
บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา  ปีที่  21  (ฉบบัที่ 1)  มกราคม – เมษายน   พ.ศ. 2559  37  

 

อิทธิพลของพีเอชต่อความสามารถของเชือ้ Lactobacillus plantarum NB324  
ในการผลิตกรดไขมันคอนจูเกตเตด็ไลโนเลอิก 

Influence of pH on the Ability of Lactobacillus plantarum NB324  
to Produce Conjugated Linoleic Acid  

พรกนก คีรีวลัย์1    เทพปัญญา เจริญรัตน์1    กอบกลุ เหลา่เท้ง2    และ นิติ พานิชเกษม1* 
Pornkanok Keereewan1, Theppanya Charoenrat1, Kobkul Laoteng2 and Niti Panichkasame1* 

1ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ ศูนย์รงัสิต 
2หน่วยวิจยัเทคโนโลยีทรพัยากรชีวภาพ ศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  

ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) 
1Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University (Rangsit Center) 

2Bioresources Technology Unit, National Center for Genetic Engineering and Biotechnology,  
National Science and Technology Development Agency (NSTDA) 

 Received  :  15  September  2015 
Accepted  :   8   December  2015  

Published  online  :  2  February  2016 
 

บทคัดย่อ 
การผลติกรดไขมนัคอนจเูกตเต็ดไลโนเลอิก (CLA) ของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการทรานฟอร์มกรดไขมนัไลโนเลอิก 

(LA) ด้วยปฏิกิริยาไบโอไฮโดรจิเนชัน่ต้องอาศยัการท างานของเอนไซม์ไลโนเลเอตไอโซเมอเรส (linoleate isomerase, LAI)         
ซึง่พีเอชถือเป็นปัจจยัส าคญัที่สง่ผลตอ่โครงสร้างและความเสถียรของเอนไซม์นี ้ดงันัน้ งานวิจยันีจ้ึงได้ศึกษาอิทธิพลของพีเอช
ต่อการผลิตกรดไขมนัคอนจูเกตเต็ดไลโนเลอิกของ Lactobacillus plantarum NB324 โดยการเพาะเลีย้ง L. plantarum 
NB324 ภายใต้สภาวะที่ควบคมุพีเอชที่คา่ตา่งๆ พบวา่พีเอชที่เหมาะสมกบัการเจริญมีค่าอยู่ในช่วง 5.5-6.5 โดยให้ค่าน า้หนกั
เซลล์แห้งสงูสดุประมาณ 4.4 กรัมต่อลิตร และพีเอช 5.5 เป็นค่าพีเอชที่เหมาะสมส าหรับการผลิต CLA โดยให้ผลผลิต CLA 
ทัง้หมด 28.2 มิลลกิรัมตอ่ลติร ซึง่ไอโซเมอร์หลกัของ CLA ที่เซลล์ผลติได้ คือ 9-CLA1 ซึง่คิดเป็นร้อยละ 77 ของ CLA ทัง้หมด 
 
ค าส าคัญ  :  กรดไขมนัคอนจเูกตเต็ดไลโนเลอิก   กรดไขมนัไลโนเลอิก   แบคทีเรียกรดแลคติก   ไลโนเลเอตไอโซเมอเรส 
                   Lactobacillus plantarum NB324 
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Abstract 
Conjugated linoleic acid (CLA) production of lactic acid bacteria by biotransformation of linoleic acid 

(LA) through biohydrogenation requires the activity of linoleate isomerase (LAI). pH is known to be an important 
factor affecting structure and stability of this enzyme. In this research, the influence of pH on CLA production of 
Lactobacillus plantarum NB324 was studied, using various pH for cultivating the lactic acid bacteria. The results 
showed that the optimum pH for cell growth was in a range of 5.5-6.5, with a maximal cell dry weight of about            
4.4 g.L-1. The highest total CLA concentration (28.2 mg.L-1) was obtained when the culture was grown at pH 5.5 
The major isomer of the produced CLA was 9-CLA1, accounting for 77% of total CLA isomers. 
 
Keywords :  conjugated linoleic acid, linoleic acid, Lactic acid bacteria,  linoleate isomerase, Lactobacillus  
                 plantarum NB324 
 
