงกนัและกนัดว้ย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัแผนภูมิ Pareto (รูปท่ี 4.1) และการวิเคราะห์
ผลกระทบโดยใชเ้คร่ืองมือ Half-normal plot (รูปท่ี 4.2) โดยทั้งแผนภูมิ Pareto และ Half-normal 
plot แสดงให้เห็นถึงปัจจยัหลกัท่ีมีผลกระทบเชิงบวกมากท่ีสุดต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกจนถึง
ปัจจยัท่ีมีผลน้อยท่ีสุดหรือไม่ส่งผลกระทบต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก จากผลการทดลอง พบว่า 
X1-ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล จะมีผลกระทบมากท่ีสุด รองลงมาจะเป็น X3-สาร
สกดัยสีต ์และ X2-ยสีตอ์อโตไลเสท ตามล าดบั ในขณะท่ี X4-ทริปติกซอยบรอท, X6-โพแทสเซียม-
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และ X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จะมีผลกระทบน้อยลง 
ตามล าดบั ซ่ึงสามารถเรียงล าดบัไดด้งัน้ี X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล > X3-
สารสกดัยีสต์ > X2-ยีสตอ์อโตไลเสท > X4-ทริปติกซอยบรอท > X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต > X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เม่ือพิจารณาถึงผลกระทบ พบว่า X1-ความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล, X3-สารสกดัยสีต,์ X2-ยสีตอ์อโตไลเสท, X4-ทริปติกซอยบ
รอท, X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และ X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จะมีค่า
ร้อยละการมีส่วนร่วม (% contribution) ในสูตรอาหารเท่ากบั ร้อยละ 54.16 > 15.24 > 11.71 >    
3.48 > 0.35 > 0.05 ตามล าดบั โดยปกติค่าน้ีจะอยูท่ี่ค่ามากกวา่ร้อยละ 10 
               จากผลการทดลอง ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 4.2 พบวา่การผลิตกรดโพรพิโอนิกนั้นมีความแปร
ผนัในช่วง 0.79±0.53 ถึง 17.68±0.89 กรัมต่อลิตร ทั้งน้ีเน่ืองมาจากองคป์ระกอบหลกัท่ีถูกแปรผนั
ความเขม้ขน้ของแต่ละสูตรอาหารจากอาหารทั้งหมด 15 สูตรท่ีท าการทดลอง พบวา่อาหารสูตรท่ี 3 
ซ่ึงท าการหมกัท่ีเวลา 144 ชั่วโมง โดยมีองค์ประกอบ คือ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดใน
กากน ้าตาล 40 กรัมต่อลิตร ยสีตอ์อโตไลเสท 10 กรัมต่อลิตร สารสกดัยสีต ์10 กรัมต่อลิตร ทริปติก-
ซอยบรอท 3 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.25 กรัมต่อลิตร และโพแทสเซียม-
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัมต่อลิตร ใหผ้ลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุด คือ 17.68±0.89 กรัมต่อลิตร 
มีอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกคิดเป็น 0.12 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ปริมาณกรดแอซีติก 7.66±0.45 
กรัมต่อลิตร อตัราส่วนปริมาณกรดโพรพิโอนิกต่อปริมาณกรดแอซีติก (P/A) เท่ากบั 2.31 ปริมาณ
น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เท่ากบั 14.19±0.01 กรัมต่อลิตร ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 
65.47 และค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 4.85 ในขณะท่ีสูตรอาหารท่ี 7 สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก
ไดต้ ่าสุด คือ ไดเ้พียง 0.79±0.53 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกคิดเป็น 0.005 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง และไม่มีการผลิตกรดแอซีติก และค่าความเป็นกรด-ด่าง คือ 4.98  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที ่4.1  แผนภูมิ Perato ของการออกแบบการทดลองแบบ PBD (  คือ ผลกระทบท่ีมีต่อการผลิต 

กรดโพรพิโอนิกทางบวก,  คือ ผลกระทบท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกทางลบ); X1- 
 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล, X2-ยสีตอ์อโตไลเสท, X3-สารสกดัยสีต,์ 

X4-ทริปติกซอยบรอท, X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต, X6-โพแทสเซียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  

 

 
 
รูปที ่4.2  Half-normal Plot ของการออกแบบการทดลองแบบ PBD ท่ีมีผลกระทบต่อการผลิตกรด 
 โพรพิโอนิก; X1-ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล, X2-ยสีตอ์อโตไลเสท, X3-

สารสกดัยสีต,์ X4-ทริปติกซอยบรอท, X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต, X6-
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.2 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 จากการออกแบบการทดลองแบบ 
PBD จ านวน 15 การทดลอง มีปัจจยัศึกษา 6 ปัจจยั ท าการหมกัเป็นเวลา 144 ชัว่โมง 

การ
ทดลองที ่

X1 X2 X3 X4 X5 X6 
กรดแอซีตกิ 
(กรัมต่อลติร) 

น า้ตาลทั้งหมดทีเ่หลอื 
(กรัมต่อลติร) 

กรดโพรพโิอนิก (กรัมต่อลติร) 

ค่าทีไ่ด้จากการทดลอง ค่าทีไ่ด้จากการท านาย 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

+1(40) 
0 (25) 
+1 (40) 
-1 (10) 
+1 (40) 
+1 (40) 
-1 (10) 
-1 (10) 
0 (25) 
-1 (10) 
0 (25) 
+1 (40) 
-1 (10) 
+1 (40) 
-1 (10) 

+1 (10) 
0 (5) 
+1 (10) 
+1 (10) 
+1 (10) 
-1 (0) 
-1 (0) 
+1 (10) 
0 (5) 
-1 (0) 
0 (5) 
-1 (0) 
-1 (0) 
-1 (0) 
+1 (10) 

-1 (0) 
0 (5) 
+1 (10) 
+1 (10) 
-1 (0) 
+1 (10) 
-1 (0) 
+1 (10) 
0 (5) 
+1 (10) 
0 (5) 
+1 (10) 
-1 (0) 
-1 (0) 
-1 (0) 

+1 (5) 
0 (4) 
-1 (3) 
-1 (3) 
-1 (3) 
+1 (5)  
-1 (3) 
+1 (5) 
0 (4) 
-1 (3) 
0 (4) 
+1 (5) 
+1 (5) 
-1 (3) 
+1 (5) 

+1 (2.5) 
0 (1.38) 
-1 (0.25) 
+1 (2.5) 
-1 (0.25) 
+1 (2.5) 
-1 (0.25) 
-1 (0.25) 
0 (1.38) 
+1 (2.5) 
0 (1.38) 
-1 (0.25) 
-1 (0.25) 
+1 (2.5) 
+1 (2.5) 

+1 (5) 
0 (3) 
-1 (1) 
+1 (5) 
+1 (5) 
-1 (1) 
-1 (1) 
-1 (1) 
0 (3) 
+1 (5) 
0 (3) 
+1 (5) 
+1 (5) 
-1 (1) 
-1 (1) 

2.05f±0.31 
5.67bc±0.33 
7.66a±0.45 
5.00cd±0.41 
1.90f±0.78 
7.12a±0.02 
0.00h±0.00 
3.49e±0.32 
5.67bc±0.33 
4.83d±0.43 
5.67bc±0.33 
6.29b±1.13 
0.00h±0.00 
1.40f±0.19 
1.03g±0.27 

17.64c±0.01 
6.81g±0.01 
14.19d±0.01 
2.99k±0.01 
20.23b±0.01 
13.04e±0.01 
7.97f±0.01 
3.09j±0.01 
6.81g±0.01 
2.95l±0.01 
6.81g±0.01 
13.04e±0.01 
4.31h±0.01 
33.36a±0.01 
2.68m±0.01 

12.17bc ±1.72 
7.96bcd ± 0.00 
17.68a ± 0.89 
7.90bcd ± 1.91 
10.56bcd ± 0.88 
12.56b ± 1.30 
0.79e ± 0.53 
6.58cde ± 0.30 
7.96bcd ± 0.00 
7.95bcd ± 0.00 
7.96bcd ± 0.00 
12.07bc ± 0.65 
1.47e ± 0.02 
6.79cde ± 0.46 
5.63de ± 0.01 

10.66 
7.96 
16.09 
9.33 
12.39 
11.55 
3.98 
8.47 
7.96 
6.51 
7.96 
11.26 
1.96 
9.87 
5.07 

หมายเหตุ:  X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล (g/l); X2-ยสีตอ์อโตไลเสท (g/l);  X3-สารสกดัยสีต ์(g/l);  X4-ทริปติกซอยบรอท (g/l);  X5-K2HPO4 (g/l) และ X6-KH2PO4(g/l); รหัส -1, 0 และ +1 หมายถึง ระดบัต ่า ระดบักลาง และระดบัสูง; ± หมายถึง 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน; ตวัอกัษรภาษาองักฤษในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั (P≤0.05) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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                เม่ือพิจารณาแต่ละปัจจยัท่ีมีผลต่อปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตนั้น พบวา่การทดลองชุด
ท่ีเติมความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลสูง (40 กรัมต่อลิตร) จะให้ผลผลิตกรดท่ีสูง 
ในขณะท่ีการทดลองท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลท่ีต ่า จะให้ผลผลิตของกรด
โพรพิโอนิกท่ีต ่าลงดว้ยเช่นกนั โดยกากน ้ าตาลเป็นผลพลอยไดท่ี้มีคุณค่ามากท่ีสุด เป็นส่วนของ
ของเหลวท่ีเหลือหลงัจากการแยกเอาผลึกของน ้าตาลออกแลว้มีลกัษณะเหนียวขน้ มีสีน ้าตาลเขม้ ใน
ปัจจุบนัไดมี้การน ากากน ้าตาลมาประยุกตใ์ชเ้ป็นสารอาหารให้กบัจุลินทรียใ์นกระบวนการหมกัท า
ให้สามารถผลิตผลิตภณัฑ์มูลค่าสูงได ้(Calddwell D., Westway Trading Corporation, Cedar Lake, 
IN) โดยกากน ้าตาลท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก เน่ืองจากกากน ้ าตาลประกอบ
ไปดว้ย น ้าตาลซูโครส น ้าตาลกลูโคส และน ้าตาลฟรักโทส เป็นองคป์ระกอบเป็นส่วนใหญ่ (United 
States Sugar Corporation Molasses and Liquid Feeds Division P.O. Drawer 1207 Clewiston, 
Florida 33440, 2003) ซ่ึงถูกใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกและมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์
จุลินทรีย ์และกากน ้ าตาลถูกใชใ้นการหมกักรดโพรพิโอนิก ซ่ึงมีรายงานวา่กากน ้ าตาลจะให้ผลได้
ของมวลชีวภาพสูงท่ีสุด (Rossi และคณะ, 2003) ดงัมีรายงานการวิจยัของ Coral และคณะ (2008) 
ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4965 โดยใช้กากน ้ าตาล            
กลีเซอรอล หรือแลกเตต เป็นแหล่งคาร์บอน โดยการหมกัแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 30 และ 36 องศา-
เซลเซียส เม่ือใช้กากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิตชีวมวลได้มากท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เท่ากับ 7.55 กรัมต่อลิตร ในกรณีเดียวกันท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส สามารถผลิต       
ชีวมวล เท่ากบั 3.71 กรัมต่อลิตร รายงานการวิจยัของ Feng และคณะ (2011) ไดท้  าการศึกษาการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีประหยดัและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มจากเช้ือ P. freudenreichii CCTCCM 
207015 ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิด plant fibrous bed bioreactor (PFB) โดยใชก้ากน ้ าตาลท่ีผา่นการ
ยอ่ยเป็นแหล่งคาร์บอนและใชส้ารสกดัยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้
เท่ากบั 91.89±4.59 กรัมต่อลิตร มีอตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติก (P/A) เท่ากบั 
5 และในขณะเดียวกนัไดท้  าการศึกษาโดยใช้กากน ้ าตาลท่ีผ่านการย่อยเป็นแหล่งคาร์บอนและใช้
เซลล์แบคทีเรียโพรพิโอนิกเหลือทิ้งเป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทน จะให้กรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 
79.81±3.99 กรัมต่อลิตร งานวิจยัดังกล่าวมีความสอดคล้องกับการทดลองในคร้ังน้ี โดยใช้
กากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
                Van (1928) ได้ท าการศึกษาข้อแตกต่างของแบคทีเรียโพรพิโอนิกแต่ละสายพนัธ์ุ 
(Propionibacterium) พบวา่การเปล่ียนกลูโคส แลกเตต หรือไพรรูเวทไปเป็นกรดโพรพิโอนิกนั้นจะ
มีอตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติกอยู่ระหว่าง 1.6-1.8 ซ่ึงแตกต่างกันในแต่ละ        
สายพนัธ์ุ 
                Piveteau (1999) ไดท้  าการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบปริมาณของโพรพิโอเนตและแอซีเตตท่ี
ผลิตจากน ้ าตาลและแลกเตตโดยใช้เช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้ (Propioni- 
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bacterium) 12 สายพนัธ์ุ ภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั 26 สภาวะ พบวา่อตัราส่วนโดยโมลของ       
โพรพิโอเนตต่อแอซีเตต (P/A) มีค่าอยูใ่นช่วง 0.9-3.8 โดยส่วนใหญ่จะมีค่าอยูป่ระมาณ 2.0 
                Himmi และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากกลูโคสและกลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอน โดยกระบวนการหมกัแบบกะ (ถงัหมกัขนาด 1.2 ลิตร) ซ่ึงใชเ้ช้ือ P. acidipropionici 
และ P. freudenreichii spp. shermanii พบวา่ไดผ้ลผลิตสุดทา้ย คือ กรดโพรพิโอนิกเป็นผลผลิตเป็น
ส่วนใหญ่ และไดก้รดแอซีติก n-propanol และกรดซกัซินิก พบวา่เม่ือใชก้ลีเซอรอลเป็นสารตั้งตน้
จะให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิกมากท่ีสุด ซ่ึงเช้ือ P. acidipropionici มีความสามารถในการใชส้ารตั้ง
ตน้ได้เร็วกว่า 0.64 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และมีอตัราการผลิตกรดสูงกว่า 0.42 กรัมต่อลิตรต่อ
ชั่วโมง เม่ือใช้กลูโคสเป็นสารตั้ งต้น มีความเข้มข้นของกรดแอซีติกท่ีได้จะมากกว่าการใช ้            
กลีเซอรอลถึง 2 เท่า 
                Lind (2010) ได้รายงานไวว้่าการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรด         
โพรพิโอนิกได ้(Propionibacterium) บนแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้ าตาล เช่น กลูโคส แลกโตส และ    
กาแลกโตส จะให้ผลไดข้องพลงังานมากกวา่แลกเตตและเป็นผลให้อตัราการเจริญเติบโตและมวล
ชีวภาพท่ีสูงกวา่ แต่ในการหมกัดว้ยแลกเตตจะให้อตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติกท่ี
สูงกวา่ 
                Liu และคณะ (2010) ไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ P. acidipropionici 
แบบเซลล์อิสระ โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าอตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกและกรด
แอซีติก (โมลต่อโมล) เท่ากบั 3.63:1 จากงานวจิยัดงักล่าว มีความสอดคลอ้งกบัการทดลองในคร้ังน้ี
ท่ีไดใ้ชก้ระบวนการหมกัแบบกะ และใหผ้ลผลิตของกรดแอซีติกเช่นเดียวกนั 
               ส าหรับปัจจยัท่ี 2 และ 3 คือ X2-ยีสต์ออโตไลเสท และ X3-สารสกดัยีสต ์ ค่า P เท่ากบั 
0.0430 และ 0.0259 ตามล าดบั เม่ือพิจารณาจากองคป์ระกอบของสูตรอาหารจากการออกแบบดว้ย 
PBD จะเห็นไดว้า่ การทดลองท่ีเติมยีสตอ์อโตไลเสทหรือสารสกดัยีสตเ์พียงอยา่งเดียวท่ีปริมาณสูง
ท่ีสุดท่ีท าการแปรผนั ร่วมกบัการเติมกากน ้ าตาลความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดสูง จะให้ผลผลิต
กรดโพรพิโอนิกท่ีสูงเช่นกนั แต่หากเติมกากน ้าตาลความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดต ่าจะ พบวา่กรด   
โพรพิโอนิกท่ีได ้มีค่าต ่าลงอย่างเห็นไดช้ดั นอกจากนั้น การใช้ทั้งยีสต์ออโตไลเสทและสารสกดั
ยีสตร่์วมกนั ให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงท่ีสุด ดงัเห็นไดจ้ากการทดลองท่ี 3 ดงันั้นจากผลการ
ทดลองน้ีน่าจะสามารถกล่าวไดว้่า เม่ือเติมยีสต์ออโตไลเสท และ/หรือ สารสกดัยีสต์รวมกบัความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลในองคป์ระกอบของสูตรอาหารน่าจะเป็น 2 ปัจจยัท่ีอาจมี
ความส าคญัร่วมกนัและสามารถท าให้เช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสู้งข้ึนซ่ึงเห็น
ไดอ้ยา่งชดัเจนในการทดลองคร้ังน้ี และจากการวเิคราะห์ปริมาณของกรดอะมิโนของยีสตอ์อโตไล-
เสท (Nanoproplus, Thailand) และสารสกดัยีสต์ (Himedia, India) พบว่ามีกรดอะมิโนซ่ึงมีส่วน
ส าคญัในการช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรียเ์ป็นองค์ประกอบอยู่หลายชนิด แสดงดงั
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ตารางท่ี 4.3 มีปริมาณโปรตีนร้อยละ 52. 50 และ 84.38 ปริมาณไนโตรเจน (Kjeldahl) ร้อยละ 8.41 
และ 13.66 ตามล าดบั  
                Praveen และคณะ (2008) ได้กล่าวไวว้่าสารสกดัจากยีสต์ได้รับการพิสูจน์แลว้ว่าเป็น
แหล่งไนโตรเจนท่ีมีประสิทธิภาพและเป็นแหล่งของสารอาหารในการหมกัแบคทีเรียและสร้างกรด
โพรพิโอนิกได ้รายงานการวิจยัของ Smith และ Hoitzapple (2011) ไดร้ายงานไวว้า่สารอาหารท่ี
ส าคญัต่อกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยเฉพาะอยา่งยิ่งแหล่งไนโตรเจน (เช่น โปรตีน และ
เกลือแอมโมเนีย) มีความจ าเป็นส าหรับกระบวนการหมกัอยา่งมาก และส่งผลต่อประสิทธิภาพการ
ท างานเพราะมีบทบาทในการสร้างเซลล์ การบ ารุงรักษา การสังเคราะห์ทางชีวภาพ และการ
สังเคราะห์เอนไซม์ รายงานการวิจยัของ Prescott และ Dunn (1959) พบวา่แหล่งไนโตรเจนมีผลต่อ
อตัราการหมกัและอตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติก โดยเช้ือ P. shermanii สามารถใช้
แหล่งไนโตรเจนไดห้ลายชนิด เช่น ขา้วสาลี ขา้วโพด สารสกดัยีสต ์เป็นตน้ แต่สารสกดัยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด รายงานงานวจิยัของ Colomban และคณะ (1993) ไดศึ้กษาผลของ
แหล่งไนโตรเจนท่ีมีต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยใชแ้หล่งไนโตรเจน ไดแ้ก่ สารสกดัยีสต ์ยเูรีย 
น ้ าแช่ข้าวโพด และโปรตีนเวย์เข้มข้น พบว่าสารสกัดยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุด โดย
สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดป้ริมาณสูงกว่าแหล่งไนโตรเจนอ่ืนๆ รายงานการวิจยัของ Yang 
และคณะ, (1994) ไดท้  าการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเติมลงในหางนมเพื่อผลิตกรดโพร-      
พิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4875 แหล่งไนโตรเจนท่ีใช้คือ ทริปทิเคสซอยบรอท 
และสารสกดัยีสต ์พบวา่เม่ือใชส้ารสกดัยีสต ์10 กรัมต่อลิตร และทริปทิเคสซอยบรอท 20 กรัมต่อ
ลิตร จะให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุด และรายงานการวิจยัของ Lima และคณะ (2009) ได้
ท าการศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเช้ือ Lactobacillus SMI8 ซ่ึงใช้แหล่งไนโตรเจน คือ น ้ า        
แช่ข้าวโพด และยีสต์ออโตไลเสท พบว่าสามารถสามารถผลิตกรดแลกติกได้สูงสุด เม่ือใช้น ้ า            
แช่ขา้วโพด 15 กรัมต่อลิตร และใช้ยีสต์ออโตไลเสท 5 กรัมต่อลิตร ซ่ึงรายงานการศึกษาต่างๆท่ี
กล่าวมา มีความสอดคลอ้งกบัการทดลองในคร้ังน้ี  
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ตารางที ่4.3 ปริมาณของกรดอะมิโนท่ีมีในยสีตอ์อโตไลเสทและสารสกดัยสีต ์

กรดอะมิโน 
ปริมาณกรดอะมิโน (กรัมต่อ 100 กรัม) 

NanoproplusTM (Thailand) Himedia (India) 
กรดแอสพาติก (Aspartic acid) 
ทรีโอนีน (Threonine) 
เซอรีน (Serine) 
กรดกลูตามิก (Glutamic acid) 
โพรลีน (Proline) 
ไกลซีน (Glycine) 
อะลานีน (Alanine) 
ซีสตีน (Cystine) 
วาลีน (Valine) 
เมทไทโอนีน (Methionine) 
ไอโซลิวซีน (Isoleucine) 
ลิวซีน (Leucine) 
ไทโรซีน (Tyrosine) 
ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) 
ฮิสทิดีน (Histidine) 
ไลซีน (Lysine) 
อาร์จินิน (Arginine) 
ทริปโตเฟน (Tryptophan) 

0.024 
0.056 
0.010 
0.842 
0.244 
0.171 
0.849 
0.062 
0.291 
0.054 
0.145 
0.256 
0.338 
3.081 
0.051 
0.132 
0.029 
0.012 

2.675 
2.583 
2.648 
8.585 
1.362 
1.739 
5.318 
- 
3.427 
0.786 
2.773 
4.763 
1.620 
2.791 
0.341 
2.567 
2.094 
0.486 

ทีม่า:  วเิคราะห์ดว้ย HPLC จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) ศูนย ์
 ทดสอบและมาตรวทิยา นิคมอุตสาหกรรมบางปู ซอย 1 ถ. สุขุมวิท อ. เมือง จ.สมุทรปราการ 
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                เม่ือพิจารณาปัจจยัอ่ืนท่ีเหลือ คือ X4-ทริปติกซอยบรอท, X5-ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต และ X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ส่งผลกระทบในทางลบต่อการผลิตกรด    
โพรพิโอนิก หมายความวา่ ควรลดความเขม้ขน้ลงใหมี้ค่าต ่าท่ีสุดท่ีท าการแปรผนัในการทดลองโดย
มีค่า P เท่ากบั 0.2206, 0.8700 และ 0.6829 ตามล าดบั 
                จากผลการทดลองดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้สามารถสรุปไดว้า่ 3 ปัจจยัหลกัท่ีส่งผลกระทบเชิง
บวกต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกอย่างมีนัยส าคญั คือ X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดใน
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กากน ้ าตาล, X2-ยีสตอ์อโตไลเสท และ X3-สารสกดัยีสต ์จะถูกน าไปแปรผนัค่าความเขม้ขน้ และ
ปัจจยัท่ีไม่ส่งผลกระทบต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก คือ X4-ทริปติกซอยบรอท, X5-ไดโพแทส-
เซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และ X6-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต จะถูกก าหนดให้ใชค้่าความ
เขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดจากการออกแบบการทดลองของ PBD ส าหรับการทดลองขั้นต่อไปเพื่อหาค่าความ
เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดว้ยวิธีพื้นท่ีผิวตอบสนอง (Response surface methodology หรือ RSM) โดยใช้
การออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design หรือ CCD) 
 

