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บทคัดยอ 
Conjugated Linoleic Acid (CLA) คือ กลุมของกรดไขมันท่ีมีลักษณะรูปราง และโครงสราง

เปนไอโซเมอรของกรดไขมันลิโนเลอิก สามารถผลิตไดจากแบคทีเรียหลายชนิด โดยเฉพาะอยางย่ิง
แบคทีเรียกรดแล็กติก จากการทดสอบความสามารถของ Lactobacillus acidophilus TISTR1338, 
Lactococcus lactis TISTR1401 และแบคทีเรียกรดแล็กติกอีกจํานวน 17 ไอโซเลท ในการผลิต CLA 
จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกปริมาณสูง เชน น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลืองใน
อาหารเหลว MRS และ Modified MRS พบวา แบคทีเรียท่ีทดสอบท้ังหมดสามารถสราง CLA ไดสูง 
เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว Modified MRS ซึ่งแบคทีเรีย N25-7, N25-19 และ TISTR1401 สามารถสราง 
CLA ทั้งหมด และไอโซเมอรเฉพาะไดสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-10, cis-12-18:2  ดังนั้นจึงเลือกมาตรวจสอบปจจัยการผลิต CLA ท่ีเหมาะสม โดยทดสอบใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในสภาวะไรออกซิเจน เปนเวลา 48 
ชั่วโมง จากการตรวจสอบผลของขนาดหยดน้ํามัน พบวาไมมีผลตอปริมาณการสราง CLA ทางสถิติ 
สวนความเขมขนของน้ํามันท่ีเหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรียท่ีทดสอบคือ 0.1 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร สําหรับความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตน อุณหภูมิบม และปริมาณกลาเชื้อ
เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการสราง CLA จะแตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุของแบคทีเรียที่ทดสอบ 
เม่ือทดสอบผลของการใชกลาเชื้อผสมตอปริมาณการสราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวัน พบวา การ
ผสมแบคทีเรีย N25-19 และ TISTR1401 จะทําใหเกิดการสราง CLA สูงท่ีสุด โดยเฉลี่ย 42.11 
ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน โดยมี CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 17.16 และ 24.95 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ สวนการใชกลาเชื้อเด่ียว พบวา TISTR1401 มีการสราง CLA สูงท่ีสุด
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ คือ 36.87 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน โดยมี CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 
15.45 และ 21.42 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ นําแบคทีเรีย TISTR1401 มาศึกษาการ
ผลิต CLA ในแตละชวงเวลาในถังหมักปริมาตร 5 ลิตร  ทําการเลี้ยงเชื้อในสภาวะท่ีเหมาะสม เปน
เวลา 72 ชั่วโมง โดยใชอาหารเหลว Modified MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันหรือน้ํามันถั่วเหลือง
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบการผลิต CLA จากน้ํามัน ดอกทานตะวันสูงท่ีสุดท่ีระยะเวลาบม 
24 ชั่วโมง ปริมาณ 69.95 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 
33.51 และ 36.44 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ สวนการผลิต CLA จากน้ํามันถั่วเหลือง 
พบปริมาณการผลิตสูงท่ีสุดท่ีระยะเวลาบม 48 ชั่วโมงปริมาณ  61.28 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน 
โดยจะมีการผลิต CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 34.51 และ 26.77 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน 
ตามลําดับ 

  
คําสําคัญ: Conjugated linoleic acid, แบคทีเรียกรดแลก็ติก, การผลติ 
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Abstract 
 

Conjugated linoleic acid (CLA), a group of positional and geometric isomers of 

linoleic acid with conjugated double bonds, is produced from free linoleic acid by 

various microorganisms, especially lactic acid bacteria. Lactobacillus acidophilus 

TISTR1338, Lactococcus lactis TISTR1401 and seventeen lactic acid bacterial isolates 

were tested for their ability to produce CLA from high content linoleic acid oils such as 

sunflower and soybean oils in MRS and modified MRS media. All tested bacteria were 

able to produce high amount of CLA when cultured in modified MRS medium. The 

isolates coded N25-7, N25-19 and TISTR1401 showed ability to produce high amount 

of total and specific isomers of CLA, especially cis-9, trans-11-18:2 and trans-10, cis-

12-18:2. Therefore, these three bacterial strains were chosen for further investigation 

and optimization study. To determine the optimal conditions, the bacteria were 

anaerobically cultured in 50 ml of modified MRS medium for 48 hours. The oil droplet 

size did not significantly affect CLA production. The optimal concentration of 

sunflower and soybean oils for CLA production of tested bacteria was 0.1 mg/ml. CLA 

production optimized at different initial of pH medium, incubation temperature, and 

inoculum size varied among tested bacterial strains. CLA production from sunflower 

oil using mixed starter cultures was tested. The mixture of bacteria N25-19 and 

TISTR1401 was found to produce the highest amount of CLA in an average of 42.11 

µg/mg oil containing CLA1 and CLA2 of 17.16 and 24.95 µg/mg oil, respectively. 

When individual starter culture was used, TISTR1401 significantly showed the highest 

CLA production of 36.87 µg/mg oil containing CLA1 and CLA2 of 15.45 and 21.42 

µg/mg oil, respectively. The time course for CLA production of TISTR1401 was 

observed in a 5-L bioreactor for 72 hours under optimal conditions. Modified MRS 
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broth supplemented with 0.1 mg/ml of sunflower or soybean oils was used. Optimized 

incubation period of CLA production from sunflower oil (69.95 µg/mg oil) was 24 

hours. The amounts of CLA1 and CLA2 detected during optimum incubation time were 

33.51 and 36.44 µg/mg oil, respectively. CLA production from soybean oil reached a 

maximum at 48 hours (61.28 µg/mg oil) producing CLA1 and CLA2 at 34.51 and 

26.77 µg/mg oil, respectively.  

 
Keyword: Conjugated linoleic acid, Lactic acid bacteria, production 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
ANOVA = Analysis of variance 
°C  = Degree Celsius 
CFU  = Colony forming unit 
CLA  = Conjugated linoleic acid 
CLA1  = cis-9, trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
CLA2  = trans-9, trans-11-18:2 
d3,2  = Surface-weighted mean diameter 
DMRT  = Duncan’s New Multiple Range Test 
et al.   = et alia (and others) 
FAMEs  = Fatty acid methyl esters 
g  = Gram 
h  = Hour 
HLB   = Hydrophilic lipophilic balance 
mg  = Milligram 
ml  = Milliliter 
P  = Probability 
psi  = Pound per square inch  
Span 80® = Sorbitan monooleate 
Tween 80® = Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate 
v/v  = Volume: volume 
w/v  = Weight: volume  
×g  = Gravitational acceleration 
µg  = Microgram 
µm  = Micrometer 
%   = Percent 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาและความสําคัญของงานวิจัย 

Conjugated linoleic acid (CLA) คือ กลุมของกรดไขมันท่ีมีลักษณะรูปราง และโครงสราง
เปนไอโซเมอรของกรดไขมันลิโนเลอกิ (Linoleic acid, C18:2 n-6) แหลงของ CLA สวนใหญพบใน
น้ํานม ผลิตภัณฑจากน้ํานม และผลติภัณฑเนื้อจากสัตวเคี้ยวเอื้อง เชน เนือ้โค และ เนื้อแกะ ซึ่ง
ประมาณรอยละ 80-90 ของ CLA ท่ีพบในอาหารจะอยูในรปู cis-9, trans-11-18:2  (Chin et al., 1992) 
โดยเกิดจากการสังเคราะหภายในเนือ้เยื่อของสตัวเคี้ยวเอือ้งเปนหลัก CLA มีความสําคัญตอมนษุยใน
ดานการเปนอาหารเชงิหนาท่ี (Functional food) และดานเภสชัศาสตร เนือ่งจากมีคณุสมบัติทาง
ชีววิทยา (Biological properties) ท่ีเปนประโยชนหลายประการเมือ่ทดสอบในสัตวทดลองท่ีเดนชัด
ไดแก 1) การเปนสารตานการเกดิมะเร็ง เชนมะเร็งผิวหนัง มะเร็งท่ีเตานม และมะเร็งลําไสใหญ ซึ่ง Ip 
et al. (1994) ไดรายงานวาปริมาณ CLA ท่ีมนุษยสขุภาพปกติโดยท่ัวไปควรไดรับตอวัน ประเมนิจาก
ผลการศกึษาในสัตวทดลอง คอื 3 กรัมตอวัน โดยจะเปนปรมิาณท่ีสามารถสงผลปองกัน การเกดิ
โรคมะเร็งได 2) การลดไขมันในรางกาย โดยไอโซเมอรหลกัท่ีมีบทบาทคอื trans-10, cis-12- 18:2 และ 
3) การปองกันภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (Atherosclerosis) นอกจากนั้นยังแสดงคุณสมบัติเปนสาร
ตานการเกิดอนุมลูอิสระ สงเสริมการสรางกระดูก มีสวนชวยในการกระตุนการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกนัของรางกาย และรกัษาระดับน้ําตาลในเลือดและอินซูลนิใหปกติ  (Belury, 2002a)  

ในปจจุบันการสังเคราะห CLA สามารถทําได 2 วิธีหลัก คือ การสังเคราะหทางเคมี และการ
สังเคราะหโดยอาศัยกระบวนการทางชีวภาพ ซึ่งการสังเคราะหทางเคมีที่ใชในการผลิต CLA ทาง
การคาคือ การไอโซเมอรไรเซชันของกรดไขมันลิโนเลอิกในสภาวะดาง (Alkali isomerization) ท่ี
อุณหภูมิไมต่ํากวา 180 องศาเซลเซียส เปนวิธีการท่ีใหผลผลิตสูงประมาณรอยละ 95 สามารถผลิตได
ในเชิงเศรษฐกิจ (Economically viable) โดย CLA ท่ีไดจะมีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-10, cis-12-18:2 ในปริมาณท่ีเทากัน สวนการสังเคราะหโดยอาศัยกระบวนการทางชีวภาพ
เกิดขึ้นจากการพบ CLA ในกระเพาะหมัก (Rumen) ของสัตวเคี้ยวเอื้อง ซึ่งเกิดจากกระบวนการ 
Biohydrogenation ของกรดไขมันลิโนเลอิก และกรดไขมันลิโนเลนิก (Linolenic acid, C18:3) ท่ีได
จากหญา และอาหารเลีย้งสตัวของแบคทีเรียกลุมท่ีเจริญไดเฉพาะที่ไมมีออกซเิจน (Anaerobic bacteria) ท่ี
อยูในกระเพาะหมัก (Ruminal bacteria) เปนสําคัญ เชน  Butyrivibrio fibrisolvens  ซึ่งเปนแบคทีเรีย
ชนิดหลักท่ีสราง CLA โดยการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรส (Linoleate isomerase) ท่ี
แบคทีเรียสรางขึ้น (Kepler, Hirons, McNeill, and Tove, 1966, quoted in Bauman, Baumgard, Corl, 
and Griinari, 1999) จากการเหนี่ยวนําดวยกรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงซอนสายยาว นอกจากแบคทีเรียใน
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กระเพาะหมัก  ยังพบวาแบคทีเรียที ่ใช เปนกลา เชื ้อในผลิตภัณฑนม เชน Propionibacterium 
freudenreichii และแบคทีเรียในสกุล Lcatobacillus และ Bifidobacterium สามารถสราง CLA จากกรด
ไขมันลิโนเลอกิได เม่ือเลีย้งในอาหารเฉพาะท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิกอิสระ (Free linoleic acid) 

ในชวง 10 ปท่ีผานมามีงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิต CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์ดวย
แบคทีเรียเผยแพรเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะอยางย่ิงการผลิตดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid 
bacteria) เนื่องจากพบวามีศักยภาพในการสราง CLA และสรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-10, cis-12-18:2 เปนหลัก ซึ่งมีงานวิจัยรองรับแลววาเปนไอโซเมอรท่ีมีคุณสมบัตทิางชีววิทยาท่ี
เปนประโยชนตอมนุษย พรอมกันนี้แบคทีเรียกรดแล็กติกยังมีคุณสมบัติที่สําคัญอยางยิ่ง คือ เปน
แบคทีเรียท่ีปลอดภัยตอผูบริโภค (Generally regarded as safe, GRAS) และจัดอยูในกลุมแบคทีเรีย
สําหรับอาหาร (Food grade bacteria) สกุล (Genus) ท่ีมีการรายงานวาสามารถผลิต CLA จากกรด
ไขมันลิโนเลอิกอิสระ ไดแกสกุล Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus และ Lactococcus 
(Kishino et al., 2002; Kim and Liu, 2002) แตอยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการผลิต CLA จาก
น้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูง และหาไดงาย เชน น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลืองซึ่งมี
ประมาณรอยละ 68.2 และ 53.2 (Gunstone, 2002) ตามลําดับ ยังมีไมมากนัก และมีปริมาณการผลติได
คอนขางตํ่าเม่ือเทียบกบัผลผลิตที่ไดจากกรดไขมันลโินเลอิกอิสระ ดังนั้นการปรับปรุงกระบวนการผลิต 
CLA จากน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลือง เริ่มต้ังแตการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มี
ศักยภาพในการสราง CLA จากน้ํามันท้ังสองชนิด และตรวจสอบปจจัยตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของกับปริมาณ 
การผลิต CLA จะทําใหไดกระบวนการที่ใหผลผลิต CLA สูงขึ้น ซึ่งสามารถนําไปสูการประยุกตใช
ในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได 
 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1.2.1 เพ่ือทดสอบความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบการ
หมักในอาหารเหลวที่มีการเติมกรดไขมันลิโนเลอิกในรูปสารบริสุทธิ์ ภายใตสภาวะการผลิตแบบ 
Microaerobic และ Anaerobic 
 1.2.2 เพ่ือศึกษาชนิดและปริมาณ CLA ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบการผลิต
และสภาวะดังกลาว 
 1.2.3 เพ่ือประเมิณความเปนไปไดในการผลิต CLA ในระดับอุตสาหกรรมดวยกระบวนการ
ผลิต CLA ในสภาพอาหารเหลวโดยเลียนแบบหลักการของระบบบําบัดน้ําเสีย และใชแบคทีเรียกรด
แล็กติกที่คัดเลือกไดจากขอ 1.2.1 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 3

1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
 1.3.1 แบคทีเรียกรดแล็กติกตางสายพันธุสามารถสราง CLA ไดแตกตางกัน 
 1.3.2 แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถสราง CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกท่ีอยูในรูป
ไทร-, ได- และ/หรือโมโนกลีเซอรไรดสูงได 
 1.3.3 การใชกลาเชื้อผสมในระบบการหมักจะทําใหเกิดการสงเสริม และ/หรือแขงขันการ
สราง CLA ในระหวางกระบวนการหมักได 
 1.3.4 การเตรียมน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงใหอยูในรูปอิมัลชันใหมีหยดน้ํามันขนาด
เล็กจะสงเสริมใหแบคทีเรียกรดแล็กติกสราง CLA ไดมากขึ้น 
 
1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ทดสอบความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกแตละสายพันธุโดยใชน้ํามัน 
ดอกทานตะวันและน้ํามันถั่วเหลืองเปนวัตถุดิบ คัดเลือกแบคทีเรียอยางนอย 3 สายพันธุท่ีสามารถ 
สรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ/หรือ trans-10, cis-12-18:2 ไดสูงมาศึกษาสภาวะการเลี้ยง
ที่เหมาะสมเพ่ือเพิ่มปริมาณการสราง CLA ในหลอดทดลอง จากนั้นใชสภาวะท่ีเหมาะสมนั้นในการ 
ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชุด (Batch fermentation) ในระดับหองปฏิบัติการเพื่อ
ประเมินความเปนไดในการผลิต CLA ในระดับอุตสาหกรรม 
 
1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวจิัย 

1.5.1 ไดระบบการผลิต CLA ตนแบบดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก 
1.5.2 ไดเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีศักยภาพในการสราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันและ 

น้ํามันถั่วเหลอืง 
 1.5.3 ไดสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามนัถั่วเหลอืง
ดวยแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่มีศักยภาพในระบบถังหมัก 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2 
ปริทศันวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 คอนจูเกตลิโนเลอิกแอซิด (Conjugated linoleic acid, CLA) 
 2.1.1 โครงสรางทางเคม ีและการคนพบ  

Conjugated linoleic acid (CLA) หรือ Conjugated octadecadienoic acid  คอื กลุมของกรด
ไขมันท่ีมีลักษณะรูปราง และโครงสรางเปนไอโซเมอรของกรดไขมันลโินเลอกิ (Linoleic acid, 
C18:2 n-6) ซึ่งจัดเปนหนึ่งในกรดไขมันจําเปนตอมนุษยชนิดโอเมกา 6 (Essential omega-6 fatty acid) 
โครงสรางแบบคอนจูเกตนั้นจะมีพันธะคู 2 พันธะในโมเลกลุเรียงตัวสลับกับพันธะเด่ียวหนึ่งพันธะ 
โดยไมมีหมูของเมทิลีน (-CH2-) คั่นกลาง ซึ่งโครงแบบ (Configuration) ของพันธะคูของ CLA นัน้
สามารถพบไดท้ังในรปูของ cis หรือ trans โดยตําแหนงของพันธะคู 2 พันธะจะพบไดหลากหลาย คือ
ที่ตําแหนง 6, 8; 7, 9; 8, 10; 9, 11; 10, 12; 11, 13 และ 12, 14 พรอมทั้งมีรูปรางท่ีเปนแบบ cis, cis; cis, 
trans; trans, cis และ trans, trans (Mulvihill, 2001) ดงัรปูท่ี 2.1โดยรวมแลว CLA จะมีไอโซเมอร 
ทั้งหมด 28 ไอโซเมอร (Collomb et al., 2006) แตไอโซเมอรหลกัท่ีพบในธรรมชาติท้ังในมนุษยและ
สัตวไดแก cis-9, trans-11 octadecadienoic acid (Chin, Liu, Strokson, Ha, and Pariza, 1992) ซึ่งมีชือ่
เรียกอกีอยางหนึ่งคือ กรดไขมันรูมินกิ (Rumenic acid) (Kramer et al., 1998) เนือ่งจากเปนไอโซเมอร 
ที่เชือ่วาถูกสังเคราะหขึ้นในกระเพาะหมัก (Rumen) ของสตัวเคี้ยวเอือ้ง 
 CLA ถูกคนพบโดยบังเอิญในขณะท่ี Pariza and Hargraves (1985) อางถึงใน Park and Pariza 
(2007) ศึกษาถึงความสัมพนัธระหวางการเกดิสารกอการกลายพันธุ (Mutagen) กับระยะเวลา และ
อุณหภูมิที่ใชในการทําใหเนือ้วัวสุก ซึ่งสารท่ีสกดัไดจากเนื้อวัวหลังจากทดลองนัน้มีสารประกอบ ท่ีมี
คุณสมบัติตานการเกดิการกอกลายพันธุ (Anti-mutagenic activity) หลงัจากการตรวจสอบชนดิของ 
สารประกอบจึงพบวาเปนไอโซเมอรของกรดไขมนัลิโนเลอิกและเรียกวา CLA (Ha, Grimm, and Pariza, 
1987, quoted in Aydin, 2005) 

2.1.2 แหลงที่พบ และปริมาณ CLA 
แหลงของ CLA สวนใหญพบในน้ํานม ผลิตภัณฑจากน้ํานม และผลิตภณัฑเนือ้จากสัตวเคี้ยว

เอื้อง เชน เนือ้โค และเนื้อแกะ ซึ่งประมาณรอยละ 80-90 ของ CLA ท่ีพบในอาหารจะอยูในรูป cis-9, 
trans-11-18:2 (ตารางท่ี 2.1) (Chin et al., 1992) ในธรรมชาติน้ํานมโคเปนแหลง CLA ที่สําคัญท่ีสุด 
สามารถพบ CLA ไดตั้งแต 2-37 มิลลิกรัมตอกรัมไขมันนม ซึ่งจะขึ้นอยูกับระยะการใหน้ํานม อายุ
ของสัตว สายพันธุ ฤดูกาล โภชนาการของสัตว และสิ่งแวดลอมทีเ่ลี้ยงสตัว โดยโภชนาการของสัตว
เปนปจจัยสําคัญทีสุ่ดตอปริมาณ CLA ในน้ํานมโค Dhiman, Arnand, Scatter, and Pariza (1999) 
พบวา การใหโคกนิหญาในทุงหญา (Pasture feeding) จะทําใหมี CLA ในน้ํานม (22.1 มลิลิกรัมตอ
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กรัมไขมันนม) มากกวาการใหโคกนิหญาผสมเมล็ดธัญพืชอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนั้นการ
เสริมน้ํามันจากพืชท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูง เชน น้ํามันถัว่เหลือง น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถั่วลสิง 
และน้ํามันละหุงในอาหารใหโคทุกวันจะมีผลอยางยิ่งตอการเพ่ิมปริมาณ CLA ในน้ํานม (Collomb et 
al., 2004) ซึ่งพบวาการใหอาหารท่ีเสริมน้ํามันดอกทานตะวัน 53 กรัมตอกิโลกรัมอาหาร นาน 2 
สัปดาห จะทําใหน้ํานมโคมีปริมาณ CLA สูงท่ีสุด (24.4 มิลลิกรัมตอกรัมไขมันนม) (Kelly et al., 
1998) ในสวนของเนือ้จากสัตวเคี้ยวเอื้องมีปริมาณ CLA เฉลี่ย 2.7-5.6 มิลลกิรัมตอกรัมไขมนั โดยจะ
ขึ้นอยูกับชนิดของสัตว ชนดิของกลามเนือ้ และโภชนาการของสัตวเปนหลกั ในสวนผลติภณัฑจาก
น้ํานม และผลิตภัณฑจากเนือ้สัตวเคี้ยวเอือ้งมีปริมาณ CLA โดยเฉลี่ย 3-7 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน (Lin 
et al., 1995 and Chin et al., 1992) ปริมาณ CLA ท่ีพบในผลิตภัณฑตาง ๆ นั้นจะขึน้อยูกับปริมาณ 
CLA จากวัตถุดิบกอนการแปรรูป และปริมาณไขมันของผลิตภณัฑนั้น ๆ ซึ่งกระบวนการแปรรูป 
และระยะเวลาในการเก็บมกัไมมีผลตอปริมาณ CLA ในผลิตภัณฑ (Shantha et al. 1995 and Shantha, 
Crum, and Decker, 1994) 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.1 โครงสรางทางเคมขีองกรดไขมันลโินเลอกิ และ CLA บางไอโซเมอร 
    ท่ีมา: Bessa, Santos-silva, Ribeiro, and Portugal (2000) 
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ตารางที่ 2.1 ปริมาณ CLA ในอาหารชนดิตาง ๆ 
 
Food Total CLA (mg/g fat) cis-9, trans-11 isomer (%) 
Dairy products   
Homogenized milk  5.5 92 
Butter 4.7 88 
Sour cream 4.6 90 
Plain yogurt 4.8 84 
Non fat yogurt 1.7 83 
Ice cream 3.6 86 
Sharp cheddar cheese 3.6 93 
Mozzarella cheese 4.9 95 
Colby cheese 6.1 92 
Cottage cheese 4.5 83 
American processed cheese 5.0 93 
Meat (uncooked)   
Fresh ground beef 4.3 85 
Beef round 2.9 79 
Veal 2.7 84 
Lamb 5.6 92 
Pork 0.6 82 
Poultry (uncooked)   
Chicken 0.9 84 
Fresh ground Turkey 2.5 76 
Seafood (uncooked)   
Salmon 0.3   n.d.* 
Lake trout 0.5 n.d. 
Shrimp 0.6 n.d. 
Vegetable oils   
Safflower  0.7 44 
Sunflower 0.4 38 
Canola 0.5 44 
Corn 0.2 39 

หมายเหตุ * n.d. หมายถึง ตรวจไมพบ  
ท่ีมา: Chin et al. (1992) 
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2.1.3 ความสําคัญของ CLA 
CLA มีความสําคัญตอมนุษยในดานการเปนอาหารเชิงหนาท่ี (Functional food) และดาน

เภสชัศาสตร เนือ่งจากมีคณุสมบัตทิางชีววิทยา (Biological properties) ท่ีเปนประโยชนหลายประการ 
เม่ือทดสอบในสัตวทดลอง คณุสมบัติทางชีววิทยาของ CLA ท่ีเดนชดัไดแก การเปนสารตานการเกิด
มะเร็ง ลดไขมนัในรางกาย และปองกนัภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง (Atherosclerosis) นอกจากนั้นยัง
แสดงคุณสมบัตเิปนสารตานการเกิดอนุมูลอสิระ สงเสริมการสรางกระดูก มีสวนในการกระตุนการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกนัของรางกาย และรกัษาระดับน้าํตาลในเลอืดและอนิซูลนิใหปกต ิ (Belury, 
2002a) 