 
บทน า  

กรดไขมนัคอนจูเกตเต็ดไลโนเลอิก (cis-9, trans-11 C18:2, conjugated linoleic acid; CLA) เป็นกรดไขมนั          
ซึ่งประกอบไปด้วยคาร์บอน 18 อะตอม และมีพันธะคู่ 2 ต าแหน่งภายในโมเลกุล ที่มีการจัดเรียงพนัธะคู่แบบคอนจูเกต 
กลา่วคือพนัธะคูท่ัง้ 2 ต าแหนง่ในโมเลกลุ หา่งกนัสองอะตอมคาร์บอน ซึ่งต่างจากกรดไขมนัไลโนเลอิก (cis-9, cis-12 C18:2, 
Linoleic acid; LA) ที่ต าแหนง่ของพนัธะคูห่า่งกนั 3 อะตอมคาร์บอน โดยโครงสร้างแบบคอนจเูกตของ CLA สามารถพบได้ทัง้
ในแบบ cis หรือ trans เช่น cis, cis; cis, trans; trans, cis และ trans, trans (Mulvihill, 2001) นอกจากต าแหน่งของพนัธะคู่
ที่อะตอมคาร์บอน 9 และ 11 แล้ว ยงัพบ CLA ที่มีพนัธะคู่ที่ต าแหน่งต่างๆ เช่น trans-6, trans-8; cis-7, trans-9; trans-8,    
cis-10; cis-9, trans-11; trans-10, cis-12; cis-11, trans-13 และ cis-12, cis-14 เป็นต้น ในปัจจุบนัมีการรายงานว่า            
ชนิดของ CLA ที่มีความส าคญัและมีคณุสมบตัิทางชีวภาพ คือ cis-9, trans-11 C18:2 (9-CLA1) และ trans-10, cis-12 
C18:2 (10-CLA) โดยมีคุณสมบัติในด้านเภสชัศาสตร์และเป็นผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพ เช่น เป็นสารต้านการเกิดมะเร็ง                
(Ip et al., 1991) เป็นสารป้องกนัโรคเบาหวาน หรือช่วยรักษาระดบัน า้ตาลในเลือดและอินซูลินให้ปกติ (Belury et al., 2002; 
Houseknecht et al., 1998) ช่วยเสริมสร้างระบบภมูิคุ้มกนัหรือสง่เสริมการท างานของระบบภมูิคุ้มกนัของร่างกาย (Hayak            
et al., 1999) ป้องกนัภาวะหลอดเลือดแดงอดุตนั (Kritchevsky et al., 2002) และมีสว่นช่วยในระบบการเผาผลาญไขมนั 
(Huang et al., 1994)  

CLA สามารถพบได้ในผลติภณัฑ์จากสตัว์เคีย้วเอือ้ง เช่น น า้นม ผลติภณัฑ์แปรรูปจากน า้นม และผลิตภณัฑ์เนือ้จาก
สตัว์เคีย้วเอือ้ง เช่น เนือ้โค เนือ้แกะ  ซึง่ CLA ที่พบในสตัว์เคีย้วเอือ้งสว่นใหญ่มกัอยู่ในรูปของ 9-CLA (ประมาณ 75-90% ของ 
CLA ทัง้หมด) สว่น 10-CLA พบมากในน า้มนัที่ได้จากพืชเป็นหลกั (Liu et al., 2011) จากคณุประโยชน์และความต้องการ 
ของ CLA ที่มากขึน้ สง่ผลให้งานวิจยัต่างๆ มุ่งเน้นพฒันาการผลิต CLA มากยิ่งขึน้ โดยมีรายงานการผลิต CLA ด้วยวิธีการ
สงัเคราะห์ทางเคมี อย่างไรก็ตาม วิธีการดงักลา่วให้ผลิตภณัฑ์พลอยได้ (by-product) ที่อยู่ในรูปไขมนัทรานส์ (trans, trans; 
Trans fatty acid) ปริมาณมาก (Yurawecz et al.,1999) และมีต้นทุนในกระบวนการแยกและท าให้บริสทุธ์ิท่ีสงู ดงันัน้            
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จึงท าให้การผลิต CLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ได้รับความสนใจและมีการศึกษามากขึน้อย่าง
ตอ่เนื่อง โดยกระบวนการผลติ CLA ทางชีวภาพด้วยวิธีไบโอไฮโดรจีเนชัน่ (biohydrogenation) นัน้ ต้องอาศยัการท างานของ
เอนไซม์ไลโนเลเอตไอโซเมอเรส (linoleate isomerase หรือ linoleic acid isomerase; LAI) (EC 5.3.1.5) จากแบคทีเรีย 
(Sieber et al., 2004; Coakley et al.,2003; Oh et al., 2003; Rainio et al.,2001; Jiang et al.,1998) เร่ิมจากการเปลี่ยน
กรดไขมนัไลโนเลอิกในรูปอิสระให้เป็น 10-Hydroxy C18:1 ด้วยปฏิกิริยาการเติมน า้ (hydrogenation) หลงัจากนัน้สารนี ้          
จะถกูเปลีย่นเป็น CLA ด้วยปฏิกิริยาการก าจดัน า้ออก จากความส าคญัของเอนไซม์ LAI จึงมีการศกึษาการท างานของเอนไซม์ 
LAI ต่อการผลิต CLA ทัง้การหาสภาวะที่เหมาะสมที่ช่วยส่งเสริมการผลิต CLA การพฒันากระบวนการผลิต และ/หรือ 
การศกึษาสภาวะที่เก่ียวข้องในการผลติ CLA ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก 