4.2  การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของปัจจัยหลกัทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก 
 ด้วยวธิีการออกแบบพืน้ทีผ่วิตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) 

        Response surface methodology (RSM) หรือวิธีการออกแบบพื้นท่ีผิวตอบสนอง และการวาง
แผนการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design, CCD) เป็นวิธีในการหา
ผลตอบสนองของกระบวนการแบบโครงสร้างพื้นผิว (response surface) ซ่ึงน าความรู้ทางดา้น
คณิตศาสตร์และทางสถิติมาประยุกต ์โดยมีวตัถุประสงคท่ี์จะศึกษาหาค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดของการทดลอง ผา่นการสร้างแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ในรูปแบบแบบสามมิติ (3D contour 
plot) และท าการวเิคราะห์ปัญหาโดยสนใจท่ีผลตอบสนอง (response) (Montgomery, 1991) รายงาน
ของ Myers (1995) ไดก้ล่าวไวว้่า RSM และ CCD เป็นวิธีท่ีมีความน่าเช่ือถือ เน่ืองจากเป็น
กระบวนการท่ีใช้ความรู้ทางคณิตศาสตร์และสถิติมาใช้เพื่อช่วยในการค านวณผลตอบสนองท่ี
เหมาะสมท่ีสุด ปัจจุบนัมีการประยุกต์น าวิธี RSM มาใช้กนัอย่างกวา้งขวางในงานทางด้าน
อุตสาหกรรมและการศึกษา รวมถึงทางดา้นเทคโนโลยีชีวภาพดว้ยเช่นกนั ดงันั้นในการทดลองใน
คร้ังน้ีจึงได้น าเอาวิธีการและการวางแผนการทดลองน้ีมาประยุกต์ใช้เพื่อให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
ส าหรับปัจจัย ท่ี ส่งผลอย่าง มีนัยส าคัญต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกจาก เ ช้ือแบคที เ รีย                        
P. acidipropionici TISTR 422 มีจ านวน 3 ปัจจยั ซ่ึงเป็นตวัแปรหลกัท่ีส่งผลอยา่งมีนยัส าคญัต่อการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก ท่ีท าการคดัเลือกไดจ้ากการทดลองในหวัขอ้ 4.1.1 ประกอบไปดว้ย X1-ความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล, X2-ยีสต์ออโตไลเสท และ X3-สารสกดัยีสต์ โดยท าการ
แปรผนัค่าความเขม้ขน้ของแต่ละปัจจยัเป็น 5 ระดบั คือ ระดบัต ่าสุด (-α), ระดบัต ่า (-), ระดบักลาง 
(0), ระดบัสูง (+), ระดบัสูงสุด (+α) ใหมี้ความแตกต่างของค่าความเขม้ขน้ในแต่ละระดบัท่ีเท่าๆกนั 
วางแผนการทดลองไดท้ั้งหมด 20 การทดลอง ก าหนดค่าตอบสนอง (response; Y) ของการทดลองท่ี
ตอ้งท าการวิเคราะห์คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิกและปริมาณกรดแอซีติกท่ีผลิตข้ึน ปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีเหลือ (ตารางท่ี 4.4) และค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเปล่ียนแปลงระหวา่งการหมกั  
        จากผลการทดลอง พบวา่สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสู้งท่ีสุด คือ 27.75±1.90 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ท่ีเวลา 144 ชัว่โมง ในอาหารสูตรท่ี 6 ซ่ึงประกอบไปดว้ย ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
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ทั้งหมดในกากน ้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร ยีสตอ์อโตไลเสท 10 กรัมต่อลิตร สารสกดัยีสต ์10 กรัมต่อ
ลิตร ทริปติกซอยบรอท 3 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.25 กรัมต่อลิตร และ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 4.4) อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก   
คิดเป็น 0.19 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ปริมาณกรดแอซีติก 17.09±0.09 กรัมต่อลิตร อตัราส่วนปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกต่อปริมาณกรดแอซีติก (P/A) เท่ากบั 1.62 ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เท่ากบั 
35.68 กรัมต่อลิตร ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 44.09 และค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากบั 4.98 และผลิตกรดโพรพิโอนิกไดต้ ่าท่ีสุดในอาหารสูตรท่ี 13 คือ 0.91±0.01 กรัมต่อลิตร 
        จากผลการทดลอง เม่ือน ามาวเิคราะห์ผลโดยใชเ้ทคนิคในการหาพื้นท่ีการตอบสนองทางสถิติ 
ANOVA เพื่อหาความสัมพนัธ์ของปัจจยัท่ีศึกษากบัผลการทดลองท่ีติดตาม (response) โดยใช้
สมการทัว่ไปแบบจ าลองพหุนามก าลงัสองในการท านายค่า Y แสดงในสมการท่ี 4.4 

Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X12 + β22X22 + β33X32 + β12X1X2 + β13X1X3 +      
β23X2X3                                       (4.4) 

        เม่ือ  Y คือ ผลการทดลองท่ีติดตาม (response)  
 β0 คือ ค่าคงท่ี β1, β2, β3 คือ ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย  
 β11, β22, β33 คือ ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอยของ quadratic term  
 β12, β13, β23 คือ ค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอยของ interaction term  
 X1, X2, X3 คือ ตวัแปรอิสระ 
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ตารางที ่4.4  ผลการผลิตกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีไดอ้อกแบบการทดลองแบบ CCD จ านวน 20 การ 
 ทดลอง ท่ีเวลา 144 ชัว่โมง 

การทดลองที่ X1 (กรัมต่อลติร) X2 (กรัมต่อลติร) X3 (กรัมต่อลติร) กรดแอซีติก (กรัมต่อลติร) น า้ตาลทั้งหมดที่เหลือ (กรัมต่อลติร) 
กรดโพรพโิอนิก (กรัมต่อลติร) 

ค่าที่ได้จากการทดลอง ค่าที่ได้จากการท านาย 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

-1 (20) 
+1 (60) 
-1 (20) 
-1 (20) 
-1 (20) 
+1 (60) 
+1 (60) 
+1 (60) 
0 (40) 
0 (40) 
+α (73.64) 
0 (40) 
-α (6.36) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 
0 (40) 

-1 (0) 
+1 (10) 
-1 (0) 
 +1 (10) 
+1 (10) 
+1(10) 
-1 (0) 
-1 (0) 
-α (-3.41) 
+α (13.41) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 

+1 (10) 
-1 (0) 
-1 (0) 
-1 (0) 
+1 (10) 
+1 (10) 
-1 (0) 
+1 (10) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
+α (13.41)  
(5) 
-α (-3.41) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 
0 (5) 

7.82fg±0.33 
7.91fg±0.19 
3.45hi±0.66 
4.14h±0.17 
11.48c±0.48 
17.09a±0.10 
8.68ef±0.50 
15.12b±0.69 
9.29de±0.06 
11.50c±0.72 
15.60b±1.37 
15.23b±0.10 
2.97i±0.32 
7.73g±0.94 
9.72d±0.11 
9.72d±0.11 
9.72d±0.11 
9.72d±0.11 
9.72d±0.11 
9.72d±0.11 

4.84n±0.01 
42.44c±0.01 
7.49k±0.01 
6.81m±0.01 
6.93l±0.01 
35.68e±0.01 
54.13a±0.01 
38.04d±0.01 
20.83h±0.01 
26.02g±0.01 
53.73b±0.01 
20.26i±0.01 
3.28o±0.01 
26.45f±0.01 
18.10j±0.01 
18.10j±0.01 
18.10j±0.01 
18.10j±0.01 
18.10j±0.01 
18.10j±0.01 

12.21e±0.80 
19.85cd±4.86 
6.25f±1.02 
8.43f±1.24 
12.62e±1.00 
27.75a±1.90 
5.31f±2.10 
25.13ab±5.12 
19.17d±0.03 
14.29e±3.45 
22.89bc±2.44 
24.43ab±0.07 
0.91g±0.01 
15.12e±0.08 
26.08ab±0.65 
26.08ab±0.65 
26.08ab±0.65 
26.08ab±0.65 
26.08ab±0.65 
26.08ab±0.65 

13.91 
18.82 
7.04 
8.51 
8.54 
27.63 
10.07 
25.72 
14.84 
17.68 
20.73 
25.90 
2.13 
12.71 
26.10 
26.10 
26.10 
26.10 
26.10 
26.10 

หมายเหตุ: X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล, X2 หมายถึง ยสีตอ์อโตไลเสท, X3 หมายถึง สารสกดัยสีตร์หสั -1, 0 และ +1 หมายถึง ระดบัต ่า ระดบักลาง และระดบัสูง; ± หมายถึง ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน; ตวัอกัษรภาษาองักฤษในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05)
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        จากผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปัจจยัท่ีศึกษาดว้ยโปรแกรมทางสถิติ เพื่อให้
ได้แบบจ าลองโครงสร้างท่ีใช้ในการท านายความสัมพนัธ์ของตวัแปรตน้กบัค่าผลการทดลองท่ี
ติดตาม (response) ซ่ึงใชอ้ธิบายปัจจยัท่ีเป็นอิทธิพลหลกั (main effect) และปัจจยัท่ีเป็นอิทธิพลร่วม 
(interaction effect) แสดงค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัท่ีศึกษากบัค่าตอบสนองดว้ยค่าสัมประสิทธ์ิ
ของการตดัสินใจ (R2) ค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจท่ีน ามาปรับเพื่อให้สัมพนัธ์กบัจ านวนตวั
แปรตน้ในรูปแบบจ าลอง (adj-R2) และค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจระหวา่งขอ้มูลชุดใหม่กบัรูป
แบบจ าลอง (predicted R2) ดงัตารางท่ี 4.5 สมการเชิงเส้นตรง (linear model) พบวา่มีค่าสัมประสิทธ์ิ
การตดัสินใจ (R2), adj-R2 และ predicted R2 เท่ากบั 0.4654, 0.3651 และ 0.1950 ตามล าดบั จะเห็น
ไดว้่าค่า R2 มีค่าค่อนขา้งต ่าท าให้สมการเชิงเส้นไม่มีความน่าเช่ือถือในการท านายผลการผลิตกรด
โพรพิโอนิกและสมการเชิงเส้นตรงยงัไม่สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของตวัแปรท่ีมีผลร่วมกนัได ้
สมการเชิงเส้นตรงท่ีมีอิทธิพลร่วม (2 factorial interaction model; 2FI) พบวา่มีค่า R2, adj-R2 และ 
predicted R2 เท่ากบั 0.5300, 0.3131 และ -0.3981 ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ค่ามีค่าติดลบ แสดงให้เห็น
วา่ไม่สามารถใช้ในการท านายผลการผลิตกรดโพรพิโอนิกได้ ในขณะท่ีสมการพหุนามก าลงัสอง 
(Quadratic model) พบวา่มีค่า R2, adj-R2 และ predicted R2 เท่ากบั 0.9352, 0.8769 และ 0.4932 
ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ค่า R2  มีค่าสูง ถือวา่เป็นค่าท่ียอมรับได ้เป็นการยืนยนัวา่สามารถใชใ้นการ
ท านายการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดดี้ท่ีสุด และสมการพหุนามก าลงัสาม (Cubic model) พบว่ามีค่า 
R2, adj-R2 และ predicted R2 เท่ากบั 0.9984, 0.9948 และ 0.6386 ตามล าดบั การวิเคราะห์ทางสถิติ
โดยสมการพหุนามก าลงัสามไม่สามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของค่าตอบสนองและตวัแปรได ้
เน่ืองจากชุดการทดลองไม่เพียงพอในการค านวณสัมประสิทธ์ิของสมการพหุนามก าลงัสาม ดงันั้น
จึงเลือกสมการท่ีมีล าดบัสูงสุด คือ สมการพหุนามก าลงัสอง เพื่ออธิบายความสัมพนัธ์ของการผลิต
กรดโพรพิโอนิกกบัปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่ X1-ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล X2-ยีสต ์ 
ออโตไลเสท และ X3-สารสกดัยีสต์ ซ่ึงจากการวิเคราะห์จะแสดงความสัมพนัธ์ในรูปแบบสมการ
ก าลงัสองของแบบจ าลอง โดยค่าท านายสามารถค านวณไดจ้ากสมการท่ี 4.5 

กรดโพรพิโอนิก = 26.10 + 5.53 *  X1 + 0.84 * X2 + 3.92 * X3 + 1.82 * X1 * X2 + 2.20 * 
X1 * X3 - 1.71 * X2 * X3 - 5.19 * X12- 3.48 * X22- 2.40 * X32       (4.5) 

และค่าผลผลิตกรดโพรพิโอนิกจากการทดลองสามารถค านวณไดจ้ากสมการท่ี 4.6 

 กรดโพรพิโอนิก = -10.03780 + 1.11338 * X1 + 1.17611 * X2 + 1.20951 * X3 + 0.018197  
                                            * X1  * X2 + 0.021962 * X1 * X3 - 0.068464 * X2 * X3 - 0.012972 *  
                                            X12 - 0.13927 * X2 - 0.096176 * X32                        (4.6) 

เม่ือ Y คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิก X1, X2, และ X3 คือ ตวัแปรท่ีใชแ้ทนปัจจยัท่ีน ามาท าการทดลอง 
ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล ยสีตอ์อโตไลเสท และสารสกดัยสีต ์ตามล าดบั 
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ตารางที่ 4.5 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของแบบจ าลองโครงสร้างท่ีใช้ในการท านายความ 
สัมพนัธ์ของตัวแปรต้นกับค่าผลการทดลองท่ีติดตาม (response) เพื่อหาพื้นท่ีการ
ตอบสนอง 

Model SS df MS R2 adj-R2 predicted R2 
Linear 
2FI 
Quadratic 
Cubic 

73182 
643.31 
88.67 
2.24 

11 
8 
5 
1 

66.53 
80.41 
17.73 
2.24 

0.4654 
0.5300 
0.9352 
0.9984 

0.3651 
0.3131 
0.8769 
0.9948 

0.1950 
-0.3981 
0.4932 
0.6386 

หมายเหตุ: SS หมายถึง Sum of square; df หมายถึง Degree of freedom; MS หมายถึง Mean square 
 
        จากผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปัจจยัท่ีศึกษา ตลอดจนความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยพิจารณาค่าความแตกต่างอยา่งนยัส าคญั (P≤0.05) ดงั
ตารางท่ี 4.6 พบวา่รูปแบบท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองมีความเหมาะสมกบั Quadratic model ซ่ึง
ได้กล่าวไปก่อนหน้าน้ี มีค่า F-value ของแบบจ าลองเท่ากบั 16.04 และมีค่าความแตกต่างอย่าง
นยัส าคญั  (มีค่า P เท่ากบั <0.0001) ทั้งน้ี ค่า P ท่ีนอ้ยกวา่ 0.05 หมายถึง มีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญั (P≤0.05) และค่า P ท่ีมากกว่า 0.05 จะถือว่าไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั 
(P≥0.05) เม่ือตรวจสอบค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจ (R2) จากการทดลองน้ีค่า R2 มีค่าร้อยละ 
93.52 ซ่ึงถือว่าเป็นค่าท่ียอมรับได้ นอกจากนั้นเม่ือพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจ
แบบจ าลอง (Adj-R2) มีค่าเท่ากบัร้อยละ 87.69 โดยแสดงถึงการเปล่ียนแปลงของตวัแปรตามเม่ือ
ไดรั้บอิทธิพลจากตวัแปรตน้ และบ่งช้ีระดบัความแม่นย  าท่ีท าการทดลอง (Coefficient of Variation; 
C.V%) มีค่าเท่ากบัร้อยละ 16.06 ซ่ึงควรมีค่าในระดบัต ่า เน่ืองจากจะบ่งบอกถึงรูปแบบโมเดลท่ี
เหมาะสม และเป็นการยนืยนัวา่การออกแบบการทดลองน้ีสามารถท านายการผลิตกรดโพรพิโอนิก
ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั ความแม่นย  าของการออกแบบ (Adequate precision) พิจารณาจากสัดส่วนของ
ส่ิงรบกวนการออกแบบ โดยตอ้งมีค่ามากกวา่ 4 ข้ึนไป จึงจะถือวา่การออกแบบน้ีมีความแม่นย  า ใน
การออกแบบคร้ังน้ีพบวา่มีค่าเท่ากบั 12.019 ซ่ึงยืนยนัวา่การออกแบบน้ีสามารถน าไปใชใ้นหาค่าท่ี
เหมาะสมในการทดลองได ้
       จากตารางท่ี 4.6 พิจารณาสมการเส้นตรง (linear term) ของแต่ละปัจจยั คือ X1-ความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล และ X3-สารสกดัยีสต์  พบว่ามีค่าความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั        
(P เท่ากบั <0.0001 และ 0.0007 ตามล าดบั) ในขณะท่ี X2-ยีสตอ์อโตไลเสท ไม่มีค่าความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคญั (P เท่ากบั 0.3190) และทั้ง 3 ปัจจยั ส่งผลกระทบโดยตรงต่อการผลิตกรด            
โพรพิโอนิกในทางบวก มีค่าเท่ากบั 5.53, 0.84 และ 3.92 ตามล าดบั 
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        พิจารณาในส่วนปฏิสัมพนัธ์ต่อกนั (interaction term) ระหวา่งผลของความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ทั้งหมดในกากน ้ าตาลกบัยีสตอ์อโตไลเสท (X1X2) ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล
กบัสารสกดัยีสต ์ (X1X3) และยีสตอ์อโตไลเสทกบัสารสกดัยีสต ์(X2X3) พบวา่ปัจจยัท่ีเป็นอิทธิพล
ร่วมระหว่างความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลกบัยีสต์ออโตไลเสท (X1X2), ความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาลกบัสารสกดัยีสต ์(X1X3) และยีสตอ์อโตไลเสทกบัสารสกดั
ยีสต์ (X2X3) ไม่มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (P เท่ากับ 0.1146, 0.0635 และ 0.1351 
ตามล าดบั) แสดงวา่ทั้ง 3 ปัจจยั ไม่มีอิทธิพลร่วมต่อกนั แต่อย่างไรก็ตามความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ทั้งหมดในกากน ้ าตาลกับยีสต์ออโตไลเสท (X1X2) และความเข้มข้นของน ้ าตาลทั้งหมดใน
กากน ้ าตาล กบัสารสกดัยีสต ์(X1X3) ส่งผลกระทบต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกในทางบวก เท่ากบั 
1.82 และ 2.20 ในทางตรงกนัขา้ม ยีสตอ์อโตไลเสทกบัสารสกดัยีสต ์ (X2X3) ส่งผลกระทบต่อการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกในทางลบ เท่ากบั -1.71  
        พิจารณาในส่วนก าลงัสองของปัจจยั (Quadratic term) ซ่ึงมีแนวโน้มของกราฟน้ีจะเป็นเส้น
โคง้ เม่ืออธิบายความสัมพนัธ์ของปัจจยั พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล (X12) 
ยีสต์ออโตไลเสท (X22) และสารสกดัยีสต์ (X32) มีค่าความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 
<0.0001, 0.0013 และ 0.0119 ตามล าดบั) แต่อยา่งไรก็ตามทั้ง 3 ปัจจยั ส่งผลกระทบต่อการผลิตกรด           
โพรพิโอนิกในทางลบ เท่ากบั -5.19, -3.48 และ -2.40 ตามล าดบั 
        เม่ือพิจารณาทีละปัจจยัจากการทดลอง พบวา่ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลมีผลต่อการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก เน่ืองจากกากน ้ าตาลมีองค์ประกอบ (น ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั) ดงัน้ี น ้ าตาลนอน-
รีดิวซ์ (ซูโครสร้อยละ 24.5), น ้ าตาลรีดิวซ์ (กลูโคสร้อยละ 19.2), น ้ าตาลท่ีไม่สามารถใช้ใน        
การหมกั (unfermentable sugar) ร้อยละ 4.8, เถา้ร้อยละ 10.5, ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total 
nitrogen) ร้อยละ 0.51 และฟอสเฟตในรูปฟอสเฟตออกไซด์ (P2O5) ร้อยละ 0.15 (Xiao และคณะ, 
2007) กากน ้าตาลถูกน ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกในกระบวนการผลิตทางเทคโนโลยีชีวภาพ
เป็นจ านวนมาก มีรายงานว่าการใช้กากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนจะให้ผลไดข้องมวลชีวภาพสูง
ท่ีสุด (Rossi และคณะ, 2003; Coral และคณะ, 2008) ส าหรับรายงานการวิจยัของ Najafpour และ 
Shan (2003) ไดท้  าการศึกษาการย่อยกากน ้ าตาลดว้ยเอนไซม์ พบว่ากากน ้ าตาลเป็นน ้ าตาลท่ีมี
คาร์บอน 6 อะตอม ซ่ึงถูกน ามาใชใ้นกระบวนการหมกัและสามารถเพิ่มผลไดแ้ละอตัราการผลิตใน
กระบวนการหมกัไดเ้ป็นอยา่งดี โดยเช้ือแบคทีเรียจะใชน้ ้ าตาล ซ่ึงเม่ือผา่นกระบวนการหมกัแลว้จะ
ไดเ้ป็นกรดโพรพิโอนิกเป็นผลิตภณัฑห์ลกั และจากวถีิการเกิดกรดโพรพิโอนิกของเช้ือแบคทีเรียใน
กลุ่ม Propionibacterium พบวา่น ้าตาลกลูโคส 1.5 โมล จะสามารถเปล่ียนไปเป็นกรด โพรพิโอนิก 2 
โมล และกรดแอซีติก 1 โมล (Roberto และ Mayra, 2002) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัสมการของ Fitz (Fitz 
equation) ดงัน้ี 
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 3 lactate    2 propionate + 1 acetate + 1 CO2 + 1 H2O 
 1.5 glucose  2 propionic acid + 1 acetic acid + 1 CO2 + 1 H2O 
ดงัสมการการเกิดกรดโพรพิโอนิกจะเกิดกรดแอซีติกเป็นผลิตผลพลอยไดเ้พื่อรักษาไฮโดรเจนและ
สมดุลของรีดอกซ์ (Benjelloun, และคณะ, 2005; Boyaval และ Corre, 1995) จากผลการทดลองใน
การศึกษาวจิยัคร้ังน้ี พบวา่อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติกสอดคลอ้งกบังานวิจยั
ท่ีมีรายงานมาก่อนหน้าซ่ึงให้อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติกประมาณ (P/A) 
เท่ากบั 2 นอกจากน้ียงัมีงานวจิยัของ Martinez และ Torre (2002) ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกใน
การหมกัแบบก่ึงกะโดยเช้ือ P. acidipropionici มีการใชก้ลูโคสหรือแลกเตตหรือของผสมระหวา่ง
กลูโคสและแลกเตต พบวา่ของผสมระหวา่งกลูโคสและแลกเตตจะสามารถเพิ่มอตัราการผลิตโพร-
พิโอเนตและแอซีเตต (P/A) เท่ากบั 7.60 เม่ือใชก้ลูโคสเพียงอย่างเดียวจะให้อตัราการผลิตโพรพิ- 
โอเนตและแอซีเตต (P/A) เท่ากบั 1.85 และเม่ือใช้แลกเตตเพียงอยา่งเดียวจะให้อตัราการผลิตโพร-  
พิโอเนตและแอซีเตต (P/A) เท่ากบั 1.34 ส าหรับงานวิจยัของ Liu และคณะ (2011) ไดท้  าการศึกษา
การผลิตกรดโพรพิโอนิกจากเช้ือ P. acidipropionici แบบเซลล์อิสระโดยใช้กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน พบวา่อตัราส่วนของกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติก (โมลต่อโมล) เท่ากบั 3.63 : 1  
         เม่ือพิจารณา 2 ปัจจยัท่ีเหลือ คือ ยีสต์ออโตไลเสทและสารสกดัยีสต์ ก็เป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ี
จ  าเป็นต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก เน่ืองจากเป็นปัจจยัท่ีมีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์ซ่ึงประกอบดว้ยกรดอะมิโน วิตามินบี และสารอ่ืนๆ (Altaf และคณะ, 2006; Lima และ
คณะ, 2009) จากผลการทดลองพบว่า ยีสต์ออโตไลเสทส่งผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกใน
ทางบวกน้อยกว่าสารสกัดยีสต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) ทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจากยีสต์         
ออโตไลเสทจะมีปริมาณของกรดอะมิโน วิตามิน และสารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของ
เช้ือจุลินทรียน์้อยกวา่สารสกดัยีสต์ทางการคา้ เม่ือค านวณตน้ทุนในเชิงเศรษฐศาสตร์และเพื่อเป็น
การประหยดัค่าใชจ่้าย ดงันั้นจึงเลือกท่ีจะน ายีสตอ์อโตไลเสทมาทดแทนสารสกดัยีสต ์ส าหรับยีสต์
ออโตไลเสทท่ีผลิตไดใ้นประเทศไทยมีราคาถูก จึงไดเ้ลือกมาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนทางเลือกอีก
ทางหน่ึง ดงัรายงานการวิจยัท่ีสอดคลอ้งกบัการทดลองในคร้ังน้ีของ  Lima และคณะ (2009) ได้
ท าการศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเช้ือ Lactobacillus SMI8 ซ่ึงใช้แหล่งไนโตรเจน คือ น ้ าแช่
ข้าวโพดและยีสต์ออโตไลเสท พบว่าสามารถสามารถผลิตกรดแลกติกได้สูงสุด เม่ือใช้น ้ าแช่
ขา้วโพด 15 กรัมต่อลิตร และใชย้สีตอ์อโตไลเสท 5 กรัมต่อลิตร รายงานการวิจยัของ Kagliwal และ
คณะ (2013) ไดท้  าการศึกษากระบวนการหมกักรดโพรพิโอนิกจากขา้วสาลีและใชแ้หล่งไนโตเจน
ต่างๆ คือ สารสกัดยีสต์ ซอยเพปโตน และแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่าหมกักรดโพรพิโอนิกได้
ปริมาณสูงสุดเท่ากับ 48.61 กรัมต่อลิตร เม่ือใช้ข้าวสาลีท่ีผ่านการย่อยเป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึง
เทียบเท่ากบัการยอ่ยแป้งเป็นน ้ าตาลถึง 90 กรัมต่อลิตร และใชส้ารสกดัยีสต์ 15 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งไนโตรเจน มีรายงานการวิจยัของ Yang  และคณะ, (1994) ได้ท าการศึกษาผลของแหล่ง
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ไนโตรเจนท่ีเติมลงในหางนมเพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici ATCC 4875 
แหล่งไนโตรเจนท่ีใช้คือ ทริปทิเคสซอยบรอท และสารสกัดยีสต์ พบว่าจะให้ปริมาณกรด             
โพรพิโอนิกสูงสุด เม่ือใชส้ารสกดัยีสต ์10 กรัมต่อลิตร และทริปทิเคสซอยบรอท 20 กรัมต่อลิตร 
และมีรายงานของ Praveen และคณะ (2008) ไดก้ล่าวไวว้า่สารสกดัจากยีสตไ์ดรั้บการพิสูจน์แลว้วา่
เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมีประสิทธิภาพและเป็นแหล่งของสารอาหารในการหมกัแบคทีเรียและสร้าง
กรดโพรพิโอนิกได ้ 
 