2.1.3.1 คุณสมบัติการเปนสารตานการเกิดมะเร็ง (Anticarcinogenic property) 
คุณสมบัตกิารเปนสารตานการเกิดมะเร็งของ CLA ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Ha, Grimm, 

and Pariza (1987) อางถึงใน MacDonald (2000) พบวา สารบรสิุทธิ์ท่ีสกัดไดจากเนื้อโคยางซึ่งระบุ
ไดวาเปน CLA สามารถย้ับย้ังการเกิดมะเร็งผิวหนังของหนทูดลองในระยะเริม่ตน (Initiation) เม่ือถกู
เหนี่ยวนําดวยสารกอมะเร็งผิวหนังชนิด 7,12-dimethybenz[a]anthracene (DMBA) CLA สามารถยับยั้ง 
การเจริญของเนื้องอกบริเวณกระเพาะสวนตน (Forestomach) ของหนเูพศเมียท่ีถกูเหนี่ยวนําใหเกิด
เนือ้งอกดวย Benzo[a]pyrene (BP) แตกรดไขมันลิโนเลอกิ และน้ํามันมะกอกไมสามารถยับยั้งการ
เจริญของเนือ้งอกได (Ha, Strokson, and Pariza, 1990, quoted in Kritchevsky, 2000) Ip et al. (1994) 
ศกึษาการตานการเกิดมะเร็งเตานม โดยใหหนูทดลองกินอาหารท่ีมี CLA ปริมาณรอยละ 0.05, 0.10, 
0.25 หรือ 0.5 ทุกวันเปนเวลา 2 สัปดาหกอนใหสารกอมะเร็ง DMBA พบวา หนูที่กินอาหารท่ีมี 
CLA จะมีปริมาณเนือ้งอกท่ีเตานมนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ ซึ่งการไดรับ CLA 
ในปริมาณมากขึ้นจะทําใหปริมาณเนือ้งอกลดลงตามลําดับ และพบวา CLA สามารถแสดงคุณสมบัติ
ตานการเกิดมะเร็งไดท้ังท่ีอยูในรูปกรดไขมันอิสระ และไทรกลเีซอรไรด (Ip, Scimeca, and Thompson, 
1995, quoted in Kritchevsky, 2000) โดยเชือ่วา cis-9,trans-11-CLA เปนไอโซเมอรหลกัที่มีคณุสมบัติ 
ตานการเกดิมะเร็ง เนือ่งจากไอโซเมอรนีส้ามารถรวมตัวกบัฟอสโฟลปิด (Phospholipids) ทีผ่นังเซลล 
ไดซึ่งแตกตางจากไอโซเมอรอืน่ 

การศึกษาการตานการเกิดมะเร็งของ CLA ในหลอดทดลองโดยใชเซลลมะเร็งของ
มนุษยโดย Shultz, Chew, Seaman, and Luedecke (1992) และ Shultz, Chew, Seaman (1992) อางถึง
ใน MacDonald (2000) นําเซลลมะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา (Melanoma) (M21-HPB) เซลลมะเร็ง
เตานม (MCF-7) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ (HT-29) มาเลี้ยงในอาหารเฉพาะท่ีเสริมดวยกรดไขมัน     
ลิโนเลอิก หรือ CLA ท่ีความเขมขนตาง ๆ (1.78-7.14 x 10-5 โมลาร) เปนเวลา 12 วัน พบวา CLA 
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดทุกความเขมขน และทุกระยะเวลาการทดสอบ ซึ่งแตกตาง 
จากกรดไขมันลิโนเลอกิท่ีจะยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดท่ีความเขมขน 3.57-7.14 x 10-5 โมลาร 



 

 

 

 

 

 

 

 

 8  

ท่ีเวลา 8-12 วัน และมีการรายงานวา CLA ยังแสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลล 
มะเร็งไดสูงกวาเบตาแคโรทีน โดยเชือ่วา CLA เปนพิษกับเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ยับยั้งการเจริญ 
(Proliferation) ของเซลลมะเร็ง Melanoma (M21-HPB) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ (HT-29) และ
เหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งตาย (Apoptosis)  

Belury (2002b) รายงานวา CLA สามารถแสดงคณุสมบัติตานการเกดิมะเร็งไดทกุระยะ 
ประกอบดวยระยะเริ่มตน (Initiation) ระยะเพิม่จํานวน (Progression) และระยะการแพรกระจายไปสู
บริเวณอื่น (Metastasis) โดยเชือ่วา CLA สามารถลดการเพ่ิมจํานวนของเซลลท่ีผดิปกติ ยับยั้งการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทด (Nucleotide) และ DNA และทําหนาท่ีเปนสารตานการเกิดอนุมูลอสิระชวย
ลดความเปนพิษของสารกอมะเร็ง ซึ่ง Ip et al. (1994) ไดรายงานวาปริมาณ CLA ท่ีมนุษยสขุภาพ ปกติ
โดยท่ัวไปควรไดรับตอวัน ประเมินจากผลการศกึษาในสตัวทดลอง คอื 3 กรัมตอวัน โดยจะเปน
ปริมาณท่ีสามารถสงผลปองกันการเกดิโรคมะเร็งได 

2.1.3.2 คุณสมบัติการลดไขมันในรางกาย 
CLA มีบทบาทสําคัญในการลดไขมันในรางกาย และสงเสริมการเกิดกลามเนื้อ ซึ่ง

Park et al. (1997) อางถึงใน Kritcheveky (2000) ทําการศกึษาในหนูทดลองโดยให CLA ในปริมาณ
รอยละ 0.5 โดยน้ําหนัก ประกอบดวยไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 รอยละ 50 และ trans-10, cis-
12-18:2 รอยละ 50 พบวา ปริมาณไขมันในรางกายของหนูทดลองลดลงคดิเปนรอยละ 60 เมือ่เทียบ
กับกลุมควบคุม และมกีลามเนื้อเพ่ิมมากขึน้อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยท่ีน้ําหนกัของหนูทดลอง
ไมเปลี่ยนแปลง  โดยท่ี CLA ทั้งในรูปกรดไขมันอิสระ ไดกลเีซอรไรด และ ไทรกลีเซอรไรดสามารถ 
ลดปริมาณไขมันในรางกายของหนูทดลองไดเชนเดียวกัน (Park and Pariza, 2007) จากการศกึษา
ของ Park, Strokson, Albright, Kiu, and Pariza (1999) ในหนทูดลองจึงพบวา trans-10, cis-12-18:2 
เปนไอโซเมอรหลกัท่ีแสดงคณุสมบัติในการลดไขมันในรางกาย (ตารางที่ 2.2) เชนเดียวกับผลการ 
ศกึษาในหนแูฮมสเทอรท่ีมีภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (Atherosclerosis) โดยใหกนิอาหารท่ีเสริมดวย
กรดไขมันลิโนเลอกิ, CLA ไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 หรือ ไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2 
รอยละ 0.5 เปนเวลา 6 สัปดาห พบวา หนูทดลองท่ีไดรับอาหารเสริมดวยไอโซเมอร trans-10, cis-
12-18:2 เทานั้นท่ีมีไขมันลดลงอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (Navarro et al., 2003) ซึ่งเม่ือศึกษาบทบาท
การลดไขมันในรางกายของ CLA ในมนุษย โดยใหผูทดสอบท่ีมดัีชนีมวลกาย (Body mass index) 
25-35 กิโลกรัมตอเมตร2 ไดรับ CLA ปริมาณ 1.7, 3.4, 5.1 หรือ 6.8 กรัมตอวัน เปนเวลา 12 สัปดาห 
พบวา ผูทดสอบท่ีไดรับ CLA ปริมาณมากกวา 3.4 กรัมตอวัน ปริมาณไขมันในรางกายจะลดลงอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (Blankson et al., 2000)  

การลดไขมนัในรางกายของ CLA ประกอบดวยกลไกหลายกลไกรวมกนั เชน เรงการ 
เผาผลาญไขมันเพ่ือใหไดพลังงาน ลดการสะสมไขมันท่ีเนือ้เยื่อไขมัน (Adipose tissue) โดย CLA จะ
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ยับยั้งการทํางานของเอนไซม Lipoprotein lipase ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีหนาทีน่ําสงไขมันเขาสูเซลล
เนื้อเยื่อไขมัน CLA ยับย้ังการทํางานของเอนไซม Stearoyl-CoA desaturase ซึ่งเปนเอนไซมที่ทํา
หนาท่ีในการเปลี่ยนกรดไขมันอิ่มตัว (Saturated fatty acids) เปนกรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงเด่ียว 
(Monounsaturated fatty acids) ซึ่งเปนกรดไขมันหลกัที่จะถูกนําไปสะสมท่ีเนือ้เยือ่ไขมนั เปนตน 

 
ตารางท่ี 2.2 ผลของ CLA ตอองคประกอบในรางกายของหนูทดลอง 
           

Group Empty carcass weight (g) Fat (g) Protein (g) 
Control 27.4±1.21 22.3±1.8 16.3±0.49 
CLA mix 24.3±0.76 6.7±0.86 19.0±0.24 
c9, t11 rich CLA 25.5±0.59 13.1±1.66 18.1±0.50 
t10, c12 rich CLA 23.4±0.92 6.8±1.26 19.3±0.30 

ท่ีมา: Park et al. (1999) 
 

2.1.3.3 คุณสมบัติการปองกันภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (Atherosclerosis) 
CLA มีบทบาทในการลดปริมาณคอเลสเทอรอล (Cholesterol) ในเลอืดซึ่งมีสวนสําคัญ 

อยางยิ่งตอการปองกนัภาวะ Atherosclerosis ซึ่ง Lee, Kritchevsky, and Pariza (1994) อางถึงใน 
MacDonald (2000) ทดสอบในกระตายท่ีไดรบัอาหารที่มีไขมันรอยละ 14 และคอเลสเทอรอลรอยละ 
0.1 (Atherogenic diet) ซึ่งเสริมดวย CLA 0.5 มิลลกิรัมตอวัน เปนเวลา 22 สัปดาห พบวา ปริมาณ
ไทรกลีเซอรไรด (Triglycerides) ไขมันท่ีมีความหนาแนนต่ํา (Low density lipoprotein, LDL) และ
อัตราสวนระหวางไขมันท่ีมีความหนาแนนตํ่ากบัไขมันท่ีมีความหนาแนนสงู (High density lipoprotein) 
(LDL/HDL) ในเลือดต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญัทางสถติิ เชนเดียวกับผลการศกึษาในหนู
แฮมสเทอรของ Nicolosi, Rogers, Kritchevsky, Scimeca, and Huth (1997) อางถึงใน MacDonald 
(2000) พบวาหนูที่ไดรับ CLA จะมีปริมาณไทรกลเีซอรไรด และ LDL ในเลือดต่ํากวากลุมควบคุม 
และหนูท่ีไดรับกรดไขมันลิโนเลอกิอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ โดยท่ีไมมีผลตอปริมาณ HDL นอกจาก 
นั้น Gavino, Gavino, Lablanc, and Tuchweber (2000) ศึกษาปริมาณคอเลสเทอรอลในเลอืดของหนู
แฮมสเทอรที่ไดรับอาหารที่มีไขมันสูงที่เสรมิดวย CLA ผสม 10 กรัมตอกิโลกรัมอาหาร ไอโซเมอร 
cis-9, trans-11-18:2 บริสุทธิ์ 2 กรัมตอกิโลกรัมอาหาร และกรดไขมันลิโนเลอกิ 2 กรัมตอกิโลกรัม
อาหาร พบวา หนูท่ีไดรับ CLA ผสมจะมีปรมิาณไทรกลเีซอรไรด คอเลสเทอรอลท้ังหมด และ LDL
ในเลอืดตํ่ากวากลุมท่ีไดรับกรดไขมันลโินเลอกิในระยะเวลาภายใน 2 และ 6 สัปดาหของการทดสอบ 
แตกลุมท่ีไดรับไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 บริสทุธิ์จะไมพบการลดลงของไทรกลีเซอรไรด 
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คอเลสเทอรอลท้ังหมด และ LDL ในเลือด จึงมีความเปนไปไดวาไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2 
จะมีบทบาทที่สําคัญตอการลดคอเลสเทอรอลในเลือด 

 
2.2 การสังเคราะห CLA (CLA synthesis) 
 ในปจจุบันการสังเคราะห CLA สามารถทําได 2 วิธีหลกั คอื การสังเคราะหทางเคมี และการ
สังเคราะหโดยอาศัยกระบวนการทางชีวภาพ ซึ่งมีรายละเอยีดดังตอไปนี ้

2.2.1 การสังเคราะห CLA ทางเคมี  
 การสังเคราะห CLA ทางเคมีเปนวิธกีารท่ีได CLA ปริมาณสูง โดยมีจุดมุงหมายในการสังเคราะห 
เพ่ือใหไดไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 เนือ่งจากเปนไอโซเมอรท่ีมี
คุณสมบัติทางชีววิทยาท่ีเปนประโยชนตอมนษุย วิธกีารสังเคราะห CLA มี 3 วิธีหลกัไดแก 1) ไอโซ
เมอรไรเซชนัของกรดไขมันลิโนเลอิกในสภาวะดาง (Alkali isomerization) 2) ไอโซเมอรไรเซชนั
กรดไขมันลิโนเลอกิดวยแสงเหนือมวง (Ultraviolet, UV) และ 3) กระบวนการ Dehydration ของ
กรดไขมันไรซิโนเลอิก (Ricinoleic acid, 12-hydroxy-9-cis-octadecenoic acid)  

2.2.1.1 ไอโซเมอรไรเซชนัของกรดไขมันลิโนเลอกิในสภาวะดาง (Alkali isomerization) 
เปนวิธกีารหลกัท่ีใชในการสังเคระห CLA ทางการคาในปจจุบัน เนือ่งจากเปนวิธกีาร 

ท่ีใหผลผลิตสูงประมาณรอยละ 95 ซึ่งสามารถผลติไดในเชิงเศรษฐกิจ (Economically viable) CLA 
ท่ีผลติไดจะมีหลายไอโซเมอรผสมกนั โดยจะมีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12- 
18:2 ในปริมาณท่ีเทากัน (ตารางท่ี 2.3)  

วัตถุดิบที่ใชในการผลิต CLA ไดแก กรดไขมันลิโนเลอกิบริสุทธิ์ หรือน้ํามนัจากพืชที่
มีองคประกอบของกรดไขมันลิโนเลอิกสูง เชน น้ํามันดอกคําฝอย น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามัน
ถั่วเหลือง ซึ่งมีกรดไขมันลิโนเลอกิโดยเฉลี่ยประมาณรอยละ 79, 68.2 และ 53.2 ตามลําดับ (Gunstone, 
2002) กระบวนการสังเคราะหกรดไขมันลิโนเลอิกประกอบดวยขั้นตอนหลัก คือ การเปลี่ยนรปูราง
ของกรดไขมนัลิโนเลอิกไปเปน CLA ในสภาวะดางเขมขน หรอืใชตัวเรงโลหะ (Metal catalyst) เชน 
โรเดียม นเิกิล และแพลททินัม เปนตน โดยจะทําปฏกิิริยาท่ีอุณหภูมิไมตํ่ากวา 180 องศาเซลเซยีส 
และการทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกผลึกกับยูเรีย  

การสังเคราะห CLA ในสภาวะดางเขมขน น้ํามันหรือกรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์จะ
ถกูทําใหละลายอยูในโพรพิลนีไกลคอล (Propylene glycol) หรือเอทิลลนีไกลคอล (Ethylene glycol) 
ท่ีมีโซเดียมไฮดรอกไซด หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซดละลายอยูมากเกินพอ ทําปฏกิิริยาท่ีอณุหภูมิ 
180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง และปรับใหเปนกรด (2.5-3.0) ดวยกรดฟอสฟอรกิ
(Phosphoric acid) กรดไฮโดรคลอริก หรอืกรดซลัฟวริก เมือ่อุณหภูมิลดลงถึง 80 องศาเซลเซียส 
จากนั้นสกัด CLA ดวยเฮกเซน และนําไปทําใหบริสุทธิด์วยการตกผลกึกับยูเรียอิ่มตัวในเมทานอล 
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ซึ่ง CLA ท่ีไดจะอยูในรูปกรดไขมนัอสิระ (Kim, Lee, Lee, Kim, and Lee, 2003; Yang and Liu, 
2004) 
 
ตารางท่ี 2.3 ปริมาณ CLA ทางการคาแตละไอโซเมอรท่ีตรวจพบ 
 

CLA 
isomers 

Concentration 
(%) 

CLA 
isomers 

Concentration 
(%) 

CLA 
isomers 

Concentration 
(%) 

trans, trans  cis, trans  cis, cis  
12,14 0.37 12,14 0.15 11,13 0.92 
11,13 0.79 11,13 22.75 10,12 0.59 
10,12 1.46 10,12 29.60 9,11 0.69 
9,11 1.20 9,11 28.36 8,10 0.12 
8,10 0.41 8,10 12.46   
7,9 0.14     

ท่ีมา: Yurawecz, Mossoba, Kramer, Pariza, and Nelson (1999)  
 

2.2.1.2 ไอโซเมอรไรซกรดไขมันลิโนเลอิกดวยแสงเหนอืมวง (Photoisomerization) 
แสงเหนือมวงหรือ UV ถูกนํามาใชในการสังเคราะห CLA ในน้ํามันท่ีมกีรดไขมัน     

ลิโนเลอกิสูง โดยใชไอโอดีนเปนตัวเรงปฏกิิริยาท่ีอุณหภมูิตํ่า ปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณผลผลิต CLA 
ประกอบดวยความเขมขนของไอโอดีน อณุหภูมิ ระยะเวลาการสัมผสัแสง UV และความหนาของ
ชั้นน้ํามัน แตอยางไรกต็ามวิธีการนี้จะไดผลผลิต CLA ตํ่าประมาณรอยละ 16.9-20 และมไีอโซเมอร 
trans, trans สูงประมาณรอยละ 70 (Jain, Proctor, and Lall, 2008; Gammill, Proctor, and Jain, 
2010) 

2.2.1.3 กระบวนการ Dehydration ของกรดไขมันไรซิโนเลอิก (Ricinoleic acid) 
กรดไขมันไรซิโนเลอิกพบมากในน้ํามันเมลด็ละหุง (Castor oil) สูงถึงรอยละ 85-95 

ถูกนํามาสังเคราะห CLA ดวยกระบวนการ Dehydration โดยกรดไขมันไรซิโนเลอกิจะถกูทําใหอยู
ในรูป 12-Mesyloxy-octadec-9-enoate (MMOE) ดวย Methanesulfonyl chloride และทําปฏิกิริยา 
Dehydration ดวย 1,8-diazabicyclo-(5.4.0)-undec-7-ene (DBU) หรือ โพแทสเซียมไฮดรอกไซดใน   
เอทานอล หรือ เอทิลลีนไกลคอล ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งจะมีปริมาณการเปลี่ยนรูป
(Conversion) ได CLA รอยละ 77-80 ประกอบดวยไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 รอยละ 72-78 
และไอโซเมอร cis-9, cis-11-18:2 รอยละ 16-26 (Yang, Huang, Wang, and Chen, 2002) แตอยางไร



 

 

 

 

 

 

 

 

 12  

ก็ตามการสังเคราะห CLA ดวยวิธีนี้มีหลายขัน้ตอนท่ียุงยากจึงไมเหมาะสมกับการผลิต CLA ในเชิง
การคา 
 2.2.2 การสังเคราะห CLA ทางชีวภาพ  
 CLA ท่ีพบในน้ํานม และเนือ้จากสัตวเคี้ยวเอือ้งไดมาจาก 2 แหลงผลิตท่ีสําคญั ไดแก 1) เกิด
จากการสังเคราะห CLA ในกระเพาะหมักของสัตวเคี้ยงเอือ้ง (Rumen) และ 2) เกดิจากการสังเคราะห
ภายในเนื้อเยือ่ของสัตวเคี้ยวเอือ้ง  

2.2.2.1 การสังเคราะห CLA ในกระเพาะหมักของสตัวเคี้ยงเอื้อง  
ในกระเพาะหมักของสัตวเคี้ยงเอื้อง CLA เปนสารท่ีถกูสังเคราะหขึ้นระหวางกระบวน 

การ (Intermediate) ของกระบวนการ Biohydrogenation ของกรดไขมันลิโนเลอกิ และกรดไขมัน    
ลิโนเลนกิ (Linolenic acid, C18:3) ซึ่งเปนไขมันท่ีพบอยูในหญา อาจอยูในรูปไกลโคลิปด (Glycolipids) 
และฟอสโฟลิปด (Phospholpids) ซึ่งจะถูกยอยดวยเอนไซมไลเปสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย และไดผลผลิต 
เปนกรดไขมันอิสระ (Free fatty acids) จากนั้นจึงเขาสูกระบวนการ Biohydrogenation จนไดผลิตภัณฑ 
สุดทายเปนกรดไขมนัสเทียริก (Stearic acid, C18:0) การสังเคราะห CLA เกิดจากแบคทเีรียกลุมท่ีเจริญ 
ไดเฉพาะที่ไมมีออกซเิจน (Anareobic bacteria) ท่ีอยูในกระเพาะหมัก (Ruminal bacteria) เปนสาํคญั 
ซึ่งจากการระบชุนดิแบคทีเรยีในกระเพาะหมกั พบวา Butyrivibrio fibrisolvens เปนแบคทีเรยีแกรม
บวกชนดิหลกัทีส่ราง CLA โดยการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรสท่ีแบคทีเรียผลิตขึน้ 
(Kepler, Hirons, McNeill, and Tove, 1966, quoted in Bauman, Baumgard, Corl, and Griinari, 
1999) โดยเชือ่วา Biohydrogenation เปนกระบวนการลดความเปนพิษ (Detoxification) ของกรด
ไขมันไมอิ่มตัวเชิงซอนสายยาวในรูปอสิระ (Jiang, Brock, and Fonden, 1998)  เนื่องจากกรดไขมัน
กลุมนี้จะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียในกระเพาะหมกั (Kim, Liu, Bond, and Russell, 2000) โดย 
เฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียแกรมบวก (Maczulak, Dehority, and Palmquist, 1981, quoted in Kim et al., 
2000) เชือ่วากรดไขมันดังกลาวจะทําหนาที่เปนสารตานจุลินทรีย (Antimicrobial activity) ท่ีบริเวณ
เย่ือหุมเซลล (Cytoplasmic membrane) (Boyaval, Corre, Dupuis, and Roussel, 1995, quoted in 
Song et al., 2005)   

กระบวนการ Biohydrogenation ของกรดไขมันลิโนเลอิกจะประกอบดวย 3 ขั้นตอน 
(Kepler and Tove, 1967, quoted in Coakley et al., 2003) ดังรูปท่ี 2.2 คือ 1) การเปลี่ยนรูปราง 
(Isomerization) ของกรดไขมันลิโนเลอิกไปเปน cis-9, trans-11-18:2 โดยเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส 
(Linoleate isomerase, EC 5.2.1.5) เปนเอนไซมท่ีแบคทีเรียสรางขึ้นและแทรกอยูระหวางผนังเซลล
แบคทเีรีย (Membrane bound enzyme) (Griinari and Bauman, 1999, quoted in Khanal and Dhiman, 
2004) และจําเจาะจงกับสารต้ังตน (Substrate) ท่ีมีพันธะคูท่ีตําแหนง cis-9, cis-12 และมีหมูคารบอก
ซิลอสิระ (Free carboxyl group) ซึ่งพบไดในกรดไขมันลโินเลอกิ และกรดไขมนัลโินเลนกิ ในรูปอิสระ 
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(Kepler, Tucker, and Tove, 1970, quoted in Khanal and Dhiman, 2004) 2) CLA จะถูกเปลี่ยนไปอยู
ในรูป trans-vaccenic acid (trans-11-18:1) อยางรวดเร็วดวยกระบวนการไฮโดรจีเนชนั 
(Hydrogenation) และ 3) trans-vaccenic acid จะถูกเปลีย่นไปเปนกรดไขมนัสเทียริกดวยกระบวน 
การไฮโดรจีเนชนั ซึ่งขัน้ตอนนี้จะเกิดดวยอัตราท่ีชา ดังนัน้จึงมีการสะสม trans-vaccenic acid ใน
กระเพาะหมัก และถูกดูดซึมได (Khanal and Dhiman, 2004; Bauman et al., 1999)  

นอกจากแบคทีเรียในกระเพาะหมักยังพบวา แบคทีเรียท่ีใชเปนกลาเชื้อในผลิตภัณฑนม 
เชน Propionibacterium freudenreichii และแบคทีเรียแกรมบวกท่ีอาศัยประจําอยูในลําไสของมนษุย 
และสตัว เชน แบคทีเรียในสกลุ Lcatobacillus และ Bifidobacterium สามารถสราง CLA จากกรด
ไขมันลิโนเลอกิไดเม่ือเลี้ยงในอาหารเฉพาะท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิก ซึ่งมแีบคทีเรียในสกลุ 
Lcatobacillus บางสายพันธุทีส่ามารถสราง CLA จากกรดไขมันไรซโินเลอกิ และน้ํามันละหุงได 
(Coakley et al., 2003; Kim, 2003; Alonso, Cuesta, and Gilliland, 2003; Lee et al., 2003; Jiang, 
Brock, and Fonden, 1998; Kishino, Ogawa, Omura, Matsumura, and Shimizu, 2002; Ogawa, 
Matsumura, Kishino, Omura, and Shimizu, 2001; Ando, Ogawa, Kishino, and Shimizu, 2003; 
Ando et al., 2004) ดังตารางท่ี 2.4 