พีเอชเป็นปัจจัยหลกัที่มีความส าคญัต่อการผลิต CLA พบว่าช่วงพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ LAI    
อยู่ที่ช่วง 5.5-8.5 (Kim et al., 2000) โดยเชือ้แต่ละสายพนัธุ์จะมีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิต CLA แตกต่างกนั เช่น          
B. fibrisolvens อยู่ในช่วงพีเอช 7.0-7.2, L. reuteri อยู่ในช่วงพีเอช 7.4-8.8, L. plantarum อยู่ในช่วงพีเอช 6.5,                         
L. acidophilus อยู่ในช่วงพีเอช 5.0 (Li et al., 2013; Chen et al., 2012;  Lin et al., 2002; Kepler & Tove, 1976) โดยค่า          
พีเอชที่ไม่เหมาะสมจะสง่ผลยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ LAI ในขัน้ตอนการไอโซเมอไรเซชัน่ (isomerization) และปฏิกิริยา
การเติมน า้ในกระบวนการไบโอไฮโดรจีเนชัน่ (AbuGhazaleh & Jacoson, 2007; Troegeler-Meynadier et al., 2003) และ
การด าเนินการเพาะเลีย้งที่คา่พีเอชในการเจริญใกล้เคียงกบัคา่พีเอชที่เหมาะสมตอ่การท างานของเอนไซม์ LAI จะช่วยสง่เสริม
ให้การผลิต CLA จาก LA เพิ่มมากขึน้ (Hennessy et al., 2009) นอกจากนี ้ค่าพีเอชยงัมีผลต่อการผลิตไอโซเมอร์ของ CLA 
โดยผลต่อการผลิตไอโซเมอร์นีจ้ะขึน้อยู่กับสมบตัิของเชือ้แต่ละสายพนัธุ์  (Choi et al., 2005; Kim et al., 2002)                   
จากความส าคญัของพีเอชตอ่การผลติ CLA งานวิจยันีจ้ึงเลอืกศกึษาปัจจยัเนื่องจากพีเอชเป็นหลกั 

แบคทีเรียที่สามารถสร้าง CLA สว่นใหญ่อยู่ในกลุม่แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic Acid Bacteria, LAB) โดยสาย
พนัธุ์ที่เคยมีการรายงานว่าสามารถผลิต CLA ได้ คือ Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis, Propionibacterium 
freudenrehichii, Bifidobacterium sp. และ Streptococcus sp. (Chung et al., 2008; Van Nieuwenhove et al. 2007; 
Kim & Liu, 2002) อีกทัง้แบคทีเรียกรดแลคติกยังมีบทบาทส าคัญที่เหมาะสมในการน ามาใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร                    
คือเป็นแบคทีเรียที่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค (generally regarded as safe, GRAS)  ทัง้นี ้แบคทีเรียกรดแลคติก จีนัส 
Lactobacillus สามารถผลิต CLA ได้ในปริมาณค่อนข้างสูง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง L. plantarum (Rodríguez-Alcalá               
et al., 2011; Gorissen et al., 2011; Ogawa et al., 2005; Xu et al., 2004; Kishino et al., 2002) โดยจากงานวิจยั             
ก่อนหน้า คณะผู้วิจัยได้ท าการคัดเลือกจุลินทรีย์กรดแลคติก L. plantarum ที่มีความสามารถในการผลิต CLA จาก              
L. plantarum ที่คดัแยกได้จากอาหารหมกัของไทย จ านวน 44 สายพนัธุ์ ซึ่งเชือ้ L. plantarum NB324 เป็นสายพนัธุ์              
ที่สามารถผลติ CLA ได้ดี ดงันัน้ งานวิจยันีจ้ึงเลอืกใช้สายพนัธุ์ NB324 

 จากความส าคญัของ CLA และความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติก L. plantarum ในการผลิต CLA รวมถึง
อิทธิพลเนื่องจากพีเอชต่อการผลิต CLA งานวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการผลิต CLA                    
โดย L. plantarum NB324 ซึ่งองค์ความรู้และข้อมลูที่ได้สามารถน าไปสูก่ารพฒันากระบวนการผลิต CLA จากแบคทีเรีย             
กรดแลคติก ส าหรับอตุสาหกรรมอาหารและอาหารสตัว์ตอ่ไป 
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วิธีด าเนินการวิจัย  
1. สายพันธ์ุจุลินทรีย์และการเก็บรักษา 

แบคทีเรียกรดแลคติก L. plantarum NB324 ที่ใช้ในการศึกษา คดัแยกได้จากอาหารหมกัของไทย  ซึ่งสายพนัธุ์นี ้
ได้รับความอนเุคราะห์จากหน่วยวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพอาหาร ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) 
ซึง่จากการตรวจสอบเบือ้งต้นพบวา่มีความสามารถในการผลติ CLA จาก LA 