ตารางที ่4.6 ผลการวเิคราะห์ค่าความแปรปรวนทางสถิตของการผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยการออก 
 แบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (CCD) 

Terms 
Coefficient 
Estimate 

SE 
Coefficient 

Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F value 
P-value 
(Prob>F) 

Model 
X1 
X2 
X3 
X1X2 
X1X3 
X2X3 
X12 
X22 
X32 
Residual 

26.10 
5.53 
0.84 
3.92 
1.82 
2.20 
-1.71 
-5.19 
-3.48 
-2.40 

1.21 
0.81 
0.81 
0.81 
1.05 
1.05 
1.05 
0.78 
0.78 
0.78 

1280.17 
417.47 
9.75 
209.81 
26.49 
38.59 
23.44 
387.99 
174.70 
83.31 
88.67 

9 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
10 

142.24 
417.47 
9.75 
209.81 
26.49 
38.59 
23.44 
387.99 
174.70 
83.31 
8.87 

16.04 
47.08 
1.10 
23.66 
2.99 
4.35 
2.64 
43.75 
19.70 
9.40 

<0.0001* 
<0.0001* 
0.3190 
0.0007* 
0.1146 
0.0635 
0.1351 
0.0001* 
0.0013* 
0.0119* 

R2 = 93.52%, Adj-R2 = 87.69%, C.V% = 16.06, Adequate precision =12.019 

หมายเหตุ: SE Coefficient หมายถึง Standard error of coefficient; df หมายถึง Degree of freedom;            
 * หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05); X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของ 
 น ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล; X2 หมายถึง ยสีตอ์อโตไลเสท; X3 หมายถึง สารสกดัยสีต 
 
        การสร้างพื้นผิวตอบสนอง (3D surface response plot) ของปริมาณกรดโพรพิโอนิก เม่ือได้
สมการส าหรับการท านายการผลิตกรดโพรพิโอนิก จึงน ามาสร้างโครงร่าง และกราฟพื้นผิว
ตอบสนองของปริมาณกรดโพรพิโอนิกระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลและ
ยสีตอ์อโตไลเสท (รูปท่ี 4.3 และ 4.4) พบวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิกจะเพิ่มมากข้ึนเม่ือความเขม้ขน้
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ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลและยีสตอ์อโตไลเสทเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั ดงัจะเห็นไดจ้ากบริเวณ
พื้นท่ีกราฟท่ีเป็นสีแดง และเม่ือน ากราฟพื้นผวิตอบสนองของอิทธิพลร่วมระหวา่งความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลและยีสต์ออโตไลเสทมาแสดงในลักษณะกราฟโครงร่าง จะเห็น
ความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลกบัยีสต์ออโตไลเสท ท่ีส่งผลต่อ
ปริมาณกรดโพรพิโอนิก มีลกัษณะไม่เป็นเส้นตรงเช่นเดียวกนั โดยพบว่าเส้นโคง้ทางดา้นขวาวง
แรกสุดของกราฟท่ีลอ้มรอบพื้นท่ีบริเวณสีแดง แสดงถึงปริมาณกรดโพรพิโอนิก 25.0069 กรัมต่อ
ลิตร จะสังเกตไดว้า่การไดผ้ลผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีมากท่ีสุดในพื้นท่ีสีแดงนั้น จะมีองค์ประกอบ
ของความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลเร่ิมตน้ 40 กรัมต่อลิตร และยีสตอ์อโตไลเสท 5 
กรัมต่อลิตร ข้ึนไปเป็นองค์ประกอบในสูตรอาหาร ส่วนโคง้วงท่ีถดัออกมาจะแสดงปริมาณกรด   
โพรพิโอนิกท่ีเร่ิมลดลง เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลและยีสตอ์อโตไลเสท
ความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยลง คือ 22.1917, 19.3765, 16.5614 และ 13.7462 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
 

 
 
รูปที ่4.3 โครงร่างระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาลและยสีตอ์อโตไลเสท 
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รูปที่ 4.4 พื้นผิวตอบสนองปริมาณกรดโพรพิโอนิกระหว่างความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดใน 

กากน ้าตาลและยสีตอ์อโตไลเสท 
 
       จากรูปท่ี 4.5 แสดงลกัษณะกราฟโครงร่าง และพื้นผิวตอบสนองของปริมาณกรดโพรพิโอนิก 
ระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลและสารสกดัยีสต ์(รูปท่ี 4.6) พบวา่ปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกมากข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลและสารสกดัยีสต์อยู่ท่ี
ระดบัสูงเช่นกนั เม่ือน ากราฟพื้นผิวตอบสนองของอิทธิพลร่วมระหว่างความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ทั้งหมดในกากน ้ าตาลและสารสกดัยีสตม์าแสดง จะเห็นความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ทั้งหมดในกากน ้ าตาลกบัสารสกดัยีสต์ ท่ีส่งผลต่อปริมาณกรดโพรพิโอนิก เช่นเดียวกบัในกราฟ
โครงร่าง ท่ีมีลกัษณะไม่เป็นเส้นตรงเช่นเดียวกัน โดยพบว่าเส้นโคง้ทางด้านขวาวงแรกสุดของ
กราฟท่ีล้อมรอบพื้นท่ีบริเวณสีแดง แสดงถึงปริมาณกรดโพรพิโอนิก 27.2893 กรัมต่อลิตร จะ
สังเกตได้ว่าการได้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีมากท่ีสุดในพื้นท่ีสีแดงนั้น จะมีองค์ประกอบของ
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลเร่ิมตน้ 40 กรัมต่อลิตร และสารสกดัยีสต ์7.5 กรัมต่อ
ลิตร ข้ึนไปเป็นองคป์ระกอบในสูตรอาหาร ส่วนโคง้ท่ีถดัออกมาจะแสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ี
เร่ิมลดลง คือ 24.0834, 20.8775, 17.6716 และ 14.4656 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
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รูปที ่4.5 โครงร่างระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาลและสารสกดัยสีต ์
 

 
 

รูปที ่4.6 พื้นผวิตอบสนองปริมาณกรดโพรพิโอนิกระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดใน
กากน ้าตาลและสารสกดัยสีต ์

 
       จากรูปท่ี 4.7 แสดงลกัษณะกราฟโครงร่าง และพื้นผิวตอบสนองของปริมาณกรดโพรพิโอนิก 
ระหว่างยีสต์ออโตไลเสทและสารสกดัยีสต์ (รูปท่ี 4.8) พบว่าปริมาณกรดโพรพิโอนิกมากข้ึนเม่ือ      
สารสกดัยสีตอ์ยูท่ี่ระดบัสูง (5 ถึง 10 กรัมต่อลิตร) ในขณะท่ียีสตอ์อโตไลเสทอยูท่ี่ระดบั 2.5 ถึง 7.5          
กรัมต่อลิตร เม่ือน ากราฟพื้นผิวตอบสนองของอิทธิพลร่วมระหว่างความเขม้ขน้ของระหว่างยีสต ์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ออโตไลเสทและสารสกดัยีสตม์าแสดง จะเห็นความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ของทั้งสองปัจจยั ท่ี
ส่งผลต่อปริมาณกรดโพรพิโอนิก เช่นเดียวกับในกราฟโครงร่างท่ีมีลักษณะไม่เป็นเส้นตรง
เช่นเดียวกนั โดยพบวา่เส้นโคง้ทางดา้นบนวงแรกสุดของกราฟท่ีลอ้มรอบพื้นท่ีบริเวณสีแดง แสดง
ถึงปริมาณกรดโพรพิโอนิก 25.3951 กรัมต่อลิตร ส่วนโค้งท่ีถัดออกมาจะแสดงปริมาณกรด          
โพรพิโอนิกท่ีเร่ิมลดลง คือ 23.0646, 20.7342, 18.4037 และ 16.0733 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
 

 
 

รูปที ่4.7 โครงร่างระหวา่งยสีตอ์อโตเสทและสารสกดัยสีต ์
 

 
 

รูปที ่4.8 พื้นผวิตอบสนองปริมาณกรดโพรพิโอนิกระหวา่งยสีตอ์อโตไลเสทและสารสกดัยสีต ์
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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         เม่ือพิจารณาความถูกตอ้งของแบบจ าลอง (Normal probability) ซ่ึงเป็นการตรวจสอบการ
กระจายแบบแจกแจงปกติ โดยจะท าการตรวจสอบส่วนตกคา้งของขอ้มูลวา่มีการกระจายแบบแจก
แจงปกติหรือไม่ ดงัรูปท่ี 4.9 พบว่ามีการกระจายตวัตามแนวเส้นตรง และแสดงให้เห็นว่าส่วน
ตกคา้งจากผลการทดลองของปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีไดจ้ากการทดลองไม่แสดงส่ิงผิดปกติใดให้
เห็น จึงสรุปวา่ค่าส่วนตกคา้งมีการแจกแจงแบบปกติ  
        การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน (Studentized residuals)โดยใชก้ารกระจายของ
ส่วนระดบัในแต่ละระดบัปัจจยั ดงัรูปท่ี 4.10 พบว่าส่วนตกคา้งของผลการทดลองการผลิตกรด     
โพรพิโอนิกมีการกระจายตวัอย่างสม ่าเสมอทั้งทางบวกและทางลบ แสดงว่าขอ้มูลมีความเสถียร
ของความแปรปรวน 
         การตรวจสอบความอิสระของขอ้มูล ซ่ึงเป็นการตรวจสอบความเป็นอิสระของค่าส่วนตกคา้ง 
โดยใช้การกระจายเพื่อสังเกตลกัษณะการกระจายของจุดท่ีแทนขอ้มูล ดงัรูปท่ี 4.11 พบว่าส่วน
ตกคา้งของผลการทดลองการผลิตกรดโพรพิโอนิกไม่มีรูปแบบท่ีแน่นอน หรือไม่สามารถประมาณ
รูปแบบท่ีแน่นอนได ้มีการกระจายอยา่งสม ่าเสมอ แสดงวา่ขอ้มูลมีความเป็นอิสระ 
        จากการตรวจสอบความถูกตอ้งของรูปแบบการทดลอง พบว่าค่าส่วนตกคา้งของขอ้มูลท่ีได้
จากการทดลองเป็นไปดังน้ี คือ ส่วนตกคา้งมีการแจกแจงแบบปกติ ค่าความแปรปรวนมีความ
เหมาะสมของปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก และค่าส่วนตกคา้งมีความเป็นอิสระต่อกนั 
จึงสรุปได้ว่าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองชุดน้ีมีความถูกต้องและเหมาะสม รูปแบบจ าลอง                 
น้ี มีความสามารถในการท านายสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดโพรพิโอนิกของเช้ือ                         
P. acidipropionici TISTR 422 ดว้ยเซลล์อิสระไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงันั้นจากผลการทดลองจึง
สามารถท านายระดับท่ีเหมาะสมของปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดของเช้ือ          
P. acidipropionici TISTR 422 จากสมการพหุนามก าลงัสอง (สมการท่ี 4.5) ซ่ึงได ้1 ชุดการทดลอง 
ดงัตารางท่ี 4.7 จึงน าสภาวะน้ี คือ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล 40.87 กรัมต่อลิตร 
ยีสต์ออโตไลเสท 4.36 กรัมต่อลิตร และสารสกดัยีสต์ 6.90 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตโพร-       
พิโอนิกไดเ้ท่ากบั 27.46 กรัมต่อลิตร กรดแอซีติก เท่ากบั 10.93 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีเหลือ 24.62 กรัมต่อลิตร น าไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
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รูปที ่4.9 การกระจายแบบปกติของส่วนตกคา้งท่ีมีผลต่อรูปแบบการผลิตกรดโพรพิโอนิก 
 

 
 
รูปที่ 4.10 การกระจายของส่วนตกคา้งกบัค่าท่ีไดจ้ากการท านายท่ีมีผลต่อรูปแบบการผลิตกรด     

โพรพิโอนิก 
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รูปที่ 4.11 การกระจายของส่วนตกคา้งกบัค่าตอบสนองในแต่ละระดบัของปัจจยัท่ีมีผลต่อรูปแบบ

การผลิตกรดโพรพิโอนิก 
 
ตารางที ่4.7 ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาและสอดคลอ้งกบัค่าท่ีไดจ้ากท านายและ 

ค่าท่ีไดจ้ากการทดลองของปริมาณกรดโพรพิโอนิก โดยการออกแบบการทดลองแบบ 
CCD 

ปัจจัย 
ช่วงทีใ่ช้ใน
การศึกษา 

ค่าทีเ่หมาะสม
ทีสุ่ด 

กรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลติร) 

ค่าทีไ่ด้จากการทดลอง ค่าทีไ่ด้จากการท านาย 
X1 
X2 
X3 

20-60 
0-10 
0-10 

40.87 
4.36 
6.90 

25.55±0.58 27.46 

หมายเหตุ:  X1 หมายถึง ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล; X2 หมายถึง ยีสตอ์อโตไล-
เสท; X3 หมายถึง สารสกดัยสีต ์
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4.3  การตรวจสอบยนืยนัผล (Validation) 

        ท าการตรวจสอบยืนยนัผลท่ีไดจ้ากการทดลองในหวัขอ้ 4.2 ในระดบัฟลาสก์ โดยใชค้่าความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยซ่ึงเป็นองค์ประกอบของสูตรอาหารท่ีได้จากการท านาย 
(predicted value) ประกอบดว้ย ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล 40.87 กรัมต่อลิตร 
ยีสตอ์อโตไลเสท 4.36 กรัมต่อลิตร สารสกดัยีสต ์6.90 กรัมต่อลิตร ทริปติกซอยบรอท 3 กรัมต่อ
ลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.25 กรัมต่อลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
1 กรัมต่อลิตร ก าหนดค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 
(น ้าหนกัต่อปริมาตร) น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
เป็นเวลา 15 นาที เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัเพื่อ
น าไปวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และ
ปริมาณกรดแอซีติก  
        จากผลการทดลองพบวา่ ท่ีเวลา 144 ชัว่โมง สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิก กรดแอซีติก และ
ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เท่ากบั 25.55±0.58, 8.29±0.85 และ 13.99±0.68 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ โดยผลการตรวจสอบยืนยนัผลน้ี มีความถูกต้อง แม่นย  า สอดคล้องกับการทดลอง
เบ้ืองตน้ ค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะจากการทดลองท่ีไดน้ี้สามารถท าซ ้ าได ้และเหมาะท่ีจะน าไปศึกษา
การขยายขนาดการผลิตใหมี้ขนาดใหญ่ข้ึนต่อไปในระดบั pre-pilot scale 
 

4.4  การศึกษายีห้่อของสารสกดัยสีต์ทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก  

        ปริมาณกรดโพรพิโอนิกและการเจริญเติบโตของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ไดรั้บ
อิทธิพลอย่างมากจากแหล่งไนโตรเจนท่ีมีอยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงในการทดลองน้ี หมายถึง ยีสต ์
ออโตไลเสท และสารสกดัยีสตท์างการคา้ หลงัจากท าการตรวจสอบยืนยนัผล (หวัขอ้ 4.3) โดยใช้
ค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัท่ีเป็นองคป์ระกอบของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุด ซ่ึง
ได้จากการวางแผนการออกแบบการทดลองแบบ CCD ประกอบด้วย ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ทั้งหมดในกากน ้าตาล 40.87 กรัมต่อลิตร ยสีตอ์อโตไลเสท 4.36 กรัมต่อลิตร สารสกดัยีสต ์6.9 กรัม
ต่อลิตร ทริปติกซอยบรอท 3 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.25 กรัมต่อลิตร 
และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัมต่อลิตร จากนั้นท าการเปล่ียนสารสกดัยีสต์ยี่ห้อ 
Himedia (India) เป็นสารสกดัยีสตท์างการคา้ท่ีผลิตในประเทศไทยจ านวน 3 ตวัอยา่ง คือ สารสกดั
ยีสต์ CW-V (Thailand), สารสกัดยีสต์ 21VP (Thailand) และสารสกดัยีสต์ HIMAX IG20 
(Thailand) โดยใชป้ริมาตร 6.9 กรัมต่อลิตร เพื่อเปรียบเทียบการลดตน้ทุนการผลิตกรดโพรพิโอนิก
ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม โดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ก าหนดค่าความเป็น
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กรด-ด่างใหมี้ค่าเท่ากบั 6.5 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้
ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัเพื่อน าไปวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิก และปริมาณกรดแอซีติก  
         จากผลการทดลอง พบวา่ท่ีเวลา 144 ชัว่โมง สารสกดัยีสตย์ี่ห้อ Himedia มีผลต่อการผลิตกรด          
โพรพิโอนิกสูงสุด (25.50±0.43) รองลงมาคือ สารสกดัยีสตย์ี่ห้อ HIMAX IG20 (22.87 ±0.37), สาร
สกดัยีสต์ยี่ห้อ 21VP (21.71±0.56) โดยการใช้สารสกดัยีสตท์ั้งสามชนิดน้ีเม่ือพิจารณาถึงผลผลิต
ของกรดโพรพิโอนิก พบวา่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (P≤0.05) ในขณะท่ีสารสกดัยีสต์
ยี่ห้อ CW-V (12.46 ±4.36) ให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกน้อยท่ีสุด และมีแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั 
(P≤0.05) แสดงดงัตารางท่ี 4.8 
         ท าการวิเคราะห์ปัจจยัทางเศรษฐศาสตร์ของสารสกดัยีสตท์ั้ง 4 ยี่ห้อ (ตารางท่ี 4.9) โดยปัจจยั
ท่ีเก่ียวขอ้งมีดงัน้ี ราคาของสารสกดัยีสต์ (บาทต่อ 500 กรัม) พบวา่สารสกดัยีสตย์ี่ห้อ Himedia มี
ราคาเท่ากบั 4,200 บาท ซ่ึงมีราคาค่อนขา้งสูง ในขณะท่ีสารสกดัยสีตท่ี์ผลิตในประเทศไทยซ่ึงไดรั้บ
ความอนุเคราะห์จากบริษทั Thai Foods International Co., LTD คือ สารสกดัยีสตย์ี่ห้อ CW-V, สาร
สกดัยีสตย์ี่ห้อ 21VP, และสารสกดัยีสตย์ี่ห้อ HIMAX IG20 มีราคาเท่ากบั 200, 400 และ 400 บาท 
ตามล าดบั ซ่ึงมีตน้ทุนท่ีต ่ากว่าอย่างเห็นไดช้ัดเจน เม่ือวิเคราะห์ราคาของสารสกดัยีสต์ท่ีใช้เพียง
อยา่งเดียวในการเตรียมอาหาร 1 ลิตร (เท่ากบั 6.9 กรัมต่อลิตร) จะให้ราคาเท่ากบั 57.96, 2.76, 5.52 
และ 5.52 บาทต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตได ้
โดยค านวณจากปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดท่ีเวลา 144 ชัว่โมง เท่ากบั 25.50, 12.46, 21.71 และ 
22.87 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และจากการประเมินตน้ทุนการผลิต พบวา่จะตอ้งเสียค่าใชจ่้ายในการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 2.27, 0.22, 0.25 และ 0.24 บาทต่อกรัมโพรพิโอนิก ตามล าดบั ดงันั้น
การประเมินทางเศรษฐศาสตร์เบ้ืองตน้ พบว่าในกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกของสารสกดั
ยสีตย์ีห่อ้ Himedia มีราคาของสารสกดัยสีตท่ี์สูง ความคุม้ค่าต่อการลงทุนนอ้ย จึงเลือกสารสกดัยีสต์
ยี่ห้อ HIMAX IG20 ซ่ึงพบวา่มีราคาของสารสกดัยีสตน์อ้ยกวา่ถึงประมาณ 10.5 เท่า ให้ความคุม้ค่า
ทางเศรษฐศาสตร์เบ้ืองตน้ และยงัมีศกัยภาพในการน ามาใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อผลิตกรด      
โพรพิโอนิกมีประสิทธิภาพสูงเทียบเท่าสารสกดัยีสตท์างการคา้ยี่ห้อ Himedia และให้ปริมาณกรด
โพรพิโอนิกท่ีผลิตได ้ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05)  
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ตารางที ่4.8 ยีห่อ้ของสารสกดัยสีตท่ี์มีผลต่อกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิก ท่ีเวลา 144 ชัว่โมง 