2.2.2.2 การสังเคราะห CLA ภายในเนื้อเย่ือของสัตวเคี้ยวเอือ้ง 
CLA ท่ีพบในน้ํานม และเนือ้จากสัตวเคี้ยวเอื้องโดยสวนใหญ (ประมาณรอยละ 78) 

จะมาจากการสังเคราะหขึ้นภายในเนือ้เย่ือ เม่ือ trans-vaccenic acid ถกูดูดซึม และถกูสะสมท่ีตอม
สรางน้ํานม (Mammary gland) และเนื้อเยือ่ไขมัน (Adipose tissue) จะถูกเปลี่ยนไปเปน CLA ดวย
กระบวนการกําจัดไฮโดรเจน (Desaturation) โดยเอนไซม Δ9-Desaturase ซึ่งมีกระบวนการดังรูปท่ี
2.2 และ CLA จะถูกสะสมในน้ํานม และสวนของไขมันท่ีแทรกอยูในกลามเนือ้ของสัตวเคี้ยวเอื้อง 
(Corl et al., 2001) 
 
2.3 วิธีการตรวจวเิคราะห CLA  

การแยก และการบงชี้ชนิดกรดไขมัน และ CLA โดยท่ัวไปใชเทคนิคโครมาโทกราฟ 
(Chromatography) ซึ่งเปนวิธีท่ีสามารถตรวจแยกวิเคราะห CLA ไดทั้งคุณภาพ และปริมาณ เทคนิค
โครมาโทกราฟท่ีนิยมใชไดแก Gas chromatography (GC), Silver-ion (Argentation) high performance 
liquid chromatography (Ag+-HPLC) และ Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) 



 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 2.4 ปริมาณการผลิต CLA โดยแบคทีเรียแตละชนดิ 
 

Species Reaction methoda/ 
Substrateb CLA isomers Productivity 

(mg/L) 
Bifidobacterium breve  c/LA cis-9, trans-11 (91%), trans-9, trans-11 (9%) 398 
Bifidobacterium angulatum c/LA cis-9, trans-11 (50%), trans-10, cis-12 (50%) 1.2 
Bifidobacterium bifidum c/LA cis-9, trans-11 (100%) 1.0 
Bifidobacterium aldolescentis c/LA cis-9, trans-11 (46%), trans-9, trans-11 (20%), trans-10, cis-12 (34%) 3.5 
Bifidobacterium dentium c/LA cis-9, trans-11 (78%), trans-9, trans-11 (21%), trans-10, cis-12 (1%) 160 
Bifidobacterium infantis c/LA cis-9, trans-11 (74%), trans-9, trans-11 (19%), trans-10, cis-12 (7%) 24.6 
Bifidobacterium lactis c/LA cis-9, trans-11 (90%), trans-9, trans-11 (8%), trans-10, cis-12 (2%) 170 
Bifidobacterium pseudocatenulatum c/LA cis-9, trans-11 (72%), trans-9, trans-11 (19%), trans-10, cis-12 (9%) 23.3 
Butyrivibrio fibrisolvens r/LA cis-9, trans-11 (95%) 220 
Lactobacillus acidophilus c/LA cis-9, trans-11 (85%), trans-9, trans-11 (5%), trans-10, cis-12 (10%) 131 
Lactobacillus casei c/LA cis-9, trans-11 (85%), trans-9, trans-11 (3%), trans-10, cis-12 (12%) 111 
Lactobacillus acidiphilus r/LA cis-9, trans-11 (67%), trans-9, trans-11 (33%) 4,900 
Lactobacillus plantarum r/LA cis-9, trans-11 (38%), trans-9, trans-11 (62%) 40,000 
Lactobacillus plantarum r/RA cis-9, trans-11 (21%), trans-9, trans-11 (79%) 2,400 
Lactobacillus plantarum r/CO cis-9, trans-11 (26%), trans-9, trans-11 (74%) 2,700 
Lactobacillus reuteri r/LA cis-9, trans-11 (59%), trans-10, cis-12 (41%) 300 
Propionibacterium freudenreichii c/LA cis-9, trans-11 (93%) 265 

หมายเหตุ ac, cultivation; r, resting cell reaction, bLA, linoleic acid; RA, ricinoleic acid; CO, castor oil 
ท่ีมา: Ogawa et al. (2005)
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รูปท่ี 2.2 การสังเคราะห CLA ดวยกระบวนการ Biohydrogenation ในกระเพาะหมัก และภายในเนือ้ 
เย่ือและตอมสรางน้ํานมดวยเอนไซม Δ9-Desaturase ของสตัวเคี้ยวเอือ้ง 

ที่มา: Bauman et al. (1999) 
 

2.3.1 วิธี Gas chromatography (GC) 
เทคนิค GC สามารถตรวจวิเคราะห CLA ไดท้ังคุณภาพ และปริมาณ โดยจะตรวจวิเคราะห 

CLA ท่ีอยูในรูปเมทิลหรอืเอทิลเอสเทอร (Methyl or Ethyl ester) ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง
ประกอบดวย 3 ขัน้ตอนหลัก คือ การสกัดไขมัน การเตรียมกรดไขมันอิสระใหอยูในรูปเอสเทอรโดย
เติมหมูเมทิล (Methylation) และการวิเคราะหดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 
 การสกัดไขมันออกจากตัวอยางจะใชตัวทําละลายอินทรีย (Organic solvent) ในการสกัด 
โดยทั่วไปใชตัวทําละลายอินทรยีผสมเพื่อใหเกิดการละลายของไขมันท่ีไมมีขั้ว (Non polar) ครอบคลุมถึง
ไขมนัท่ีมีขั้วเลก็นอย ซึง่จะสามารถสกดัไขมันไดตั้งแตกรดไขมันสายโซสั้น (Short chain fatty acids) 
จนถึงสายโซยาว (Long chain fatty acids) ตัวทําละลายอนิทรียผสมท่ีนิยมใชไดแก คลอโรฟอรมกับ
เมทานอล เฮกเซนกับไอโซโพรพานอล และอาจใชเฮกเซนเพียงอยางเดียว  
 การเตรียมกรดไขมันใหอยูในรูปเอสเทอรโดยเติมหมูเมทิล (-CH3-) หรือเอทิล (-CH2- CH3-) 
เปนขั้นตอนการเปลี่ยนกรดไขมันใหอยูในรูปท่ีมีขั้วนอยลง และมีจุดเดือดต่ําลง โดยพ้ืนฐานการเตรียม 
กรดไขมันมี 2 วิธีหลัก คอื 1) การยอยไขมัน (Lipid hydrolysis) ดวยดาง หรือปฏกิิริยาสปอนนิฟเคชนั 
(Saponification) ซึ่งจะทําใหกรดไขมันท่ีอยูในรูป ไทร-, ได- หรือ โมโน- กลีเซอรไรดใหอยูในรูป
กรดไขมันอิสระ จากนั้นจึงทําปฏกิิริยา Methylation กรดไขมันอิสระดวยตัวเรงปฏิกิริยา (Catalyst) ท่ี
เปนกรดในเมทานอล 2) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัโดยตรง (Direct transesterification) ดวย
ตัวเรงปฏิกริิยาที่เปนกรดหรือดางในสภาวะที่ไมมีน้ํา (Aldai, Murray, Nájera, Troy, and Osoro, 2005) 
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ประกอบดวย 2 ปฏิกิริยาหลัก ไดแก Acid-catalyzed transesterification และ Base-catalyzed 
transesterification  

ปฏิกิรยิาAcid-catalyzed transesterification สารประกอบที่นิยมใชในการทําปฏิกิริยาไดแก 
โบรอนไทรฟลอูอรไรดในเมทานอล (BF3-methanol) ซลัฟวริกในเมทานอล (H2SO4-methanol) และ 
ไฮโดรคลอรกิในเมทานอล (HCl-methanol) โดยสามารถเติมหมูเมทิลกับไขมันท่ีอยูในรูปกรดไขมัน
อิสระ ฟอสโฟลิปด และ ไทรกลีเซอรไรด แตอยางไรก็ตามปฏิกิรยิานี้มีขอเสียคอืจะทําใหเกิดการ
เปลีย่นรูปรางของ CLA (Isomerization) จาก cis, trans เปน trans, trans และเกิดสารเมทอกซ ี และ 
ไฮดรอกซี (Methoxy and hydroxy artifacts) (Kramer et al., 1997) นอกจากนั้นการทําปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิสูง (80-100 องศาเซลเซียส) และระยะเวลามากกวา 30 นาที จะทําใหปริมาณ cis-9, trans-11-
18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 ลดลง แตจะยิ่งเพ่ิมปริมาณ trans9, trans-11-18:2 และ trans-10, 
trans-12-18:2 แตการใชอุณหภูมิต่ํา และระยะเวลาในการทําปฏกิิริยาสัน้ลง เชน โบรอนไทรฟลอูอรไรด 
เขมขนรอยละ 12 ในเมทานอล หรือไฮโดรเจนคลอไรดเขมขนรอยละ 4 ในเมทานอล ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จะเกิดปฏกิิริยา Methylation ของ CLA ทางการคาท้ังในรูปไทรกลีเซอไรด 
และกรดไขมนัอสิระอยางสมบูรณ และไมเกดิการเปลี่ยนรูปรางของ CLA (Park, Albright, Cai, and 
Pariza, 2001) 

ปฏิกิรยิา Base-catalyzed transesterification เปนปฏกิิริยาท่ีไมรุนแรง (Mild conditions)  และ
นิยมใชมากท่ีสดุ เนือ่งจากเปนปฏิกิรยิาที่ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนรูปรางของ CLA จาก cis, trans เปน 
trans, trans และไมเกิดสารเมทอกซ ี (Methoxy artifacts) แมจะทําปฏกิิริยาท่ีอุณหภูมิ 80-100 องศา
เซลเซียส สามารถเติมหมูเมทิลกับไขมันท่ีอยูในรูปไทรกลเีซอรไรด แตไมสามารถเติมหมูเมทิลกับกรด
ไขมันอิสระ และสฟงโกลิปด (Sphingolipids) สารประกอบท่ีใชในการทําปฏกิิริยาไดแก โซเดยีม  
เมทอกไซดในเมทานอล (Sodium methoxide-methanol) และโพแทสเซียมไฮดรอกไซดในเมทานอล 
(KOH-methanol) (Kramer et al., 1997) ซึ่งการใชโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลจะทําใหเกิดปฏิกริิยา 
Methylation ของ CLA ทางการคาท่ีอยูในรูปไทรกลเีซอรไรดอยางสมบูรณเมือ่บมท่ีอณุหภูมิหองนาน 
20 นาที และไมเกิดไอโซเมอรไรเซชันของ CLA และสารประกอบใหม (Park et al., 2001) 

นอกจากนั้นมีการใชสารประกอบ Diazomethane หรือ Trimethylsilyldiazomethane (Park et 
al., 2001; Sehat et al., 1998) ในการทําปฏิกริิยา Methylation กรดไขมันอิสระ และไขมันประเภท  
กลเีซอรโรลิปด (Glycerolipids) ได แตไมสามารถทําปฏกิริิยา Methylation กับกรดไขมันท่ีอยูในรูป   
กลเีซอรไรดได แตอยางไรกต็าม Diazomethane เปนสารท่ีมีพิษสูง กัดกรอน และเปนสารกอมะเร็งจึง
นิยมใช Trimethylsilyldiazomethane ซึ่งไมทําใหเกดิการเปลี่ยนไอโซเมอรของ CLA แตจะเกิด
สารประกอบใหม (Artifacts) เลก็นอย  
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รูปท่ี 2.3 โครมาโทแกรมบางสวนของ CLA ทางการคาทีวิ่เคราะหดวยเทคนคิ Gas chromatography

โดยใชคอลัมนแคปปลารีชนิด CP-Sil 88 ยาว 100 เมตร ในการตรวจวิเคราะห 
ที่มา: Roach, Mossoba, Yurawecz, and Kramer (2002) 
 
                                                    

 
   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.4 โครมาโทแกรมลําดับการแยกไอโซเมอร CLA ท่ีตําแหนง 6, 8-13, 15 เม่ือมีโครงแบบ 
(Configuration) ท่ีแตกตางกันเมื่อตรวจแยกดวยเทคนิค Gas chromatography 

ที่มา: Delmonte, Roach, Mossoba, Losi, and Yurawecz (2004) 
 
 
 

Relative retention time 
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การวิเคราะห CLA ดวยเทคนิค Gas chromatography-Frame ionization detector (GC-FID) 
และใชคอลัมนแบบแคปปลารีท่ีมีเฟสคงท่ี (Stationary phase) ท่ีมีขั้วสูง เชน Cyanopropyl 
polysilicoxane สามารถแยก CLA ท่ีมีตําแหนงพันธะคู และรูปรางทีแ่ตกตางกันได คอลัมนท่ีนยิมใช
ในการวิเคราะห CLA ไดแก CP sill 88TM, SP-2560TM และ BPX-70TM (Christe, Dobson, and Adlof, 
2007; Roach et al., 2002; de la Fuente, Luna, and Juárez, 2006) รูปท่ี 2.3 แสดงโครมาโทรแกรมการ
แยก CLA ทางการคาทีอ่ยูในรูปเมทิลเอสเทอรดวย GC-FID และคอลัมน CP Sil 88 ยาว 100 เมตร 
CLA ที่มีรูปรางแบบ cis, trans หรือ trans, cis จะถูกแยกออกมาเปนลําดับแรก และตามดวย CLA ท่ีมี
รูปราง cis, cis และ trans, trans ตามลําดับ (รูปท่ี 2.4) 

 2.3.2 วิธี Silver ion หรือ Argentation high performance liquid chromatography (Ag+-HPLC) 
เทคนคิ Ag+-HPLC ถกูใชในการวิเคราะห CLA ครัง้แรกโดย Sehat et al. (1998) ซึ่งสามารถ 

วิเคราะหไดท้ังปริมาณ และคุณภาพ โดยตัวอยาง CLA ท่ีนํามาวิเคราะหจะถกูทําใหอยูในรูปเมทิลเอส
เทอร ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยางคลายกับการวิเคราะหดวย GC เทคนิค Ag+-HPLC สามารถแยก 
CLA ท้ังในรูปกรดไขมันอสิระ และไทรกลเีซอรไรดท่ีมีตาํแหนงพันธะคู และรปูรางท่ีแตกตางกนั ได
ดวยคอลัมนท่ีมเีฟสคงท่ี ท่ีประกอบดวยไอออนของซลิเวอรท่ีทําพนัธะไอออนกิกับกรดฟนิซลัโฟนกิ  
(Phenylsulfonic acid) ที่เชือ่มอยูกบัซลิกิา เชน ChromSpher lipidsTM และ Nucleosil SATM โดยใชเฟส
เคลือ่นท่ี (Mobile phase) ผสมระหวางอะซีโทไนไทรลกบัเฮกเซน (0.1 acetonitrile: 99.99 hexane) 
ดวยอัตราการไหลคงท่ี ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงอลุตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 233-234 นาโน
เมตร ดวยเครื่องตรวจวัดชนิด Photodiode array detector (de la Fuente, Luna, and Juárez, 2006; 
Roach et al., 2002; Christie et al., 2007; Sehat et al., 1999) แตอยางไรก็ตามการใชคอลัมนเพียง 1 
คอลัมนจะไมสามารถแยก CLA แตละไอโซเมอรไดอยางสมบูรณ การใชคอลัมนมากกวา 1 คอลัมน 
(2-6 คอลัมน) จะเพ่ิมประสิทธิภาพในการแยก CLA ทางการคา และที่พบในธรรมชาติไดมากขึน้ 
(Sehat et al., 1999) รูปท่ี 2.5 แสดงโครมาโทแกรมการแยก CLA ทางการคาดวยเทคนิค Ag+-HPLC 
และคอลัมน ChromSpher lipidsTM 2 คอลัมนตอกัน โดยท่ีCLA รูปรางแบบ trans, trans จะถูกแยก
ออกมาเปนลําดับแรก และตามดวย CLA รูปราง cis, trans หรือ trans, cis  และ cis, cis ตามลําดับ 
(รูปที่ 2.6) 

2.3.3 วิธี Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) 
 เปนวิธีท่ีสามารถบงชีถ้ึงชนิดขององคประกอบท่ีมีอยูในสารไดอยางแมนยํา โดยอาศยัการ
เปรียบเทียบรูปแบบ (Fingerprint) ของเลขมวล (Mass number) ของสารตัวอยางนั้น ๆ กับขอมลูท่ีมี
อยู สามารถวิเคราะหไดท้ังในเชิงปริมาณ (Quantitative analysis) และเชิงคุณภาพ (Qualitative analysis)
ไดอยางถูกตอง และมีความไว (Sensitivity) สูง Mass Spectrometer เปนเครือ่งมอืตรวจวัด (Detector) 
ที่ใชตรวจวัดองคประกอบท่ีมีอยูในสารตัวอยางโดยอาศยักลไกคอื โมเลกลุขององคประกอบ ท่ีถกูแยก
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ออกมาจากสารตัวอยางโดยเครือ่ง GC นั้นจะถูกทําใหกลายเปนไอออน (Ionization) ในสภาวะ 
สุญญากาศ แลวตรวจวัดออกมาเปนเลขมวลเทยีบกับขอมูลอางอิงแลวแปลผลออกมาเปนชื่อขององค 
ประกอบนั้น ๆ นอกจากนั้นสามารถนําเทคนิค GC-MS มาใชในการหามวลโมเลกลุ (Molecular mass) 
โครงสรางสารเคมี และองคประกอบของธาตุได 

GC-MS ถกูนํามาใชในการวิเคราะห CLA ท้ังในรูปกรดไขมันอิสระ และไทรกลเีซอรไรด
เพ่ือใชในการยืนยันไอโซเมอรของ CLA ท่ีวิเคราะหไดดวยเทคนคิ GC ซึ่งจะสามารถระบุตําแหนง
ของพันธะคู และ รูปรางของ CLA แตละไอโซเมอรได โดยเฉพาะอยางยิ่งรูปราง cis, trans หรือ 
trans, cis ซึ่งเทคนคิ GC และ Ag+-HPLC จะไมสามารถระบุได ตัวอยาง CLA ท่ีวิเคราะหจะถกูเตรยีม
ใหอยูในรปูอนุพันธของ Dimethyloxazolyne (DMOX) โดยทําปฏิกิรยิากับ 2-Amino-2-metil-1-
propanol หรอื 4-Methyl-1,1,2,4-triazolyn-3,5-diones (MTAD) รูปท่ี 2.7 แสดงลกัษณะแมสสเปกตรัม 
ของของอนุพันธุ DMOX ของ CLA ไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2 ท่ีวิเคราะหดวยเทคนคิ GC-MS 
  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.5 โครมาโทแกรมการแยก CLA ทางการคาท่ีวิเคราะหดวยเทคนิค Ag+-HPLC และคอลัมน    
ChromSpher lipidsTM 2 คอลัมนตอกัน โดยใชอะซีโทไนไทรลเขมขนรอยละ 0.1 โดย
ปริมาตรในเฮกเซนเปนเฟสเคลื่อนท่ี อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด CLA ท่ี 234 
นาโนเมตร  

ที่มา: Christie, Sébédio, and Juanéda (2001) 
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รูปท่ี 2.6 โครมาโทแกรมลําดับการแยกไอโซเมอร  CLA ท่ีตําแหนง 6, 8-13, 15 เม่ือมีโครงแบบ 

(Configuration) ท่ีแตกตางกันเม่ือตรวจแยกดวยเทคนิค Ag+-HPLC (RRV: Relative retention 
volume คือปริมาตรของเฟสเคลื่อนที่ท่ีใชในการพาสารเคลื่อนท่ีผานคอลัมน)  

ที่มา: Delmonte, Kataoka, Corl, Bauman, and Yurawecz (2005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.7 ลักษณะแมสสเปกตรัม (Mass spectrum) ของอนุพันธุ DMOX ของ CLA ไอโซเมอร  
trans-10, cis-12-18:2 

ที่มา: Roach et al. (2002) 
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2.4 แบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid bacteria, LAB) 
2.4.1 อนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแล็กติก 

 แบคทเีรยีกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria, LAB) จัดเปนพวกโพรคาริโอต (Procaryotes) 
โดเมน (Domain) Bacteria เปนแบคทเีรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) มีรูปรางเซลลกลมหรือ
ทอน (Cocci or rods shape) ไมสรางสปอร (Non-spore-forming) ปกติไมเคลือ่นท่ี (Non-motile) 
โดยท่ัวไปไมสรางเอนไซมคะตะเลส และไมมีระบบไซโตโครม สามารถเจริญไดดีในสภาวะที่ไมมี
ออกซเิจน แตสามารถทนตอสภาวะมอีอกซเิจน (Aerotolerant) และทนตอสภาวะท่ีเปนกรดได (Acid- 
tolerant) ตองการอาหารครบถวนในการเจรญิ และผลติกรดแลก็ติกเปนผลิตภณัฑหลักจากการหมัก
น้ําตาล อยางไรกต็ามแบคทีเรียกลุมนี้บางชนิดสามารถผลติเอนไซมคะตะเลสเทียม (Pseudocatalase) 
ซึ่งขาดกลุมพอรไฟริน (Porphyrin group) และในสภาวะจํากัดสารอาหารกลุม streptococci เชน 
Streptococcus bovis มีการผลิตกรดแลก็ตกิเพียงเลก็นอยเทานั้น (Axelsson, 2004) พบในสภาพธรรมชาต ิ
ที่มีสารอาหารอดุมสมบูรณ เชน น้ํานม เนือ้สัตว ผกั และผลไม  
 ในปจจุบันแบคทีเรียกรดแลก็ติกถกูจําแนก และจัดหมวดหมูเปน 21 สกลุ (Genus) ไดแก 
Aerococcus (A.), Lactobacillus (Lb.), Leuconostoc (Ln.), Pediococcus (P.), Streptococcus (S.), 
Enterococcus (E.), Lactococcus (Lc.), Vagococcus (V.), Carnobacterium (C.), Tetragenococcus  (T.), 
Weissella (W.), Oenococcus (O.), Alloiococcus, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, 
Facklamia, Globicatella, Helcococcus, Ignavigranum, และ Lactosphaera โดยพิจารณาตามสมบัติ
ของแบคทีเรียท่ีเกี่ยวของกบั ลักษณะทางสัณฐาน, ผลิตภณัฑท่ีไดจากการหมกัน้ําตาลกลูโคสใน
สภาวะท่ีมีอาหาร และน้ําตาลสมบูรณ และมีปริมาณออกซิเจนอยางจํากัด (Homofermentative หรือ 
heterofermentative), ระดับอณุหภูมิท่ีเจริญได (ที่ 10 และ 45 องศาเซลเซียส), ความสามารถในการ
เจริญท่ีความเขมขนของเกลอืสูง (Salt tolerant, NaCl รอยละ 6.5 หรือ Extreme salt tolerant, NaCl 
รอยละ 18), การเจริญในสภาวะท่ีเปนกรด (pH 4.4) หรอืดาง (pH 9.6), โครงแบบ (Configuration) 
ของกรดแล็กติกท่ีผลิตขึ้น (L-, D-, DL-Lactic acid), การเจริญในสภาวะท่ีความเขมขนของเอทานอล สูง 
(Ethanol tolerant) และยังอาศัย Chemotaxonomic markers เชน สวนประกอบของกรดไขมันของ
เซลล และสวนประกอบทางเคมีของผนังเซลล เปนตน รวมถึงการหาลําดับนิวคลิโอไทด rRNA ซึ่ง
เปนคุณสมบัติท่ีจะสามารถจําแนก และจัดหมวดหมูสกลุของแบคทีเรยีกรดแลก็ติกไดถกูตองท่ีสดุ 
(Axelsson, 2004) โดยสกลุท่ีมีการรายงานวาสามารถผลิต CLA จากกรดไขมนัลโินเลอิก หรอืกรด
ไขมันไรซิโนเลอิกได ไดแก  

2.4.1.1 สกลุ Lactobacillus เปนแบคทีเรียกรดแลก็ติกกลุมใหญท่ีสุด มคีวามหลาก 
หลายของลกัษณะทาง ฟโนไทป สมบัติทางชีวเคม ีและสรีรวิทยา เนื่องจากความแตกตางของ   mol % 
G+C ภายในสกุลสูงคอืระหวางรอยละ 32-53 (Axelsson, 1998) เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะ 
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ทางสัณฐานของเซลลต้ังแตทอนยาวจนถึงทอนสัน้หรอื ทรงรี (Coccobacilli) ซึ่งมกัมีการสรางสาย
เซลล ขนาดเซลลอยูในชวง 0.5-1.2x1.0-10.0 ไมโครเมตร ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนท่ี แตอาจพบการ
เคลื่อนท่ีไดบางโดย Peritrichous flagella พบท้ัง Facultative anaerobes และ Microaerophiles บางสปชีส 
ทนตอออกซเิจน หลายสปชสีเปน Anaerobes ไมสรางเอนไซมคะตะเลส จัดเปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชสาร 
อินทรียเปนแหลงพลังงาน (Chemoorganotrophs) มีการเจริญดีท่ีคาความเปนกรด-ดาง 5.5-5.8 อุณหภูมิ 
ที่เหมาะสมกับการเจริญอยูในชวง 30-40 องศาเซลเซียส และเปนสิ่งมชีีวิตท่ีมีความตองการสารอาหาร 
สมบูรณท้ังกรดอะมิโน เปปไทด นิวคลิโอไทดเบส วิตามิน แรธาตุ กรดไขมัน และคารโบไฮเดรต 
ผลิตผลหลกัที่ไดจากการหมักน้ําตาลและคารโบไฮเดรตอืน่ ๆ อยางนอยรอยละ 50  เปนกรดแลก็ติก 
ไมรีดิวสไนเทรต ไมยอยเจลาติน พบในแหลงตาง ๆ เชน เยื่อเมือกของมนษุยและสตัว พืช และน้ํา
ทิ้ง เปนตน สกุล Lactobacillus ประกอบดวย 56 สปชสี เมื่อพิจารณาถึงการหมักเพ่ือใหไดมาซึ่ง
พลังงาน ไดมีการจัดกลุมของสมาชกิในสกลุนี้ไดเปน 3 กลุม (Hammes and Vogel, 1995) คือ  