การเก็บรักษาสายพนัธุ์ท าโดยชะโคโลนีของ L. plantarum ที่เจริญเติบโตบนอาหารแข็งชนิด de Man, Rogosa and 
Sharpe (MRS) ด้วยสารละลายกลเีซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร  ที่ผา่นการฆา่เชือ้แล้ว เก็บสารแขวนลอยเซลล์ และแบง่
ใสใ่นหลอดขนาด 1.5 มิลลลิติร หลอดละ 1 มิลลลิติร และเก็บรักษาเซลล์ที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
2. อาหารเลีย้งเชือ้ 

อาหาร Modified Man Rogosa Sharp (Modified MRS : MMRS) ที่ดดัแปลงจากสตูรอาหาร MRS (De Man et al., 
1960) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย กลโูคส 20 กรัม มีทเปปโตน 10 กรัม ยีสต์สกดั 5 กรัม โซเดียมอะซิเตรต 5 กรัม โซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 2 กรัม แอมโมเนียมซิเตรต 2 กรัม ทวีน 80 1 กรัม แมกนีเซียมซลัเฟต 0.1 กรัม และแมงกานีสซลัเฟต 0.05 
กรัม ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้เป็น 1 ลติร น าไปท าให้ปลอดเชือ้ที่อณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที 
 
3. การเตรียมสับสเตรทกรดไขมันไลโนเลอิก 

วิธีการเตรียมสบัสเตรทกรดไขมนัไลโนเลอิก (LA) ดดัแปลงจากวิธีของ Liu et al. (2011) การเตรียมสบัสเตรทท าโดย
เตรียมในรูปอิมลัชัน่ ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ โดยใช้ LA (99% LA, Sigma-Aldrich, USA) ผสมกบัสารละลาย ทวีน 80 
ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ซึง่อิมลัชัน่ท่ีเตรียมได้ถกูเก็บรักษาในภาชนะทบึแสงที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
4. การเตรียมกล้าเชือ้ 

ถ่ายเชือ้ L. plantarum ที่เก็บรักษาในสารละลายกลีเซอรอลที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 125 มิลลลิติร ท่ีมีอาหาร MMRS 80 มิลลลิติร น าไปไลอ่ากาศออกโดยใช้ก๊าซไนโตรเจน (99.995% N2, 
Linde, Thailand) และพนัจุกส าลีด้วยแผ่นพลาสติกห่ออาหารให้แน่น บ่มเชือ้ที่อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

 
5. กระบวนการหมักแบบแบทช์ 

การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการเติบโตและการผลิตกรดไขมนัคอนจูเกตเต็ดไลโนเลอิก ด าเนินการในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 2 ลิตร รุ่น Biostat® B plus twin (Satorius Stedim Biotech, Germany) โดยใช้กระบวนการหมกัแบบแบทช์              
ซึ่งเร่ิมจากการเติมกล้าเชือ้ปริมาตร 150 มิลลิลิตร (10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร) ลงในถงัที่มีอาหาร MMRS ปริมาตร 1.5 ลิตร 
ควบคมุสภาวะในการเพาะเลีย้ง คือ อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 400 รอบต่อนาที และแปรผนัค่าพีเอชควบคมุ
ในแต่ละชุดการทดลองที่ 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 (ปรับค่าพีเอชด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์              
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และกรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 2 โมลาร์) จากนัน้เมื่อเซลล์เจริญเติบโตเข้าสูร่ะยะคงที่ (stationary phase) ท าการเติมกรด
ไขมนัไลโนเลอิกเพื่อให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1.0 มิลลโิมลาร์ และด าเนินการเพาะเลีย้งเซลล์ต่อไปอีก 48 ชัว่โมง (ระยะ
ในการเพาะเลีย้งทัง้หมดประมาณ 55-59 ชัว่โมง) ท าการเก็บตวัอย่างน า้หมกัทกุ 1.5 ชัว่โมง จนเข้าสูร่ะยะคงที่ เพื่อวิเคราะห์
การเจริญของแบคทีเรีย หลงัจากนัน้เมื่อเข้าสูร่ะยะการผลติซึง่เป็นระยะหลงัการเติมกรดไขมนัไลโนเลอิกได้ท าการเก็บตวัอย่าง
ทกุ 24 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณของ CLA  
 
6. การวิเคราะห์ 

6.1. การวิเคราะห์การเจริญของเซลล์ 
การวิเคราะห์การเจริญของเซลล์ด าเนินการใน 3 รูปแบบ คือ น า้หนกัเซลล์แห้ง ความขุ่นของเซลล์ และปริมาณเซลล์      

ที่มีชีวิต โดยค่าน า้หนกัเซลล์แห้งหาได้จากการน าตวัอย่างเซลล์ที่ได้จากน า้หมกัมาท าการเหวี่ยงแยกเซลล์ที่ 10,000 รอบ           
ต่อนาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน า้กลัน่แล้วน าไปอบที่อณุหภมูิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ค่าความขุ่นของเซลล์หาได้โดยการน าน า้หมกัมาเจือจางในอตัราที่เหมาะสมด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ก่อนวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และปริมาณเซลล์            
ที่มีชีวิตหาได้โดยใช้เทคนิค colony plate count 