ผลการศึกษา 
ยีห้่อของสารสกดัยสีต์ 

Himedia CW-V 21VP 
HIMAX 
IG20 

ปริมาณกรดโพรพิโอนิก  
(กรัมต่อลิตร) 

25.50a±0.43 12.46b±4.36 21.71a±0.56 22.87 a±0.37 

ปริมาณกรดแอซีติก  
(กรัมต่อลิตร) 

11.47±0.97 11.41±0.97 12.52±1.21 11.91±1.21 

ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร) 

14.08±1.33 20.66±0.25 13.47±0.17 13.54±0.40 

อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก  
(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 

0.18 0.09 0.15 0.16 

ผลไดข้องกรดโพรพิโอนิก 
(กรัมของกรัมโพรพิโอนิกต่อกรัมน ้ าตาล
รีดิวซ์) 

1.81 0.72 1.61 1.69 

ร้อยละของน ้าตาลท่ีถูกใช ้ 67.45 52.23 68.85 68.69 
อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิก
ต่อกรดแอซีติก (P/A) 

2.22 1.09 1.73 1.92 

หมายเหตุ: ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าท่ีท าการทดลอง 3 ซ ้ า และ ± หมายถึง ส่วนเบ่ียงเบน 
 มาตรฐาน; ตวัอกัษรภาษาองักฤษในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างกนั หมายถึง มีความ

แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05) 
 
ตารางที ่4.9 ปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งในการประเมินทางเศรษฐศาสตร์* 

ยีห้่อของสารสกดัยสีต์ 
ราคาของ 
สารสกดัยสีต์ 
(บาทต่อ500กรัม) 

ราคาของสารสกดั-
ยสีต์ในการเตรียม
อาหาร 1 ลติร 
(บาทต่อลติร) 

กรดโพรพโิอนิก 
ทีผ่ลติได้ 3     
(กรัมต่อลติร) 

ต้นทุนการผลติ  
(บาทต่อกรัม     
โพรพโิอนิก) 

Himedia (India)1 

CW-V (Thailand)2 

21VP (Thailand)2 

HIMAX IG20 (Thailand)2 

4,200 
200 
400 
400 

57.96 
2.76 
5.52 
5.52 

25.50 
12.46 
21.71 
22.87 

2.27 
0.22 
0.25 
0.24 

หมายเหตุ: * หมายถึง ค านวณจากสารสกดัยีสตเ์พียงอยา่งเดียว; 1 หมายถึง www.himedia.com สืบคน้วนัท่ี 15 ธนัวาคม 2556; 2 
หมายถึง Thai   Foods International Co., LTD; 3 หมายถึง ค  านวณจากปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดท่ีเวลา 144 ชัว่โมง 
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4.5  การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกจากเซลล์อสิระและเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบ
เพกทนิจากใบกรุงเขมาในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร 

        4.5.1 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระ 

                ท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเซลล์แบคทีเรีย P. acidipropionici TISTR 422 
แบบเซลลอิ์สระในระดบัฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซ่ึงมี
องค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือภายใตส้ภาวะและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ก าหนดค่าความเป็น
กรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอด์นต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือ น าไปบ่มในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 360 ชัว่โมง 
                จากผลการทดลอง พบวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตไดสู้งสุด เท่ากบั 21.55±0.58 กรัม
ต่อลิตร ท่ีชัว่โมง 216 ชัว่โมงของการหมกั คิดเป็นอตัราการการผลิตกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 0.10 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ปริมาณกรดแอซีติก เท่ากบั 8.29±0.85 กรัมต่อลิตร อตัราส่วนปริมาณกรด 
โพรพิโอนิกต่อปริมาณกรดแอซีติก (P/A) เท่ากบั 2.60 ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือเท่ากบั 
18.65±0.68 กรัมต่อลิตร ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 58.66 และค่าความ-กรดเป็น
ด่างเท่ากบั 4.91 ในกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกน้ีจะพบวา่จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดมีการเจริญ
สูงสุด เท่ากบั 11.22 LogCFU ท่ีเวลา 216 ชัว่โมง จากรูปท่ี 4.12 เซลล์แบคทีเรียจะมีการเจริญอยา่ง
รวดเร็วในช่วงตน้ของการหมกั (log phase) จนถึงชั่วโมงท่ี 120 ชัว่โมง และหลงัจากนั้นเซลล์
แบคทีเรียก็มีการเจริญเพียงเล็กหรือแทบจะไม่มีการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย (stationary phase) จน
ส้ินสุดระยะการหมกั จะเห็นได้ว่าซ่ึงสอดคล้องกบัปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีลดลงอย่างต่อเน่ือง
ในช่วงตน้ของการหมกัจนถึงชัว่โมงท่ี 120 ชัว่โมง และหลงัจาก 168 ชัว่โมง จะเห็นไดว้า่ปริมาณ
น ้ าตาลทั้งหมดลดลงเพียงเล็กน้อย และในขณะเดียวกนัค่าความเป็นกรด-ด่างก็ลดลงอยา่งต่อเน่ือง
เช่นกนั ส าหรับปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตข้ึน จะพบวา่มีแนวโนม้สูงข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 
48 ชัว่โมงถึงชัว่โมงท่ี 216 ชัว่โมงของการหมกั หลงัจากนั้นมีการเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ยเท่านั้นจน
ส้ินสุดระยะเวลาการหมกั ในขณะท่ีปริมาณกรดแอซีติกมีแนวโนม้ท่ีสูงข้ึนเช่นเดียวกบัปริมาณกรด
โพรพิโอนิก 
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รูปที ่4.12 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ 

ปริมาณเซลลจุ์ลินทรียท์ั้งหมด และค่าความเป็นกรด-ด่าง ในการหมกัจากเซลลอิ์สระของ
เช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร (●คือ ปริมาณกรด 
โพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร), O คือ ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร), ▼คือ ปริมาณ
น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร), ■ คือ ปริมาณเซลลจุ์ลินทรีย,์ ♦ คือ ค่าความเป็น
กรด-ด่าง)  

 
        4.5.2 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์ตรึงด้วยสารกดัหยาบเพกทนิจากใบกรุงเขมา 

               ท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเซลล์แบคทีเรีย P. acidipropionici TISTR 422 
แบบเซลล์อิสระท่ีถูกตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาร้อยละ 4 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) 
ในระดบัฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซ่ึงมีองคป์ระกอบ
ของอาหารเล้ียงเช้ือภายใตส้ภาวะและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ก าหนดค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 6.5 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอด์นต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 
15 นาที เติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ น าไปบ่ม
ในสภาวะน่ิง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 360 ชัว่โมง 
                แบคทีเรียจะค่อยผลิตกรดโพรพิโอนิก และสามารถตรวจวดัไดห้ลงัจากเร่ิมหมกัเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง มีแนวโนม้สูงข้ึน จนถึงชัว่โมงท่ี 216 ของการหมกัและเร่ิมคงท่ีตลอดระยะเวลาการหมกั 
ส าหรับกรดแอซีติกนั้นเร่ิมผลิตและตรวจวดัไดเ้ม่ือเวลา 24 ชัว่โมงแรกของการหมกัเช่นกนั จากนั้น
เร่ิมผลิตมากข้ึนจนคงท่ีหลังจากเวลา 96 ชั่วโมงของการหมกั ซ่ึงสอดคล้องกับการผลิตกรด          

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โพรพิโอนิก และสอดคลอ้งกบัปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีลดลงอยา่งรวดเร็วจนถึงชัว่โมงท่ี 216 ของ
การหมกั และเร่ิมคงท่ีไม่เปล่ียนแปลง อย่างไรก็ตามปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เม่ือส้ินสุด
ระยะเวลาการหมกัมีปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือเท่ากบั 10.79±1.05 กรัมต่อลิตร ปริมาณน ้ าตาลท่ี
ใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 76.98 
                จากผลการทดลองผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากบั 26.68±0.07 กรัมต่อลิตร ในช่วง
โมงท่ี 264 ของการหมกั คิดเป็นอตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก 0.10 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ปริมาณ
กรดแอซีติก 10.36±0.15 กรัมต่อลิตร อตัราส่วนปริมาณกรดโพรพิโอนิกต่อปริมาณกรดแอซีติก 
(P/A) เท่ากบั 2.58 ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือเท่ากบั 11.68±2.41 กรัมต่อลิตร ปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 75.07±5.14 และค่าความ-กรดเป็นด่างเท่ากบั 4.87 แสดงดงัรูปท่ี 4.13 
แต่เม่ือพิจารณาปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตข้ึน พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั 
(P≤0.05) ระหวา่งกนัของระยะเวลาในการหมกัตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 216 (25.65±0.72 กรัมต่อลิตร) จนถึง
ชัว่โมงท่ี 360 (26.30±1.94 กรัมต่อลิตร) เม่ือเทียบกบัการผลิตในช่วงโมงท่ีสูงท่ีสุด 
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รูปที ่4.13 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ และค่า 

ความเป็นกรด-ด่าง ในการหมกัจากเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา
ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร (● คือ ปริมาณ
กรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร), O คือ ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร), ▼ คือ ปริมาณ 
น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร), ♦ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง)       
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                ส าหรับการหมกัดว้ยเซลล์อิสระ (รูปท่ี 4.14) เช้ือแบคทีเรียเร่ิมผลิตกรดโพรพิโอนิกตั้งแต่
ชัว่โมงท่ี 24 ของการหมกั โดยกรดเพิ่มข้ึนจนสูงสุด 21.55±0.58 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 216 แต่
เม่ือวิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่าจากชั่วโมงท่ี 144 ถึงชั่วโมงท่ี 360 ของการหมกัปริมาณกรด          
โพรพิโอนิกไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05) เม่ือเทียบกบัการผลิตในช่วงโมงท่ีสูง
ท่ีสุด นอกจากน้ีในช่วงระยะการหมกั พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง พบว่ามีค่าลดลงอยา่งรวดเร็วท่ี
ชัว่โมง 24 ถึงชัว่โมงท่ี 96 ของการหมกั และคงท่ีจนถึงชัว่โมงท่ี 360 
                เม่ือวิเคราะห์ผลทางสถิตท่ีเวลา 216 ชัว่โมง ส าหรับการหมกัดว้ยเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดั
หยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาและเซลล์อิสระ พบว่าปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงท่ีสุดจากการ
เพาะเล้ียงเซลลท่ี์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (25.65±0.72 กรัมต่อลิตร) และแบบ
เซลล์อิสระ (21.55±0.58 กรัมต่อลิตร) พบว่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.029) 
อัตราการผลิตกรดโพรพิโอนิกของทั้ งเซลล์ตรึงด้วยสารสกัดหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา 
(0.12±0.003 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) และเซลล์อิสระ (0.10±0.003 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) พบวา่มี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.021) ในการเพาะเล้ียงแบบเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดั
หยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา ให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิก (2.19±0.05 กรัมโพรพิโอนิกต่อกรัม
น ้ าตาลทั้งหมด) และเซลล์อิสระ (1.16±0.03 กรัมโพรพิโอนิกต่อกรัมน ้ าตาลทั้งหมด) พบวา่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.002) และร้อยละน ้าตาลทั้งหมดท่ีใชจ้ากการเพาะเล้ียงเซลล์
ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (75.07±5.14) และเซลล์อิสระ (58.65±1.12) พบวา่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.045) ดงัตารางท่ี 4.10 
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รูปที ่4.14 ปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการเพาะเล้ียงเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 แบบเซลล ์

อิสระและเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา ในฟลาสกข์นาด 250  
มิลลิลิตร ( O คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิกของเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทิน 
จากใบกรุงเขมา (กรัมต่อลิตร), ● คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิกของเซลลอิ์สระ (กรัมต่อ 
ลิตร) 

 
ตารางที่ 4.10 ค่า P-value ของการเปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยการเพาะเล้ียงเช้ือ P. 

acidipropionici TISTR 422 แบบเซลลอิ์สระและเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทิน
จากใบกรุงเขมาในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร โดยใชว้ธีิ t-test ท่ีเวลา  216 ชัว่โมง 

ชุดการ
ทดลอง 

ปริมาณ 
กรดโพรพิโอนิก 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
กรดโพรพิโอนิก 
(กรัมต่อลติรต่อ
ช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมโพรพโิอนกิต่อ
กรัมน า้ตาลทั้งหมด) 

น า้ตาลทั้งหมดทีใ่ช้ 
(ร้อยละ) 

เซลลอิ์สระ 
เซลลต์รึง 
P-value 

21.55±0.58 
25.65±0.72 
.029* 

0.10±0.003 
0.12±0.003 
.021* 

1.16±0.03 
2.19±0.05 
.002* 

58.65±1.12 
75.07±5.14 
.045* 

หมายเหตุ: * หมายถึง แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P≤0.05) 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                ถึงแมว้า่การหมกัโดยใชเ้ซลล์อิสระจะให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีสูงและใชเ้วลาหมกัท่ี
เร็วกวา่ (144 ชัว่โมง) การหมกัโดยใช้เซลล์ตรึง (216 ชัว่โมง) ดงัรูปท่ี 4.14 เน่ืองจากกรดโพรพิ
โอนิกเป็นสารปฐมภูมิ (primary metabolite) ซ่ึงเช้ือจะผลิตและปลดปล่อยออกมานอกเซลล์ใน
ระหวา่งท่ีเช้ือมีการเจริญ ซ่ึงนอกจากผลิตกรดโพรพิโอนิก เช้ือจุลินทรียก์็ยงัสามารถผลิตกรดแอซีติ
กออกมาดว้ย และเม่ือปริมาณกรดเพิ่มสูงข้ึนจึงส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ เม่ือ
เกิดการยบัย ั้งการเจริญก็จะยบัย ั้งการผลิตกรดโพรพิโอนิกดว้ยเช่นกนั (Zhu และคณะ, 2010) จึงไม่
สามารถน ามาเพาะเล้ียงซ ้ าเพื่อผลิตกรดได ้ซ่ึงเป็นขอ้เสียของการเพาะเล้ียงแบบเซลล์อิสระ ในขณะ
ท่ีการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้วสัดุห่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียเอาไวน้ั้น ท าให้เซลล์ไม่สัมผสักับ
อาหารโดยตรง จึงส่งผลให้เซลล์เจริญเติบโต มีชีวิตอยู่รอดยาวนานข้ึน และผลิตกรดโพรพิโอนิก
สูงข้ึน ดงันั้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้วสัดุตรึงเซลล์จึงให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงกว่า
การเพาะเล้ียงแบบเซลล์อิสระ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Ates และคณะ, 2002 ท่ีกล่าวไวว้่า         
แอลจิเนตท่ีห่อหุม้เซลลจ์ะท าหนา้ท่ีป้องกนัเซลล์จากสภาวะความเป็นกรดในอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้
เซลล์ตรึงมีความคงตวัมากกวา่เซลล์อิสระ อีกทั้งเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีใช้ในการ
ทดลองน้ีเจริญในสภาวะไร้อากาศ การห่อหุ้มด้วยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาจึงช่วย
ส่งเสริมให้เช้ืออยู่ในสภาวะไร้อากาศมากข้ึน โดยความหนาแน่นของออกซิเจนภายในเม็ดเจลจะมี
ค่านอ้ยกวา่ออกซิเจนท่ีอยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ ส่งผลใหเ้ซลลต์รึงมีการเจริญและผลิตกรดโพรพิโอนิก
ไดสู้งกวา่เซลล์อิสระ (Champagne และคณะ, 1989) งานวิจยัของ Czaczyk และคณะ (1995) ได้
ท าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยการตรึงเซลล์เช้ือ Propionibacterium sp. พบว่าเซลล์
อิสระจะใช้เวลาในการผลิตกรดโพรพิโอนิกเป็นเวลา 6-8 วนั แต่เม่ือใช้การหมกัโดยวิธีการตรึง
เซลล์จะใช้เวลานานกว่า เป็นเวลา 10-12 วนั แต่อย่างไรก็ตามถึงจะใช้เวลานานก็ยงัสามารถให้
ผลผลิตท่ีสูง  
 

4.6  การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกจากเซลล์อสิระและเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบ
เพกทนิจากใบกรุงเขมาในถังหมกัขนาด 5 ลติร 

        4.6.1 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระ 

               ในการเล้ียงเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 แบบเซลล์อิสระ โดยมีองคป์ระกอบของ
อาหารเล้ียงเช้ือภายใตส้ภาวะและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ปริมาตรอาหาร
เล้ียงเช้ือ 3,500 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้มีค่าเท่ากบั 6.5 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอด์นต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 40 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ จากนั้นเติมหวัเช้ือ
เร่ิมตน้ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ท าการเพาะเล้ียงท่ีสภาวะดงัน้ี 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5 ดว้ยสารละลายโซเดียม-    
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ไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 5 โมลาร์ อตัราการกวนของใบพดั 100 รอบต่อนาที ในสภาวะท่ีไม่มีการ
เติมอากาศในถงัหมกั 
                จากผลการทดลอง พบว่าท่ีเวลา 192 ชัว่โมง ให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากบั 
26.90±0.66 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกคิดเป็น 0.14 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ปริมาณ
กรดแอซีติก 12.10±0.72 กรัมต่อลิตร อตัราส่วนปริมาณกรดโพรพิโอนิกต่อปริมาณกรดแอซีติก 
(P/A) เท่ากบั 2.22 ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เท่ากบั 8.92±0.55 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 78.71 จากรูป 4.15 พบวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว
ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 ถึงชัว่โมงท่ี 60 ของการหมกั หลงัจากนั้นมีการเพิ่มข้ึนเร่ือยๆจนถึงชัว่โมงท่ี 132 
และคงท่ีจนถึงชัว่โมงท่ี 360 จึงสามารถสรุปไดว้า่ระยะเวลาท่ีใช้ในการผลิตกรดโพรพิโอนิก อยู่
ในช่วง 132-360 ชั่วโมงจะให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกดีท่ีสุด ในขณะท่ีปริมาณกรดแอซีติกมี
แนวโน้มท่ีสูงข้ึนเช่นเดียวกับปริมาณกรดโพรพิโอนิก ช่วงระยะการหมัก พบว่าจ านวนเซลล์
จุลินทรียมี์การเจริญเพิ่มข้ึนโดยจ านวนเซลล์จุลินทรียสู์งสุด เท่ากบั 11.95 LogCFU ท่ีเวลา 192 
ชัว่โมง และจ านวนเซลล์จุลินทรียค์งท่ีหลงัจาก 156 ชัว่โมงของการหมกัเป็นตน้ไป สอดคลอ้ง
น ้าตาลทั้งหมดมีการลดลงต่อเน่ืองตลอดการทดลอง ซ่ึงปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีลดลงอยา่งรวดเร็ว
ใน 60 ชัว่โมงแรกของการหมกั และการใชน้ ้ าตาลเร่ิมนอ้ยลงในช่วง 72 ถึง ชัว่โมงท่ี 252 ของการ
หมกั อย่างไรก็ตามปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เม่ือส้ินสุดระยะเวลาการหมกัมีปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีเหลือเท่ากบั 5.9 กรัมต่อลิตร ปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 87.61  (ดงัรูปท่ี 4.14) 
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รูปที่ 4.15 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ปริมาณเซลลจุ์ลินทรียท์ั้งหมด และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ในการหมกัจากเซลลอิ์สระของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร (●คือ 
ปริมาณกรด โพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร), O คือ ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร), ▼ คือ ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร), ■ คือ ปริมาณเซลลจุ์ลินทรีย,์ ♦ คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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        4.6.2 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบกรุงเขมา 

                ในการเล้ียงเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ีถูกตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบ
กรุงเขมา ร้อยละ 4 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) โดยมีองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือภายใตส้ภาวะและ
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ 3,500 ลิตร ปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่างให้มีค่าเท่ากบั 6.5 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอด์น
ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 40 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ จากนั้นเติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีถูกตรึงดว้ยสารสกดัหยาบ  
เพกทินจากใบกรุงเขมา ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเพาะเล้ียงท่ีสภาวะดงัน้ี ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 
5 โมลาร์ อตัราการกวนของใบพดั 100 รอบต่อนาที ในสภาวะท่ีไม่มีการเติมอากาศในถงัหมกั                    
               จากผลการทดลอง พบว่าท่ีเวลา 192 ชัว่โมง ให้ผลผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเท่ากบั 
27.91±0.41 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิกคิดเป็น 0.15 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ปริมาณ
กรดแอซีติก 13.59±0.69 กรัมต่อลิตร อตัราส่วนปริมาณกรดโพรพิโอนิกต่อปริมาณกรดแอซีติก 
(P/A) เท่ากบั 2.05 ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ เท่ากบั 9.89±1.17 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 77.16 จากรูป 4.16 พบวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิกมีแนวโนม้สูงข้ึน
อยา่งรวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 72 จนถึงชัว่โมงท่ี 168 ชัว่โมง โดยใน 60 ชัว่โมงแรกของการหมกัเช้ือ
สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกไดเ้ล็กนอ้ย และหลงัจากชัว่โมงท่ี 72 เป็นตน้ไป เช้ือผลิตกรดเพิ่มอยา่ง
ต่อเน่ือง และเร่ิมคงท่ีหลงัจากชัว่โมงท่ี 240 เป็นตน้ไป ในขณะท่ีปริมาณกรดแอซีติกมีแนวโน้มท่ี
สูงข้ึนเร่ือยๆ เช่นเดียวกบัปริมาณกรดโพรพิโอนิกจนกระทัง่เร่ิมคงท่ีหลงัจากชัว่โมงท่ี 216 ของการ
หมกั เม่ือพิจารณาถึงปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีลดลงอยา่งต่อเน่ืองในช่วง 96 ชัว่โมงแรกของการหมกั 
และลดลงอยา่งรวดเร็วจนถึงชัว่โมงท่ี 168 หลงัจากนั้นมีการลดลงอยา่งชา้ๆต่อเน่ืองจนถึงชัว่โมงท่ี 
360 ของการหมกั ทั้งน้ีน่าจะสอดคลอ้งกบัระยะการเจริญของเซลล์แบคทีเรียในแต่ละช่วง คือ ช่วง
ระยะพกัตวั ช่วงแบ่งตวัทวีคูณ และช่วงระยะท่ีเซลล์คงตวั อย่างไรก็ตามปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ี
เหลือ เม่ือส้ินสุดระยะเวลาในการหมกัมีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือเท่ากบั 6.48±0.12 กรัมต่อ
ลิตร โดยปริมาณน ้าตาลท่ีใชไ้ปคิดเป็นร้อยละ 85.04 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