กลุม Obligately homofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซส (Hexose) ไดเปน
กรดแลก็ติกมากกวารอยละ 85 โดยวิถ ี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) โดยผลิตเอนไซม 1,6 
Biphosphate-aldolase แตไมผลิตเอนไซมฟอสโฟคีโทเลส (Phosphoketolase) จึงหมักน้ําตาลเพนโทส 
และกลูโคเนทไมได ประกอบดวย 17 สปชีส 

กลุม Facultatively heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซสเปนกรดแล็กติก 
ผานวิถ ี EMP มีการผลิตเอนไซมทั้งอลัโดเลส (Aldolase) และ ฟอสโฟคีโทเลส จึงหมักน้ําตาลเพน
โทสได ประกอบดวย 17 สปชีส 

กลุม Obligately heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซส และ เพนโทส 
ผานวิถีฟอสโฟกลโูคเนท (Phosphogluconat) ไดผลผลติเปน แล็กเทท, เอทานอล และ คารบอน      
ไดออกไซดในปริมาณท่ีเทากัน ประกอบดวย 22 สปชสี 

4.1.1.2 สกลุ Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเซลลมีรูปรางกลมหรอืรูปไข 
(Ovoid) จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว เปนคู หรอืตอกนัเปนสายสั้น ๆ ไมสรางสปอร บางครั้งอาจพบการ
เคลือ่นท่ีได จัดเปน Facultative anaerobes และเปน Chemoorganotrophs พลังงานไดมาจากการการ
หมักสารประกอบคารโบไฮเดรต ซึ่งสามารถผลิตกรดแล็กติกชนิดแอล (L(+)-Lactic acid) เปน
ผลติภัณฑหลักเทานั้นจากการหมักกลูโคส และไมสรางแกส (Homofermentative) ตองการสารอาหาร 
สูงในการเจริญ สามารถเจริญไดที ่ 10 และ 45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยูใน 
ชวง 35-37 องศาเซลเซียส สามารถเจริญในอาหารที่มีเกลอืโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 6.5 บางสาย
พันธุผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียมได (Pseudo-catalase) ประกอบดวย 5 กลุมสปชีส ไดแก กลุม 
Enterococcus faecalis, กลุม Ent. avium, กลุม Ent. gallinarum และกลุม Ent. cecorum มี mol % G+C 
ระหวางรอยละ 37-40  (Devriese and Pot, 1995) 
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4.1.1.3 สกุล Lactococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข 
(Ovoid) ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.5 - 1 ไมโครเมตร จัดเรยีงตัวเปนเซลลเด่ียว เปนคู หรือตอกนัเปน
สายสัน้ ๆ ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนท่ี จัดเปน Facultative anaerobes และเปน Chemoorganotrophs 
พลังงานไดมาจากการหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต ผลิตกรดแล็กตกิชนดิแอลเปนหลักจากการ
หมักกลูโคสและไมสรางแกส ไมสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซเิดส จัดเปนแบคทีเรียกลุม 
Mesophile สามารถเจริญไดที ่10 องศาเซลเซียส แตไมเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส ตองการสารอาหารท่ี
สมบูรณ มักใชเปนกลาเชือ้ (Starter culture) ในผลิตภณัฑนม พบในแหลงตาง ๆ เชน ผกักาด ถั่ว 
หญา มันฝรั่ง น้ํานมดิบ ปจจุบันประกอบดวย 5 สปชสี ไดแก Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis 
ssp. cremoris,  Lc. lactis ssp. hordniae, Lc. garvieae,  Lc. plantarum, Lc. raffinolactis และ Lc. 
piscium มี mol % G+C ระหวางรอยละ 34-43 (Teuber, 1995) 

4.1.1.4 สกุล Pediococcus เปนแบคทีเรยีแกรมบวกท่ีเซลลมรูีปรางกลมขนาดเสนผา 
ศนูยกลาง 0.36–1.43 ไมโครเมตร แบงตัวลกัษณะ 2  ทิศทางบนระนาบเดยีวกัน ทําใหเกดิลกัษณะ เฉพาะ 
เปนเซลล 4 เซลลติดกันคลายจตุรัส (Tetrad formation) ไมเคลือ่นท่ี ไมสรางสปอรจัดเปน Facultative 
anaerobes, Microaerophiles บางสายพันธุเปน Anaerobes และเปน Chemoorganotrophs พลังงานไดมา
จากการการหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต ตองการสารอาหารท่ีสมบูรณ ในสภาวะไมมอีากาศจะ
ผลิตกรดแล็กตกิชนดิดแีอล (DL) หรือ L(+) จากการหมักกลูโคส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยู
ในชวง 25-40 องศาเซลเซียส พบไดท่ัวไปในพืชผักบางสปชสีทําใหเบียรและไวนเสีย มี mol % G+C 
ระหวางรอยละ 34-44  (Simpson and Taguchi, 1995) ประกอบดวย 6 สปชสี ไดแก Pediococcus 
acidilactici, P. damonosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus, และ P. pentosaceus (Stiles 
and Hozapfel, 1997) 

2.3.2 บทบาทของแบคทีเรียกรดแล็กตกิตอการผลิต CLA 
 แบคทีเรยีกรดแลก็ติกมีบทบาท และหนาทีส่ําคญัตอมนษุย ท้ังการเปนโพรไบโอทิก (Probiotics) 
เนือ่งจากเปนแบคทีเรียประจําถิ่นในลําไสมนุษย และสัตว ซึ่งมีบทบาทอยางย่ิงตอการปรับสมดลุของ
จุลินทรียในรางกาย และเปนแบคทเีรียหลักท่ีนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ผลิตภัณฑอาหารท่ีไดจากการหมักดวยกรดแล็กติก เชน ผลิตภัณฑนมหมกั ผกั ผลไมดอง และผลติภณัฑ 
เนือ้หมัก เปนตน ท้ังนี้เนื่องจากแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถผลติกรดแลก็ตกิไดปริมาณสูงจากการ
ใชน้ําตาลกลูโคส สรางกลิ่นรสท่ีดี รวมถึงบางสายพันธุสามารถผลติแบคทีริโอซิน (Bacteriocin) ซึ่ง
จะชวยในการถนอมอาหาร และคุณสมบัติทีส่ําคญัอยางย่ิงคือ แบคทีเรียกรดแลก็ติกปลอดภัยตอ
ผูบริโภค (Generally regarded as safe, GRAS) และจัดอยูในกลุมแบคทเีรียสาํหรับอาหาร (Food grade  
bacteria)  นอกจากนั้นยังนํากรดแล็กติกท่ีผลิตได   ไปใชเปนสารต้ังตนสําหรับการผลติพอลแิล็กเทต 
ซึ่งเปนพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ เพ่ือใชแทนพลาสตกิสังเคราะหจากอตุสาหกรรมปโตรเคมี
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ยิ่งไปกวานั้นมีการคนพบวาแบคทีเรียกรดแล็กตกิ สามารถสราง CLA ได โดยเฉพาะอยางยิ่งไอโซเมอร 
cis-9, trans-11-18:2 
 แบคทเีรยีกรดแลก็ติกสวนใหญจะสราง CLA ไดจากกรดไขมันลิโนเลอกิเปนหลัก แตมีบาง
สายพันธุท่ีสามารถสราง CLA ไดจากกรดไขมันไรซิโนเลอิก เชน Lactobacillus plantarum (Ando et 
al., 2004) โดยมีวิถกีารสรางแตกตางกัน การสราง CLA จากกรดไขมันลิโนเลอกิของแบคทเีรยีกรด
แลก็ติกจะเกดิจากการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรสท่ีแบคทีเรียสรางขึน้ ซึ่งกรดไขมันลิ
โนเลอกิท่ีเปนสารต้ังตนจะตองอยูในรูปอสิระเทานั้น แบคทีเรียกรดแล็กติกไมสามารถ สราง CLA ได
จากกรดไขมันลิโนเลอกิท่ีอยูในรูปเอสเทอร และไทรกลเีซอรไรด การไอโซเมอรไรเซชนัมีกลไกดัง
รูปท่ี 2.8 คอื กรดไขมันลโินเลอกิในรูปอิสระจะถูกเปลี่ยนไปเปน 10-Hydroxy-18:1 ดวยปฏิกิริยาการ
เติมน้ํา (Hydration) จากนั้นจะเกิดปฏกิิริยากําจัดน้ําออก (Dehydration) ของ 10-Hydroxy-18:1 และ
เปลี่ยนตําแหนงพันธะคูได CLA แตอยางไรก็ตามการเปลี่ยน 10-Hydroxy-18:1 ไปเปน CLA ไอโซเมอร 
cis-9, trans11-18:2 หรือ trans-9, trans-11-18:2 ยังไมทราบกลไกทีแ่นชดั (Ogawa et al., 2001) 
งานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการสราง CLA จากกรดไขมนัลโินเลอกิมีรายละเอียดดังตอไปนี้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.8 วิถีการเปลี่ยนรูปรางของกรดไขมันลิโนเลอกิไปเปน CLA โดย Lactobacillus acidophilus 
  ท่ีมา: Ogawa et al. (2001) 
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ตารางท่ี 2.5 สายพันธุแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีมีศักยภาพในการผลิต CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกใน
รูปอิสระ 

 

Strain CLA content (µg/ml reaction mixture) 
c9, t11-18:2 t9, t11-18:2 Total CLA 

Enterococcus faecium AKU 1021 40 60 100 
Pediococcus acidilactici AKU 1059 1000 400 1400 
Lactobacillus acidophilus AKU 1137 850 650 1500 
L. acidophilus IAM 10074 180 420 600 
L. acidophilus AKU 1122 20 100 120 
L. paracasei ssp. paracasei IFO 12004 50 150 200 
L. paracasei ssp. paracasei JCM 1109 20 50 70 
L. paracasei ssp. paracasei AKU 1142 40 30 70 
L. paracasei ssp. paracasei IFO 3533 50 40 90 
L. rhamnosus AKU 1124 690 720 1410 
L. brevis IAM 1082 230 320 550 
L. pentosus AKU 1148 50 30 80 
L. pentosus IFO 12011 100 30 130 
L. plantarum AKU 1138 100 350 450 
L. plantarum AKU 1009a 250 3160 3410 
L. plantarum JCM 8341 40 150 190 
L. plantarum JCM 1551 100 1920 2020 

ที่มา: Kishino et al. (2002) 

Lin, Lin, and Lee (1999) นําแบคทเีรยีกรดแลก็ติกจํานวน 6 สายพันธุมาตรวจสอบผลของ
การเติมกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 1,000 และ 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร และระยะเวลาในการ
บมนาน 24 และ 48 ชั่วโมง ตอการสราง CLA พบวาสายพันธุของแบคทีเรียมีผลตอปริมาณการสราง 
CLA โดยท่ี Lactobacillus acidophilus (CCRC14079) จะสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 105.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลติร เม่ือเลี้ยงในหางนมท่ีมีกรดไขมันลโินเลอกิเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร บมนาน 24
ชั่วโมง จากการตรวจสอบปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติก จํานวน 17 สายพันธุโดย
Kishino et al. (2002) พบวา แบคทีเรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการสราง CLA ไดแตกตางกนั 
(ตารางท่ี 2.5) โดยจะสรางไอโซเมอรหลกัคอื cis-9, trans-11-18:2 และ trans-9, trans-11-18:2 โดย
ขึ้นอยูกบัสายพันธุ Lactobacillus plantarum AKU 1009a สราง CLA จากกรดไขมันลโินเลอกิเขมขน
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รอยละ 0.4 ไดสูงทีสุ่ด 3,410 ไมโครกรัมตอมลิลลิิตร มีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2  และ trans-9, 
trans-11-18:2 ปริมาณ 250 และ 3,160 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร ตามลําดับ และพบวา การใชเซลลท่ีได
จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเสริมกรดไขมันลิโนเลอิกรอยละ 0.06 จะชวยใหเกดิการสราง 
CLA มากขึ้น เชนเดียวกับการศกึษาของ Ogawa et al. (2001) ดังแสดงในรูปท่ี 2.9 การใชเซลลจาก
การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเสริมกรดไขมันลิโนเลอิกปริมาณรอยละ 0.1 จะทําให Lactobacillus 
acidophilus AKU 1137 สราง CLA ไดสูงขึ้น โดยสามารถสราง CLA ไดถึง 4.9 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร 
จากกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 5.0 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร โดยมีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-9, trans-11-18:2 รอยละ 67 และ 33 ตามลําดับ ซึ่งมีความเปนไปไดวากรดไขมันลิโนเลอกิใน
ปริมาณเลก็นอย จะกระตุนใหแบคทีเรียกรดแลก็ติกสรางเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส ไดมากขึน้  

การศึกษาเกีย่วกับปริมาณออกซเิจนตอปริมาณการสราง CLA โดย Kishino et al. (2002) 
และ Macouzet, Lee, and Robert (2009) พบวา การเลี้ยงเชือ้ในสภาวะท่ีมีออกซเิจน หรือออกซเิจน
นอยกวารอยละ 1 หรือในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน (Aerobic, microaerobic or anaerobic conditions) 
ไมสงผลตอปริมาณ CLA ท้ังหมด แตจะสงผลตอปริมาณแตละไอโซเมอร โดยท่ีการเลี้ยงในสภาวะท่ี
มีออกซเิจนเล็กนอย และไมมอีอกซเิจนจะมีไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 สูงกวาการเลี้ยงใน
สภาวะท่ีมีออกซเิจนปกติ (รูปที่ 2.10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.9 ปริมาณการผลิต CLA ของ Lactobacillus acidophilus AKU 1137 จากกรดไขมันลิโนเลอิก 

เม่ือใชเซลลจากการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ท่ีไมไดเสริม (ก) และเสริมดวยกรดไขมัน   
ลิโนเลอิกรอยละ 0.1 (ข) 

ที่มา: Ogawa et al. (2001) 

(ข) (ก) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 27  

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.10 ปริมาณการสราง CLA แตละไอโซเมอรของ Lactobacillus acidophilus La-5 เม่ือเลี้ยงใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจน ออกซิเจนเล็กนอย และไมมีออกซิเจน  

ที่มา: Macouzet, Lee, and Robert (2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.11 ปริมาณการผลติ CLA (ก) และปริมาณเซลล (ข) ของ Lactobacillus acidophilus L1 (    ) 

และ Lactobacillus casei sp. casei E5 (    ) ท่ีทดสอบในอาหารเหลว MRS ที่มีกรดไขมัน 
ลิโนเลอกิเขมขน 0.2 มิลลกิรัมตอมลิลิลติร 

ที่มา: Alonso, Cuesta, and Gilliland (2003) 

c9, t11-18:2 

t10, c12-18:2 

t9, t11-18:2 
Aerobic treatment 
Microaerobic treatment 

(ก) (ข) 

(ก) 

(ข) 
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 Alonso, Cuesta, and Gilliland (2003) ทดสอบการผลิต CLA ของแบคทีเรีย Lactobacillus 
acidophilus  และ Lactobacillus casei  ท่ีแยกไดจากลําไสของมนษุย ในอาหารเหลว MRS ท่ีมีกรด
ไขมันลิโนเลอกิเขมขน 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.5 มลิลิกรัมตอมิลลลิิตรที่ระยะเวลาตาง ๆ พบวา ปริมาณ
กรดไขมันลิโนเลอกิท่ีเหมาะสมในการผลิต CLA คือ 0.2 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร ใชเวลาในการบม 24 
ชั่วโมง ซึ่ง Lactobacillus acidophilus L1 สามารถผลติ CLA ไดสูงสุด 131.63 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เมือ่ทดสอบการผลิต CLA ในหางนมเขมขน10 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร พบวา จะไดปริมาณ 
CLA ใกลเคียงกันกับการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS นอกจากนั้นยังมีผลการทดลองยืนยันวาแบคทีเรีย
กรดแล็กติกจะเริ่มผลติ CLA เม่ือเซลลเจริญอยูในระยะทายของการเพิ่มจํานวน (Late log phase) 
จนถึงระยะคงท่ี (Stationary phase) (รูปท่ี 2.11) สอดคลองกับการศกึษาของ Kishino et al. (2002) ผล
ของชนิดของอาหารที่ใชในการเลี้ยงตอปริมาณการสราง CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกยังทดสอบ
โดย Van Nieuwenhove, Oliszewski, González, and Pérez Chaia (2007) ดวยแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ี
ใชในผลิตภัณฑนม พบวาแบคทีเรียท่ีทดสอบทุกสายพันธุจะสราง CLA เมือ่เลี้ยงในน้ํานมกระบือ
ไขมันเต็มไดมากกวาการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ซึ่ง Lactobacillus rhamnose ท่ีมีปริมาณเซลล
เร่ิมตนรอยละ 1 โดยปริมาตรสามารถผลิต CLA ไดสูงที่สดุโดยมีปริมาณการเปลี่ยนรูป (Conversion) 
เทากับรอยละ 95.1 จากกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร เม่ือบมนาน 24 
ชั่วโมง แตจํานวนเซลล และปริมาณการสราง CLA จะลดลงเม่ือเพ่ิมปริมาณกรดไขมนัลโินเลอกิ ซึ่ง
มีความเปนไปไดวากรดไขมันท่ีมากขึ้นจะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
 Lee, Hong, and Oh (2003) ศกึษาการเพ่ิมปริมาณการผลติ CLA จากกรดไขมันลิโนเลอกิโดย
การตรึงเซลล Lactobacillus reuteri ดวยซิลิกาเจล พบวาการตรึงเซลลจะทําใหมีปริมาณการสราง 
CLA มากกวาการใชเซลลอิสระถึง 5.5 เทา ซึ่งในสภาวะท่ีเหมาะสม (เซลล 10 มิลลิกรัมตอกรัมซลิิกา
เจล, คาความเปนกรด-ดาง 10.5, อุณหภูมิบม 55 องศาเซลเซียส, ระยะเวลา 1 ชั่วโมง) เซลลตรึงรูปจะ
สราง CLA ได 175 มิลลิกรัมตอลติร จากกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 500 มิลลกิรัมตอลติรโดยบมใน 
1,3-โพรเพนไดออล (1,3-Propanediol) และบัฟเฟอร ซึ่งสอดคลองกับ Lin, Hung, and Cheng (2005) 
ที่ทดสอบการสราง CLA โดยการใชเซลลตรึงรูปดวยโพลีอะคริลาไมด (Polyacrylamide) และไคโทแซน 
(Chitosan) ของแบคทีเรีย Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus และ Lactobacillus acidophilus 
ซึ่งจะสามารถสราง CLA ไดปริมาณมากกวาเซลลอิสระโดยในสภาวะท่ีเหมาะสม Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus ท่ีตรึงรูปดวยโพลีอะครลิาไมดจะสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 12.28 ไมโครกรัม
ตอมิลลิกรัมกรดไขมันลิโนเลอกิ จากกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 3 มิลลกิรัมตอมลิลิลิตร ซึ่งมี cis-9, 
trans-11-18:2 เปนไอโซเมอรหลัก (6.83ไมโครกรัม) ในขณะท่ีเซลลอสิระผลิตไดเพียง 0.054 
ไมโครกรัมตอมิลลกิรัมกรดไขมันลิโนเลอกิ 
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 มีรายงานเกี่ยวกับการทดสอบการสราง CLA ดวยเอนไซมที่สกัดไดจากแบคทีเรียกรดแล็กติก 
พบวา เอนไซมทีส่กดัไดจาก Lactobacillus acidophilus (CCRC14079) (Lin, Lin, and Wang, 2002) 
และ Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (CCRC14009) (Lin, 2006) สามารถทําปฏกิิริยากับ
กรดไขมันลิโนเลอกิและเกดิโครงสราง CLA ได ซึ่งเอนไซมจาก Lactobacillus acidophilus  สามารถ
ทําใหเกิด CLA มากทีสุ่ด 1700 ไมโครกรัม จากกรดไขมันลิโนเลอิก 50 มิลลิกรัม (34 ไมโครกรัม 
CLA ตอมิลลกิรัมกรดไขมันลิโนเลอกิ) โดยมีไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2, cis-9, trans-11-18:2 
และ trans-10, trans-12-18:2 เปนไอโซเมอรหลกัตามลําดับ ซึ่งมากกวาการผลิตดวยเอนไซมท่ีสกดั
ไดจาก Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii จึงเปนขอมลูท่ีชวยยืนยันไดวาแบคทีเรีย
กรดแล็กติกสามารถผลติเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสได  

การศึกษาเกีย่วกับการผลิต CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงโดยเฉพาะอยางยิ่ง
น้ํามันดอกทานตะวันท่ีมอียูเฉลี่ยรอยละ 79 ดวยแบคทเีรียกรดแล็กติก Kim and Liu (2002) ศึกษา
ปจจัยในการผลิต CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันดวยแบคทีเรยีกรดแลก็ติกในน้ํานมท่ีมีไขมันรอยละ 
25 พบวา ปจจัยในการผลิตประกอบไปดวยสายพนัธุของแบคทีเรยี ปริมาณเซลลเริ่มตน ความเขมขน
ของน้ํามันดอกทานตะวัน และระยะเวลาในการบม ซึ่ง Lactococcus lactis IO-1 แสดงความสามารถ
ในการผลิต CLA ไดสูงท่ีสุด 11 มิลลกิรัมตอมิลลิกรัมไขมัน เม่ือใชน้ํามันดอกทานตะวัน เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระยะเวลาบม 12 ชั่วโมง โดยใชเซลลเริ่มตนอายุ 24 ชั่วโมงปริมาณรอยละ 5 
โดยปริมาตร ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิก 0.1 กรัมตอลิตร ซึ่ง 
Lactococcus lactis IO-1 จะถูกยับยั้งการเจริญเม่ือเลีย้งในอาหารท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน
มากกวา 0.5 กรัมตอลติร Puniya, Chaitanya, Tyagi, and Singh (2008) ศึกษาความสามารถในการ
สราง CLA ของแบคทีเรียกลุม lactobacilli ท่ีแยกไดจากกระเพาะหมักของวัวในอาหารที่เตรียมจาก
หางนม (Skim milk medium) ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขนรอยละ 0.25, 0.5 และ 1.0 พบวา 
Lactobacillus brevis 02 สามารถสราง CLA ไดสูงทีสุ่ด 10.53 มิลลกิรัมตอกรัมไขมัน จากน้ํามันดอก
ทานตะวันเขมขนรอยละ 0.25 ท่ีอุณหภูมิบม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง แตท่ีสภาวะการ
บมเหมือนกนั Lactobacillus casei สามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 11.0 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน จาก
น้ํามันดอกทานตะวันเขมขนรอยละ 1.0 (Puniya, Reddy, Kumar, and Singh, 2009) นอกจากนัน้ยังมี
รายงานการใชน้ํามนัเมลด็อลัฟาลฟา (Alfalfa seed oil) ซึ่งมีกรดไขมันลิโนเลอกิประมาณรอยละ 40 
เปนสารต้ังตนในการผลติ CLA ดวย Lactobacillus acidophilus  1.1854 โดยใชเซลลท่ีผานการลางมา
ทดสอบการผลิต CLA ในน้ํานมไขมันเต็ม พบวาปจจัยท่ีสงผลตอปริมาณการผลิต CLA ประกอบดวย
ปริมาณเซลลแบคทีเรีย (รอยละ 2.5 โดยปริมาตร) ระยะเวลาในการบม (21 ชั่วโมง) ความเขมขนของ
สารต้ังตน (รอยละ 0.05 โดยปริมาตร) คาความเปนกรด-ดาง (pH 6.4) อุณหภูมิท่ีใชในการบม (37 
องศาเซลเซยีส) อายุเซลลท่ีนําไปใชงาน (11 ชั่วโมง) และปริมาณ Alfalfa seed oil ท่ีเติมลงในอาหาร
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เลีย้งเซลลเพ่ือนําไปใชงาน (10 ไมโครลติร) ในสภาวะท่ีเหมาะสมจะมีปริมาณการเปลี่ยนรูปของกรด
ไขมันลิโนเลอกิไปเปน CLA ประมาณรอยละ 50 (Dong and Qi, 2006)  