6.2. การสกัดลิปิด (Lipid extraction) 
วิธีการสกัดลิปิดจากตวัอย่างน า้หมกัที่ใช้ในงานวิจัยนีเ้ป็นวิธีที่ดดัแปลงมาจากวิธีของ  Liu et al. (2011) และ 

Coakley et al. (2003) ท าโดยน าน า้หมกัปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดฝาเกลียว เติมกรดไขมนัเพนตะเดคาโนอิก
(pentadecanoic acid, C15:0) เพื่อใช้เป็นกรดไขมนัมาตรฐานภายใน (internal fatty acid standard) และสกดัลิปิดโดยใช้ 
ตวัท าละลายผสมที่มีไอโซโพรพานอล (isopropanal) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเฮกเซน (hexane) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
หลงัจากนัน้ตัง้ทิง้ไว้จนเกิดการแยกชัน้อยา่งสมบรูณ์ ดดูของเหลวสว่นใสด้านบนใสล่งในหลอดแก้วฝาเกลียว และน าไประเหย
เฮกเซนภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน                                                                                              

6.3. การเตรียมเมธิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน (Fatty acid methyl esters, FAMEs) 
น าลิปิดที่สกัดได้ มาใช้ในการเตรียมกรดไขมันอนุพันธุ์ เมธิลเอสเทอร์ โดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก               

(5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ในเมทานอล) ปริมาตร 2 มิลลลิติร น าไปท าปฏิกิริยาที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง และเติมน า้กลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าผสมให้เข้ากัน เติมเฮกเซนที่มี butylated 
hydroxyltoluene (BHT, 0.01เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเขย่าผสมให้เข้ากนันาน 60 วินาที ตัง้ทิง้ไว้           
ให้แยกชัน้อยา่งสมบรูณ์ ดดูสว่นใสด้านบนกรองผ่านโซเดียมซลัเฟตที่ปราศจากน า้ (anhydrous sodium sulphate; Na2SO4) 
เพื่อก าจดัความชืน้ท่ีเหลอื แยกสว่นใสน าไปวิเคราะห์กรดไขมนัด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas Chromatography; GC) 
โดยใช้คอลมัน์ HP-INNOWax (polyethylene glycol (PEG) capillary) (Algilent, California, USA ) 

6.4 การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟี  
น าสารละลายเมธิลเอสเทอร์ของกรดไขมนัที่เตรียมได้จากข้อ 6.3 มาวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมนัด้วยเคร่ืองแก๊ส  

โครมาโตกราฟี โดยใช้กรดไขมนัเพนตะเดคาโนอิก 0.2012 มิลลกิรัม เป็นกรดไขมนัมาตรฐานภายใน ใช้ฮีเลียมที่อตัราการไหล 
1.0 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นแก๊สตวัพา (carrier gas) อณุหภมูิสว่นฉีดสาร (injector temperature) เท่ากบั 250 องศาเซลเซียส 
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อณุหภมูิของอปุกรณ์ตรวจวดั (detector temperature) เทา่กบั 260 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการวิเคราะห์ (total program 
time) 36 นาที และอณุหภมูิของคอลมัน์ (column temperature) เร่ิมต้นที่ 150 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพิ่มอณุหภูมิ              
จนถึง 180 องศาเซลเซียส ด้วยอตัราการเพิ่ม 20 องศาเซลเซียสต่อนาที และคงอณุหภมูิไว้ที่ 180 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
เพิ่มอณุหภมูิขึน้เป็น 200 องศาเซลเซียส ด้วยอตัราการเพิ่ม 20 องศาเซลเซียสตอ่นาที และคงอณุหภมูิไว้ที่ 200 องศาเซลเซียส
นาน 5 นาที เพิ่มอณุหภมูิขึน้เป็น 230 องศาเซลเซียส ด้วยอตัราการเพิ่ม 20 องศาเซลเซียสต่อนาที และคงอณุหภมูิไว้ที่ 230 
องศาเซลเซียสนาน 15 นาที  

6.5 การค านวณปริมาณกรดไขมัน 
น าข้อมลูโครมาโตแกรมที่ได้ของแต่ละตวัอย่างมาวิเคราะห์โดยเปรียบเทียบพืน้ที่ใต้กราฟของของกรดไขมนัที่ผลิต            

ได้กบัพืน้ที่ใต้กราฟของสารมาตรฐานภายใน (internal standard; Pentadecanoic acid, Prod. No. P6125 (SIGMA))             
โดยวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมนัตาม retention time ของกรดไขมนัมาตรฐาน (SupelcoTM 37 Component FAME Mix, 
Catalog No. 18919-1AMP (SUPELCO); Octadecadienoic acid, Conjugated, Methyl Ester, Sigma Prod. No. O5632 
(SIGMA) และ Linoleic acid, Prod. No. W338001 (SIGMA)) โดย retention time ของกรดไขมนัที่เก่ียวข้องในงานวิจยันี ้
แสดงดงัตารางที่ 1 และน าผลที่ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมนัทัง้หมด (Total fatty acids; TFA)  ปริมาณกรดไขมนั               
แต่ละชนิด (Individual fatty acids; IFA) และร้อยละของการเปลี่ยน LA เป็น CLA (% conversion) จากสมการที่ 1  2 และ            
3  ตามล าดบั  

 

TFA =
SUM Area of IFAs

Area of Internal Std.
  