89 
 

 

Time (h)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360

Pr
op

ion
ic 

ac
id 

(g/
l),

 A
ce

tic
 ac

id 
(g/

l)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

To
tal

 su
ga

r (
g/l

)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

pH

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

  
 
รูปที ่4.16 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ และค่า 

ความเป็นกรด-ด่าง ในการหมกัจากเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา
ของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร (● คือ ปริมาณกรด    
โพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร), O คือ ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร), ▼ คือ ปริมาณ
น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร), คือ ♦ ค่าความเป็นกรด-ด่าง)  

 
                รูปท่ี 4.17 แสดงปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการเพาะเล้ียงแบบเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดั
หยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาและเซลลอิ์สระในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิก
ท่ีเช้ือผลิตกรดโพรพิโอนิกมีแนวโนม้สูงข้ึน เม่ือวเิคราะห์ผลทางสถิติท่ีเวลา 192 ชัว่โมง ส าหรับการ
หมกัดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาและเซลล์อิสระ พบวา่ปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีได้
จากการเพาะเล้ียงเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (27.91±0.41 กรัมต่อลิตร) 
และเซลล์อิสระ (26.90±0.66 กรัมต่อลิตร) พบว่าไม่แตกต่างแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 
0.121) ในการเพาะเล้ียงแบบเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาให้อตัราการผลิต
กรดโพรพิโอนิก (0.15±0.002 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) และเซลล์อิสระ (0.15±0.002 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง) พบวา่ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.150) ในการเพาะเล้ียงแบบเซลล์ตรึงดว้ยสาร
สกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาให้ผลผลิต (2.82±0.42 กรัมโพรพิโอนิกต่อกรัมน ้ าตาลทั้งหมดท่ี
ใช้ไป) และเซลล์อิสระ (3.02±0.72 กรัมโพรพิโอนิกต่อกรัมน ้ าตาลทั้ งหมดท่ีใช้ไป) พบว่าไม่
แตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.450) และร้อยละน ้ าตาลทั้งหมดท่ีใช้จากการเพาะเล้ียงเซลล์
ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (77.16±2.69) และเซลล์อิสระท่ีมีร้อยละน ้ าตาล
ทั้งหมดท่ีใช ้(78.71±1.31) พบวา่ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P เท่ากบั 0.488) ดงัตารางท่ี 4.11 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที ่4.17 ปริมาณกรดโพรพิโอนิกจากการเพาะเล้ียงเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 แบบเซลล ์

อิสระและเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร     
( O คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิกของเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา  
(กรัมต่อลิตร), ● คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิกของเซลลอิ์สระ (กรัมต่อลิตร) 
 

ตารางที ่4.11 ค่า P-value ของการเปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยการเพาะเล้ียงแบบเซลล ์
 อิสระและเซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร                   

โดยใชว้ธีิ t-test ท่ีเวลา 192 ชัว่โมง 

ชุดการ
ทดลอง 

ปริมาณ 
กรดโพรพิโอนิก 
(กรัมต่อลติร) 

อตัราการผลติ 
กรดโพรพิโอนิก 
(กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 

ผลผลติ 
(กรัมโพรพโิอนกิต่อ
กรัมน า้ตาลทั้งหมด) 

น า้ตาลทั้งหมดทีใ่ช้ 
(ร้อยละ) 

เซลลอิ์สระ 
เซลลต์รึง 
P-value 

26.90±0.66  
27.91±0.41 
.121** 

0.14±0.003 
0.15±0.002 
.150** 

3.02±0.72 
2.82±0.42 
.450** 

78.71±1.31 
77.16±2.69 
.488** 

หมายเหตุ: ** หมายถึง ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (P≥0.05) 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                เม่ือเปรียบเทียบการหมกัจากเซลล์อิสระและเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบ
กรุงเขมา พบวา่เซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาในถงัหมกัจะให้ปริมาณปริมาณ
กรดโพรพิโอนิกไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัการหมกัจากเซลล์อิสระ แต่การหมกัในเซลล์ตรึงมี
ขอ้ดี คือ สามารถน าเซลล์กลบัไปใชใ้นการหมกัไดโ้ดยไม่ตอ้งเตรียมหัวเช้ือใหม่และการหมกัดว้ย
เซลล์ตรึงยงัมีผลดีต่อการเก็บเก่ียวผลผลิตกรดโพรพิโอนิก โดยการเก็บเก่ียวผลผลิตจากการหมกั
โดยใช้เซลล์ตรึงสามารถท าไดง่้ายและสะดวกกว่าการเก็บเก่ียวผลผลิตจากการหมกัโดยใช้เซลล์
อิสระ ซ่ึงสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตจากน ้าหมกัไดโ้ดยตรง เน่ืองจากไม่มีเซลลเ์จริญในน ้ าหมกั ขอ้ดีน้ี
จะส่งผลดีในดา้นการลดตน้ทุนในการผลิต ท าใหก้ารผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใชเ้ซลล์ตรึงน้ีเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจในการผลิตระดบัอุตสาหกรรมต่อไป อีกทั้งเช้ือ P. acidipropionici ท่ีใชใ้น
การทดลองน้ีเจริญในสภาวะไร้อากาศ การตรึงเซลล์จึงช่วยส่งเสริมให้เช้ืออยูใ่นสภาวะไร้อากาศได้
ดียิ่งข้ึน และผลิตกรดโพรพิโอนิกไดสู้งข้ึน สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Zhu และคณะ (2012) ศึกษา
การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici CGMCC 1.2230 โดยการตรึงเซลล์ในถงัหมดั
ชนิด fibrous bed bioreactor (FBB) โดยท าการหมกัแบบ repeat batch ไดค้วามเขม้ขน้ของกรดโพ
รพิโอนิกสูงสุดเป็น 22.9 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงกวา่การผลิตแบบเซลล์อิสระประมาณร้อยละ 25 ท่ีได้
ความเข้มข้นของกรดโพรพิโอนิกเป็น 18.3 กรัมต่อลิตร และสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Suwannakham และ Yang (2005) ท่ีไดศึ้กษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici 
ATCC 4875 เปรียบเทียบระหวา่งการใชเ้ซลล์อิสระกบัเซลล์ท่ีถูกตรึงในถงัหมกัแบบ fibrous bed 
โดยใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่การผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยใช้เซลล์ท่ีถูกตรึงในถงัหมกั
แบบ fibrous bed ให้ผลผลิตสูงสุดเท่ากบั 71.8±0.8 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงกว่าการผลิต
กรดโพรพิโอนิกโดยใช้เซลล์อิสระถึงร้อยละ 20-59 และงานวิจยัของ Feng และคณะ (2010) ได้
ศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยการหมกัแบบเซลล์อิสระของเช้ือ P. freudenreichii CCTCCM 
207015 เปรียบเทียบกบัการหมกัแบบตรึงเซลล์โดยถงัหมกัชนิด multi-point fibrous bed bioreactor 
(MFB) โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่การหมกัแบบเซลล์อิสระหลงัจากท าการหมกัไป 
120 ชัว่โมง ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของกรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 14.58 กรัมต่อลิตร อตัราการเปล่ียน
กลูโคสไปเป็นกรดโพรพิโอนิกเท่ากบัร้อยละ 36.45 และอตัราการผลิต 0.12 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
ส าหรับการหมกัแบบตรึงเซลลด์ว้ยถงัหมกั MFB พบวา่ใหป้ริมาณกรดโพรพิโอนิกสูงสุดเป็น 20.41 
กรัมต่อลิตรท่ีเวลา 60 ชัว่โมง อตัราการเปล่ียนกลูโคสเป็นกรดโพรพิโอนิกเท่ากบัร้อยละ 51.02 และ
อตัราการผลิต 0.34 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่การหมกัชนิด MFB มีประสิทธิภาพใน
การผลิตกรดโพรพิโอนิกมากกวา่การหมกัแบบเซลลอิ์สระ โดยสามารถยน่ระยะเวลาการหมกัไดถึ้ง 
2 เท่า 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง และ ข้อเสนอแนะ 
 
        จากการศึกษาการคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกของเช้ือ P. acidipropionici 
TISTR 422 ดว้ยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ PBD พบวา่ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดใน
กากน ้ าตาล ยีสต์ออโตไลเสท สารสกดัยีสต์ เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกอย่างมี
นยัส าคญั มีค่า P เท่ากบั 0.0011, 0.0430 และ 0.0259 ตามล าดบั ในขณะท่ี ทริปติกซอยบรอท       
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ไม่มีนยัส าคญัต่อการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก มีค่า P เท่ากบั 0.2206, 0.8700 และ 0.6829 ตามล าดบั และจากการทดลองน้ีมี
ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบัร้อยละ 86.39 ซ่ึงถือวา่เป็นค่าท่ียอมรับได ้นอกจากน้ีค่า ค่า
สัมประสิทธ์ิการตดัสินใจแบบจ าลอง (Adj-R2) เท่ากบัร้อยละ 74.72 เป็นการยืนยนัวา่การออกแบบ
การทดลองน้ีสามารถท านายการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 
        ดงันั้นจึงน าปัจจยัท่ีส่งผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกอย่างมีนัยส าคญัจากการวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม PBD จะถูกน าไปศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดว้ยการใชโ้ปรแกรมการออกแบบการ
ทดลองพื้นท่ีผิวตอบสนอง(RSM) ดว้ยการออกแบบส่วนประสมกลาง (CCD) ซ่ึงสามารถสร้าง
สมการพหุนามก าลงัสอง (quadratic equation) เพื่ออธิบายความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัท่ีมีผลอยา่งมี
นยัส าคญัและค่าผลิตกรดโพรพิโอนิก (response; Y) ดงัสมการท่ี 5.1 
 กรดโพรพิโอนิก = 26.10 + 5.53 * X1 + 0.84 * X2 + 3.92 * X3 + 1.82 * X1 * X2 + 2.20  
 * X1 * X3 - 1.71 * X2 * X3 – 5.19 * X12– 3.48 * X22– 2.40 * X32    (5.1) 
                                     เม่ือ  Y คือ ปริมาณกรดโพรพิโอนิก 
 X1 คือ ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดในกากน ้าตาล 
 X2 คือ ยสีตอ์อโตไลเสท 
 X3 คือ สารสกดัยสีต ์
เม่ือตรวจสอบค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจ (R2) เท่ากบัร้อยละ 93.52 ซ่ึงถือวา่เป็นค่ายอมรับได ้
และค่าสัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจแบบจ าลอง (Adj-R2) เท่ากบัร้อยละ 87.69 ซ่ึงแสดงถึงการ
เปล่ียนแปลงของตวัแปรตามเม่ือได้รับอิทธิพลจากตวัแปรตน้ ดงันั้นจึงสามารถท านายระดบัท่ี
เหมาะสมของปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิกสูงสุดของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 
จากสมการพหุนามก าลงัสอง คือ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล 40.87 กรัมต่อลิตร 
ยสีตอ์อโตไลเสท 4.36 กรัมต่อลิตร และสารสกดัยสีต ์6.90 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตกรดโพรพิ
โอนิกได้เท่ากบั 27.46 กรัมต่อลิตร กรดแอซีติกเท่ากบั 10.93 กรัมต่อลิตร และปริมาณน ้ าตาล
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ทั้งหมดท่ีเหลือเท่ากบั 24.62 กรัมต่อลิตร เม่ือใช้ระยะเวลาในการหมกั 144 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส บ่มในสภาวะน่ิง 
        ท าการตรวจสอบยืนยนัผลท่ีไดจ้ากการออกแบบการทดลองพื้นท่ีผิวตอบสนอง (RSM) ดว้ย
การออกแบบส่วนประสมกลาง (CCD) ในระดบัฟลาสก์ โดยใชค้่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแต่
ละปัจจยัซ่ึงเป็นองค์ประกอบของสูตรอาหารท่ีไดจ้ากการท านาย (predicted value) ประกอบดว้ย 
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาล 40.87 กรัมต่อลิตร ยีสต์ออโตไลเสท 4.36 กรัมต่อ
ลิตร สารสกดัยีสต ์6.90 กรัมต่อลิตร ทริปติกซอยบรอท 3 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 0.25 กรัมต่อลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัมต่อลิตร พบวา่สามารถ
ผลิตกรดโพรพิโอนิก กรดแอซีติก และปริมาณน ้ าตาลทั้ งหมดท่ีเหลือ เท่ากับ 25.55±0.58, 
8.29±0.85 และ 13.99±0.68 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยผลการตรวจสอบยืนยนัผลน้ีสอดคลอ้งกบั
การทดลองเบ้ืองตน้และเหมาะสมท่ีน าไปศึกษาต่อไป 
        จากนั้นได้ศึกษายี่ห้อของยีสต์สกดัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก เน่ืองจากปริมาณกรด     
โพรพิโอนิกและการเจริญเติบโตของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ไดรั้บอิทธิพลอยา่งมากจาก
แหล่งไนโตรเจนท่ีมีอยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่สารสกดัยีสต ์Himedia (India) มีผลต่อการผลิตกรด   
โพรพิโอนิกสูงสุด รองลงมาคือ สารสกดัยีสต ์HIMAX IG20 (Thailand) และสารสกดัยีสต ์21VP 
(Thailand) ตามล าดบั เม่ือพิจารณาถึงปริมาณของกรดโพรพิโอนิก พบวา่ ไม่มีความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญั ในขณะท่ีสารสกดัยีสต์ CW-V (Thailand) ให้ปริมาณกรดโพรพิโอนิกน้อยท่ีสุด ดงันั้น
การประเมินทางเศรษฐศาสตร์เบ้ืองต้น พบว่าในกระบวนการผลิตกรดโพรพิโอนิกของสาร       
สกดัยีสต์ Himedia (India) มีตน้ทุนวตัถุดิบต่อหน่วยท่ีสูง จึงเลือกสารสกดัยีสต์ HIMAX IG20 
(Thailand) ซ่ึงพบวา่ตน้ทุนต่อหน่วยนอ้ยกวา่ ให้ความคุม้ค่าทางเศรษฐศาสตร์ และยงัมีศกัยภาพใน
การน ามาใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิกท่ีมีประสิทธิภาพสูงเทียบเท่าสารสกดั
ยสีตท์างการคา้ยีห่อ้ Himedia (India) 
        จากนั้นไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิกโดยเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 ท่ี       
ถูกตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา (ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 น ้ าหนกัต่อปริมาตร) และ
การเล้ียงเซลล์แบบเซลล์อิสระ ในระดบัฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม 
พบวา่ ท่ีเวลา 216 ชัว่โมง เซลล์ท่ีถูกตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาให้ปริมาณกรด
โพรพิโอนิกสูงกวา่การเพาะเล้ียงแบบเซลลอิ์สระอยา่งมีนยัส าคญั แสดงให้เห็นวา่การตรึงเซลล์ดว้ย
สารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมามีศกัยภาพในการตรึงเซลล์จุลินทรียเ์พื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก
ได ้
        และเม่ือศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตกรดโพรพิโอนิกในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เพื่อ
เปรียบเทียบการผลิตกรดโพรพิโอนิกของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 โดยการเล้ียงเซลล์
แบบเซลล์อิสระและการใช้เซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา ภายใตส้ภาวะท่ี
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เหมาะสม พบว่า ท่ีเวลา 192 ชัว่โมง ปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีผลิตจากเซลล์อิสระและเซลล์ท่ีถูก
ตรึง มีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญั ซ่ึงมีหลายงานวิจยัไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดโพรพิโอนิก
ดว้ยเซลลต์รึง พบวา่ขอ้ดีของเซลลท่ี์ถูกตรึง คือ วสัดุท่ีห่อหุม้เซลลท์  าหนา้ท่ีป้องกนัเซลล์จากสภาวะ
ความเป็นกรดในอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้เซลล์ตรึงมีความคงตวัมากกว่าเซลล์อิสระ และสามารถน า
เซลล์กลบัไปใชใ้นการหมกัไดโ้ดยไม่ตอ้งเตรียมหวัเช้ือใหม่การหมกัดว้ยเซลล์ตรึงยงัมีผลดีต่อการ
เก็บเก่ียวผลผลิตกรดโพรพิโอนิก ส าหรับงานวิจยัในคร้ังน้ีก็ไดน้ าสารสกดัหยาบเพกทินจากใบ
กรุงเขมามาใช้เป็นวสัดุในการตรึงเซล์เพื่อผลิตกรดโพรพิโอนิก ซ่ึงถือไดว้่าเป็นการเพิ่มมูลค่าของ
ใบกรุงเขมา และช่วยลดตน้ทุนการผลิตกรดโพรพิโอนิก และลดการน าเขา้เพกทินจากต่างประเทศ
ได ้ผลของการศึกษาน้ีน่าจะเป็นแนวทางในการพฒันากระบวนการผลิตใหมี้ตน้ทุนต ่าลงและใชเ้ป็น
ตน้แบบในการผลิตกรดโพรพิโอนิกไดใ้นระดบัอุตสาหกรรม 
 

ข้อเสนอแนะ 

        ควรมีการศึกษาเพิ่มในขั้นตอนการน าเอาสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมามาเป็นวสัดุ
ห่อหุ้มเซลล์จุลินทรีย ์โดยศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลล์ของเช้ือ P. acidipropionici 
TISTR 422 ถึงแมว้า่รายงานการวจิยัของ อรทยั (2553) พบวา่สารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมา
เหมาะสมส าหรับการผลิตกรดแลกติก แต่อยา่งไรก็ตามสารสกดัหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมายงัไม่
เหมาะสมต่อการผลิตกรดโพรพิโอนิก ดงันั้นจึงตอ้งท าการศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตกรดโพรพิโอนิกเพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตมากข้ึน 
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1. อาหารเลีย้งเช้ือส าหรับจุลนิทรีย์ 

        1.1 อาหารเหลว de Man Rogosa Sharpe (MRS broth) ประกอบดว้ย 

                เน้ือสกดั (beef extract)     10.00  กรัมต่อลิตร 
                ยสีตส์กดั (yeast extract)     5.00  กรัมต่อลิตร 
                เปปโตน (peptone)     10.00  กรัมต่อลิตร 
                ดี-กลูโคส (D-glucose)     20.00  กรัมต่อลิตร 
                Tween 80      1.00  กรัมต่อลิตร 
                ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2.00  กรัมต่อลิตร 
                โซเดียมแอซีเทต (CH3COONa)    5.00  กรัมต่อลิตร 
                ไตรแอมโมเนียมซิเตรต     2.00  กรัมต่อลิตร 
                แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  0.20  กรัมต่อลิตร 
                แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4.4H2O)   0.20  กรัมต่อลิตร 
 
                วธีิการ 

                        ชัง่ส่วนประกอบทั้งหมดแลว้น ามาละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่างให้ได้ 6.5 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
        1.2 อาหารแขง็ de Man Rogosa Sharpe (MRS agar) ประกอบดว้ย 

                เน้ือสกดั (beef extract)     10.00  กรัมต่อลิตร 
                ยสีตส์กดั (yeast extract)     5.00  กรัมต่อลิตร 
                เปปโตน (peptone)     10.00  กรัมต่อลิตร 
                ดี-กลูโคส (D-glucose)     20.00  กรัมต่อลิตร 
                Tween 80      1.00  กรัมต่อลิตร 
                ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2.00  กรัมต่อลิตร 
                โซเดียมแอซีเทต (CH3COONa)    5.00  กรัมต่อลิตร 
                ไตรแอมโมเนียมซิเตรต     2.00  กรัมต่อลิตร 
                แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  0.20  กรัมต่อลิตร 
                แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4.4H2O)   0.20  กรัมต่อลิตร 
               วุน้ (agar)      15.00  กรัมต่อลิตร 
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                วธีิการ 

                        ชัง่ส่วนประกอบทั้งหมดแลว้น ามาละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่างให้ได ้6.5 จากนั้นจึงเติมวุน้ลงไป ให้ความร้อนและคนจนวุน้ละลาย น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ในตู่น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. การเตรียมกากน า้ตาล (ดดัแปลงจาก Lazaridou และคณะ, 2002; Lee และ Kim, 2001; Xiao,   
     และคณะ, 2007; Coelho และคณะ, 2011) 

        ท  าการปรับสภาพกากน ้าตาลโดยน ากากน ้าตาลมาท าการเจือจาง เติมกรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้
ร้อยละ 20 เพื่อปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใหไ้ด ้3.0 จากนั้นปิดปากภาชนะและน าไปให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 × g เป็น
เวลา 10 นาที จ านวน 2 รอบ เก็บเฉพาะส่วนใส น ามาปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได ้6.5 ดว้ย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ความเขม้ขน้ 10 โมลาร์ หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
ความเขม้ขน้ 10 โมลาร์ ปรับปริมาณน ้ าตาลเร่ิมตน้ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ีจะท าการศึกษา จากนั้น
จึงน าไปใชท้  าการทดลอง 
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1. การหาจ านวนจุลนิทรีย์ทั้งหมดและการนับจ านวนโคโลนีโดยวธิี Total plate count  
     (AOAC, 2000) 

        1.1 วธีิการเตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ร้อยละ 0.85 (น า้หนักต่อปริมาตร) 

                ชัง่โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 8.5 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ และปรับปริมาตรเป็น 1ลิตร 

        1.2 วธีิการนับจ านวนโคโลนี 

                1. ดูดตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร น ามาเจือจางดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 
เขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ใหไ้ดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม 3 ระดบั 
                2. ดูดตวัอยา่งแต่ละความเจือจางท่ีเหมาะสมใส่ลงในจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ
เรียบร้อยแลว้ จานละ 1 มิลลิลิตร 
                3. น าอาหารแขง็ MRS ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือเรียบร้อยแลว้ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 45-50 องศา-
เซลเซียส เทลงในจานเพาะเล้ียงเช้ือประมาณ 10 มิลลิลิตร 
                4. ท าการวนจานเพาะเล้ียงเช้ือ 4-5 คร้ัง ตั้งทิ้งไวใ้นวุน้แขง็ตวั จากนั้นคว  ่าจานเพาะเล้ียง
เช้ือ และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั 
                5. นบัจ านวนโคโลนีในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเลือกเฉพาะระดบัความเจือจางท่ีมีโคโลนีอยู่
ในช่วง 30-300 โคโลนี 
                6. ค  านวณหาจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (CFU ต่อมิลลิลิตร) 