แตอยางไรกต็ามการผลิต CLA จากกรดไขมนัลิโนเลอกิดวยแบคทีเรียกรดแลก็ตกิจะไดปริมาณ 
นอยเนือ่งจากความเปนพิษของกรดไขมันลิโนเลอกิท่ียับย้ับการเจริญของแบคทีเรีย ดังนัน้จึงมีการ 
ศกึษาการเพ่ิมปริมาณการผลิต CLA โดยพบวาการใชเซลลท่ีผานการลาง (Washed cells) ทําใหเกิด
การสราง CLA ไดสูงกวาการใชเซลลอิสระ โดยเฉพาะอยางยิ่งการใชเซลลท่ีผานการเพาะเลี้ยงใน    
อาหารท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิกปริมาณเล็กนอย ชวยกระตุนการสรางเอนไซมลิโนเลเอท    
ไอโซเมอรเรสได นอกจากนัน้การเพ่ิมการละลายของกรดไขมันลิโนเลอกิในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลวดวย
สารกออิมัลชัน (Emulsifier) เชน ทวีน 80 (Polyoxyethylene sorbitane monooleate, Tween 80®) และ  
อัลบูมนิ (Albumin) ชวยเพ่ิมการสัมผสัของเซลลแบคทีเรียกับสับเสตรทไดมากขึ้น (Ogawa et al., 
2005) 

นอกจากการใชกรดไขมันลิโนเลอิกเปนสารต้ังตน   แบคทีเรียกรดแลก็ติกยังสามารถผลิต
CLA ไดจากกรดไขมนัไรซิโนเลอกิ (Ricinoleic acid, 12-Hydroxy-cis-9-18:1) ซึ่งเปนกรดไขมันท่ีมี
คารบอน 18 อะตอม มีพันธะคูหนึ่งพันธะท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 9 โดยมีรูปทรงแบบ cis และมีหมู 
ไฮดรอกซี (-OH-) หนึ่งหมูที่คารบอนตําแหนงท่ี 12 พบมากในน้ํามันละหุงประมาณรอยละ 88     สาย
พันธุแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีพบวาสามารถสราง CLA ไดสูงจากกรดไขมันชนดินีค้อื Lactobacillus 
plantarum ประกอบดวย 2 ไอโซเมอร คอื cis-9, trans-11-18:2 และ trans-9, trans-11-18:2 ซึ่งเชื่อวา
เกดิจากการทํางานของเอนไซมลโินเลอกิไอโซเมอรเรสทีแ่บคทีเรยีสรางขึ้นเชนเดียวกัน เนือ่งจาก
โครงสรางของกรดไขมันไรซิโนเลอิกคลายกับ 10-Hydroxy-18:1 ซึ่งเปนสาร Intermediate ท่ีเกิดขึ้น
ระหวางการเปลี่ยนกรดไขมันลิโนเลอกิไปเปน CLA จึงมีความเปนไปไดท่ีจะเกิดปฏิกริิยา Dehydration 
ไดเชนกนั (Kishino, Ogawa, Ando, Omura, and Shimizu, 2002) การสราง CLA จากกรดไขมัน       
ไรซิโนเลอิกของแบคทีเรียกรดแล็กติกมกีลไก 2 กลไกหลัก คอื 1) การเปลีย่นรูปจากกรดไขมัน       
ไรซิโนเลอิกไปเปน CLA โดยตรง ดวยปฏกิิริยา Δ11 Dehydration และ 2) การเปลีย่นรูปจากกรด
ไขมนัไรซิโนเลอกิไปเปนกรดไขมนัลโินเลอกิดวยปฏิกริิยา Δ12 Dehydration และเขาสูขัน้ตอนการ
เปลีย่นไปเปน CLA เชนเดิม (Ogawa et al., 2005) ดังแสดงในรูปท่ี 2.12  

จากการศึกษาการสราง CLA จากกรดไขมันไรซิโนเลอกิของ Kishino et al. (2002) พบวา
แบคทีเรยีกรดแลก็ติกจะสราง CLA ไดจากกรดไขมนัไรซิโนเลอกิในรูปอสิระเทานัน้ ไมสามารถสราง
CLA ไดจากกรดไขมันไรซิโนเลอิกในรูปเอสเทอรกับหมูเมทิล และน้ํามันละหุงโดยตรง ซึ่ง 
Lactobacillus plantarum AKU 1009a จะผลิต CLA ไดถึง 412.5 มิลลิกรัมตอกรัมกรดไขมันไรซโินเลอิก 
อิสระ แตผลติไดเพียง 7.5 มิลลิกรัมตอกรัมไรซโินเลอกิเอสเทอร และ 2.5 มิลลกิรัมตอกรัมน้ํามนั
ละหุง เม่ือเติมเอนไซมไลเปสลงไปในระบบเกดิการยอยไดกรดไขมันอสิระทําใหเกิดการสราง CLA 
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ไดถึง 285 มลิลกิรัมตอกรัมน้ํามันละหุง ประกอบดวย  cis-9, trans-11-18:2 ปริมาณ 47.5 มลิลิกรัมตอ
กรัมน้ํามัน และ trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูงถึง 237.5 มิลลกิรัมตอกรัมน้ํามัน นอกจากนั้น 
Lactobacillus plantarum JCM 1551 สามารถผลิต CLA จากน้ํามันละหุงที่มีการเติมเอนไซมไลเปส 
(Lipase M “Amano” 10) ไดสูงถึง 250 มิลลกิรัมตอกรัมน้าํมัน หรือคดิเปนรอยละ 25 ซึ่งจะมีปริมาณ 
cis-9, trans-11-18:2 ประมาณรอยละ 46.67 และ trans-9, trans-11-18:2 รอยละ 53.33 (Ando et al., 
2004) สวนการผลิต CLA จากกรดไขมันไรซโินเลอกิอิสระดวย Lactobacillus plantarum JCM 1551 ท่ี
สภาวะท่ีเหมาะสมจะได CLA สูงท่ีสุด 705.88 มิลลกิรัมตอกรัมกรดไขมนัไรซโินเลอกิ ท่ีระยะเวลาบม 
48 ชั่วโมง หรอืคดิเปนการเปลีย่นรูป (Conversion) รอยละ 70.59 ประกอบดวย cis-9, trans-11-18:2 
รอยละ 33.33 และ trans-9, trans-11-18:2  รอยละ 66.67 (Ando et al., 2003) 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.12 วิถีการสราง CLA จากกรดไขมันไรซิโนเลอิกดวย Lactobacillus plantarum 
              ท่ีมา: Kishino et al. (2002) 
 

แตอยางไรกต็ามการศกึษาการผลติ CLA จากกรดไขมันไรซิโนเลอกิดวยแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
นั้นมีขอดอยคือ มีการผลิตไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูง ซึ่งเปนไอโซเมอรท่ียังไมมี
งานวิจัยยืนยันวามีคุณสมบัติทางชีววิทยาท่ีเปนประโยชนหรือไม แตถอืไดวาเปนกรดไขมันชนดิ
ทรานส (Trans fatty acid) เปนกรดไขมันท่ีมีโทษหากบริโภคในปริมาณสูง เนือ่งจากกรดไขมนั
ชนดิทรานสมผีลในการเพ่ิมระดับ LDL และ ไทรกลเีซอรไรดในเลอืด และมีผลในการลดระดับ HDL 
ในเลือด ซึ่งจะเพ่ิมความเสี่ยงตอการเกิดเปนโรคเกี่ยวกับเสนเลอืดหัวใจ (Coronary heart disease, CHD) 
เนือ่งจากการมี LDL ในเลือดมากเกินไปจะเกิดการจับกบัผนังเสนเลือดเสี่ยงตอการเกดิภาวะหลอด
เลอืดแดงแข็ง และทําใหเกิดโรคเสนเลอืดหัวใจตีบได (Mozaffarian, Katan, Ascherio, Stampfer, and 
Willett, 2006)  
 



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจยั 

 
3.1 แบคทีเรีย 

3.1.1 แบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 17 ไอโซเลท ท่ียังไมไดระบุสายพันธุ แยกไดจากกระเพาะ 
ของปลาน้ําจืดท่ีมีการทดลองเกี่ยวกับการสราง CLA จากหนวยวิจัยเชื้อพันธุจุลินทรียและการใช
ประโยชน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

3.1.2 สายพันธุแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีการทดสอบแลววามีศักยภาพในการสราง CLA จาก 
กรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์ จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR1338 และ 
Lactococcus lactis TISTR1401 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

3.1.3 แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมไลเปส คือ Seratia marcescens จากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา 
ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 2 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

 
3.2 อาหารเล้ียงแบคทีเรีย 
 3.2.1 de Man Rogosa Sharpe (MRS) medium (Lab grade, Himedia Laboratory Pvt. Ltd., 
India) (ภาคผนวก 1.1) 
 3.2.2 Modified MRS medium (ภาคผนวก 1.2) 
 3.2.3 Lipase test agar (Tween 80 agar) (ภาคผนวก 1.3) 
 3.2.4 Modified Lipase test agar สูตร 1 และ 2 (ภาคผนวก 1.4 และ 1.5) 
 
3.3 วัตถุดบิท่ีใชเปนสารตั้งตนในการผลิต CLA 

3.3.1 น้ํามันดอกทานตะวัน (ตราองุน, บริษัท น้ํามันพืชไทย จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย) 
โดยมีสวนประกอบตามฉลากโภชนาการของกรดไขมันลิโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2) เทากับ 9 
กรัมตอ 15 มิลลิลิตร และกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1) เทากับ 4 กรัมตอ 15 มิลลิลิตร 

3.3.2 น้ํามันถั่วเหลือง (ตราองุน, บริษัท น้ํามันพืชไทย จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย) โดยมี
สวนประกอบตามฉลากโภชนาการของกรดไขมันลิโนเลนิก (Linolenic acid, C18:3) เทากับ 1 กรัมตอ 
15 มิลลิลิตร กรดไขมันลิโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2) เทากับ 8 กรัมตอ 15 มิลลิลิตร และกรด
ไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1) เทากับ 3.5 กรัมตอ 15 มิลลิลิตร 
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3.4 การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กตกิท่ีสามารถสราง CLA จากน้าํมนัดอกทานตะวนัและ/หรือน้ํามัน
ถั่วเหลือง  

3.4.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแล็กติกเพือ่ทดสอบความสามารถในการสราง CLA 
 นําแบคทีเรียกรดแล็กตกิจํานวน 17 ไอโซเลท และแบคทเีรียกรดแล็กติก 2 สายพันธุ ไดแก 

Lactobacillus acidophilus TISTR1338 และ Lactococcus lactis TISTR1401 มาเพาะเลีย้งใหไดระยะ
การเจริญของเซลลท่ีเปน Vegetative cell โดยใชอาหารเหลว MRS ในตูบมแบบไรออกซเิจน 
(Anaerobic chamber) (SHEL LAB, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.) อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบสภาพของเชือ้บริสุทธิ์ (Pure culture) ดวยวิธี Streak plate 
บันทึกลักษณะโคโลนี และศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรยี โดยศกึษาลักษณะ รูปราง การเรียง
ตัว และการติดสียอมแบบแกรม (Gram stain) ของเซลลแบคทีเรยี ซึ่งมีขั้นตอนคอื เตรยีมรอย Smear 
ของแบคทีเรียอายุ 18-24 ชั่วโมง ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง MRS บนแผนแกวสไลดท่ีสะอาด ตรึงเซลล
ใหติดแผนแกวดวยความรอน หยดสี Crystal violet ใหทวมรอย Smear เปนเวลา 1 นาที ลางสีออก
ดวยน้ําเบา ๆ หยด Gram٫s iodine ใหทวมรอย Smear เปนเวลา 1 นาที ลางรอย Smear ดวยสารละลาย
แอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95 ประมาณ 5 วินาที ลางดวยน้าํทันที ยอมทับรอย Smear ดวยสี Safranin 
เปนเวลา 1 นาที ลางดวยน้ํา ท้ิงใหแหง ตรวจดูรูปราง โครงสราง การเรยีงตัวของเซลล และการติดสี
ของเซลล ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Light microscope) (Olympus Model BX51TRF, 
Olympus Optical Co., Ltd., Japan) และวัดขนาดเซลลดวยโปรแกรม Image-Pro Plus Version 6.0.0.260: 
1993-2006 (Media Cybernetics, Inc., Japan) จากนัน้เพ่ิมจํานวนของเชือ้บริสทุธิด์วยเทคนคิ Simple 
streak บนอาหารแขง็ MRS และบมเชือ้ใหเจริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบมแบบไรออกซเิจน 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือนําไปใชในขั้นตอนการทดสอบความสามารถในการสราง CLA 

3.4.2 การทดสอบความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
เขี่ยเชือ้บรสิุทธิ์ท่ีไดรับการเพ่ิมจํานวนบนอาหารแข็ง MRS ลงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีกรด

ไขมันลิโนเลอกิบริสุทธิ ์ (Linoleic acid 99%, cis-9, cis-12-octadecadienoic acid (C18:2), Sigma 
Chemical Co., U.S.A.) 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร ซึ่งอยูในรูปอิมัลชัน (กรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย Tween 80® (Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate) 
(ACROS Organics, New Jersey, U.S.A.) เขมขนรอยละ 1 (ภาคผนวก 1.7) เพ่ือเพ่ิมการละลายของ
กรดไขมันลิโนเลอกิในอาหารเหลว บมใหเกิดการเจริญทีอ่ณุหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส ในตูบมแบบไร
ออกซเิจน เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง ตรวจวัดปริมาณเซลลเริ่มตนดวย Spectrophotometer (BIO-RAD, 
SmartSpecTM 3000, U.S.A.) และเติมลงในอาหารเหลว 2 ชนดิ ไดแก อาหารเหลว MRS และอาหาร
เหลวสตูรดัดแปลงจาก MRS (Modified MRS broth) ปริมาตรอาหารเหลว 15 มิลลลิิตร ท่ีมีน้ํามัน
ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร โดยใหมีความเขมขนของเซลล
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เร่ิมตนอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลลิิตร ทําการทดลองสองซ้ํา บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ในตูบมแบบไรออกซเิจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต (Viable cell) เริ่มตน
ดวยเทคนิค Spread plate และหลังจากครบ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีมชีีวิต คาความเปน
กรด-ดาง ปริมาณและไอโซเมอรของ CLA  

3.4.3 การตรวจสอบปริมาณเซลลแบคทีเรียที่มีชีวิตดวยวิธ ีStandard plate count  
นําอาหารเหลวท่ีผานการเลี้ยงเชือ้มาเจือจางแบบ Serial dilution ดวยสารละลาย Butterfield’s 

buffered phosphate diluent (ภาคผนวก 1.6) และใชเทคนคิ Spread plate บนอาหารแข็ง MRS ทําการ
ทดลองสองซ้ํา บมใหแบคทเีรียเจริญท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบมแบบไรออกซเิจนเปนเวลา 
48 ชั่วโมง ตรวจนบัจํานวนโคโลน ี(CFU ตอมลิลิลติร) ของแบคทเีรยีท่ีพบ 

3.4.4 การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง 
ตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเหลวท่ีผานการเลี้ยงเชือ้ ดวยเคร่ืองวัดคาความเปน

กรด-ดาง (pH meter) (MP220, Mettler-Toledo GmbH, CH8603 Schwerzenbach, Switzerland) ท่ีได
ปรับเทียบกับสารละลายบฟัเฟอรมาตรฐานท่ีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.01 และ 7.0 อณุหภูม ิ25-28 
องศาเซลเซยีส 

3.4.5 การตรวจวิเคราะห CLA เชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ 
วิธีการตรวจวิเคราะห CLA เชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ ดัดแปลงจากวิธีของ Alonso, 

Cuesta, and Gilliland (2003), Xu et al. (2008) และ Park et al. (2001) ซึ่งมีขัน้ตอน และรายละเอียด
ดังตอไปนี ้

ก. การเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะห CLA ในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว 
  1. การสกัดไขมัน (Lipid extraction)  
  ดึงอาหารเหลวท่ีผานการเลี้ยงเชื้อ 10 มิลลลิิตร มาปนเหว่ียงแยกเซลลแบคทีเรีย 

ออกดวยเครือ่งปนเหว่ียง (Sorvall Legend Mach 1.6R Centrifuge, Thermo-Scientific, Thermo 
Electron LED GmbH, Germany) ท่ีความเร็วรอบ 10,000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที นําของเหลวสวนใสมาเติม Heptadecanoic acid (Margaric acid, C17:0) (Sigma Chemical Co. 
St. Louis, Mo., U.S.A.) ท่ีละลายในเฮกเซน (Hexane) เขมขน 0.25 มลิลกิรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร เปนสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) จากนั้นเติมไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
ปริมาตร 5 มิลลลิิตร เขยาใหเขากัน สกดัไขมันโดยเติมเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลลิิตร เขยาผสมใหเขา
กันนาน 10 นาที นําสารละลายผสมไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอนาที อณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี ดึงสารละลายอินทรียสวนบนใสลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิติร 
สกดัไขมนัซ้ําอีกครั้งดวยเฮกเซนปริมาตร 3 มิลลลิิตร จากนั้นนําสารละลายอินทรยีท่ีไดมาผสมกนั 
และทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์พรอมปดฝาสนทิ 
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2. การยอยไขมนัใหอยูในรูปกรดไขมันอสิระ (Lipid hydrolysis) 
นําไขมันท่ีสกัดไดมาเติมเฮกเซนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ในเมทานอลเขมขน 1 นอรมาล ปริมาตร 1 มลิลิลติร พนดวยแกส
ไนโตรเจนบริสทุธิพ์รอมปดฝาสนิทเพือ่ปองกันการเกดิปฏกิิริยาออกซเิดชนั เขยาใหสารผสมกนัและ
ปลอยใหเกิดปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

3. การเตรียมกรดไขมันอิสระใหอยูในรูป Fatty acid methyl esters (FAMEs)  
    (Methylation)  
นําสารละลายท่ีไดจากขอ 2 มาเติมสารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดใน      

เมทานอลเขมขนรอยละ 14 (14% Boron trifluoride in Methanol) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Germany) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร พนดวยแกสไนโตรเจน ปดฝาสนิทและเขยาใหสารผสมกัน ปลอยให
เกดิปฏกิิริยาท่ีอณุหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที โดยเขยาทุก ๆ 5 นาที จากนั้นเติมน้ําปริมาตร 1มิลลลิิตร 
และสกัด FAMEs ดวยเฮกเซนปริมาตร 2 มิลลิลติร เขยาอยางแรงจนเปนเนือ้เดียวกนัแลวต้ังท้ิงไวจน
เกดิการแยกชัน้อยางสมบูรณ  ดึงของเหลวใสสวนบนใสหลอดทดลองขนาด 5 มลิลิลติร สกดัซ้ําอกี
คร้ังดวยเฮกเซนปริมาตร 1 มิลลลิิตร นําสารละลายอินทรียท่ีไดมาผสมกัน และทําใหแหงดวยแกส
ไนโตรเจนบริสุทธิ์ เติมผงโซเดียมซัลเฟต (Anhydrous sodium sulphate, Na2SO4) ประมาณ 0.1 กรัม 
พรอมปดฝาสนิท เพือ่กําจัดความชืน้ท่ีเหลอืออก ละลาย FAMEs ดวยเฮกเซนบรสิุทธิ์ปริมาตร 1.00 
มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสชีาขนาด 1.5 มิลลลิิตร ปดฝาสนิท และเก็บรกัษาท่ีอณุหภูมิ -20 
องศาเซลเซยีส รอนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค Gas chromatography  

เนื่องจากการ Methylation โดยใชสารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดใน      
เมทานอลเปนวิธีการท่ีมีงานวิจัยยืนยันวาจะทําใหเกิดการเปลี่ยนไอโซเมอรของ CLA จาก cis, trans 
เปน trans, trans (Kramer et al., 1997) ดังนั้นจึงทดลองใชโซเดียมเมทอกไซด (97% Sodium 
methoxide, CH3NaO, Fluka, Fluka Chemie GmbH CH-9471 Buchs, Germany) ในเมทานอลในการ
ทําปฏิกิริยา Methylation กรดไขมันในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ และ CLA ทางการคา 2 ยี่หอ ไดแก    
ซี แอล เอ แอ็ดวานซ (CLA ADVANCETM) (บริษัท เมกา ไลฟไซแอ็นซ จํากัด, ประเทศไทย) และ     
ฟกเกอร พลัส (Figger Plus) (บริษัท เอฟ.ซี.พี. จํากัด, ประเทศไทย) ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Aldai et 
al. (2005) และ Park et al. (2001) เพ่ือตรวจสอบปริมาณ CLA แตละไอโซเมอรเปรียบเทียบกับการใช
สารละลายโบรอนไทรฟรอูอไรดในเมทานอล ขั้นตอนและรายละเอยีดวิธีการ Methylation และผลการ
พิสูจนดังแสดงในภาคผนวก 3 ซึ่งสรุปไดวาการใชโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลมีขอจํากัดคือไม
สามารถทําปฏิกิริยาทําปฏิกิริยา Methylation กับกรดไขมันท่ีอยูในรูปอิสระได ทําใหไมสามารถ 
ตรวจวัดปริมาณ CLA และกรดไขมันในรูปอิสระท่ีมีในตัวอยางโดยเฉพาะอยางยิ่งสารมาตรฐานภาย 
ใน (Heptadecanoic acid) ซึ่งโครมาโทแกรมของกรดไขมันท่ีสกัดไดจากตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อจาก
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การทํา Methylation ดวยโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลไมแตกตางจากการใชสารละลายโบรอน 
ไทรฟรูออไรดในเมทานอลเขมขนรอยละ 14 ดังนั้นจึงเปนการยืนยันไดวาการยอยไขมันใหอยูในรูป
กรดไขมันอิสระ และทําปฏิกิริยา Methylation ไขมันดวยสารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดในเมทานอล 
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จะไมทําใหเกิดการเปลี่ยนรูปรางไอโซเมอร ของ CLA  

ข. การตรวจวัดเชงิปริมาณ และคณุภาพของ CLA ดวยเทคนคิ Gas chromatography 
นําสารละลายกรดไขมันทีเ่ตรยีมไดมาวิเคราะหหาปรมิาณ และไอโซเมอรของ 

CLA ดวยเครือ่ง Gas chromatograph (CP-3800 Gas chromatograph, VARIAN, Chromatography 
Systems, Middleburg, Netherlands) โดยใชอุปกรณตรวจวัด (Detector) ชนดิ Frame ionization (FID) 
และคอลัมนแบบแคปปลารี (Capillary column) สําหรับแยกกรดไขมนั (CP7420, WCOT Fused 
Silica, CP-Select CB for FAME, 100 m x 0.25 mm, 0.25 µm film thickness, VARIAN, U.S.A.) 
ระบุตําแหนงไอโซเมอรของ CLA โดยเปรียบเทียบระยะเวลาท่ีสารใชในการเคลื่อนทีอ่อกจาก
คอลัมน (Retention time) กบัสารมาตรฐาน CLA (Methylated CLA standard) ประกอบดวย cis-9, 
trans-11-C18:2, trans-10, cis-12-C18:2, cis-9, cis-11-C18:2,  และ trans-9, trans-11-C18:2 (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Mo., U.S.A.) ดังรูปที่ 3.1 และใชสารมาตรฐานภายใน Heptadecanoic acid 
เขมขน 0.25 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตรในเฮกเซน ในการคํานวณปริมาณ CLA แตละไอโซเมอร ซึ่งใช
สภาวะในการวิเคราะห CLA ดังตอไปนี ้

- อุณหภูมิสวนฉีดสาร (Injector temperature) : 240 องศาเซลเซียส 
- อัตราสวนของสารท่ีเขาคอลัมนกับสวนท่ีระบายออก (Split ratio) : 1 ตอ 50 
- อุณหภูมิของคอลัมน (Column temperature) : ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมน 

เร่ิมตนท่ี 70 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพ่ิมอุณหภูมิจนถึง 175 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 20 องศา
เซลเซยีสตอนาที และคงไวนาน 15 นาที จึงเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเปน 215 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศา
เซลเซียสตอนาที และคงไว 12 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเปน 240 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 10 องศา
เซลเซียสตอนาที และคงไว 10 นาที รวมระยะเวลาในการวิเคราะหเทากับ 54.75 นาที 

- อุณหภูมิของอุปกรณตรวจวัด (Detector temperature) : 250 องศาเซลเซยีส  
- แกสพา (Carrier gas) : ฮีเลียม อตัรา 1.0 มิลลลิิตรตอนาที 
- ปริมาตรตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห (Injection volume) : 1 ไมโครลติร 
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รูปท่ี 3.1 โครมาโทแกรมแสดงระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสารมาตรฐาน  CLA (ก), สารมาตรฐาน
ภายใน (C17:0) (ข) และ สารมาตรฐานกรดไขมันลิโนเลอิก (ค) ท่ีตรวจวิเคราะหดวย
คอลัมน CP7420, WCOT Fused Silica, CP-Select CB for FAME 
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3.5 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
นําแบคทเีรียกรดแล็กติกท้ังหมด มาทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสโดยนํา

เชือ้บริสุทธิ์มาเพาะเลี้ยงบนผิวหนาอาหารแข็งทดสอบการสรางเอนไซมไลเปส (Lipase test agar 
หรือ Tween 80 agar) และ อาหารแข็งทดสอบการสรางเอนไซมไลเปสสูตรดัดแปลงสูตร 1 และ 2 
(Modified Lipase test agar) ดวยเทคนคิ Streak plate บมใหแบคทเีรียเกดิการเจริญในตูบมแบบไร
ออกซเิจน อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน ตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซม
ไลเปสโดยสังเกตการเกดิตะกอนขุนขาวรอบโคโลนี (Halo formation) ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหาร 
เนือ่งจากกรดไขมันอิสระท่ีไดจากไขมันถูกยอยดวยเอนไซมไลเปสทีส่รางขึ้นจากแบคทีเรีย จับรวม 
ตัวกับเกลอืแคลเซียม เกิดการตกตะกอนอยูรอบ ๆ โคโลนี เปรียบเทียบความสามารถในการสราง
เอนไซมไลเปสของแบคทีเรยีกรดแลก็ติกกับแบคทีเรีย Seratia marcescens ท่ีสามารถสรางเอนไซม
ไลเปสไดเปนปกติ 
 
3.6 การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีคัดเลอืก 

3.6.1 การศึกษาขนาดหยดน้ํามันในระบบอิมัลชันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
3.6.1.1 การเตรียมน้ํามันใหอยูในรูปอิมลัชันและการวัดขนาดหยดน้ํามัน 
เตรียมน้ํามันใหอยูในรูปอิมลัชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามนั 3 ระดับ โดยใชสารกออิมลัชัน 

(Emulsifier agent) 2 ชนดิไดแกทวีน 80 (Tween 80®) (ACROS Organics, New Jersey, U.S.A.)  
และสแปน 80 (Span 80®) (Sorbitan monooleate) (Sigma -Aldrich Co., St. Louis, MO., U.S.A.) โดย
มีวิธีการเตรียมดังตอไปนี ้

 ก. อิมัลชันท่ีมขีนาดหยดน้ํามันระดับท่ี 1 ประกอบดวย 
 น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลือง 1.0 กรัม 
 Tween 80®      1.0 กรัม 
 น้ํากลั่น      98.0 กรัม 
 ละลาย Tween 80® ดวยน้ํากลั่น ในขวดฝาเกลียว ทําใหปลอดเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ

121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ท้ิงใหอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 50 องศาเซลเซียส เติมน้ํามัน 
แลวเขยาอยางแรงจนเกดิอิมัลชนั เก็บไวท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ข. อิมลัชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามันระดับที่ 2 ประกอบดวย 
 น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลือง 20.0 กรัม 
 Tween 80®      5.04 กรัม 
 Span 80®      3.96 กรัม 
 น้ํากลั่น      71.0 กรัม 
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ชั่งน้ํามัน และสารกออิมัลชนัท้ัง 2 ชนิดใสบีกเกอร นําไปใหความรอนโดยใช
อางน้ําควบคุมอณุหภูมิ ปนกวนดวยแทงแมเหล็กจนของเหลวผสมมีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
จากนั้น เติมน้ําลงของเหลวผสมในอัตรา 1.0 มิลลลิิตรตอนาที โดยคงอุณหภูมิไวท่ี 70 องศาเซลเซยีส 
ตลอดการเติมน้ํากลั่น เก็บอิมัลชันท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซยีส (Liu, Sun, Li, Liu, and Xu, 2006) 

ค. อิมลัชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามันระดับที่ 3 ประกอบดวย 
น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลือง 20.0 กรัม 
Tween 80®      5.04 กรัม 
Span 80®      3.96 กรัม 
น้ํากลั่น      71.0 กรัม 
เตรียมอิมัลชันเชนเดียวกันกับการทําอิมลัชันในขอ 3.5.1.1ข แตเพิ่มปริมาณ

อิมัลชนัเปน 300 กรัม และใชเคร่ืองกวนผสมสาร(Overhead stirrer, RW 20 digital, IKA®-WERKE 
GMBH & CO.KG, Germany) ท่ีความเร็ว 500 รอบตอนาที เมื่อไดอิมลัชันสีขาวขุน นําไปลดขนาด
หยดน้ํามันขณะรอนดวยเคร่ืองลดขนาดอนุภาคเมด็ไขมันระบบสองระดับความดัน (Homogenizer, 
15 MR-8TA, APV Gaulin, INC., U.S.A.) โดยระดับความดันท่ี 1 เทากับ 500 ปอนดตอตารางนิ้ว 
และความดันระดับที่ 2 เทากับ 5,000 ปอนดตอตารางนิ้ว เกบ็อิมัลชนัท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

วัดขนาดหยดน้ํามันตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก Segall and Goff (1999) โดยนํา
ตัวอยางอิมัลชนัมาเจือจางดวยน้ํากลัน่ในอตัราสวนตัวอยางอิมัลชนัตอน้าํกลัน่เทากบั 0.5:100 จากนัน้ 
นําไปวัดขนาดหยดน้ํามันดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาคไขมัน (Laser particle size analyzer, Mastersizer S, 
Malvern Instruments, Ltd., U.K.) ซึ่งจะรายงานผลเปนคาเสนผาศูนยกลางเฉลีย่แบบ d3,2 (Surface- 
weighted mean diameter) 

3.6.1.2 การทดสอบขนาดหยดน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
 ก) การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 เตรียมกลาเชื้อโดยเพาะเลีย้งเชือ้บรสิุทธิ์ (Pure culture) ใหไดระยะการ

เจริญของเซลลในชวง Late log phase ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลลิิตรท่ีเสริมดวยกรด
ไขมันลิโนเลอกิเขมขน 0.1 มลิลิกรมัตอมิลลลิิตร บมใหเกดิการเจริญท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใน
ตูบมแบบไรออกซเิจน เปนเวลา 18 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลเริ่มตนโดยการวัดคาความขุนดวย
เครือ่ง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 571 นาโนเมตร และเทียบหาปริมาณเซลลโดยคํานวณจาก
กราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก 6 รูปท่ี ผ1) เจือจางใหมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 107 เซลลตอมิลลิลติร ดวย
อาหารเหลว Modified MRS  

ข) การทดสอบขนาดหยดน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของ 
แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคัดเลือก 
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เตรียมอาหารเหลว Modified MRS ปลอดเชือ้ คาความเปนกรด-ดาง
เร่ิมตนเทากับ 7.0±0.2 ปริมาตร 50 มิลลลิิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลติร เตรียมอิมัลชนัให
ปลอดเชื้อโดยอิมัลชนัที่มีหยดน้ํามัน 0.83 และ 0.64 ไมโครเมตร กรองผานตัวกรองท่ีมีความละเอียด 
0.45 และ 0.2 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซึ่งจะไมทําใหขนาดหยดน้ํามันเปลี่ยนแปลง เติมอิมัลชัน ท่ีเตรียม
ไดลงในอาหารเหลวโดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร จากนัน้เติมกลา
เชื้อบริสุทธิ์ทีเ่จือจางแลวขางตนปริมาณ (Inoculum size) รอยละ 1 โดยปริมาตร เลี้ยงใหแบคทีเรีย เจริญ
ในตูบมแบบไรออกซเิจน อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้าํ 
ตรวจวัดปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต คาความเปนกรด-ดาง ปริมาณและไอโซเมอรของ CLA ตามวิธีการท่ี
ระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 

3.6.2 การศกึษาความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามันถั่วเหลอืงท่ีเหมาะสมตอการ
สราง CLA  
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ตามวิธีการที่ระบุในขอ 3.6.1.2ก และ

เตรียมอาหารเชนเดียวกันกับที่ระบุในขอ 3.6.1.2ข โดยใชขนาดหยดน้ํามันในระบบอิมัลชันทีเ่หมาะสม 
ตอการสราง CLA เปนวัตถดิุบ และมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 และ 1.2 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมกลาเชื้อปริมาณรอยละ 1 โดยปริมาตร เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในตู
บมแบบไรออกซเิจน และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธกีารท่ีระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 

3.6.3 การศึกษาคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ติกบริสุทธิ์ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.6.1.2ก เตรียม 

อาหารเหลว Modified MRS ปลอดเชือ้ใหมีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6.0±0.2, 6.5±0.2, 
6.8±0.2, 7.0±0.2 และ 7.5±0.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมลัชันท่ี
เหมาะสมตอการสราง CLA โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
จากนั้นเติมกลาเชือ้ปริมาณรอยละ 1 โดยปริมาตร เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในตูบมแบบไรออกซิเจน 
และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธีการทีร่ะบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 

3.6.4 การศึกษาอุณหภูมิบมท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
ทําการเตรียมกลาเชือ้แบคทีเรยีกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ และเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธ ี

การท่ีระบุในขอ 3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมลัชันท่ี
เหมาะสมตอการสราง CLA ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมกลาเชื้อปริมาณรอยละ 1 โดยปริมาตร บมในโถท่ีมีสารดกัจับ
ออกซเิจน (AnaeroGenTM, OXOID Ltd., Basingstock, Hampshire, England) ในตูบมอุณหภูมิ 25, 30, 
35, 37 และ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ 
ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 
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3.6.5 การศึกษาปริมาณกลาเชือ้เริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ และเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ตามวิธกีารท่ี

ระบุในขอ 3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมัลชันทีเ่หมาะสม
ตอการสราง CLA ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลกิรัมตอ
มิลลิลิตรจากนั้นเติมกลาเชือ้ใหมีปริมาณตาง ๆ กัน คือ รอยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยปริมาตร บมให
แบคทเีรยีกรดแลก็ติกเกิดการเจริญทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบมแบบไรออกซเิจน เปนเวลา 
48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธกีารที่ระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 
3.4.5 

 
3.7 ทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกทีอ่ยูในรูปเซลลท่ีถูกตรึง (Immobilized cells) 

ดวยคารราจีแนน 
ตรวจสอบการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ CLA เม่ือเตรียมใหแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคัดเลือกอยูใน

รูปเซลลท่ีถูกตรึงดวย k-carrageenan เร่ิมตนจากเตรียมสารละลาย k-carrageenan เขมขนรอยละ 3.5 
โดยน้ําหนัก สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.4 โมลาร และน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ซึ่ง
ดัดแปลงมาจาก Iborra, Manjón, and Cánovas (1997) พรอมกับเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก 
บริสุทธิ์ และเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการที่ระบุในขอ 3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ ทําการ
ตรึงเซลลโดยอุนสารละลาย k-carrageenan ใหมีอุณหภูมิอยูในชวง 35-37 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลาเชื้อปริมาณท่ีเหมาะสมของแตละสายพันธุลงไปผสมใหเขากัน นําของผสมท่ี
ไดไปหยดลงในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรดปลอดเชือ้ท่ีมีอณุหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส ท่ี
มีการปนกวนตลอดเวลา จะไดเม็ดเจลกลมใส แชไวประมาณ 30 นาที แลวลางสารละลาย
โพแทสเซียมคลอไรดสวนเกินออกจากเม็ดเจลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้ออยางนอย 3 คร้ัง จากนั้นนําเม็ด
เจลที่ไดใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมไว ซึ่งมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร นําไปบมในตูบมอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิต CLA พรอมเขยาดวยความเร็ว 45 รอบตอ
นาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 
3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 

 
3.8 การทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกแบบกลาเช้ือผสม 

ตรวจสอบการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ CLA เม่ือใชกลาเชือ้ผสมเทียบกับการใชเชือ้เด่ียว โดย
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ และเตรียมอาหารเหลวปลอดเชือ้ตามวิธกีารทีร่ะบุในขอ 
3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมลัชันท่ีเหมาะสมตอการสราง 
CLA ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร และเติม
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กลาเชือ้แตละเชือ้โดยใชปริมาณท่ีเหมาะสมในการสราง CLA  ซึ่งพิจารณาจากผลการทดลอง ในขอ 
3.6.5 เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในตูบมแบบไรออกซเิจน อณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 
3.4.5 

 
3.9 ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชดุ (Batch fermentation) ในระดับหองปฏบิัติการ 
 ศกึษาปริมาณการสราง CLA ท่ีระยะเวลาตาง ๆ ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 3 สายพันธุท่ี
แสดงความสามารถในการสราง CLA ไดสูงท่ีสดุในระบบถังหมักแบบเปนชดุขนาด 5 ลิตร โดยมี
ขั้นตอนการเลีย้งเชือ้ดังตอไปนี ้

3.9.1 การเตรียมกลาเชื้อ 
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิท่ีคดัเลอืกอายุ 18-20 ชั่วโมง ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลว 

MRS ที่เสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร ตรวจสอบปริมาณเซลล
เร่ิมตนโดยวัดคาการดูดกลนืแสงท่ี 571 นาโนเมตร และเทียบหาปริมาณเซลลโดยคํานวณจากกราฟ
มาตรฐาน (ภาคผนวก 6 รูปท่ี ผ1) จากนัน้เตรียมกลาเชือ้ใหมีความเขมขนของเซลลประมาณ 106-108 
เซลลตอมิลลลิิตรดวยอาหารเหลว Modified MRS ซึ่งพรอมเติมลงในถังหมัก 

3.9.2 การเล้ียงเช้ือในระบบถังหมัก 
เตรียมอาหารเหลว Modified MRS ปริมาตร 5 ลิตร บรรจุลงในถังหมัก ทําใหระบบ

ทั้งหมดปลอดเชือ้โดยการนึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นตอถังหมักเขากับ
ระบบถังหมกั (Biostat® Bplus, Type 8843414, Sartorious BBI Systems GmbH, Germany) เติมน้ํามนั
ดอกทานตะวันในระบบอิมัลชันปลอดเชื้อคอืกรองผานตัวกรองความละเอยีด 0.2 ไมโครเมตร ซึ่งจะไม
ทําใหขนาดหยดน้ํามนัเปลี่ยนแปลง พรอมกับเติมกลาเชือ้ท่ีเตรียมขางตนในปริมาณท่ีเหมาะสมตอ
การสราง CLA เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในสภาวะปดไมมีการถายเทของอากาศ เพ่ือลดปริมาณ
ออกซเิจนในระบบ กวนอาหารเหลวดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที ต้ังคาอุณหภูมิ และคาความเปน
กรด-ดางท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของเชื้อท่ีคัดเลือกตลอดการเลี้ยงเชือ้เปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย
ใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) และสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 1 โมลาร 
ปลอดเชื้อในการปรับคาความเปนกรด-ดาง ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีมชีีวิต ปริมาณและชนิดไอโซเมอร
ของ CLA ในแตละชวงเวลาตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.4.3 และ 3.4.5 
 
3.10 การวิเคราะหทางสถิติ 
 วิเคราะหผลทางสถิติโดยใช ANOVA และหาความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรม SPSS version 13 (SPSS Inc., Illinois, U.S.A.) 
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3.11 สถานท่ีทําการทดลองและเกบ็ขอมูล 
 หองปฏิบัติการเคมีอาหาร ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 3 หนวยวิจัยเชื้อพันธุ   
จุลินทรียและการใชประโยชน และหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี 2 และฝายวิเคราะหดวยเครื่องมือ ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 1 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและวจิารณผล 

 
4.1 การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลก็ตกิทีส่ามารถสราง CLA จากน้ํามนัดอกทานตะวนัและ/

หรือนํ้ามนัถัว่เหลอืง  
   แบคทีเรยีกรดแลก็ติกจํานวน 17 ไอโซเลท แยกไดจากกระเพาะปลาน้าํจืดท่ีมีการศกึษาเกีย่วกับ 
การสราง CLA ในเนื้อปลา และแบคทีเรียกรดแล็กติก 2 สายพันธุ คือ Lactobacillus acidophilus 
TISTR1338 และ Lactococcus lactis TISTR1401 ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดมีการทดสอบแลววามี
ศักยภาพในการสราง CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์ ถูกนํามาทดสอบความสามารถในการ
สราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามันถัว่เหลืองท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกอยูประมาณ 0.65 และ 
0.58 มิลลิกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ ซึ่งคํานวณจากปริมาณท่ีระบุในฉลากโภชนาการ และการ
หาความหนาแนนของน้ํามันทั้งสองชนิดโดยมีคาเทากับ 0.916 กรัมตอมิลลิลิตร เพื่อคัดเลือก
แบคทีเรียที่สราง CLA ไดสูงโดยสรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 เปนหลัก 
นําแบคทเีรียท้ังหมดมาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว MRS ตรวจสอบสภาพของเชื้อบริสุทธิ์ (Pure culture) 
ดวยวิธี Streak plate บนอาหารแข็ง MRS และศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรีย รูปที่ 4.1 แสดง
ตัวอยาง ลักษณะโคโลนีของเชื้อบริสุทธิ์ และตารางท่ี 4.1 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล
แบคทีเรียที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ โดยมีแบคทีเรียแกรมบวกท้ังรูปรางกลม รูปไข (Ovoid) และแทง 
และมีการจัดเรียงตัวท้ังแบบเซลลเด่ียว เปนคู และสายสั้น ๆ  

การทดสอบความสามารถในการสราง CLA เริ่มจากนําเชื้อบริสุทธิ์มาเลี้ยงในอาหารเหลว 
MRS ท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพ่ือกระตุนใหเกิดการสราง
เอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส จนมีอายุของเซลลอยูในชวง Late log phase ประมาณ 18-20 ชั่วโมง 
ซึ่งเปนระยะการเจริญที่งานวิจัยที่ผานมาระบุวาเปนชวงท่ีมีการสราง CLA เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว (Alonso, 
Cuesta, and Gilliland, 2003) นําแบคทีเรียที่เลี้ยงไดเติมลงในอาหารเหลวทดสอบ 2 ชนิด ไดแก 
อาหารเหลว MRS (ภาคผนวก 1.1) และ อาหารเหลว Modified MRS (ภาคผนวก 1.2) เพื่อ
เปรียบเทียบปริมาณการสราง CLA ในอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ กับอาหารท่ีมีสารอาหารอยาง
จํากัด โดยในอาหารท้ังสองชนิดจะมีน้ํามันดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัม ตอ
มิลลิลิตร ซึ่งน้ํามันท่ีเติมลงไปนั้นจะอยูในรูปอิมัลชนัโดยใชทวีน 80  (Tween 80®) เขมขนรอยละ 1 เปน
สารกออิมัลชนัเพ่ือใหน้ํามันละลายในอาหารเหลวสัมผสักบัเซลลแบคทีเรียไดมากขึ้น ผลการทดสอบ
ความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียในอาหารเหลว MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน และ
น้ํามันถั่วเหลืองเปนองคประกอบแสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ พบวาแบคทีเรียท่ีเลี้ยงใน
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อาหารเหลวทดสอบ MRS จะเจริญเพ่ิมจํานวนไดมาก โดยพิจารณาจากจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต และคา
ความเปนกรด-ดางท่ีลดลงมากหลังบมครบ 48 ชั่วโมง แตมีการสราง CLA ในปริมาณท่ีตํ่า และมี
แบคทีเรียหลายไอโซเลทท่ีไมสราง CLA ซึ่งแตกตางจากการเลี้ยงในอาหารเหลวทดสอบ Modified 
MRS อยางชัดเจนดังตารางท่ี 4.4 และ 4.5  โดยพบวาแบคทีเรียมีการเจริญนอยกวา แตตรวจพบการสราง 
CLA ในปริมาณที่มากกวาและตรวจพบทุกไอโซเลท ท้ังการใชน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลือง
เปนสารตั้งตน ยกเวนไอโซเลท T15 ท่ีไมสราง CLA จากน้ํามันถั่วเหลือง นอกจากนั้นมีแบคทีเรีย
หลายไอโซเลทที่สรางไดเฉพาะไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 เชน BA17, N25-2, N38, P32-1, 
P32-2 และ P32-3 เปนตน จากผลการทดลองนี้จึงกลาวไดวาแบคทีเรียกรดแล็กติกตางสายพันธุจะมี
ความสามารถในการสราง CLA ทั้งปริมาณ และชนิดแตกตางกัน พรอมกันนั้นองคประกอบของ
อาหารมีผลอยางยิง่ตอปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีทดสอบ คือการเลี้ยงเชื้อ ใน
อาหาร MRS ซึ่งเปนอาหารท่ีมีสารอาหารครบถวนสมบูรณ เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกรด
แล็กติกทําใหมีการเจริญของเซลลในปริมาณมาก แตไมไดสงผลใหมีการสราง CLA มากขึ้น 
แตกตางจากการเลี้ยงในอาหารเหลวทดสอบ Modified MRS ท่ีถูกลดปริมาณแหลงคารบอน และ
ไนโตรเจน โดยจะไมมีน้ําตาล และสารสกัดจากเนื้อวัว (Beef extract) เปนองคประกอบ ทําใหเชื้อมี
การเจริญนอยกวาเม่ือเทียบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS แตกลับมีการสราง CLA ไดมากขึ้น 
ดังนั้นในกรณนีี้ปรมิาณการเจริญของเชือ้ไมมีผลตอปริมาณการสราง CLA แตการเลี้ยงเชือ้ในสภาวะ ท่ี
มีสารอาหารอยางจํากัด รวมกับความเปนพิษตอเซลลของกรดไขมันลิโนเลอกิ อาจเปนปจจัยสําคัญใน
การกระตุนใหเชื้อเกิดการสรางเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสมากขึ้น เพ่ือลดความเปนพิษให 
เซลลสามารถอยูรอดได จึงเปนผลใหมีการสราง CLA ไดมากขึ้น ซึ่งแบคทีเรียท่ีสามารถสราง CLA 
ไดสูงทั้งจากน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลอืงเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว Modified MRS ไดแก 
สายพันธุ Lactococcus lactis TISTR1401 และ Lactobacillus acidophilus TISTR1338 ไอโซเลท 
N25-7 และ N25-19 แตเนื่องจากในงานวิจัยนี้สนใจ และตองการแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
CLA ไอโซเมอรท่ีมีคุณสมบัติชีววิทยาท่ีเปนประโยชนสูงไดแกไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trnas-10, cis-12-18:2 และสรางไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณตํ่า ซึ่ง Lactobacillus 
acidophilus TISTR1338 นั้นสรางไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูง ดังนั้นแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการสราง CLA และคัดเลือกเพ่ือนําไปทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสราง CLA คือ 
Lactococcus lactis TISTR1401, N25-7 และ N25-19 โดยใชอาหารเหลว Modified MRS เปนอาหาร
เลี้ยงเชื้อสําหรับทดสอบ 
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ชื่อไฟลรูปที่ 4_1 
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ชื่อไฟลรูปที่ 4_1ตอ1 
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ชื่อไฟลรูปที่ 4_1ตอ2 
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ตารางท่ี 4.1 สัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาทดสอบการสราง CLA เจริญบน
อาหารแข็ง MRS อายุ 24 ชั่วโมง 

Isolate code Cell morphologya 

Shape Size (µm)b Arrangement 
BA17 Rod 0.37-0.41x0.90-1.03 Single 
N25-2 Rod 0.32-0.37x0.58-0.63 In pairs 
N25-3 Rod 0.37-0.41x0.82-0.91 In pairs 
N25-5 Ovoid 0.32-0.41x0.38-0.52 In pairs 
N25-7 Coccus or Ovoid 0.26-0.32x0.33-0.39 In pairs or short chains 
N25-9 Rod 0.39-0.54x1.20-1.32 Single 
N25-19 Coccus or Ovoid 0.39-0.41x0.45-0.54 In pairs 
N25-20 Rod 0.32x0.57-0.65 In pairs 
N25-21 Ovoid 0.32x0.35-0.45 In pairs 

N38 Rod 0.57-0.63x1.30-1.53 Single 
P32-1 Rod 0.32-0.45x0.86-1.29 In pairs 
P32-2 Rod 0.40-0.50x1.14-1.30 Single 
P32-3 Rod 0.41-0.53x1.09-1.46 Single 
P47 Rod 0.40-0.51x1.28-1.44 Single 
T5 Coccus 0.70-0.80 In pairs 
T11 Coccus or Ovoid 0.45-0.52x0.52-0.58 In pairs 
T15 Ovoid 0.29-0.33x0.37-0.46 In pairs 

TISTR1338 Rod 0.32-0.41x1.65-1.80 Single or in pairs 
TISTR1401 Coccus or Ovoid 0.40-0.45 In pairs 

หมายเหตุ  a ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา 
                             b ตรวจสอบดวยโปรแกรม Image-Pro Plus Version 6.0.0.260: 1993-2006 (Media Cybernetics,  

Inc., Japan) 
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ตารางท่ี 4.2 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีนํามาทดสอบในอาหารเหลว MRS ท่ีมี
น้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลิลิตร 