Weight of Internal Std.

Weight of Sample
             

 

IFA =
Area of IFAs

Area of Internal Std.
  

Weight of Internal Std.

Weight of Sample
  

        

%Conversion =
Area of CLA

Area of CLA+Area of LA
  100        

 
 
ตารางที่ 1  คา่ retention time  ของกรดไขมนัท่ีเก่ียวข้องในงานวิจยันี ้
 

Retention time (นาท)ี ชนิดของกรดไขมัน 
8.362 Butylated hydroxytoluene (BHT) 
12.418 Pentadecanoic acid (Internal Standard, IS, C15:0) 
21.465 c9, c12-Octadecadienoic acid (Linoleic Acid, LA, C18:2) 
23.097 c9, t11-Octadecadienoic acid (9-CLA1, C18:2) 
23.329 t10, c12-Octadecadienoic acid (10-CLA, C18:2) 
24.367 t9, t11-Octadecadienoic acid (9-CLA2, C18:2) 

 

สมการท่ี 1 

สมการท่ี 2 

สมการท่ี 3 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
1. อิทธิพลของพีเอชต่อการเจริญของ L. plantarum NB324 

การศกึษาอิทธิพลของพีเอชตอ่การเจริญของ L. plantarum NB324 ซึง่เพาะเลีย้งในอาหาร MMRS และมีการแปรผนั
ค่าพีเอชควบคมุที่ 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 แสดงผลการทดลองดงัภาพที่ 1 ภาพที่ 2 และตารางที่ 2 พบว่าการเจริญในแต่ละ           
พีเอชแตกต่างกัน โดยการเพาะเลีย้งที่พีเอช 5.5 และ 6.5 มีการเจริญเข้าสู่ระยะคงที่ที่ 7.0 ชั่วโมง ซึ่งใช้เวลาน้อยกว่า            
การเพาะเลีย้งที่พีเอช 7.5 และ 4.5 ที่ใช้เวลาเข้าสูร่ะยะคงที่ที่ 8.0 และ 10.0 ชัว่โมง ตามล าดบั เมื่อพิจารณาค่าน า้หนกัเซลล์
แห้ง พบวา่การเพาะเลีย้งที่พีเอช 5.5 ให้ค่าน า้หนกัเซลล์แห้งมากกว่าที่ค่าพีเอชอื่น ๆ โดยมีน า้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเท่ากบั  4.5 
กรัมต่อลิตร และเมื่อพิจารณาปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต (viable cell) พบว่าที่พีเอช 5.5 และ 6.5 มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตสงูสดุ
ใกล้เคียงกนั (12.5 และ12.8 ล็อกโคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั) และอตัราการเจริญของเชือ้  (µ = 0.6 ต่อชัว่โมง) สงูสดุเมื่อ
เพาะเลีย้งที่พีเอช 6.5 จากผลการทดลองพบว่า L. plantarum NB324 สามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาวะที่พีเอช 5.5-6.5            
ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ LeBlanc et al. (2004); Mataragas et al. (2003) และ Fu & Mathews (1999) ที่รายงาน            
ว่าค่าพีเอชที่เหมาะสมในการเจริญของ L. plantarum มีค่าอยู่ในช่วงพีเอช 5.0-6.0 และ Soto (2013) ยังกล่าวว่า                     
L. plantarum ที่เลีย้งในอาหาร MRS มีความสามารถในการปรับตวัและเจริญเติบโตในช่วงพีเอช 5.5-6.5 โดยให้ค่าน า้หนกั
เซลล์แห้งสงูสดุไมแ่ตกตา่งกนั แตอ่ตัราการเจริญของเชือ้จะเพิ่มขึน้ตามคา่พีเอช  

 

 
 

ภาพที่ 1   ผลของพีเอชตอ่ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของ L. plantarum NB324 
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ภาพที่ 2   ผลของพีเอชตอ่การเจริญของ L. plantarum NB324 
 

 

 

 