CFU ต่อมิลลิลิตร = จ านวนโคโลนีท่ีนบัได ้× ส่วนกลบัของ Dilution factor 
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2. การวเิคราะห์น า้ตาลทั้งหมดด้วยวธิีฟีนอล-ซัลฟิวริก (Dubois, 1956) 

        2.1 อุปกรณ์ 

                1. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
                2. คิวเวตแกว้ 
                3. ปิเปต 

        2.2 สารเคมี 

                1. กรดซลัฟิวริก (reagent grade 95.5%, specific 1.84)  
                2. ฟีนอลร้อยละ 5 โดยน ้าหนกั เตรียมโดยชัง่ฟีนอล 5 กรัม แลว้เติมน ้ากลัน่อีก 95 กรัม 
                3. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชัง่กลูโคสมา 0.1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปรับ
ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาเจือ
จางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0-1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัน้ี 
 
ตารางที ่ข-1 การเจือจางสารละลายกลูโคสดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0-1.0 มิลลิกรัมต่อ 
                     มิลลิลิตร 

หลอดท่ี สารละลายกลูโคส 
(1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

น ้ากลัน่ 
(มิลลิลิตร) 

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

 
        2.3 วธีิการ 

                1. ดูดสารละลายตวัอย่างหรือสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลอง แลว้เติมฟีนอลร้อยละ 5 ลงไป 1 มิลลิลิตร 
               2. เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร ลงไปอยา่งรวดเร็ว โดยปล่อยกรดลงไปท่ีผิวหน้า
ของของเหลวโดยตรง จะท าใหก้ารผสมเกิดข้ึนไดดี้กวา่การปล่อยลงท่ีขา้งหลอด 
                3. ตั้งหลอดทดลองของสารผสมน้ีไวเ้ป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเขยา่แลว้น ามาบ่มใน
อ่างน ้าท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 10-20 นาที 
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                4. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 
                 5. น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขม้ขน้ของกลูโคสใน
สารละลายตวัอยา่ง หรือค านวณไดจ้าก 
 

ความเขม้ขน้ของกลูโคส (กรัมต่อลิตร) =  

 

y = 0.0095x
R² = 0.9999

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1

0 20 40 60 80 100 120

คา่ดู
ดก

ลืน
แส

งที่
   

90 
 นา

โน
เมต

ร

ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคส (ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร)
 

 
รูปที ่ข-1 กราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
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3. การวเิคราะห์ปริมาณกรดแอซีติกและปริมาณกรดโพรพโิอนิกด้วยเคร่ือง High  
    Performance Liquid Chromatography (HPLC) (อรทยั, 2553) 

        3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดโพรพโิอนิก 

                เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิ-
โมลาร์ น าสารละลายมาตรฐานไปวิเคราะห์ปริมาณกรดโพรพิโอนิกดว้ย HPLC น าพื้นท่ีใตก้ราฟท่ี
วิเคราะห์ได้มาเขียนกราฟมาตรฐานระหว่างพื้นท่ีใตก้ราฟกบัความเข้มขน้กรดโพรพิโอนิกโดย
ค านวณความเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกมาตรฐานท่ีมีหน่วยมิลลิโมลาร์เป็นหน่วยกรัมต่อลิตร 
แสดงกราฟมาตรฐานของกรดโพรพิโอนิกดงัรูปท่ี ข-2 
 

 
 

รูปที ่ข-2 กราฟมาตรฐานกรดโพรพิโอนิก 
 
        3.2 การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดแอซีติก 

                เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอซีติกความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิ-    
โมลาร์ น าสารละลายมาตรฐานไปวิเคราะห์ปริมาณกรดแอซีติกด้วย HPLC น าพื้นท่ีใตก้ราฟท่ี
วิเคราะห์ไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งพื้นท่ีใตก้ราฟกบัความเขม้ขน้กรดแอซีติกโดยค านวณ
ความเขม้ขน้ของกรดแอซีติกมาตรฐานท่ีมีหน่วยมิลลิโมลาร์เป็นหน่วยกรัมต่อลิตร แสดงกราฟ
มาตรฐานของกรดแอซีติกดงัรูปท่ี ข-3 
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รูปที ่ข-3 กราฟมาตรฐานกรดแอซีติก 
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5. การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนและโปรตีนโดยวธิี Kjeldahl (ดดัแปลงจาก Tangüler และ 
     Erten , 2009; Munawar และคณะ, 2010) 

        5.1 สารเคมี 

                5.1.1 กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (H2SO4 conc.) 
                5.1.2 สารผสมคอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต และโพแทสเซียมซลัเฟต 
                5.1.3 กรดบอริก 
                5.1.4 กรดไฮโดรคลอริก 
                5.1.5 เมทิลเรด 
                5.1.6 บรอมครีซอลกรีน 

        5.2 วธีิการ 

                ชัง่ตวัอยา่งท่ีตอ้งการวิเคราะห์หนกั 2 กรัม ใส่ลงในหลอดย่อยส าหรับวิเคราะห์โปรตีน 
เติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 30 มิลลิลิตร เพื่อใช้ในการย่อยตวัอย่าง เติมสารผสมระหว่างคอปเปอร์
ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต และโพแทสเซียมซลัเฟต เพื่อใชใ้นการเร่งปฏิกิริยา ยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 400 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง หรือจนกว่าสารละลายจะใส ทิ้งไวใ้ห้เยน็ แลว้น าไปกลัน่โดยใช้
เคร่ืองกลัน่ และใช้กรดบอริกความเขม้ข้นร้อยละ 4 (น ้ าหนัก ต่อ ปริมาตร) เป็นตวัดกัจบัก๊าซ
แอมโมเนีย จากนั้นน ากรดบอริกท่ีมีก๊าซแอมโมเนียมาไตเตรทดว้ยกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 
0.1 นอร์มอล โดยใชอิ้นดิเคเตอร์ผสมระหวา่ง เมทิลเรดและบรอมครีซอลกรีน บนัทึกปริมาตรกรด
ไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไตเตรทแลว้น าค่าไปค านวณปริมาณไนโตรเจนเป็นหน่วยร้อยละ 
 

ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ) =  

 
                A = ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไตเตรท 
                B = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไตเตรทกบัตวัอยา่ง 
                C = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชใ้นการไตเตรทกบัแบลงค ์(Blank) 
                D = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีใช ้
                จากนั้นน าปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ) ท่ีไดไ้ปใชใ้นการค านวณหาปริมาณโปรตีน (ร้อย
ละ) จากสูตร 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) = ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละ) × ค่าแฟกเตอร์ 
 

                ค่าแฟกเตอร์ท่ีใชใ้นการหาปริมาณโปรตีนของสัปปะรดเท่ากบั 6.25 
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1. การคดัเลอืกปัจจัยทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (PBD) 

ตารางที ่ค-1 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 168 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
3.14±1.03 
0.02±2.09 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.56±0.32 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

3.93±0.79 
1.67±0.91 
10.97±0.55 
7.40±1.06 
4.69±0.26 
9.24±4.80 
7.33±1.00 
7.29±2.46 
1.67±0.91 
1.02±1.66 
1.67±0.91 
0.00±0.00 
1.24±0.53 
0.19±1.23 
0.00±0.00 

6.74±0.42 
3.56±0.93 
13.93±0.87 
8.40±0.57 
6.89±1.64 
9.74±2.44 
8.02±1.34 
8.55±2.77 
3.56±0.93 
3.24±1.53 
3.56±0.23 
0.00±0.00 
1.41±0.31 
3.27±1.85 
1.72±0.32 

9.54±0.05 
5.44±0.95 
16.88±1.19 
9.39±0.07 
9.10±3.01 
10.23±0.07 
8.70±1.68 
9.81±3.08 
5.44±0.95 
5.46±1.40 
5.44±0.95 
6.13±2.02 
1.59±0.10 
6.34±4.94 
6.06±1.35 

10.85±0.83 
6.70±0.47 
17.57±0.06 
8.64±0.92 
10.59±5.83 
11.39±0.61 
7.25±1.11 
8.20±1.39 
6.70±0.47 
6.70±1.46 
6.70±0.47 
8.35±1.43 
1.53±0.04 
6.57±2.70 
5.84±0.68 

12.17±1.72 
7.96±0.00 
17.68±0.89 
7.90±1.91 
10.56±0.88 
12.56±1.30 
0.79±0.53 
6.58±0.30 
7.96±0.00 
7.95±0.00 
7.96±0.00 
12.07±0.65 
1.47±0.02 
6.79±0.46 
5.63±0.01 

11.89±0.02 
6.78±0.46 
16.05±0.26 
7.42±0.62 
12.04±4.27 
11.09±0.51 
7.52±0.63 
8.47±0.17 
6.78±0.46 
9.51±0.71 
6.78±0.46 
9.27±3.72 
2.64±1.54 
7.68±3.11 
10.81±0.94 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-1 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (ต่อ) 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

192 216 240 264 288 312 336 360 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

11.62±1.75 
5.59±0.92 
12.65±1.88 
6.94±0.68 
12.01±0.12 
9.61±0.29 
9.25±0.72 
10.35±0.04 
5.59±0.92 
11.08±3.91 
5.59±0.92 
7.98±2.56 
3.82±3.09 
8.56±5.77 
15.99±1.89 

10.81±1.76 
2.54±0.07 
10.96±0.88 
6.31±0.37 
9.16±0.12 
11.09±0.79 
9.84±1.99 
8.93±0.29 
2.54±0.07 
9.29±2.21 
2.54±0.07 
7.35±1.36 
9.12±0.99 
9.49±3.26 
11.80±1.41 

10.00±1.77 
0.50±0.78 
9.27±0.11 
5.67±0.06 
6.31±0.36 
12.56±1.26 
10.42±3.27 
7.50±0.63 
0.50±0.78 
7.50±0.50 
0.50±0.78 
6.73±0.17 
14.43±1.12 
10.43±0.76 
7.62±0.92 

7.61±3.00 
0.96±0.54 
8.71±0.44 
6.33±0.78 
5.03±1.27 
10.64±1.53 
8.79±1.73 
7.40±0.90 
0.96±0.54 
7.04±0.53 
0.96±0.54 
6.71±0.97 
13.49±1.64 
10.24±1.03 
7.12±0.63 

5.22±4.23 
1.43±0.30 
8.15±0.99 
6.98±1.49 
3.75±2.18 
8.72±1.77 
7.16±0.20 
7.30±1.18 
1.43±0.30 
6.58±0.57 
1.43±0.30 
6.70±2.12 
12.56±4.41 
10.06±1.30 
6.63±0.33 

4.40±4.81 
2.45±0.02 
8.67±1.47 
6.79±1.32 
3.77±5.05 
9.55±0.40 
5.94±1.47 
6.87±0.13 
2.45±0.02 
6.47±0.62 
2.45±0.02 
5.19±0.82 
8.33±2.29 
7.78±3.13 
6.70±0.57 

3.57±5.40 
3.47±0.25 
9.19±1.96 
6.60±1.15 
3.80±7.92 
10.38±0.98 
4.72±2.74 
6.44±0.92 
3.47±0.25 
6.36±0.66 
3.47±0.25 
3.69±0.47 
4.10±0.18 
5.50±4.97 
6.78±0.81 

0.43±4.85 
8.43±2.44 
8.29±5.11 
8.00±2.12 
1.50±9.42 
9.84±4.64 
6.45±2.89 
7.69±1.30 
8.43±2.44 
7.65±1.74 
8.43±2.44 
0.33±3.58 
5.49±0.57 
6.24±4.38 
8.15±1.31 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-2 ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 168 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

2.30±0.16 
1.64±0.11 
8.57±0.58 
0.00±1.70 
2.20±0.29 
6.19±0.53 
0.00±0.37 
1.86±3.37 
1.64±0.11 
3.01±0.44 
1.64±0.11 
0.97±0.41 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

2.61±0.01 
2.11±0.17 
8.50±0.02 
1.10±1.24 
2.50±0.28 
5.90±0.13 
0.00±0.00 
1.97±0.07 
2.11±1.65 
3.47±0.17 
2.11±0.34 
2.78±0.17 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

2.92±0.15 
2.59±0.23 
8.43±0.53 
2.26±0.77 
2.81±0.27 
5.61±0.27 
0.00±0.00 
2.08±0.08 
2.59±0.23 
3.92±0.24 
2.59±0.23 
4.58±0.60 
0.00±0.00 
0.93±0.78 
0.00±0.00 

2.49±0.08 
4.13±0.05 
8.04±0.49 
3.63±0.18 
2.35±0.25 
6.36±0.12 
0.00±0.00 
2.78±0.12 
4.13±0.05 
4.38±0.33 
4.13±0.05 
5.44±0.87 
0.00±0.00 
1.17±0.30 
0.00±0.00 

2.05±0.31 
5.67±0.33 
7.66±0.45 
5.00±0.41 
1.90±0.78 
7.12±0.02 
0.00±0.00 
3.49±0.32 
5.67±0.33 
4.83±0.43 
5.67±0.33 
6.29±1.13 
0.00±0.00 
1.40±0.19 
1.03±0.27 

4.96±1.42 
5.74±0.15 
9.32±1.08 
2.96±0.44 
3.54±1.19 
5.86±2.51 
2.58±1.65 
2.39±0.15 
5.74±0.15 
3.33±0.13 
5.74±0.15 
6.48±0.79 
0.00±0.00 
0.88±0.29 
 0.84±0.44 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-2 ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (ต่อ) 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

192 216 240 264 288 312 336 360 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

8.87±1.42 
6.81±1.15 
9.99±1.08 
1.91±0.45 
6.18±1.19 
5.60±2.51 
2.47±1.65 
2.29±0.15 
6.81±0.15 
2.82±0.13 
6.81±0.15 
5.66±0.79 
0.00±0.00 
1.36±0.29 
3.71±0.44 

8.49±2.54 
5.62±0.63 
6.69±1.71 
0.39±0.48 
3.19±1.60 
6.34±5.04 
4.83±3.12 
0.12±0.02 
5.62±0.63 
0.76±1.16 
5.62±0.63 
4.22±0.45 
5.96±0.12 
0.34±0.40 
1.09±1.15 

9.10±1.02 
6.42±0.40 
8.39±0.31 
0.88±0.61 
2.20±0.18 
6.09±0.43 
5.20±1.40 
0.53±1.10 
6.42±0.40 
2.35±0.21 
6.42±0.40 
5.78±0.36 
6.17±0.47 
0.04±0.48 
0.48±0.81 

8.88±0.10 
7.15±0.23 
7.74±0.05 
0.42±0.31 
2.96±0.17 
5.79±0.36 
5.00±0.12 
0.98±0.01 
7.15±0.23 
2.31±0.16 
7.15±0.23 
5.07±0.77 
6.17±0.31 
1.37±0.47 
1.86±0.10 

7.65±1.22 
7.88±0.86 
7.08±0.21 
1.71±0.01 
3.72±0.53 
5.49±0.28 
4.79±1.17 
1.44±1.09 
7.88±0.86 
2.27±0.11 
7.88±0.86 
5.35±1.19 
6.17±0.14 
2.70±0.45 
3.23±1.01 

7.65±1.30 
7.88±0.44 
7.08±0.23 
1.71±0.10 
3.72±0.37 
5.49±0.13 
4.79±1.03 
1.44±0.70 
7.88±0.44 
2.27±0.14 
7.88±0.44 
5.35±3.36 
6.17±0.00 
2.70±0.32 
3.23±0.44 

7.19±1.39 
8.63±0.02 
4.14±0.24 
3.35±0.20 
3.57±0.21 
5.99±0.02 
5.51±0.89 
3.89±0.31 
8.63±0.02 
2.82±0.17 
8.63±0.02 
3.96±5.54 
5.02±0.15 
3.84±0.20 
3.15±0.13 

5.62±1.26 
6.94±0.02 
7.39±0.22 
3.95±0.18 
2.34±0.19 
11.80±0.02 
5.92±0.81 
4.45±0.28 
6.94±0.02 
3.47±0.16 
6.94±0.02 
9.06±5.03 
5.48±0.13 
4.40±0.18 
1.95±0.11 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-3 ปริมาณน ้าทั้งหมดท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 168 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

41.10 
28.04 
41.10 
13.13 
41.10 
41.10 
13.13 
13.13 
28.04 
13.13 
28.04 
41.10 
13.13 
41.10 
13.13 

34.14 
23.43 
37.78 
8.76 
38.57 
32.86 
12.18 
9.13 
23.43 
7.82 
23.43 
32.86 
9.53 
40.49 
9.48 

27.18 
18.82 
34.45 
4.39 
36.03 
24.61 
11.23 
5.12 
18.82 
2.51 
18.82 
24.61 
5.92 
39.89 
5.82 

24.59 
14.03 
27.11 
3.80 
29.70 
20.92 
10.72 
4.23 
14.03 
2.27 
14.03 
20.92 
5.37 
37.96 
4.61 

22.01 
9.23 
19.76 
3.21 
23.36 
17.23 
10.20 
3.34 
9.23 
2.02 
9.23 
17.23 
4.82 
36.03 
3.39 

19.83 
8.02 
18.98 
3.10 
21.80 
15.14 
10.09 
3.22 
8.02 
2.49 
8.02 
15.14 
4.57 
34.70 
3.04 

17.64 
6.81 
14.19 
2.99 
20.23 
13.04 
7.97 
3.09 
6.81 
2.95 
6.81 
13.04 
4.31 
33.36 
2.68 

17.08 
6.89 
13.42 
2.98 
18.28 
11.49 
7.70 
3.01 
6.89 
2.38 
6.89 
11.49 
3.99 
31.80 
2.71 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-3 ปริมาณน ้าทั้งหมดท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (ต่อ) 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

192 216 240 264 288 312 336 360 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

16.52 
6.98 
13.65 
2.98 
16.33 
9.94 
7.43 
2.93 
6.98 
1.81 
6.98 
9.94 
3.68 
30.23 
2.73 

16.35 
6.25 
13.01 
2.99 
15.60 
9.22 
7.28 
3.04 
6.25 
6.25 
6.25 
9.22 
3.03 
28.71 
2.53 

16.18 
5.51 
13.37 
3.01 
14.87 
8.50 
7.13 
3.14 
5.51 
1.65 
5.51 
8.50 
2.38 
27.19 
2.33 

15.59 
5.38 
13.82 
2.97 
14.76 
8.46 
6.91 
3.07 
5.38 
1.64 
5.38 
8.46 
2.29 
23.78 
2.32 

14.99 
5.24 
12.26 
2.93 
14.65 
8.41 
6.68 
2.99 
5.24 
1.63 
5.24 
8.41 
2.19 
20.37 
2.31 

14.39 
5.11 
12.70 
2.89 
14.54 
8.37 
6.51 
2.92 
5.11 
1.78 
5.11 
8.37 
2.15 
19.70 
2.52 

13.79 
4.97 
12.14 
2.84 
14.42 
8.32 
6.33 
2.85 
4.97 
1.92 
4.97 
8.32 
2.11 
19.03 
2.72 

12.95 
4.65 
12.85 
2.81 
14.14 
8.28 
5.81 
2.83 
4.65 
1.90 
4.65 
8.30 
2.09 
17.92 
2.62 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

122 
 

ตารางที ่ค-4 ค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 168 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 

5.33 
5.34 
5.20 
5.01 
5.24 
5.43 
6.14 
5.28 
5.34 
5.04 
5.34 
5.43 
6.05 
6.13 
4.90 

5.00 
5.10 
5.02 
4.93 
5.04 
5.13 
5.18 
4.94 
5.10 
4.95 
5.10 
5.13 
5.13 
5.23 
4.79 

4.85 
4.91 
4.85 
4.89 
4.91 
4.97 
5.02 
4.87 
4.91 
4.92 
4.91 
4.97 
4.87 
4.99 
4.81 

4.85 
4.97 
4.86 
5.00 
4.96 
5.02 
4.92 
4.96 
4.97 
5.06 
4.97 
5.02 
4.97 
4.98 
4.84 

4.87 
4.98 
4.86 
4.99 
4.97 
5.02 
4.90 
4.98 
4.98 
5.01 
4.98 
5.02 
4.98 
4.98 
4.89 

4.89 
4.95 
4.85 
5.02 
4.97 
5.03 
4.98 
5.02 
4.95 
5.12 
4.95 
5.03 
4.98 
4.98 
4.89 

4.85 
5.00 
4.90 
4.99 
4.99 
5.00 
4.90 
5.02 
5.00 
5.09 
5.00 
5.00 
4.98 
4.98 
4.97 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-4 ค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (ต่อ) 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

192 216 240 264 288 312 336 360 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

4.82 
5.01 
4.89 
5.06 
4.97 
5.02 
4.91 
5.03 
5.01 
5.10 
5.01 
5.02 
4.97 
4.95 
4.99 

4.87 
4.96 
4.85 
5.03 
4.93 
5.00 
4.92 
5.03 
4.96 
5.10 
4.96 
5.00 
4.96 
4.96 
4.97 

4.90 
5.01 
4.90 
5.08 
4.99 
5.03 
4.93 
5.08 
5.01 
5.15 
5.01 
5.03 
4.96 
4.95 
5.03 

4.87 
5.01 
4.89 
5.13 
4.92 
4.98 
4.88 
5.10 
5.01 
5.18 
5.01 
4.98 
4.98 
4.94 
5.01 

4.85 
4.98 
4.92 
5.10 
4.94 
4.96 
4.88 
5.10 
4.98 
5.13 
4.98 
4.96 
4.96 
4.92 
5.02 

4.86 
5.05 
4.87 
5.14 
4.95 
4.92 
4.87 
5.08 
5.05 
5.19 
5.05 
4.92 
4.97 
4.92 
5.01 

4.86 
5.03 
4.92 
5.13 
4.97 
4.99 
4.86 
5.11 
5.03 
5.20 
5.03 
4.99 
4.98 
4.93 
5.06 

4.84 
5.06 
4.88 
5.14 
5.01 
5.08 
4.89 
5.09 
5.06 
5.20 
5.06 
5.08 
4.99 
4.93 
5.05 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2. การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของปัจจัยหลกัทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก 
 ด้วยวธิีการออกแบบพืน้ทีผ่วิตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) 

ตารางที ่ค-5 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลิตร) ดว้ยวธีิการออกแบบพื้นท่ีผวิตอบสนอง  
 (Response Surface Methodology; RSM) 

การ
ทดลอง
ที่ 

เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

6.99±0.67 
8.24±0.13 
4.36±0.14 
4.19±0.10 
10.56±0.16 
13.23±0.18 
7.12±0.10 
14.11±0.58 
10.23±0.10 
10.09±0.31 
15.12±0.65 
12.35±0.23 
7.18±0.11 
8.11±0.09 
8.94±0.53 
8.94±0.53 
8.94±0.53 
8.94±0.53 
8.94±0.53 
8.94±0.53 

9.79±0.26 
9.17±0.26 
5.47±0.46 
4.37±0.30 
12.98±0.69 
19.39±0.18 
8.55±0.41 
18.71±0.13 
12.25±0.18 
13.80±1.31 
17.05±0.69 
14.42±0.62 
8.31±0.28 
12.93±2.35 
10.42±0.50 
10.42±0.50 
10.42±0.50 
10.42±0.50 
10.42±0.50 
10.42±0.50 