Isolate code 
Bacterial count 

(logCFU/ml) pH 
48 h 

CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA 

(µg/mg oil) 
Conversion 

(%) 
0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 

BA17 7.38 9.54 4.70 - - - - - 
N25-2 7.59 9.28 4.46 1.37 1.94 3.23 6.54 0.65 
N25-3 8.18 10.04 4.11 - - - - - 
N25-5 8.04 9.34 4.58 - - - - - 
N25-7 7.00 9.89 4.59 - - - - - 
N25-9 6.58 9.32 4.68 - 5.77 - 5.77 0.58 
N25-19 7.59 9.85 4.44 - - - - - 
N25-20 7.41 9.48 4.45 - - - - - 
N25-21 7.64 9.15 4.57 - - 1.62 1.62 0.16 
N38 7.51 7.00 4.66 - - - - - 
P32-1 7.04 7.00 4.63 - 8.24 3.23 11.47 1.15 
P32-2 6.81 7.00 4.62 - - 2.46 2.46 0.25 
P32-3 7.23 8.26 4.63 - - - - - 
P47 4.00 8.62 4.61 - 3.15 2.59 5.74 0.57 
T5 7.15 8.97 4.36 - - - - - 
T11 7.20 8.91 4.70 - - - - - 
T15 7.46 8.99 4.42 - - 6.90 6.90 0.69 
TISTR1338 8.30 10.04 4.11 - - - - - 
TISTR1401 6.98 9.92 4.16 - - - - - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
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ตารางท่ี 4.3 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาทดสอบในอาหารเหลว MRS ท่ีมี
น้ํามันถั่วเหลอืงเขมขน 0.1 มลิลกิรัมตอมิลลลิิตร  

Isolate code 
Bacterial count 

(logCFU/ml) pH 
48 h 

CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA 

(µg/mg oil) 
Conversion 

(%) 
0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 

BA17 7.40 9.15 4.68 - 3.69 - 3.69 0.37 
N25-2 7.36 9.62 4.46 - - 0.56 0.56 0.06 
N25-3 7.45 9.70 4.12 - - - - - 
N25-5 7.20 9.00 4.58 - - - - - 
N25-7 7.08 10.04 4.59 - - - - - 
N25-9 5.00 8.36 4.68 - - - - - 
N25-19 7.75 9.70 4.44 - - - - - 
N25-20 7.04 9.43 4.46 - 0.78 0.50 1.28 0.13 
N25-21 7.32 9.18 4.60 - - - - - 
N38 7.62 8.11 4.67 - - 1.26 1.26 0.13 
P32-1 6.90 7.60 4.64 - - - - - 
P32-2 6.93 7.95 4.64 - 0.70 1.02 1.71 0.17 
P32-3 7.23 8.36 4.63 - - - - - 
P47 5.41 7.65 4.62 - 1.04 0.62 1.66 0.17 
T5 7.04 8.90 4.36 - - 8.28 8.28 0.83 
T11 7.08 10.95 4.63 - 0.34 - 0.34 0.03 
T15 7.70 9.15 4.43 - - - - - 
TISTR1338 8.28 10.18 4.12 - - - - - 
TISTR1401 6.79 9.90 4.16 - - - - - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
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ตารางท่ี 4.4 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทเีรียกรดแล็กติกท่ีนํามาทดสอบในอาหารเหลว Modified 
MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลิลติร 

Isolate code 
Bacterial count 

(logCFU/ml) pH 
48 h 

CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA 

(µg/mg oil) 
Conversion 

(%) 
0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 

BA17 7.15 7.23 6.77 - - 15.04 15.04 1.50 
N25-2 7.48 8.15 6.60 - - 0.78 0.78 0.08 
N25-3 7.00 7.63 6.81 0.88 0.69 2.09 3.66 0.37 
N25-5 7.54 7.98 6.62 4.12 4.66 10.49 19.27 1.93 
N25-7 7.36 8.04 6.77 8.32 8.83 25.06 42.22 4.22 
N25-9 4.00 5.00 6.81 - - 4.92 4.92 0.49 
N25-19 7.64 8.69 6.65 9.57 8.87 22.30 40.74 4.07 
N25-20 7.65 8.32 6.64 3.65 4.79 9.87 18.31 1.83 
N25-21 7.56 8.26 6.57 4.75 7.12 14.93 26.79 2.68 
N38 7.53 6.82 6.59 - - 9.46 9.46 0.95 
P32-1 6.75 6.49 6.75 - - 12.17 12.17 1.22 
P32-2 7.18 6.92 6.72 - - 15.79 15.79 1.58 
P32-3 7.30 6.83 6.71 - - 16.07 16.07 1.61 
P47 5.58 5.65 6.82 - - 7.82 7.82 0.78 
T5 7.20 8.72 6.56 - - 9.95 9.95 1.00 
T11 7.04 8.20 6.49 1.70 2.39 5.74 9.83 0.98 
T15 7.48 8.72 6.91 2.00 2.06 3.85 7.91 0.79 
TISTR1338 5.54 9.49 6.73 5.28 7.80 28.00 41.08 4.11 
TISTR1401 7.15 8.23 6.75 16.85 16.47 33.75 67.07 6.71 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแลก็ติกท่ีนํามาทดสอบในอาหารเหลว Modified 
MRS ท่ีมีน้ํามันถั่วเหลอืงเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลิลติร 

Isolate code 
Bacterial count 

(logCFU/ml) pH 
48 h 

CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA 

(µg/mg oil) 
Conversion 

(%) 
0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 

BA17 7.49 7.70 6.79 - - 4.81 4.81 0.48 
N25-2 6.50 8.08 6.66 - - 8.42 8.42 0.84 
N25-3 6.78 7.86 6.78 - - 0.80 0.80 0.08 
N25-5 6.89 8.00 6.61 5.26 5.94 11.77 22.97 2.30 
N25-7 7.40 8.34 6.81 9.53 10.16 23.47 43.16 4.32 
N25-9 6.59 6.04 6.72 - - 4.48 4.48 0.45 
N25-19 7.79 8.74 6.64 10.72 7.28 24.64 42.63 4.26 
N25-20 7.95 8.61 6.65 2.27 2.30 9.73 14.30 1.43 
N25-21 7.58 8.73 6.66 2.51 - 6.77 9.28 0.93 
N38 7.56 6.97 6.60 - - 8.28 8.28 0.83 
P32-1 7.08 6.54 6.74 1.39 3.23 10.43 15.05 1.51 
P32-2 6.80 6.75 6.71 - - 8.68 8.68 0.87 
P32-3 7.15 7.18 6.75 - - 15.80 15.80 1.58 
P47 5.60 5.81 6.84 - - 9.98 9.98 1.0 
T5 7.08 8.41 6.53 - 8.99 4.16 13.15 1.32 
T11 7.11 7.65 6.53 - - 1.44 1.44 0.14 
T15 7.51 8.30 6.93 - - - - - 
TISTR1338 5.81 9.30 6.71 6.53 - 28.64 35.17 3.52 
TISTR1401 7.18 8.15 6.76 14.35 17.91 33.15 65.41 6.54 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 54 

4.2 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรยีกรดแล็กตกิ 
ทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติก เพ่ือตรวจสอบ 

ถึงความสัมพันธระหวางความสามารถในการสราง CLA จากน้ํามันกับความสามารถในการสราง
เอนไซมไลเปส เนื่องจากมีรายงานระบุวาแบคทีเรียกรดแล็กติกจะไมสามารถสราง CLA ไดจากกรด
ไขมันลิโนเลอิกในรูปเอสเทอรหรือไทรกลีเซอรไรดได (Ogawa et al., 2001) แตจากผลการทดลอง
ในขอ 4.1 พบวามีแบคทีเรียกรดแล็กติกหลายสายพันธุสามารถสราง CLA ไดท้ังจากน้ํามันดอก
ทานตะวัน และน้าํมันถัว่เหลอืง ซึ่งมีกรดไขมันลโินเลอิกอยูในรูปเอสเทอรกับกลีเซอรอล เม่ือเลี้ยงใน
อาหารเหลว Modified MRS จึงมีความเปนไปไดที่แบคทีเรียกรดแล็กติกจะสรางเอนไซมไลเปสขึ้นมา
เพ่ือยอยไขมันใหเปนกรดไขมันอิสระ และนําไปใชเปนแหลงคารบอนแทนน้ําตาลกลูโคส ซึ่ง
กระบวนการดังกลาวจะทําใหไดกรดไขมันลิโนเลอิกอิสระมากขึ้น สงผลใหเกิดการสราง CLA ไดสูง 
ดังนั้นจึงทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติก ดวยอาหารแข็ง
สําหรับทดสอบการสรางไลเปส (Lipase test agar or Tween 80 agar) (Atlas, 2004) องคประกอบของ
อาหาร คือ เพปโทน, โซเดียมคลอไรด, แคลเซียมคลอไรด และทวีน 80 ซึ่งคาดวาแบคทีเรียกรดแล็กติก
จะไมสามารถเจริญบนอาหารที่มีสารอาหารไมสมบูรณ จึงทดลองปรับสูตรอาหารโดยคงองค 
ประกอบหลักท่ีเกี่ยวของกับการทดสอบ และเพ่ิมสารอาหารอื่น ๆ ซึ่งอางอิงจาก Kim et al. (2007) 
และ El-Sawah, Sherief, and Bayoumy (1995) เพ่ือใหแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถเจริญไดโดยท่ีไม
มีน้ําตาล และใหแบคทีเรียเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมาจากทวีน 80 เทานั้น เปรียบเทียบลักษณะ
ผลบวกกับแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมไลเปสไดเปนปกติ คือ Serratia marcescens ดังรูปท่ี 4.2ก 
คือ มีตะกอนขุนขาวรอบโคโลนี (Halo formation) ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหาร เนื่องจากกรดไขมัน
อิสระท่ีไดจากไขมัน คือ ทวีน 80 ถูกยอยดวยเอนไซมไลเปสท่ีสรางขึ้นจากแบคทีเรียจับรวมตัวกับ
เกลือแคลเซียมเกิดการตกตะกอนอยูรอบ ๆ โคโลนี  

จากการเลี้ยงแบคทีเรียกรดแล็กติกบนอาหารทดสอบพบวาจะตองเลี้ยงเปนเวลาถึง 15 วัน 
จึงจะพบตะกอนขุนขาวรอบโคโลนี ดังรูปท่ี 4.2ข, ค และ ง ซึ่งมีปริมาณตะกอนขุนขาวคอนขางนอย
เมื่อเทียบกับ Serratia marcescens เนื่องจากธรรมชาติของแบคทีเรียกรดแล็กติกจะมีการสราง
เอนไซมไลเปสไดคอนขางนอย เม่ือเทียบกับแบคทีเรียกลุมอื่น ๆ เชน Pseudomonas, Bacillus และ 
Achromobacter เปนตน (Medina, Katz, González, and Oliver, 2004) จากแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ี
ทดสอบทั้งหมดพบเพียง 10 ไอโซเลทท่ีสามารถสรางเอนไซมไลเปสได (ตารางท่ี 4.6) ซึ่งการใช
อาหาร Lipase test agar เพียงอาหารเดียวก็สามารถทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปส
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไดไมจําเปนตองเพิ่มสารอาหารอื่น ๆ และเม่ือเชื่อมโยงถึงความสามารถใน
การสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีศักยภาพ ไดแก TISTR1401, N25-7 และ N25-19 พบวา 
แบคทีเรีย TISTR1401 ไมสรางเอนไซมไลเปส แตสามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุด แตแบคทีเรีย N25-7 
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และ N25-19 ที่สรางเอนไซมไลเปสไดนั้นกลับสราง CLA ไดปริมาณนอยกวา ดังนั้นจึงสรุปไดวาการ
สรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติกไมเกี่ยวของกับปริมาณการสราง CLA เนื่องจากมีความ
เปนไปไดวาในชวงเวลาการทดสอบการสราง CLA ท่ีบมเพียง 48 ชั่วโมงนั้น แบคทีเรียท่ีทดสอบยัง
ไมมีการสรางเอนไซมไลเปส ดังนั้นการสราง CLA จากน้ํามันพืชจึงนาจะขึ้นอยูกับความสามารถของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกเอง 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.2 ลักษณะการตกตะกอนของเกลอืกรดไขมันรอบโคโลนีของแบคทีเรีย Serratia marcescens      
ท่ีเปนผลบวก (ก) และแบคทีเรียกรดแลก็ตกิไอโซเลท N25-7 ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหารแข็ง 
Lipase test (ข), อาหารแข็ง Modified lipase test 1 (ค) และอาหารแข็ง Modified lipase test 2 
(ง) บมท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรออกซเิจน เปนเวลา 15 วัน 

 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ตารางท่ี 4.6 ผลการทดสอบการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาทดสอบบน
อาหารแข็งสําหรับทดสอบการสรางเอนไซมไลเปส และอาหารสูตรดัดแปลง 

Isolate code Lipase test medium Modified lipase test 
medium 1 

Modified lipase test  
medium 2 

BA17 - - 0 

N25-2 ++ + ++ 
N25-3 + 0 0 
N25-5 ++ ++ ++ 
N25-7 ++ + ++ 
N25-9 - - - 
N25-19 + 0 + 
N25-20 ++ 0 + 
N25-21 ++ ++ + 
N38 0 0 0 
P32-1 - - - 
P32-2 - - - 
P32-3 - - - 
P47 - - - 
T5 + + + 
T11 + - 0 
T15 ++ ++ ++ 
TISTR1338 0 0 0 
TISTR1401 0 - 0 

หมายเหตุ -  หมายถึง ไมมีโคโลนเีจริญบนผิวหนาอาหาร 
 0 หมายถึง เจริญบนผิวหนาอาหารแตไมมีตะกอนขุนขาวรอบโคโลน ี
 + หมายถึง เจริญบนผิวหนาอาหารและมีตะกอนขุนขาวรอบโคโลนเีลก็นอย 
 ++ หมายถึง เจริญบนผิวหนาอาหารและมีตะกอนขุนขาวรอบโคโลนีเดนชัด 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 57 

4.3 การตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแล็กติกท่ีคัดเลือก 
ตรวจสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคัดเลือก คือ 

TISTR1401, N25-7 และ N25-19 ในอาหารเหลว Modified MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวด 
รูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน (Inoculum size) รอยละ 1 บมในสภาวะไมมี
ออกซิเจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยตรวจสอบขนาดหยดน้ํามัน, ความเขมขนของน้ํามัน, ความเปนกรด-  
ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตน, อุณหภูมิบม และปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 

4.3.1 การศึกษาขนาดหยดน้ํามันในระบบอิมัลชันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
อิมัลชันท่ีใชในการทดสอบการสราง CLA เปนอิมัลชันแบบน้ํามันในน้ํา (O/W) โดยมีน้ํา

เปนวัฏภาคภายนอกหรือเฟสตอเนื่อง (External or continuous phase) และน้ํามันเปนวัฏภาคภายใน หรือ
เฟสกระจาย (Internal or dispersed phase) ซึ่งระบบอิมัลชันนี้จะละลายไดดีในน้ํา จากการทดลอง 
เตรียมอิมัลชันใหมีหยดน้ํามันขนาดเล็กกวา 1 ไมโครเมตรโดยใชทวีน 80 (Polyoxyethylene (20) 
sorbitan monooleate) เปนสารกออิมัลชัน (Emulsifier agent) นั้นไมสามารถทําได เนื่องจากจะเกิด
การแยกชั้นระหวางน้ํากับน้ํามันอยางรวดเร็วทําใหไมสามารถลดขนาดหยดน้ํามันได การลดขนาด
หยดน้ํามันใหมีขนาดเล็กลงจะตองใชสารกออิมัลชันในปริมาณสูง เพ่ือเพ่ิมความแข็งแรงกับฟลมท่ี
ลอมรอบเม็ดไขมัน ปองกันการกลับมารวมตัวกันของเม็ดไขมัน จึงไดทดลองเตรียมอิมัลชันตามวิธี
ของ Liu et al. (2006) โดยการใชสารกออิมัลชันผสมระหวางทวีน 80 และสแปน 80 (Sorbitan 
monooleate) ซึ่งเปนสารกออมัิลชันประเภทไมมีประจุ นิยมใชในอิมัลชันแบบน้ํามันในน้ํา ซึ่งชวยให
อิมัลชันมีความคงตัวสูง และเตรียมดวยวิธี Emulsion inversion point (EIP) โดยมีหลักการคือ การ
เปลี่ยนแปลงสดัสวนของน้ําหรือน้ํามันในระบบจะทําใหเกิดการกลับวัฏภาค ทําใหไดวัฏภาคภายในท่ี
มีขนาดเล็ก ซึ่งจากการทดลองเตรียมอิมัลชันดวยวิธีดังกลาว พบวา การเตรียมอิมัลชันที่น้ํามันดอก
ทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองรอยละ 10 โดยน้ําหนัก เปนวัฏภาคภายในใหมีความคงตัวจะตองใช
สารกออิมัลชันผสมใหมีคาสัดสวนการชอบน้ําตอน้ํามัน (Hydrophilic lipophilic balance, HLB) เทากับ 
10.3 โดยเกิดจากการผสมระหวางทวีน 80 และ สแปน 80 ซึ่งมีคา HLB 15.0 และ 4.3 ตามลําดับ 
ปริมาณสารกออิมัลชันรวมรอยละ 9 โดยน้ําหนัก และเตรียมท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จะได
อิมัลชันสีขาวขุน มีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 0.83 ไมโครเมตร จะคงตัวไมเกิน 2 สัปดาหท่ีอุณหภูมิ 
หอง และเม่ือลดขนาดโดยใชเครื่องลดขนาดอนภุาคเม็ดไขมันระบบสองระดับความดัน (Homogenizer, 
15 MR-8TA, APV Gaulin, INC., U.S.A.) โดยระดับความดันท่ี 1 เทากับ 500 ปอนดตอตารางนิ้ว 
และความดันระดับที่ 2 เทากับ 5,000 ปอนดตอตารางนิ้ว จะไดอิมัลชันสีขาวขุน และมีขนาดหยด
น้ํามันเทากับ 0.64 ไมโครเมตร มีความคงตัวไมนอยกวา 1 เดือน อิมัลชันท่ีไดจากการเตรียมโดยใช
ทวีน 80 เปนสารกออิมัลชันชนิดเดียว และการใชสารกออิมัลชันผสมมีลักษณะดังรูปท่ี 4.3 และมี
ขนาดหยดน้าํมันดังแสดงในตารางท่ี 4.7 รูปท่ี 4.4 แสดงการกระจายของขนาดหยดน้ํามันของอิมัลชัน 
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ที่เตรียมได ซึ่งแสดงใหเห็นวาอิมัลชนัท่ีเตรียมจากสารกออิมัลชันผสม และผานการลดขนาดจะมีการ
กระจายของขนาดหยดน้ํามันในชวงแคบ ๆ จึงเปนผลใหอิมัลชันดังกลาวมีความคงตัว และละลายน้ํา
ไดดี  

จากนั้นนําอิมัลชนัท่ีมีขนาดหยดน้ํามันตาง ๆ มาเปนสารต้ังตนในการสราง CLA ของ
แบคทเีรยีท่ีคัดเลอืกเพ่ือทดสอบผลของขนาดหยดน้ํามันตอปริมาณการสราง CLA ซึ่งตั้งสมมตฐิานวา
ขนาดหยดน้ํามันท่ีเล็กลงจะทําใหน้ํามันละลาย และกระจายไดดีในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว เกิดการ
สัมผัสกับเซลลท่ีมีเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสไดมากขึ้น ชวยเพิ่มปริมาณการสราง CLA เตรียม
อิมัลชนัใหปลอดเชือ้โดยอิมัลชันท่ีมีหยดน้ํามัน 0.83 และ 0.64ไมโครเมตร จะกรองผานตัวกรองท่ีมี
ความละเอียด 0.45 และ 0.2 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซึ่งขนาดหยดน้ํามันจะไมมีการเปลี่ยนแปลงหลัง
ผานการกรอง ผลการทดลองพบวา ขนาดหยดน้าํมันไมมผีลตอปริมาณการสราง CLA ทางสถิติ แตมี
แนวโนมท่ีเพ่ิมขึ้นเม่ือขนาดหยดน้ํามนัเลก็ลงท้ังในน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามนัถั่วเหลอืง ดัง
แสดงในตารางท่ี 4.8 และ 4.9 นอกจากนั้นปริมาณสารกออิมลัชันท่ีมากขึ้นไมสงผลในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทเีรีย ดังนัน้จากผลของการสราง CLA ผลของความคงตัวของอิมลัชัน และการละลาย
น้ําไดดี จึงเลอืกใชอิมลัชันขนาด 0.64 ไมโครเมตร เปนสารต้ังตนสําหรับการทดสอบปจจัยอื่น ๆ ท่ีมี
ผลตอปริมาณการสราง CLA 
 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.3 ลักษณะอิมัลชันท่ีเตรียมได (ก) คือ อิมัลชันที่มีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 9.44 และ 10.13 
ไมโครเมตร, (ข) คืออิมัลชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 0.83 ไมโครเมตร และ (ค) คือ
อิมัลชนัท่ีมีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 0.64 ไมโครเมตร 

 
 

น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถ่ัวเหลือง 

(ก) 

(ข) (ค) 

น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถ่ัวเหลือง 

น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถ่ัวเหลือง 
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ตารางท่ี 4.7 ขนาดหยดน้ํามนัในระบบอิมัลชันชนดิน้ํามันในน้ําทีเ่ตรียมได  

Preparation method 
Oil droplet diameter (d3,2 ) (µm) 
Sunflower oil Soybean oil 

1% (w/v) Tween 80® 10.13 9.44 
5.04% (w/v) Tween 80®+3.96% (w/v) Span 80®+Stirrer 0.83 0.83 
5.04% (w/v) Tween 80®+3.96% (w/v) Span 80®+5,000 psi 0.64 0.64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 4.4 ลักษณะการกระจายของขนาดหยดน้ํามันของอิมัลชันท่ีเตรียมไดจากน้ํามันดอกทานตะวัน 

(ซาย) และน้ํามันถั่วเหลือง (ขวา) โดยที่ (ก) คืออิมัลชันท่ีเตรียมจากทวีน 80, (ข) คือ
อิมัลชัน ท่ีเตรียมจากสารกออิมัลชันผสม และ (ค) คืออิมัลชันที่เตรียมจากสารกออิมัลชัน
ผสม และผานการลดขนาดดวยเครื่องลดขนาดความดัน 5,000 ปอนดตอตารางนิ้ว
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ตารางท่ี 4.8 ผลของขนาดหยดน้ํามันดอกทานตะวันตอปรมิาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กตกิ 

Isolate code Oil droplet 
diameter (µm) 

Bacterial count 48 h 
(logCFU/ml) pH 48 h 

CLA content (µg/mg oil) Conversion 
(%) CLA1* CLA2** Total CLA 

N25-7 10.13 7.69 6.76±0.01 12.50±3.19a 34.91±2.07a 47.41±1.11a 4.74 
 0.83 8.46 6.63±0.00 12.07±2.21a 39.80±1.87a 51.87±0.35a 5.19 
 0.64 8.51 6.63±0.01 17.00±3.49a 45.05±17.06a 62.05±20.55a 6.21 
N25-19 10.13 8.23 6.77±0.01 15.34±3.93a 29.59±3.75a 44.93±7.67a 4.49 
 0.83 8.15 6.69±0.01 12.46±0.27a 29.77±2.85a 42.23±3.11a 4.22 
 0.64 8.18 6.68±0.01 20.16±1.55a 41.65±0.31b 61.81±1.86b 6.18 
TISTR1401 10.13 8.18 6.82±0.02 43.51±2.38a 36.77±2.57ª 80.28±4.96ª 8.03 
 0.83 8.45 6.84±0.00 41.81±0.15a 40.22±7.67ª 82.03±7.51ª 8.20 
 0.64 8.32 6.85±0.02 40.21±6.45a 36.68±7.23ª 76.88±13.67ª 7.69 

หมายเหตุ CLA1* = cis-9,trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
 CLA2** = trans-9,trans-11-18:2 

 ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันในแนวตั้งของแตละไอโซเลทแสดงถงึคาวิเคราะหท่ีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมัน่รอยละ 95 (P<0.05) 
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ตารางท่ี 4.9 ผลของขนาดหยดน้ํามันถั่วเหลอืงตอปริมาณการสราง CLA ของแบคทเีรยีกรดแล็กติก  

Isolate code Oil droplet 
diameter (µm) 

Bacterial count 48 h 
(logCFU/ml) pH 48 h 

CLA content (µg/mg oil) Conversion 
(%) CLA1* CLA2** Total CLA 

N25-7 9.44 8.18 6.75±0.02 20.94±4.80 a 27.58±0.10a 48.52±4.90a 4.85 
 0.83 8.15 6.78±0.02 13.17±5.29 a 25.62±4.69a 38.79±9.98a 3.88 
 0.64 7.72 6.76±0.01 11.92±2.72 a 31.72±5.58a 43.64±8.30a 4.36 
N25-19 9.44 8.20 6.79±0.02 12.48±1.24 a 36.00±8.38a 48.48±9.62a 4.85 
 0.83 8.15 6.81±0.07 21.29±2.76 b 39.83±1.64a 61.13±2.64a 6.11 
 0.64 8.15 6.78±0.01 20.56±1.64 b 33.94±1.98a 54.50±0.34a 5.45 
TISTR1401 9.44 7.15 6.83±0.04 22.77±0.71 ab 24.73±0.63b 47.50±1.34ab 4.75 
 0.83 7.67 6.79±0.02 26.74±2.94 b 25.44±0.83b 52.18±3.76b 5.22 
 0.64 7.62 6.84±0.01 20.84±1.00 a 21.00±0.15a 41.83±1.15a 4.18 