 
ภาพที่ 3  รูปแบบการเจริญและการผลติ CLA ทัง้หมดของ L. plantarum NB324 ที่เพาะเลีย้งในอาหาร MMRS ภายใต้   
                สภาวะที่ควบคมุพีเอชที่ 5.5 อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส (สญัลกัษณ์วงกลมทบึแทนน า้หนกัเซลล์แห้ง; สญัลกัษณ์ 
                สามเหลีย่มทบึแทนกรดไขมนัไลโนเลอิก; สญัลกัษณ์สีเ่หลีย่มทบึแทน Total CLA; สญัลกัษณ์วงกลมโปร่งแทน  
                9-CLA1; สญัลกัษณ์สามเหลีย่มโปร่งแทน 9-CLA2 และสญัลกัษณ์สีเ่หลีย่มโปร่งแทน 10-CLA) 
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ตารางที่ 2   ข้อมลูการเจริญและการผลติ CLA ของ L. plantarum NB324 ที่เพาะเลีย้งภายใต้สภาวะที่ควบคมุคา่พีเอชตา่งๆ  
                   ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยกระบวนการเพาะเลีย้งแบบแบทช์ 
 

 พีเอชที่ควบคุม 
พีเอช 4.5 พีเอช 5.5 พีเอช 6.5 พีเอช 7.5 

น า้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) 3.7±0.1 4.5±0.2 4.2±0.1 4.1±0.1 
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต 
(ลอ็กโคโลนีตอ่มิลลลิติร) 

11.5±0.4 12.5±0.2 12.8±0.1 11.4±0.3 

อตัราการเจริญของเชือ้ (ตอ่ชัว่โมง) 0.3±0.0 0.4±0.0 0.6±0.0 0.4±0.0 
กรดไขมนัคอนจเูกตเต็ดไลโนเลอิกทัง้หมด 
(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 

7.4±1.1 28.2±0.8 18.7±0.5 3.8±0.3 

9-CLA1 (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 2.4±0.8 21.8±0.6 12.4±0.2 1.4±0.0 
9-CLA2 (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 4.1±0.2 4.8±0.2 4.2±0.3 1.1±0.0 
10-CLA (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 1.1±0.1 1.6±0.3 2.1±0.0 1.3±0.2 
ผลได้ของผลติภณัฑ์จากเซลล์ 
(มิลลกิรัมตอ่กรัมเซลล์) 

2.4±0.1 8.2±0.6 6.2±0.2 1.1±0.0 

ร้อยละของ CLA ตอ่กรดไขมนัคอนจูเกตเต็ดไล
โนเลอิกทัง้หมด 

2.0±0.4 8.0±1.0 5.0±1.1 1.2±0.1 

อัตราการเปลี่ยนสารตัง้ต้นไปเป็นผลิตภัณฑ์ 
(เปอร์เซ็นต์) 

4.3±0.5 15.1±0.2 12.1±0.3 1.7±0.2 

ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง (ชัว่โมง) 58.0 55.0 55.0 56.0 
ระยะการเจริญก่อนการเหนี่ยวน า (ชัว่โมง) 10.0 7.0 7.0 8.0 
 
2. ผลของพีเอชต่อการผลิตกรดไขมันคอนจูเกตเต็ดไลโนเลอิกจาก L. plantarum NB324 

ในการศึกษาผลของพีเอชต่อการผลิต CLA ของ L. plantarum NB324 ด าเนินการโดยเติม LA ลงในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพเมื่อเซลล์เจริญเติบโตเข้าสู่ระยะคงที่  (stationary phase) ซึ่งเป็นระยะที่เซลล์หยุดการเจริญหรือมีการเจริญต ่า             
การเลือกเติม LA ในระยะที่เซลล์เจริญเติบโตจนมีความเข้มข้นของเซลล์สงู เพื่อหลีกเลี่ยงการยบัยัง้การเจริญเนื่องจาก LA 
(Desbois & Smith, 2010; Kankaanpää et al., 2004;Partanen et al., 2001) จากการทดลองภายใต้สภาวะการหมกั          
ที่ควบคมุอณุหภมูิเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 400 รอบต่อนาที และไม่มีการให้อากาศ พบว่าเซลล์แบคทีเรีย
สามารถผลติ CLA ได้ที่ทกุคา่พีเอชควบคมุ (ภาพที่ 3 และตารางที่ 2) โดยค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิต CLA คือ พีเอช 5.5 
ทัง้นี ้หลงัจากเติม LA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ได้ผลผลติ CLA ทัง้หมดเทา่กบั 28.2 มิลลกิรัมตอ่ลติร ซึง่ผลการทดลองนีส้อดคล้อง
กบังานวิจยัของ Kim & Liu (2002) ที่กลา่วว่าพีเอชเป็นปัจจยัที่ส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์ CLA ของแบคทีเรียที่ไม่ได้           
คดัแยกมาจากกระเพาะหมกัของสตัว์เคีย้วเอือ้ง (non-ruminal bacteria) นอกจากนี ้Chen et al. (2012) ได้ท าการศึกษา
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สมบตัิของเอนไซม์ไลโนเลเอทไอโซเมอเรสที่ได้จาก L. plantarum ZS2058 พบว่าเซลล์สามารถผลิต CLA ได้สงูที่สดุที่พีเอช 
6.5 หรือที ่พีเอชต ่ากวา่ ในขณะที่ผลผลติ CLA ลดลงอยา่งรวดเร็วเมื่อพีเอชมีคา่มากกว่า 7.0 โดยผลผลิต CLA สงูสดุสามารถ
ตรวจพบหลงัจากเหน่ียวน าการผลติด้วยการเติม LA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง นอกจากนีย้งัมีการรายงานวา่การท างานของเอนไซม์ 
LAI ไมจ่ าเป็นต้องใช้ cofactor หรือแหลง่พลงังานอื่นมาช่วยเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยน LA ไปเป็น CLA ท าให้สามารถผลิต CLA 
ได้ถึงแม้วา่เซลล์จะมีกิจกรรมลดลงหรือความมีชีวิตลดลงก็ตาม (Chen et al., 2012)  