11.21±0.11 
11.58±0.27 
6.13±0.40 
5.60±0.40 
11.63±0.22 
19.73±0.34 
8.75±0.27 
17.92±0.56 
13.06±0.25 
14.45±0.21 
16.29±0.06 
15.45±0.20 
7.55±1.14 
12.72±0.21 
14.66±0.11 
14.66±0.11 
14.66±0.11 
14.66±0.11 
14.66±0.11 
14.66±0.11 

11.81±0.17 
14.48±0.23 
5.98±0.71 
7.70±0.20 
11.86±0.18 
21.51±0.20 
8.54±0.31 
20.43±0.34 
14.60±0.03 
13.64±0.17 
17.28±0.51 
17.91±0.29 
6.25±0.11 
13.76±0.18 
16.66±0.23 
16.66±0.23 
16.66±0.23 
16.66±0.23 
16.66±0.23 
16.66±0.23 

12.05±0.14 
16.93±0.55 
5.74±0.17 
7.67±0.11 
12.29±0.14 
24.84±0.37 
7.15±0.57 
22.73±0.30 
16.92±0.69 
13.67±0.12 
18.22±0.34 
19.89±0.12 
5.64±0.18 
14.48±0.54 
19.80±0.32 
19.80±0.32 
19.80±0.32 
19.80±0.32 
19.80±0.32 
19.80±0.32 

12.21±0.80 
19.85±4.85 
6.25±1.03 
8.43±1.24 
12.62±1.00 
27.75±1.90 
5.31±2.10 
25.13±5.12 
19.17±0.03 
14.29±3.45 
22.89±2.45 
24.43±0.07 
0.91±0.01 
15.12±0.08 
26.08±0.65 
26.08±0.65 
26.08±0.65 
26.08±0.65 
26.08±0.65 
26.08±0.65 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-6 ปริมาณกรดแอซีติก (กรัมต่อลิตร) ดว้ยวธีิการออกแบบพื้นท่ีผวิตอบสนอง (Response  
Surface Methodology; RSM) 

การ
ทดลอง
ที่ 

เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

5.56±0.59 
10.38±3.42 
2.69±0.63 
3.55±0.21 
6.61±2.16 
12.70±1.27 
6.56±0.22 
12.27±0.78 
5.61±1.89 
11.02±0.73 
14.34±2.15 
12.71±0.05 
3.61±1.74 
4.87±0.69 
5.65±2.03 
5.65±2.03 
5.65±2.03 
5.65±2.03 
5.65±2.03 
5.65±2.03 

5.99±0.68 
8.46±3.37 
2.87±0.55 
3.47±0.18 
7.82±2.14 
13.46±1.30 
6.83±0.40 
12.53±0.68 
6.68±1.87 
10.40±0.95 
13.48±1.91 
12.71±0.05 
4.29±1.54 
5.52±0.99 
6.86±2.06 
6.86±2.06 
6.86±2.06 
6.86±2.06 
6.86±2.06 
6.86±2.06 

6.51±0.27 
6.59±0.16 
2.88±0.55 
3.45±0.15 
9.01±0.09 
14.24±0.08 
7.23±0.41 
12.60±0.58 
7.74±0.05 
9.59±0.60 
13.00±1.14 
12.69±0.08 
4.65±0.97 
6.44±0.78 
8.09±0.09 
8.09±0.09 
8.09±0.09 
8.09±0.09 
8.09±0.09 
8.09±0.09 

6.93±0.50 
7.02±0.61 
3.10±0.91 
3.67±0.27 
9.62±1.13 
15.19±1.57 
7.68±0.48 
13.48±2.04 
8.26±0.94 
10.27±1.72 
13.79±0.69 
13.54±1.54 
3.85±0.72 
6.82±0.39 
8.62±0.84 
8.62±0.84 
8.62±0.84 
8.62±0.84 
8.62±0.84 
8.62±0.84 

7.36±0.53 
7.46±0.62 
3.30±0.90 
3.90±0.28 
10.55±1.48 
16.14±1.57 
8.17±0.52 
14.32±2.02 
8.78±0.94 
10.90±1.70 
14.66±0.82 
14.39±1.54 
3.33±0.31 
7.25±0.47 
9.16±0.85 
9.16±0.85 
9.16±0.85 
9.16±0.85 
9.16±0.85 
9.16±0.85 

7.82±0.33 
7.91±0.19 
3.45±0.66 
4.14±0.17 
11.48±0.48 
17.09±0.10 
8.68±0.50 
15.12±0.69 
9.29±0.06 
11.50±0.72 
15.60±1.37 
15.23±0.10 
2.97±0.32 
7.73±0.94 
9.72±0.11 
9.72±0.11 
9.72±0.11 
9.72±0.11 
9.72±0.11 
9.72±0.11 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-7 ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ (กรัมต่อลิตร) ดว้ยวธีิการออกแบบพื้นท่ีผวิตอบสนอง  
 (Response Surface Methodology; RSM) 

การทดลอง
ที่ 

เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

20.27 
63.82 
20.27 
20.27 
20.27 
63.82 
63.82 
63.82 
40.61 
40.61 
74.50 
40.61 
7.47 
40.61 
40.61 
40.61 
40.61 
40.61 
40.61 
40.61 

19.02 
60.21 
19.15 
19.78 
19.53 
60.92 
61.97 
60.11 
38.57 
38.71 
69.19 
28.56 
7.01 
38.16 
38.16 
38.16 
38.16 
38.16 
38.16 
38.16 

18.43 
58.02 
18.43 
18.43 
18.43 
58.02 
57.23 
58.02 
36.92 
36.92 
67.73 
36.92 
6.68 
36.92 
36.92 
36.92 
36.92 
36.92 
36.92 
36.92 

11.94 
54.90 
14.10 
14.16 
13.31 
56.86 
57.08 
51.70 
32.30 
35.40 
65.25 
35.96 
5.16 
37.08 
35.49 
35.49 
35.49 
35.49 
35.49 
35.49 

5.45 
51.79 
9.78 
9.90 
8.20 
55.71 
56.92 
45.39 
27.69 
33.88 
62.78 
35.00 
3.64 
37.24 
24.07 
24.07 
24.07 
24.07 
24.07 
24.07 

5.15 
49.12 
8.64 
8.36 
7.57 
43.20 
56.03 
43.72 
24.26 
31.45 
59.76 
27.63 
3.46 
35.85 
29.59 
29.59 
29.59 
29.59 
29.59 
29.59 

4.84 
42.44 
7.49 
6.81 
6.93 
35.68 
54.13 
38.04 
20.83 
26.02 
53.73 
20.26 
3.28 
26.45 
18.10 
18.10 
18.10 
18.10 
18.10 
18.10 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-8 ค่าความเป็นกรด-ด่างดว้ยวธีิการออกแบบพื้นท่ีผวิตอบสนอง (Response Surface  
 Methodology; RSM) 

การทดลองที่ 
เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 
6.50 

5.11 
5.01 
4.89 
5.19 
4.99 
4.95 
5.11 
4.82 
4.86 
5.00 
5.16 
4.90 
4.79 
5.03 
4.89 
4.89 
4.89 
4.89 
4.89 
4.89 

5.07 
5.02 
4.93 
4.92 
5.04 
5.13 
5.07 
4.99 
4.88 
5.21 
4.99 
4.95 
4.98 
5.04 
5.07 
4.89 
4.89 
4.89 
4.89 
4.89 

4.85 
5.02 
5.10 
4.94 
4.77 
5.09 
4.85 
4.94 
5.08 
4.94 
5.00 
4.93 
5.06 
5.08 
4.85 
4.88 
4.88 
4.88 
4.88 
4.88 

5.06 
4.96 
5.06 
4.97 
4.99 
5.02 
5.06 
5.01 
4.92 
4.89 
4.92 
5.06 
5.08 
4.96 
4.87 
4.87 
4.87 
4.87 
4.87 
4.87 

4.99 
4.85 
4.95 
5.03 
4.94 
4.98 
4.99 
5.02 
4.98 
5.06 
4.94 
5.02 
4.96 
4.92 
4.86 
4.86 
4.86 
4.86 
4.86 
4.86 

4.87 
4.98 
4.98 
4.89 
4.90 
4.98 
4.98 
5.01 
4.99 
5.02 
4.90 
4.98 
4.98 
5.00 
4.86 
4.86 
4.86 
4.86 
4.86 
4.86 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-9 อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติกดว้ยวธีิการออกแบบพื้นท่ีผวิตอบ 
 สนอง (Response Surface Methodology; RSM) 

การ
ทดลอง
ที่ 

เวลา (ช่ัวโมง) 

0 24 48 72 96 120 144 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 
0.00 : 1 

1.26 : 1 
0.79 : 1 
1.62 : 1 
1.18 : 1 
1.60 : 1 
1.04 : 1 
1.08 : 1 
1.15 : 1 
1.82 : 1 
0.92 : 1 
1.05 : 1 
0.97 : 1 
1.99 : 1 
1.67 : 1 
1.58 : 1 
1.58 : 1 
1.58 : 1 
1.58 : 1 
1.58 : 1 
1.58 : 1 

1.63 : 1 
1.09 : 1 
1.90 : 1 
1.26 : 1 
1.66 : 1 
1.44 : 1 
1.25 : 1 
1.49 : 1 
1.83 : 1 
1.33 : 1 
1.26 : 1 
1.13 : 1 
1.94 : 1 
2.34 : 1 
1.52 : 1 
1.52 : 1 
1.52 : 1 
1.52 : 1 
1.52 : 1 
1.52 : 1 

1.72 : 1 
1.76 : 1 
2.13 : 1 
1.62 : 1 
1.29 : 1 
1.38 : 1 
1.21 : 1 
1.42 : 1 
1.69 : 1 
1.51 : 1 
1.25 : 1 
1.22 : 1 
1.62 : 1 
1.98 : 1 
1.81 : 1 
1.81 : 1 
1.81 : 1 
1.81 : 1 
1.81 : 1 
1.81 : 1 

1.70 : 1 
2.06 : 1 
1.93 : 1 
2.10 : 1 
1.23 : 1 
1.42 : 1 
1.11 : 1 
1.52 : 1 
1.77 : 1 
1.33 : 1 
1.25 : 1 
1.32 : 1 
1.62 : 1 
2.02 : 1 
1.93 : 1 
1.93 : 1 
1.93 : 1 
1.93 : 1 
1.93 : 1 
1.93 : 1 

1.56 : 1 
2.51 : 1 
1.81 : 1 
2.04 : 1 
1.10 : 1 
1.62 : 1 
0.61 : 1 
1.66 : 1 
2.06 : 1 
1.24 : 1 
1.47 : 1 
1.60 : 1 
0.31 : 1 
1.96 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 

1.56 : 1 
2.51 : 1 
1.81 : 1 
1.09 : 1 
1.10 : 1 
1.62 : 1 
0.61 : 1 
1.66 : 1 
2.06 : 1 
1.24 : 1 
1.47 : 1 
1.60 : 1 
0.31 : 1 
1.95 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 
2.68 : 1 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3. การตรวจสอบยนืยนัผล (Validation) 
ตารางที ่ค-10 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ร้อยละการใช ้

น ้าตาลทั้งหมด โดยการเพาะเล้ียงเซลลแ์บบอิสระในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

กรดโพรพิโอนิก 
(g/l) 

กรดแอซีติก 
(g/l) 

น า้ตาลทั้งหมดที่
เหลอื (g/l) 

ร้อยละการใช้น า้ตาล
ทั้งหมด 

0 
24 
48 
72 
108 
120 
144 

0.00±0.00 
3.87±0.59 
5.46±0.26 
8.75±1.85 
14.25±0.35 
18.04±0.37 
25.55±0.58 

0.00±0.00 
0.06±0.92 
0.62±0.29 
3.20±0.55 
5.12±0.59 
6.64±0.42 
8.29±0.85 

41.58±0.00 
38.07±1.32 
32.08±3.89 
28.37±4.75 
23.68±1.07 
21.19±2.24 
13.99±0.68 

0.00 
8.44 
22.85 
31.77 
43.05 
49.04 
66.35 

 
ตารางที่ ค-11 ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณเซลล์จุลินทรียท์ั้งหมด อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก 

อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติก และผลผลิตกรดโพรพโอนิก โดย
การเพาะเล้ียงเซลลแ์บบอิสระในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ค่าความ
เป็นกรด-
ด่าง 

ปริมาณเซลล์
จุลนิทรีย์
ทั้งหมด 

อตัราการผลติ
กรดโพรพิโอนิก 
(g/l.h) 

อตัราส่วนระหว่าง
กรดโพรพิโอนิกต่อ
กรดแอซีติก 

ผลผลติกรด    
โพรพโิอนิก 
(gPA/gSugar) 

0 
24 
48 
72 
108 
120 
144 

6.50 
6.30 
5.21 
5.08 
4.92 
4.90 
4.85 

6.80 
7.15 
9.47 
10.99 
11.59 
11.46 
11.38 

0.00 
0.16 
0.11 
0.12 
0.13 
0.15 
0.16 

0.00 : 1 
64.5 : 1 
8.81 : 1 
2.73 : 1 
2.78 : 1 
2.72 : 1 
3.08 : 1 

0.00 
0.10 
0.17 
0.30 
0.59 
0.86 
1.37 

 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4. การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 โดยการ 
 เพาะเลีย้งแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกัดหยาบเพกทินจากใบกรุงเขมาใน ฟลาสก์ขนาด 
 250 มลิลลิติร 

ตารางที่ ค-12 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก น ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ร้อยละการใช้
 น ้ าตาลทั้งหมด โดยการเพาะเล้ียงเซลล์แบบเซลล์ตรึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทิน ใน
 ฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

กรดโพรพิโอนิก 
(g/l) 

กรดแอซีติก (g/l) น า้ตาลทั้งหมดที่
เหลอื (g/l) 

ร้อยละการใช้
น า้ตาลทั้งหมด 

0 
24 
48 
72 
108 
120 
144 
168 
192 
216 
240 
264 
288 
312 
336 
360 

0.00±0.00 
2.73±1.04 
6.98±0.98 
11.93±1.94 
14.33±0.90 
14.87±1.51 
17.18±0.86 
21.32±1.27 
22.97±0.40 
25.65±0.72 
25.66±0.74 
26.68±0.07 
26.40±0.15 
26.45±0.56 
26.44±1.03 
26.30±1.94 

0.00±0.00 
3.77±0.31 
6.85±0.43 
8.50±0.20 
9.30±0.66 
9.57±0.25 
9.38±0.54 
9.56±0.27 
9.60±0.19 
9.69±0.19 
10.29±1.09 
10.36±0.15 
10.11±0.72 
11.72±0.14 
11.93±0.55 
11.84±0.18 

46.86±0.08 
38.43±1.07 
37.27±6.58 
29.71±6.90 
24.28±0.41 
18.89±6.29 
16.77±3.74 
16.39±0.92 
12.85±2.97 
11.68±2.41 
11.87±0.72 
11.50±1.45 
10.48±1.42 
11.18±2.48 
11.31±0.99 
10.79±1.05 

0.00 
18.00 
20.45 
36.60 
48.19 
59.69 
64.21 
65.02 
72.58 
75.07 
74.67 
75.45 
77.64 
76.14 
75.86 
76.98 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค-13 ค่าความเป็นกรด-ด่าง อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก อตัราส่วนระหว่างกรด          
โพรพิโอนิกและกรดแอซีติกและผลผลิตกรดโพรพโอนิกโดยการเพาะเล้ียงแบบ
เซลลต์รึงดว้ยสารสกดัหยาบเพกทิน ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

อตัราการผลติกรด
โพรพโิอนิก (g/l.h) 

อตัราส่วนระหว่างกรด      
โพรพโิอนิกต่อกรด   
แอซีติก 

ผลผลติ 
กรดโพรพิโอนิก  
(gPA/gSugar) 

0 
24 
48 
72 
108 
120 
144 
168 
192 
216 
240 
264 
288 
312 
336 
360 

6.50 
5.67 
5.19 
5.10 
4.95 
4.95 
4.95 
4.91 
4.91 
4.87 
4.87 
4.86 
4.86 
4.86 
4.85 
4.85 

0.00 
0.11 
0.15 
0.17 
0.15 
0.12 
0.12 
0.13 
0.12 
0.12 
0.11 
0.10 
0.09 
0.08 
0.08 
0.08 

0.00 : 1 
0.72 : 1 
1.02 : 1 
1.40 : 1 
1.54 : 1 
1.55 : 1 
1.83 : 1 
2.23 : 1 
2.39 : 1 
2.65 : 1 
2.49 : 1 
2.58 : 1 
2.61 : 1 
2.26 : 1 
2.22 : 1 
2.22 : 1 

0.00 
0.07 
0.19 
0.40 
0.59 
0.79 
1.02 
1.30 
1.79 
2.20 
2.16 
2.32 
2.52 
2.37 
2.34 
2.44 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-14  ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ร้อยละการใช้
 น ้าตาลทั้งหมด โดยการเพาะเล้ียงเซลลแ์บบเซลลอิ์สระ ในฟลาสกข์นาด 250 
 มิลลิลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

กรดโพรพิโอนิก 
(g/l) 

กรดแอซีติก  
(g/l) 

น า้ตาลทั้งหมดที่
เหลอื (g/l) 

ร้อยละการใช้
น า้ตาลทั้งหมด 

0 
24 
48 
72 
108 
120 
144 
168 
192 
216 
240 
264 
288 
312 
336 
360 

0.00±0.00 
4.21±0.14 
5.12±0.60 
8.42±1.28 
13.92±0.89 
17.70±0.51 
20.15±0.57 
20.70±0.55 
20.59±0.40 
21.55±0.58 
21.04±0.70 
21.28±0.40 
21.05±0.39 
21.07±0.74 
21.07±0.34 
21.00±0.60 

0.00±0.00 
0.40±0.48 
0.95±0.57 
3.53±0.06 
5.45±0.63 
6.97±0.21 
7.19±1.22 
8.17±0.94 
8.07±0.45 
8.29±0.85 
8.00±0.95 
8.13±0.52 
8.00±0.63 
8.00±0.51 
8.01±0.52 
7.97±0.34 

45.11±0.00 
38.74±1.09 
32.75±4.98 
29.04±5.72 
24.34±2.14 
20.97±1.73 
19.74±1.40 
19.73±0.45 
18.69±1.47 
18.65±0.68 
18.73±0.55 
18.57±0.18 
17.80±0.24 
18.09±0.42 
17.53±0.57 
17.74±0.12 

0.00 
14.12 
17.40 
35.62 
46.04 
53.53 
56.24 
56.26 
58.57 
58.66 
58.48 
58.83 
60.54 
59.90 
61.14 
60.67 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ ค-15 ค่าความเป็นกรด-ด่าง อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก อตัราส่วนระหว่างกรด          
โพรพิโอนิกและกรดแอซีติกและผลผลิตกรดโพรพโอนิกโดยการเพาะเล้ียงแบบ
เซลลอิ์สระ ในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ค่าความ
เป็นกรด-
ด่าง 

ปริมาณเซลล์
จุลนิทรีย์ทั้งหมด 
(LogCFU) 

อตัราการผลติ
กรดโพรพิโอนิก 
(g/l.h) 

อตัราส่วนระหว่าง
กรดโพรพิโอนิก
ต่อกรดแอซีติก 

ผลผลติ
กรด โพร- 
พโิอนิก 
(gPA/gSugar) 

0 
24 
48 
72 
108 
120 
144 
168 
192 
216 
240 
264 
288 
312 
336 
360 

6.50 
6.32 
5.23 
5.10 
4.95 
4.95 
4.95 
4.91 
4.91 
4.91 
4.87 
4.86 
4.90 
4.88 
4.88 
4.89 

6.87±0.01 
8.15±0.26 
8.47±0.06 
9.99±0.28 
10.59±0.05 
11.11±0.04 
11.12±0.07 
11.13±0.07 
11.14±0.03 
11.22±0.07 
11.18±0.17 
11.08±0.04 
11.16±0.24 
10.89±0.16 
10.86±0.12 
10.82±0.08 

0.00 
0.18 
0.11 
0.12 
0.13 
0.15 
0.14 
0.12 
0.11 
0.10 
0.09 
0.08 
0.07 
0.07 
0.06 
0.06 

0.00 : 1 
10.60 : 1 
5.37 : 1 
2.38 : 1 
2.55 : 1 
2.54 : 1 
2.80 : 1 
2.53 : 1 
2.55 : 1 
2.60 : 1 
2.63 : 1 
2.62 : 1 
2.63 : 1 
2.63 : 1 
2.63 : 1 
2.64 : 1 

0.00 
0.11 
0.16 
0.29 
0.57 
0.84 
1.02 
1.05 
1.10 
1.16 
1.12 
1.15 
1.18 
1.16 
1.20 
1.18 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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5. การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกในถังหมกัขนาด 5 ลติร 

ตารางที่ ค-16 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก น ้ าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ร้อยละการใช้
น ้าตาลทั้งหมด โดยการเพาะเล้ียงเซลลแ์บบเซลลอิ์สระในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

เวลา (ช่ัวโมง) กรดโพรพโิอนิก  
(g/l) 

กรดแอซีติก  
(g/l) 

น ้าตาลท้ังหมดที่เหลือ  
(g/l) 

ร้อยละการใช้น ้าตาล
ทั้งหมด 

0 
12 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 
108 
120 
132 
144 
156 
168 
180 
192 
204 
216 
228 
240 
252 
264 
276 
288 
300 
312 
324 
336 
348 
360 

0.00±0.00 
3.10±0.24 
5.37±0.74 
13.74±1.25 
18.50±1.21 
21.66±0.53 
22.20±0.87 
22.49±0.73 
22.86±0.59 
23.36±0.74 
23.55±0.68 
26.39±0.44 
26.33±0.58 
26.05±0.55 
26.10±0.22 
26.05±0.39 
26.90±0.66 
26.12±0.46 
26.01±0.12 
26.23±0.32 
26.34±0.43 
26.02±0.59 
26.27±0.47 
25.86±0.84 
25.61±0.64 
25.24±0.54 
24.64±0.44 
24.58±0.34 
24.58±0.31 
24.55±0.79 
24.51±0.86 

0.00±0.00 
0.52±0.45 
0.84±0.57 
4.63±0.79 
6.37±2.41 
7.34±2.13 
10.68±1.39 
11.35±0.86 
11.33±2.74 
11.23±0.39 
10.39±1.22 
10.10±1.30 
10.34±0.59 
12.00±1.02 
12.03±0.75 
12.00±0.83 
12.10±0.72 
12.03±0.64 
12.15±0.89 
11.94±1.02 
12.00±1.10 
11.84±1.10 
11.96±1.05 
11.94±1.27 
11.90±1.29 
12.01±1.23 
12.04±1.25 
12.01±1.19 
11.98±1.11 
12.16±1.51 
12.33±1.77 

41.90±1.00 
38.49±0.47 
31.47±0.46 
28.81±0.47 
21.75±0.68 
12.32±0.27 
11.65±2.84 
10.79±0.10 
10.34±0.25 
9.99±0.29 
9.58±0.16 
9.49±0.26 
9.52±0.44 
9.48±0.37 
9.42±0.38 
9.32±0.34 
8.92±0.55 
8.88±0.55 
8.83±0.55 
8.75±0.55 
8.70±0.57 
8.65±0.66 
6.70±0.64 
6.74±0.63 
6.73±0.59 
6.64±0.62 
5.21±0.76 
4.65±0.57 
5.28±0.72 
5.24±0.69 
5.19±0.68 

0.00 
8.14 
24.89 
31.24 
48.09 
70.60 
72.20 
74.25 
75.32 
76.16 
77.14 
77.35 
77.28 
77.37 
77.52 
77.76 
78.71 
78.81 
78.93 
79.12 
79.24 
79.36 
84.01 
83.91 
83.94 
84.15 
87.57 
88.90 
87.40 
87.49 
87.61 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-17 ปริมาณเซลลจุ์ลินทรียท์ั้งหมด อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก อตัราส่วนระหวา่งกรด    
โพรพิโอนิกต่อกรดแอซีติก และผลผลิตกรดโพรพโอนิก โดยการเพาะเล้ียงเซลล์
แบบอิสระในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

เวลา (ช่ัวโมง) ปริมาณเซลล์
จุลนิทรีย์ทั้งหมด 
(LogCFU) 

อตัราการผลติกรด 
โพรพโิอนิก 
(g/l.h) 

อตัราส่วนระหว่างกรด 
โพรพโิอนิกต่อกรดแอซีติก 

ผลผลติกรด โพรพโิอ
นิก (gPA/gSugar) 

0 
12 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 
108 
120 
132 
144 
156 
168 
180 
192 
204 
216 
228 
240 
252 
264 
276 
288 
300 
312 
324 
336 
348 
360 

6.28 
7.29 
9.17 
9.65 
10.06 
10.00 
10.10 
10.87 
11.33 
11.18 
11.30 
11.20 
11.15 
11.75 
11.77 
11.85 
11.95 
11.89 
11.87 
11.91 
11.84 
11.88 
11.80 
11.81 
11.83 
11.82 
11.83 
11.85 
11.87 
11.84 
11.87 

0.00 
0.26 
0.22 
0.38 
0.39 
0.36 
0.31 
0.27 
0.24 
0.22 
0.20 
0.20 
0.18 
0.17 
0.16 
0.14 
0.14 
0.13 
0.12 
0.12 
0.11 
0.10 
0.10 
0.09 
0.09 
0.08 
0.08 
0.08 
0.07 
0.07 
0.07 

0.00 : 1 
5.97 : 1 
6.40 : 1 
2.97 : 1 
2.90 : 1 
2.95 : 1 
2.08 : 1 
1.98 : 1 
2.02 : 1 
2.08 : 1 
2.27 : 1 
2.61 : 1 
2.55 : 1 
2.17 : 1 
2.17 : 1 
2.17 : 1 
2.22 : 1 
2.17 : 1 
2.14 : 1 
2.20 : 1 
2.20 : 1 
2.20 : 1 
2.20 : 1 
2.17 : 1 
2.15 : 1 
2.10 : 1 
2.05 : 1 
2.05 : 1 
2.05 : 1 
2.02 : 1 
1.99 : 1 

0.00 
0.08 
0.17 
0.48 
0.85 
1.76 
1.91 
2.08 
2.21 
2.34 
2.46 
2.78 
2.77 
2.75 
2.77 
2.80 
3.02 
2.94 
2.95 
3.00 
3.03 
3.01 
3.92 
3.84 
3.80 
3.80 
4.73 
5.29 
4.66 
4.68 
4.72 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-18 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก ปริมาณกรดแอซีติก น ้าตาลทั้งหมดท่ีเหลือ ร้อยละการใช ้
น ้ าตาลทั้งหมด โดยการเพาะเล้ียงเซลล์แบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทิน    
ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

เวลา (ช่ัวโมง) กรดโพรพโิอนิก  
(g/l) 

กรดแอซีติก  
(g/l) 

น ้าตาลท้ังหมดที่เหลือ 
 (g/l) 

ร้อยละการใช้
น ้าตาลท้ังหมด 

0 
12 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 
108 
120 
132 
144 
156 
168 
180 
192 
204 
216 
228 
240 
252 
264 
276 
288 
300 
312 
324 
336 
348 
360 

0.00±0.00 
0.82±0.42 
1.09±0.34 
1.50±0.42 
1.81±0.17 
2.29±0.27 
8.28±0.47 
10.61±0.62 
13.76±0.70 
17.27±0.29 
18.60±0.05 
18.70±0.51 
20.73±0.36 
22.50±0.15 
24.72±0.69 
24.79±0.30 
27.91±0.41 
27.74±0.37 
27.72±0.33 
27.67±0.32 
26.91±0.34 
26.84±0.38 
26.84±0.40 
26.68±0.36 
26.65±0.39 
26.65±0.35 
26.64±0.34 
26.55±0.32 
25.48±2.24 
24.99±0.76 
24.84±2.31 

0.00±0.00 
2.96±0.16 
3.07±0.14 
3.24±0.17 
3.36±0.13 
3.55±0.15 
5.94±0.30 
7.41±0.53 
8.66±0.33 
10.07±0.48 
10.06±0.40 
10.11±0.48 
11.32±0.51 
12.02±0.50 
12.91±0.65 
12.94±0.56 
13.59±0.69 
13.52±0.69 
13.58±0.67 
13.55±0.67 
12.95±0.49 
12.92±0.48 
12.93±0.48 
12.68±0.30 
12.67±0.31 
12.67±0.30 
12.66±0.29 
12.63±0.29 
12.09±0.51 
12.04±0.22 
12.23±0.53 

43.30±0.00 
42.47±0.19 
40.39±1.77 
38.98±0.82 
36.95±0.38 
34.95±0.80 
34.53±0.44 
33.47±0.15 
33.23±0.33 
29.58±0.85 
24.86±0.26 
21.85±0.43 
16.40±0.50 
13.54±0.89 
13.27±1.25 
10.29±1.45 
9.89±1.17 
9.87±1.29 
8.51±1.18 
7.05±1.25 
7.01±1.08 
6.72±0.50 
6.95±0.09 
6.56±0.11 
6.54±0.36 
6.50±0.38 
6.86±0.09 
6.90±0.12 
6.69±0.20 
6.58±0.13 
6.48±0.12 

0.00 
1.92 
6.72 
9.98 
14.67 
19.28 
20.25 
22.70 
23.26 
31.69 
42.59 
49.54 
62.12 
68.73 
69.35 
76.24 
77.16 
77.21 
80.35 
83.72 
83.81 
84.48 
83.95 
84.85 
84.90 
84.99 
84.16 
84.06 
84.55 
84.80 
85.03 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ค-19 อตัราการผลิตกรดโพรพิโอนิก อตัราส่วนระหวา่งกรดโพรพิโอนิกและกรดแอซีติก  
และผลผลิตกรดโพรพโอนิกโดยการเพาะเล้ียงเซลล์แบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกัด
หยาบเพกทิน ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

อตัราการผลติกรดโพรพโิอนิก  
(g/l.h) 

อตัราส่วนระหว่าง 
กรดโพรพโิอนิกต่อกรดแอซีติก 

ผลผลติกรด โพรพโิอนิก  
(gPA/gSugar) 

0 
12 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 
108 
120 
132 
144 
156 
168 
180 
192 
204 
216 
228 
240 
252 
264 
276 
288 
300 
312 
324 
336 
348 
360 

0.00 
0.07 
0.05 
0.04 
0.04 
0.04 
0.11 
0.13 
0.14 
0.16 
0.16 
0.14 
0.14 
0.14 
0.15 
0.14 
0.15 
0.14 
0.13 
0.12 
0.11 
0.11 
0.10 
0.10 
0.09 
0.09 
0.09 
0.08 
0.12 
0.12 
0.13 

0.00 : 1 
0.28 : 1 
0.36 : 1 
0.46 : 1 
0.54 : 1 
0.64 : 1 
1.39 : 1 
1.43 : 1 
1.59 : 1 
1.72 : 1 
1.85 : 1 
1.85 : 1 
1.83 : 1 
1.87 : 1 
1.91 : 1 
1.92 : 1 
2.05 : 1 
2.05 : 1 
2.04 : 1 
2.04 : 1 
2.08 : 1 
2.08 : 1 
2.08 : 1 
2.10 : 1 
2.10 : 1 
2.10 : 1 
2.10 : 1 
2.10 : 1 
2.11 : 1 
2.08 : 1 
2.03 : 1 

0.00 
0.02 
0.03 
0.04 
0.05 
0.07 
0.24 
0.32 
0.41 
0.58 
0.75 
0.86 
1.26 
1.66 
1.86 
2.41 
2.82 
2.81 
3.26 
3.92 
3.84 
3.99 
3.86 
4.07 
4.07 
4.10 
3.88 
3.85 
3.81 
3.80 
3.83 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



139 
 

  

1. การคดัเลอืกปัจจัยหลกัทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก โดยการออกแบบการ 
    ทดลอง แบบ Plackett-Burman Design (PBD) ทีเ่วลา 144 ช่ัวโมง 
 

ANOVA 

Propionic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 610.313 14 43.594 5.231 .000 

Within Groups 250.017 30 8.334   

Total 860.331 44    
 

Duncana 
Propionic acid 

Run N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
7.00 
13.00 
15.00 
8.00 
14.00 
4.00 
10.00 
2.00 
9.00 
11.00 
12.00 
5.00 
1.00 
6.00 
3.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

0.7900 
1.4700 
5.6300 
6.5800 
6.7900 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.050 

 
 
5.6300 
6.5800 
6.7900 
7.8967 
7.9467 
7.9600 
7.9600 
7.9600 
10.5600 
 
 
 
 
.084 

 
 
 
6.5800 
6.7900 
7.8967 
7.9467 
7.9600 
7.9600 
7.9600 
10.5600 
12.0733 
12.1667 
 
 
.051 

 
 
 
 
 
7.8967 
7.9467 
7.9600 
7.9600 
7.9600 
10.5600 
12.0733 
12.1667 
12.5567 
 
.100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17.6767 
1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ANOVA 

Acetic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 282.544 14 20.182 98.868 .000 

Within Groups 6.124 30 .204   

Total 288.667 44    

 
Duncana 

Acetic acid 

Run N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 
7.00 
13.00 
15.00 
14.00 
5.00 
1.00 
8.00 
10.00 
4.00 
2.00 
9.00 
11.00 
12.00 
6.00 
3.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

.0000 

.0000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
1.0333 
1.4000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.328 

 
 
 
1.4000 
1.9000 
2.0500 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.105 

 
 
 
 
 
 
3.4867 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
4.8333 
5.0000 
 
 
 
 
 
 
.655 

 
 
 
 
 
 
 
 
5.0000 
5.6733 
5.6733 
5.6733 
 
 
 
.104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.6733 
5.6733 
5.6733 
6.2900 
 
 
.136 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.1200 
7.6600 
.154 

 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ANOVA 

Total sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3027.931 14 216.281 556150.673 .000 

Within Groups .012 30 .000   

Total 3027.943 44    

 
Duncana 

Total sugar 

Run N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
15.00 
10.00 
4.00 
8.00 
13.00 
2.00 
9.00 
11.00 
7.00 
6.00 
12.00 
3.00 
1.00 
5.00 
14.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

2.3267 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
2.9500 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
2.9900 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
3.0900 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
4.3100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
6.8100 
6.8100 
6.8100 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
7.9700 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
13.0400 
13.0400 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
14.1900 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17.6400 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20.2300 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
33.3600 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2. การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของปัจจัยหลกัทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก    
    ด้วยวธิีการออกแบบพืน้ทีผ่วิตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) 
  

ANOVA 

Propionic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4107.101 19 216.163 52.374 .000 

Within Groups 165.091 40 4.127   

Total 4272.191 59    
 

Duncana 
Propionic acid 

Run N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
13.00 
7.00 
3.00 
4.00 
1.00 
5.00 
10.00 
14.00 
9.00 
2.00 
11.00 
12.00 
8.00 
15.00 
16.00 
17.00 
18.00 
19.00 
20.00 
6.00 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

.9133 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.3133 
6.2467 
8.4333 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
12.2133 
12.6200 
14.2867 
15.1200 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
19.1733 
19.8533 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
19.8533 
22.8933 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22.8933 
24.4333 
25.1367 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24.4333 
25.1367 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
26.0800 
27.7500 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Sig. 1.000 .082 .117 .684 .074 .109 .096 

ANOVA 

Acetic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 847.957 19 44.629 158.185 .000 

Within Groups 11.285 40 .282   

Total 859.242 59    

 
Duncana 

Acetic acid 

Run N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 
13.00 
3.00 
4.00 
14.00 
1.00 
2.00 
7.00 
9.00 
15.00 
16.00 
17.00 
18.00 
19.00 
20.00 
5.00 
10.00 
8.00 
12.00 
11.00 
6.00 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

2.9733 
3.4500 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3.4500 
4.1367 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
7.7300 
7.8200 
7.9067 
8.6767 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
8.6767 
9.2933 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
9.2933 
9.7167 
9.7167 
9.7167 
9.7167 
9.7167 
9.7167 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11.4800 
11.5033 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15.1200 
15.2267 
15.6000 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17.0933 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Sig. .278 .121 .051 .163 .407 .957 .304 1.000 

ANOVA 

Total sugar 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13002.298 19 684.331 6843314.874 .000 

Within Groups .004 40 .000   

Total 13002.302 59    

 
Duncana 

Total sugar 

Run N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
7.00 
1.00 
4.00 
5.00 
3.00 
16.00 
17.00 
18.00 
19.00 
20.00 
15.00 
12.00 
9.00 
10.00 
14.00 
6.00 
8.00 
2.00 
11.00 
7.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

3.28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
4.84 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
6.81 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
6.93 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
7.49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
18.10 
18.10 
18.10 
18.10 
18.10 
18.11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.292 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20.26 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20.83 
 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26.02 
 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26.45 
 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
35.68 
 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
38.04 
 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
42.44 
 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
53.73 
 
1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
54.13 
1.00 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3. การศึกษายห้ีอของยสีต์สกดัทีม่ผีลต่อการผลติกรดโพรพโิอนิก 
 

ANOVA 

Propionic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 290.276 3 96.759 19.698 .000 

Within Groups 39.297 8 4.912   

Total 329.574 11    

 
Duncana 

Propionic acid 

Type of yeast extract N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
CW-V (Thailand) 
21VP (Thailand) 
HIMAX IG20 (Thailand) 
Himedia (India) 
Sig. 

3 
3 
3 
3 

12.4567 
 
 
 
1.000 

 
21.7133 
22.8733 
25.5033 
.079 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4. การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 โดยการ 
 เพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระและแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบ

กรุงเขมาในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร 
 
 4.1 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลติร) 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell 21.5533 3 .58106 .33548 

Immobilization 25.6533 3 .71276 .41151 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 -.858 .344 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 1 Free cell - 
Immobilization 

-4.10000 1.24744 .72021 -7.19881 -1.00119 -5.693 2 .029 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.2 อตัราการผลติกรดโพรพโิอนิก (กรัมต่อลติรต่อช่ัวมง) 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell .10367 3 .004726 .002728 

Immobilization .11833 3 .003055 .001764 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 .600 .590 

 

Paired Samples Test 

 Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

Free cell - 
Immobilization 

-.014667 .003786 .002186 -.024071 -.005262 -6.710 2 .021 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.3 ผลผลติกรดโพรพโิอนิก (กรัมกรดโพรพโิอนิกต่อกรัมน า้ตาลทั้งหมด) 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell 1.1533 3 .03055 .01764 

Immobilization 2.1933 3 .05686 .03283 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 -.902 .284 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

Free cell - 
Immobilization 

-1.04000 .08544 .04933 -1.25224 -.82776 -21.083 2 .002 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.4 ร้อยละการใช้น า้ตาลทั้งหมดทีเ่หลอื 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell 58.6533 3 1.12340 .64860 

Immobilization 75.0667 3 5.14016 2.96767 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 -.959 .183 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

Free cell - 
Immobilization 

-16.41333 6.22580 3.59447 -31.87909 -.94758 -4.566 2 .045 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 4.5 ปริมาณกรดโพรพิโอนิกโดยการเพาะเลีย้งเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบ 
 กรุงเขมาในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติร 
 

ANOVA 

Propionic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3741.566 15 249.438 227.629 .000 

Within Groups 35.066 32 1.096   

Total 3776.632 47    

 
Duncana 

Propionic acid 

Time N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 
0.00 
24.00 
48.00 
72.00 
96.00 
120.00 
144.00 
168.00 
192.00 
216.00 
240.00 
360.00 
288.00 
336.00 
312.00 
264.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

.0000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
2.6967 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
6.9833 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
11.9267 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
14.3267 
14.8667 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.532 

 
 
 
 
 
 
17.1767 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
21.3233 
22.9733 
 
 
 
 
 
 
 
.062 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
25.6533 
25.6633 
26.2933 
26.4033 
26.4433 
26.4533 
26.6833 
.305 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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5. การศึกษาการผลติกรดโพรพโิอนิกของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422  โดยการ 
 เพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระและแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบ

กรุงเขมาในถังหมกั ขนาด 5 ลติร 
 
 5.1 ปริมาณกรดโพรพิโอนิก (กรัมต่อลติร) 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell 26.8967 3 .65744 .37958 

Immobilization 27.9167 3 .41501 .23961 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 .265 .829 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviatio
n 

Std. 
Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

Free cell - 
Immobilization 

-1.02000 .67801 .39145 -2.70427 .66427 -2.606 2 .121 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 5.2 อตัราการผลติกรดโพรพโิอนิก (กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell .14000 3 .003606 .002082 

Immobilization .14533 3 .002517 .001453 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 .165 .894 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

Free cell - 
Immobilization 

-.005333 .004041 .002333 -.015373 .004706 -2.286 2 .150 

 
 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 5.3 ผลผลติกรดโพรพโิอนิก (กรัมกรดโพรพโิอนิกต่อกรัมน า้ตาลทั้งหมด) 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell 3.01600 3 .072298 .041741 

Immobilization 2.82233 3 .042004 .024251 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 .255 .836 

 
Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

Free cell -     
Immobilization 

.193667 .073759 .042585 .010440 .376893 4.548 2 .045 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 5.4 ร้อยละการใช้น า้ตาลทั้งหมดทีเ่หลอื 
 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Free cell 78.7133 3 1.30539 .75367 

Immobilization 77.1667 3 2.69214 1.55431 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 Free cell & Immobilization 3 -.167 .893 

 

Paired Samples Test 

  
Paired Differences 

t df 
Sig.  
(2-tailed) Mean 

Std. 
Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 
1 

freecell - 
immobilization 

1.54667 3.18210 1.83718 -6.35810 9.45143 .842 2 .488 

 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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6. ปริมาณกรดโพรพโิอนิกของเช้ือ P. acidipropionici TISTR 422 โดยการ 
 เพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระและแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบ

กรุงเขมาในถังหมกัขนาด 5 ลติร 
 
 6.1 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระ 
 

ANOVA 

Propionic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4628.657 30 154.289 284.004 .000 

Within Groups 33.682 62 .543   

Total 4662.339 92    

 
 6.2 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบกรุงเขมา 
 

ANOVA 

Propionic acid 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 9182.569 30 306.086 627.843 .000 

Within Groups 30.226 62 .488   

Total 9212.795 92    

 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 6.3 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์อสิระ 
 

Duncana 
Propionic acid 

Time N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0.00 
12.00 
24.00 
36.00 
48.00 
60.00 
72.00 
84.00 
96.00 
108.00 
120.00 
216.00 
300.00 
324.00 
312.00 
252.00 
336.00 
156.00 
180.00 
168.00 
348.00 
204.00 
228.00 
276.00 
264.00 
288.00 
360.00 
144.00 
240.00 
132.00 
192.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

.0000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
3.1067 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
5.3767 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
13.7433 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
18.4733 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
21.6567 
22.2000 
22.5233 
22.8533 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.073 

 
 
 
 
 
 
22.2000 
22.5233 
22.8533 
23.3633 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.081 

 
 
 
 
 
 
 
22.5233 
22.8533 
23.3633 
23.5467 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.126 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25.9533 
25.9533 
25.9633 
26.0167 
26.0267 
26.0333 
26.0500 
26.0500 
26.1033 
26.1167 
26.1200 
26.2233 
26.2433 
26.2733 
26.3233 
26.3233 
26.3267 
26.3400 
26.3933 
26.8067 
.254 
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 6.4 การเพาะเลีย้งแบบเซลล์ตรึงด้วยสารสกดัหยาบเพกทนิจากใบกรุงเขมา 
 

Duncana 
Propionic acid 

Time N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
.00 
12.00 
24.00 
36.00 
48.00 
60.00 
72.00 
84.00 
96.00 
108.00 
120.00 
132.00 
144.00 
156.00 
168.00 
180.00 
360.00 
348.00 
336.00 
324.00 
312.00 
288.00 
300.00 
276.00 
252.00 
264.00 
240.00 
192.00 
228.00 
216.00 
204.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

.0000 

.8167 
1.0933 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.074 

 
.8167 
1.0933 
1.5000 
1.8133 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.116 

 
 
1.0933 
1.5000 
1.8133 
2.2900 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.058 

 
 
 
 
 
 
8.2533 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
10.6033 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
13.7633 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
17.2733 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 
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Duncana 
Propionic acid (ต่อ) 

Time N 
Subset for alpha = 0.05 

8 9 10 11 12 13 14 
.00 
12.00 
24.00 
36.00 
48.00 
60.00 
72.00 
84.00 
96.00 
108.00 
120.00 
132.00 
144.00 
156.00 
168.00 
180.00 
360.00 
348.00 
336.00 
324.00 
312.00 
288.00 
300.00 
276.00 
252.00 
264.00 
240.00 
192.00 
228.00 
216.00 
204.00 
Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18.6033 
18.7000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.866 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20.7333 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22.4967 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24.7167 
24.7867 
24.8433 
24.9833 
25.1433 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.514 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25.1433 
26.2200 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.064 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26.2200 
26.6400 
26.6500 
26.6500 
26.6733 
26.8367 
26.8433 
26.9133 
26.9167 
 
 
 
.310 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26.6400 
26.6500 
26.6500 
26.6733 
26.8367 
26.8433 
26.9133 
26.9167 
27.6700 
27.7233 
27.7400 
.112 
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ช่ือ-นามสกุล 
วนั เดือน ปีเกิด 
ประวติัการศึกษา 
 
 
งานวจิยัท่ีไดรั้บการตีพิมพ ์

นางสาวจิรนนัท ์ โพธิสาร 
27 กนัยายน พ.ศ. 2528 
พ.ศ. 2551 วทิยาศาสตรบณัฑิต สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ  
คณะวทิยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหาร
ลาดกระบงั 
Jiranan Potisarn and Sukjai Choojun. 2013. The production of 
propionic acid by Propionibacterium acidipropionici TISTR 422 
using yeast autolysate as an alternative source by Plackett-
Burman design. Burapha University International 
Conference 2013 Global Change: Human and Social 
Impacts. Thailand. Poster presentation (STP358-59) 

Jiranan Potisarn and Sukjai Choojun. 2013. Essential factor 
screening for propionic acid production by Propionibacterium 
acidipropionici TISTR 422 using a Plackett-Burman design. 
The 25th Annual Meeting of the Thai Society for 
Biotechnology and International Conference. Thailand. Poster 
presentation (P-05-032) 
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