 
3. ผลของพีเอชต่อการผลิตไอโซเมอร์ของ CLA จาก L. plantarum NB324 

การศกึษาผลของพีเอชตอ่การผลติไอโซเมอร์ของ CLA จาก L. plantarum NB324 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบและ
สดัสว่นของกรดไขมนัของเซลล์ที่เจริญเติบโตภายใต้สภาวะที่ควบคมุคา่พีเอชตา่งๆ ในระยะเหนี่ยวน าการผลติหลงัจากเติม LA 
ที่เวลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4) พบวา่ CLA สว่นใหญ่ที่เซลล์ผลติได้อยูใ่นรูปไอโซเมอร์ 9-CLA1 และ 9-CLA2 ซึง่ให้ผล
ผลิตสงูสดุที่พีเอช 5.5 โดยมีค่าเท่ากบั 21.8 และ 4.8 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในขณะที่ไอโซเมอร์ 10-CLA ให้ผลผลิต
สงูสดุที่พีเอช 6.5 (2.1 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยการเพาะเลีย้งที่พีเอช 5.5 มีสดัสว่นการผลิตไอโซเมอร์ 9-CLA1, 9-CLA2 และ     
10-CLA เท่ากบั 77, 17 และ 6 เปอร์เซ็นต์ ของ CLA ทัง้หมด ตามล าดบั ทัง้นีผ้ลผลิตสว่นใหญ่อยู่ในรูป 9-CLA1 จึงสามารถ
สรุปได้ว่า L. plantarum NB324 จัดอยู่ในกลุม่แบคทีเรียที่มีศกัยภาพในการผลิตไอโซเมอร์ 9-CLA1 และค่าพีเอชมีผลต่อ         
การผลิต 10-CLA น้อยมาก ซึ่งแตกต่าง/ไม่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Li et al. (2013) และ Choi et al. (2005) ที่กลา่วว่า            
การเพาะเลีย้งเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกในสภาวะที่ค่าพีเอชมากกว่า 5.5 จะสามารถผลิต 9CLA-1 ได้เป็นไอโซเมอร์/             
ฟอร์มหลกั และจะผลติ 10-CLA ได้เป็นไอโซเมอร์หลกัเมื่อเพาะเลีย้งที่คา่พีเอชต ่ากวา่ 5.0  

 

 
ภาพที่ 4   ผลของพีเอชตอ่ไอโซเมอร์ของ CLA ที่ผลติโดย L. plantarum NB324 

 
สรุปผลการวิจัย  

พีเอชเป็นปัจจยัส าคญัที่มีอิทธิพลตอ่การเจริญและการผลติ CLA โดย L. plantarum NB324 ซึง่พีเอชในช่วง 5.5-6.5 
เป็นช่วงพีเอชที่เหมาะสมตอ่การเจริญของเชือ้มากที่สดุ โดยให้คา่น า้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตสงูสดุ และอตัรา
การเจริญของเชือ้เท่ากับ 4.35±0.15 กรัมต่อลิตร, 12.65±0.15 ล็อกโคโลนีต่อมิลลิลิตร และ 0.5±0.00 ต่อชั่วโมง ส าหรับ           
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การผลติ CLA พีเอชที่เหมาะสมตอ่การผลิต CLA คือ พีเอช 5.5 โดยให้ปริมาณ CLA สงูสดุเท่ากบั 28.2±0.8 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ทัง้นี ้การลดพีเอชควบคมุเป็น 4.5 และการเพิ่มพีเอชควบคมุเป็น 6.5 สง่ผลให้ปริมาณ CLA ที่ผลิตได้ลดลงถึง 74% และ 34% 
ตามล าดบั ซึง่แสดงให้เห็นวา่คา่พีเอชที่เหมาะสมตอ่การผลติ CLA เป็นคา่ที่จ าเพาะเจาะจงไมใ่ช่ช่วงพีเอช รวมถึงแสดงให้เห็น
ว่าพีเอชเป็นปัจจัยที่ส าคญัเป็นอย่างมากต่อการผลิต CLA ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการทดลองนีส้ามารถน าไปใช้ในการพฒันา
กระบวนการเพาะเลีย้ง L. plantarum NB324 เพื่อเพิ่มมลูค่าหรือเพิ่มคณุค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑ์อาหาร และ/หรือ 
อาหารสตัว์ตอ่ไป 
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