หมายเหตุ CLA1* = cis-9,trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
 CLA2** = trans-9,trans-11-18:2 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งของแตละไอโซเลทแสดงถึงคาวิเคราะหที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 (P<0.05) 
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4.3.2 การศึกษาความเขมขนของน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
จากการทดสอบความเขมขนของน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือก 

พบวา สามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุดเมื่อมีน้ํามันดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปท่ี 4.5-4.10) ซึ่งปริมาณน้ํามันท่ีมากขึ้นไมไดมีผลในการยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรีย ซึ่งเปนขอดีของการใชน้ํามันเปนสารตั้งตนแทนการใชกรดไขมันอิสระ แตอยางไรก็ตาม
ปริมาณน้ํามันที่มากขึ้นไมไดเ พ่ิมปริมาณการสราง CLA ผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเห็นวา
ความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกมีขีดจํากัด ซึ่งอาจเกี่ยวของกับความจําเพาะ
ของเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส ที่เฉพาะเจาะจงกับกรดไขมันลิโนเลอิกในรูปอิสระ ซึ่งผลการ
ทดลองท่ีไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Kim and Liu (2002) ท่ีศึกษาการสราง CLA จากน้ํามันดอก
ทานตะวันดวย Lactococcus lactis IO-1 ในน้ํานมไขมันเต็ม ซึ่งจะสราง CLA ไดสูงเม่ือใชน้ํามันดอก
ทานตะวันเขมขน 0.1- 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร และมีการสราง CLA ลดลงเมื่อมีน้ํามันเขมขนสูงขึ้น 
แตการศึกษาของ Puniya et al. (2008) และ Puniya et al. (2009) พบวา Lactobacillus brevis 02 ท่ีแยก
ไดจากกระเพาะหมักของวัว และแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีใชเปนกลาเชื้อในการผลิตผลิตภัณฑนม คือ 
Lactobacillus casei สามารถสราง CLA ไดสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงในอาหารท่ีเตรียมจากหางนม (Skim milk 
medium) ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 2.5 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตอยางไรก็
ตามสามารถผลิต CLA ไดเพียง 10.53 และ 11.0 มิลลิกรัมตอกรัมไขมันตามลําดับ แตการใชกรด
ไขมันลิโนเลอิกอิสระเปนสารตั้งตนในการผลิต CLA นั้น ความเขมขนของสารต้ังตนจะมีผลอยางย่ิงตอ
การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติก เนื่องจากแบคทีเรียจะถูกยับยั้งการเจริญดวยกรดไขมันลิโนเลอิกท่ี
มากเกินไป เชน การศึกษาของ Alonso, Cuesta, and Gilliland (2003) ท่ีพบวา Lactobacillus acidophilus 
L1 จะผลิต CLA ไดสูงที่สุดเมื่อมีกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แตมีปริมาณ
การสราง CLA ลดลงเม่ือมีกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขนมากขึ้น เนื่องจากมีปริมาณการเจริญของ
แบคทีเรียลดลง การยับยั้งการเจริญของกรดไขมันลิโนเลอิกยังพบในการศึกษาแบคทีเรียกลุ ม 
propionibacteria (Jiang, Björck, and Fondén, 1998) ซึ่งสราง CLA ไดสูงเมื่อมี       กรดไขมันลิโนเล
อิกเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อมีความเขมขนสูงขึ้นจะมีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต และการ
สราง CLA ลดลงเชนเดียวกัน แตมีแบคทีเรีย กรดแล็กติกบางสายพันธุท่ีสามารถทน   กรดไขมันลิ
โนเลอิกไดสูง เชน Lactobacillus acidophilus ADH และ Lactobacillus acidophilus AKU 1137 ท่ี
สราง CLA ไดสูงจากกรดไขมันลโินเลอิกเขมขน 1.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Xu et 
al., 2008; Ogawa et al., 2001) 
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รูปท่ี 4.5 ผลของความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA  
               ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท N25-7 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.6 ผลของความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลอืงตอการเจรญิ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยี
กรดแล็กติกไอโซเลท N25-7 
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รูปท่ี 4.7 ผลของความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของ 

แบคทีเรยีกรดแลก็ตกิไอโซเลท N25-19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปท่ี 4.8 ผลของความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลอืงตอการเจรญิ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยี 
กรดแล็กติกไอโซเลท N25-19 
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รูปท่ี 4.9 ผลของความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของ
แบคทีเรยีกรดแลก็ตกิสายพันธุ TISTR1401 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.10 ผลของความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยี 

กรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 
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นอกจากขอมูลของความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA แลว ผลการทดลองนี้ยังแสดง
ใหเห็นวาการใชน้ํามันตางชนิดกันมีผลตอปริมาณการสราง CLA1 และ CLA2 คือ การใชน้ํามันดอก
ทานตะวันเปนสารต้ังตนจะทําใหมีการสราง CLA2 มากกวา CLA1 สวนการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปน
สารต้ังตนจะทําใหมีการสราง CLA1 มากกวา CLA2 ซึ่งพบลักษณะการสรางแบบนี้ท้ังในแบคทีเรีย 
TISTR1401 และ N25-7 ดังนั้นหากตองการผลิต CLA1 ซึ่งเปนไอโซเมอรท่ีมีประโยชนปริมาณสูง
ดวยแบคทีเรียนั้นจําเปนตองมีการศึกษาชนิดของน้ํามันที่เหมาะสมเพ่ือการผลิต CLA1 ดวย 

4.3.3 การศึกษาคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
ทดสอบปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกโดยใชน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีขนาดหยดน้ํามัน 0.64 ไมโครเมตร เพียงชนิดเดียวเปนสารตั้งตน เนื่องจาก    
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม มีความเปนไปไดวาจะขึ้นอยูกับกิจกรรมของ
เอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสเปนสําคัญ ไมไดขึ้นอยูกับชนิดของน้ํามัน ดังนั้นจึงใชน้ํามันดอก
ทานตะวันเปนสารต้ังตนในการทดสอบ ทําการทดสอบโดยปรับใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความเปน
กรด-ดางเริ่มตนเทากบั 6.0, 6.5, 6.8, 7.0, 7.5, 8.0 และ 8.5±0.2 พบวา การสราง CLA จะมีปริมาณมาก
เม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเปนกลางคือท่ี 6.8-7.0 แตจะมีปริมาณการสรางจะ
ลดลง เม่ืออาหารเลี้ยงเชือ้มีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนท่ีเปนดางเพ่ิมมากขึ้น (รูปท่ี 4.11-4.13) ซึ่งอาจ
เกี่ยวของกับระบบการทํางานของเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสที่ทํางานไดดีท่ีคาความเปน กรด-
ดางดังกลาว แตอยางไรก็ตามการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่เปนดางเล็กนอยจะสงผลใหเกิดการสราง CLA 
ไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 (CLA2) ลดลง แตไมมีผลตอปริมาณการสราง CLA ไอโซเมอร cis-9, 
trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 (CLA1) ซึ่งลักษณะการสรางดังกลาวจะพบไดทุกแบคทีเรีย
ที่ทดสอบดังแสดงในรูปท่ี 4.11-4.13 ดังนั้นคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเ ร่ิมตนท่ี
เหมาะสมตอการสราง CLA แตละสายพันธุท่ีพิจารณาจากปริมาณ CLA ท้ังหมด และปริมาณ CLA1 
เปนหลัก คือ 7.0, 7.5 และ 7.0 สําหรับแบคทีเรีย N25-7, N25-19 และ TISTR1401 ตามลําดับ ซึ่งผล
การทดลองท่ีไดแตกตางจาก Dong and Qi (2006) ท่ีศึกษาการสราง CLA จากน้ํามันอัลฟาลฟาดวย 
Lactobacillus acidophilus 1.1854 ในน้ํานมไขมันเต็ม คาความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมคือ 6.4 ซึ่ง
เปนกรดเล็กนอย ท้ังนี้เนื่องจากแบคทีเรียท่ีทดสอบนั้นเปนสายพันธุท่ีแตกตาง ความจําเพาะของคา
ความเปนกรด-ดางของเอนไซมท่ีผลิตขึ้นจึงแตกตางกัน 
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รูปท่ี 4.11 ผลของคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA 
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท N25-7 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
รูปท่ี 4.12 ผลของคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA 

ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท N25-19 
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รูปท่ี 4.13 ผลของคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA 
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 

 
4.3.4 การศึกษาอุณหภูมิบมท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
ศกึษาอณุหภูมิบมท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA โดยควบคุมคาความเปนกรด-ดางของอาหาร 

เลีย้งเชือ้เริ่มตนที่ 7.0±0.2 และใชน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร ขนาดหยด
น้ํามัน 0.64 ไมโครเมตร เปนสารต้ังตนเพียงชนิดเดียว เนือ่งจากอณุหภูมิบมท่ีเหมาะสมนาจะจําเพาะ
กับการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรส ทําการศกึษาท่ีอณุหภูมิ 25, 30, 35, 37 และ 40 
องศาเซลเซยีส โดยบมในโถท่ีมีสารดักจับออกซิเจน พบวา อุณหภูมิบมมผีลตอปริมาณการสราง CLA 
ของแบคทีเรียท่ีทดสอบ และอุณหภูมิบมทีเ่หมาะสมตอการสราง CLA นั้นจะจําเพาะกับสายพันธุ ของ
แบคทเีรยี โดยท่ีไอโซเลท N25-7, N25-19 และสายพันธุ TISTR1401 จะสราง CLA ไดสูงที่อณุหภูมิ
บม 30, 37 และ 30 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.14, 4.15 และ 4.16 ตามลําดับ แตอยางไรกต็ามสําหรับ
แบคทีเรยีสายพันธุ TISTR1401 การบมท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จะทําใหมีการสราง CLA2 (trans-
9, trans-11-18:2) ไดนอยกวาท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และมี
ปริมาณ CLA1 มากกวา ดังนั้นอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส จึงเปนอณุหภูมิทีเ่หมาะสมในการสราง 
CLA สําหรับแบคทีเรียสายพันธุ TISTR1401  
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รูปท่ี 4.14 ผลของอุณหภูมติอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท 
N25-7 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.15 ผลของอุณหภูมิตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ตกิไอโซเลท 
N25-19 
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รูปท่ี 4.16 ผลของอุณหภูมิตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแล็กติกสายพันธุ 
TISTR1401 

 
4.3.5 การศึกษาปริมาณกลาเชือ้เริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
ศึกษาปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมตอการสราง CLA จะควบคุมปจจัยการเจริญคือ คา

ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตนเทากับ 7.0±0.2 อุณหภูมิบม 35 องศาเซลเซียส และใช
น้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทดสอบท่ีปริมาณกลาเชื้อรอยละ 1, 2, 3, 4, 5, 
7 และ 9 โดยปริมาตร ซึ่งกลาเชื้อท่ีใชนั้นจะมีเซลลอยูประมาณ 106-108 เซลลตอมิลลิลิตร พบวา การ
เพ่ิมปริมาณกลาเชื้อเ ร่ิมตนท่ีมากเกินไปไมไดสงผลใหเกิดการสราง CLA มากขึ้น เม่ือพิจารณา
ปริมาณ CLA ท้ังหมด รวมกับปริมาณ CLA1 และ CLA2 ท่ีเชื้อผลิตขึ้น จะไดวาปริมาณกลาเชื้อ
เ ร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของแบคทีเรียไอโซเลท N25-7, N25-19 และสายพันธุ 
TISTR1401 คือปริมาณรอยละ 5, 4 และ 2 ตามลําดับ (รูปที่ 4.17-4.19) แตอยางไรก็ตามผลการ
ทดลองที่ไดแตกตางจากการศกึษาการผลติ CLA จากน้ํามันเมล็ดอัลฟาลฟาท่ีความเขมขนรอยละ 0.05 
ในน้ํานมไขมันเต็มดวย Lactobacillus acidophilus 1.1854 พบวา การเพิ่มปริมาณกลาเชื้อเ ร่ิมตน
มากกวารอยละ 2.5 จะพบปริมาณการสรางลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยไดอธิบายวา ปริมาณ
เซลลเริ่มตนที่มากพอ จะชวยลดผลที่เกิดจากการยับยั้งการเจริญเนื่องจากกรดไขมันลิโนเลอิก ได แต
การใชปริมาณเซลลเริ่มตนมากเกนิพอจะทําใหเกิดภาวะท่ีมีสารอาหารอยางจํากัด ทําใหเชื้อมีกิจกรรม
ลดลงเปนผลใหมีปริมาณการสราง CLA ลดลง (Dong and Qi, 2006)  
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รูปท่ี 4.17 ผลของปริมาณกลาเชือ้เริ่มตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA ของแบคทเีรียกรดแลก็ตกิ 
ไอโซเลท N25-7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
รูปท่ี 4.18 ผลของปริมาณกลาเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 

ไอโซเลท N25-19 
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รูปท่ี 4.19 ผลของปริมาณกลาเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
สายพันธุ TISTR1401 

 
4.4 ทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่อยูในรูปเซลลที่ถูกตรึงดวย      

คารราจีแนน 
 คารราจีแนนเปนสารโพลีแซคคาไรดที่สกัดไดจากสาหรายทะเล ประกอบดวย ß-D-
galactose sulfate และ 3,6-anhydro- α -D-galactose ในการทดลองนี้ใชชนิด kappa carrageenan ซึ่ง
จะไดเจลท่ีมีลักษณะแขง็แรงกวาคารราจีแนนชนดิอืน่ การตรึงเซลลดวยคารราจีแนนมีขอดีคือ วิธีการ
ตรึงเซลลสามารถทําไดงาย สะดวก รวดเร็ว และปลอดภัย เนื่องจากคารราจีแนนไดรับการยอมรับให
ใชเปนวัตถุเจือปนในอาหาร และการตรึงไมมีการใชสารเคมีอื่นท่ีเปนพิษ จึงไมทําใหเกิดความ
เสียหายตอเซลลและเอนไซม สามารถเตรียมเจลรูปรางตาง ๆ กันไดหลายแบบใหเหมาะสมตอสภาพ
การใชงาน และเจลท่ีไดสามารถละลายในน้ําเกลือจึงสามารถศึกษาการเจริญของจุลินทรียภายในเจล 
หลังการตรึงเซลลได นอกจากนั้นในอาหาร Modified MRS ท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อมีองคประกอบแคท
ไอออนของแมกนีเซียม และโพแทสเซียม ไมสามารถใชแคลเซียมอัลจิเนทในการตรึงเซลลได 
เนื่องจากแคทไอออนดังกลาวสามารถเขาไปแทนท่ีแคลเซยีมไอออนทําใหเจลไมคงตัว เกิดการละลาย
และเซลลรั่วออกมาได แตจะไมมีผลกระทบตอเจลที่เกิดจากคารราจีแนน ด้ังนั้นดวยขอดีท่ีกลาวมาจึง
เลือกใชคารราจีแนนในการตรึงเซลล  
 เม่ือนําคารราจีแนนมาตรึงเซลลแบคทีเรียแบบหอหุม (Encapsulation) แลวนํามาทดสอบ
การสราง CLA ในอาหารเหลว Modified MRS ที่มีน้ํามันดอกทานตะวันเขม 0.1 มิลลิกรัมตอ
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มิลลิลิตร พบวาการตรึงเซลลไมชวยใหแบคทีเรียมีการสราง CLA มากกวาการใชเซลลในรูปอิสระ 
(ตารางท่ี 4.10) ซึ่งเปนไดวาเม่ือแบคทีเรียสราง CLA ขึ้นมาอาจคงอยูในโครงสรางของเจล ละลาย
ออกมาอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อไดนอย หรือ ซับเสตรทเขาไปสัมผัสกับตัวเซลลไดนอยลง จึงทําใหการ
ใชเซลลในรูปอิสระสามารถผลิต และสะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อไดดีกวา ซึ่งผลการทดลองดังกลาว
ขัดแยงกับผลการทดลองของ Lee, Hong, and Oh (2003) ท่ีศึกษาการเพ่ิมปริมาณการผลิต CLA จาก
กรดไขมันลิโนเลอิกโดยการตรึงเซลล Lactobacillus reuteri ดวยซิลิกาเจล พบวาการตรึงเซลลจะทํา
ใหมีปริมาณการสราง CLA มากกวาการใชเซลลอิสระถึง 5.5 เทา และ Lin, Hung, and Cheng (2005) 
ที่ทดสอบการสราง CLA โดยการใชเซลลตรึงรูปดวยโพลีอะคริลาไมด (Polyacrylamide) และไคโทแซน 
(Chitosan) ของแบคทีเรีย Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus และ Lactobacillus acidophilus 
ซึ่งจะสามารถสราง CLA ไดปริมาณมากกวาเซลลอิสระ 
 
ตารางท่ี 4.10 ผลการทดสอบการสราง CLA ของแบคท่ีเรียกรดแลก็ติก 3 สายพันธุทีอ่ยูในรูปตรึงเซลล

เปรียบเทียบกับเซลลที่อยูในรูปอสิระ 

Isolate code pH at 48 h CLA content (µg/mg oil) 
CLA1* CLA2* Total 

Immobilized cells     
N25-7 6.69±0.05 7.76±0.21 12.78±0.54 20.53±0.41 
N25-19 6.67±0.00 7.27±1.04 12.18±1.09 19.46±2.09 
TISTR1401 6.63±0.02 7.06±2.06 12.71±2.05 19.77±4.11 
Free cells     
N25-7 6.87±0.02 9.14±1.03 13.85±0.54 22.99±1.55 
N25-19 6.91±0.01 9.62±1.03 14.29±4.55 23.92±5.58 
TISTR1401 6.92±0.02 7.70±0.80 13.50±1.40 21.19±2.20 

 
4.5 การทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกแบบกลาเชื้อผสม  
 ทดสอบการสราง CLA โดยใชกลาเชื้อผสม เพื่อใหเกิดการแขงขัน และ/หรือสงเสริมการ 
สราง CLA ระหวางเชื้อ เปรียบเทียบปริมาณการสรางกับการใชเชือ้เด่ียว ซึ่งจากการทดสอบปจจัยการ
เจริญ และความเขมขนของน้ํามันตอการสราง CLA พบวา แบคทีเรียกรดแล็กติกที่ทดสอบจะสราง 
CLA ที่เหมาะสมท่ีคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตนอยูในชวง 7.0-7.5±0.2 และ
อุณหภูมิบม 30-37 องศาเซลเซียส มีน้ํามันเขมขน 0.1มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นจึงไดควบคุมปจจัย
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ตาง ๆ ใหอยูในชวงท่ีเหมาะสมสําหรับการสราง CLA ของแบคทีเรียแตละสายพันธุ เพ่ือนํามา ใชใน
การทดสอบการสราง CLA แบบกลาเชื้อผสม โดยกําหนดใหอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS 
เร่ิมตนมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0±0.2 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และมีน้ํามันดอก
ทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนท่ีเหมาะสมของแตละ
แบคทีเรีย คือ รอยละ 5, 4 และ 2 โดยปริมาตรของ N25-7, N25-19 และ TISTR1401 ตามลําดับ 
เนื่องจากปริมาณการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันไปเปน CLA (Conversion) จากการทดลองท่ีผานมาคอน 
ขางต่ํา ซึ่งแสดงใหเห็นวายังมีกรดไขมันลิโนเลอิกเหลืออยูมากเกินพอ หลังจากการทดสอบพบวา 
การใชกลาเชื้อผสมท่ีเหมาะสมจะสงเสริมใหเกิดการสราง CLA มากกวาการใชกลาเชื้อเด่ียว คือการ
ผสมกลาเชื้อระหวาง N25-19 และ TISTR1401 ที่จะทําใหได CLA รวมสูงท่ีสุด 42.11 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนรอยละการเปลี่ยนรูป 4.21 โดยมี CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 17.16 และ 
24.95 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 สวนการผสมกลาเชื้อระหวาง N25-7 และ N25-19, N25-7 
และ TISTR1401 หรือ การผสมระหวางกลาเชื้อ N25-7, N25-19 และ TISTR1401 ไมมีผลในการเพ่ิม
ปริมาณการสราง CLA เม่ือเทียบกับการใชกลาเชื้อเด่ียว ซึ่งมีความเปนไปไดวาไมเกิดลักษณะการ
สงเสริมหรือการแขงขันการสราง CLA ของแตละเชื้อ สําหรับการใชกลาเชื้อเดี่ยวพบวาแบคทีเรีย 
TISTR1401 สราง CLA ไดสูงท่ีสุด เมื่อเทียบเฉพาะกลุมการใชกลาเชื้อเด่ียว สามารถสราง CLA ได
ปริมาณ 36.87 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 15.45 และ 
21.42 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ 
 
4.6 ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชดุ (Batch fermentation) ในระดบัหอง 

ปฏิบัตกิาร 
 ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชุด (Batch fermentation) โดยนําแบคทีเรีย
กรดแล็กติกสายพันธุ N25-7, N25-19 และ TISTR1401 มาทดสอบเพ่ือติดตามปริมาณการสราง CLA 
จากน้ํามันดอกทานตะวันที่ระยะเวลาตาง ๆ ซึ่งจะทําใหไดขอมูลระยะเวลาในการบมท่ีเกิดการสะสม
ของ CLA สูงท่ีสุด โดยเลี้ยงใหเชือ้เจริญในสภาวะปดไมมีการถายเทของอากาศเพ่ือลดปริมาณออกซเิจน 
ในระบบ ดวยอาหารเหลว Modified MRS ปริมาตร 5 ลิตร ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิตร ขนาดหยดน้ํามัน 0.64 ไมโครเมตร ใชกลาเชื้ออายุ 18-20 ชั่วโมง ท่ีเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว MRS ท่ีเสริมกรดไขมันลิโนเลอิก ซึ่งมีความเขมขนของเซลลประมาณ 106-108 เซลลตอ
มิลลิลิตร ปริมาณรอยละ 5, 4 และ 2 โดยปริมาตร (Inoculum size) ตามลําดับ ควบคุมความเปนกรด-
ดางของอาหารท่ี 7.0 ,7.5 และ 7.0±0.2 ตามลําดับ ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก และสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 35, 37 และ 35 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
และกวนดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที ตลอดการเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง  
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ตารางท่ี 4.11 ปริมาณการสราง CLA จากการใชกลาเชื้อผสมเปรียบเทียบกับการใชกลาเชื้อเด่ียว   

Isolate code Bacterial count at 48 h 
(logCFU/ml) pH at 48 h 

CLA content (µg/mg oil) Conversion 
(%) CLA1* CLA2** Total 

N25-7 8.18 6.40±0.03 10.71±1.32 18.17±1.62 28.88±2.94 2.89 

N25-19 8.00 6.54±0.01 14.78±0.80 21.23±0.20 36.01±1.00 3.60 

TISTR1401 7.95 6.63±0.00 15.45±0.16 21.42±0.92 36.87±1.08 3.69 

N25-7+ N25-19 7.51 6.30±0.04 15.44±0.12 22.49±0.83 37.93±0.95 3.79 

N25-7+ TISTR1401 7.61 6.50±0.00 13.85±0.29 22.44±0.21 36.29±0.07 3.63 

N25-19+ TISTR1401 7.85 6.43±0.02 17.16±1.08 24.95±0.34 42.11±0.74 4.21 

N25-7+ N25-19+ TISTR1401 7.40 6.28±0.02 16.16±0.12 23.76±0.55 39.92±0.68 3.99 

หมายเหตุ CLA1* = cis-9, trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
 CLA2** = trans-9, trans-11-18:2 
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 4.6.1 การผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชุด โดยใชกลาเช้ือเดี่ยว 
จากท่ีไดเลี้ยงแบคทีเรีย TISTR1401 ในอาหารท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน (รูปท่ี 4.20) พบวา 

แบคทีเรียเร่ิมมีการสราง CLA ตั้งแต 2 ชั่วโมงแรกของการบม เนื่องจากใชเชื้อที่มีอายุในระยะ Late log 
phase ซึ่งจะเปนอายุท่ีมีการสราง CLA อยางรวดเร็ว และทนตอความเปนพิษของกรดไขมันลิโนเลอิก 
ได (Kim and Liu, 2002) จากนั้นเชื้อจะเจริญเขาสูระยะคงท่ี (Stationary phase) ท่ี 4 ชั่วโมงแรกของ
การบม เนื่องจากอาหารท่ีใชในการเลี้ยงมีสารอาหารอยางจํากัด จึงมีการเจริญในระยะเพิ่มจํานวน 
(Log phase) ท่ีสั้นและเขาสูระยะคงท่ีคอนขางเรว็ เม่ือบมเปนระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง  จะเกิดการสะสม 
ของ CLA สูงท่ีสุด 69.95 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันเปน CLA 
รอยละ 7.0 ซึ่งประกอบไปดวย CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 33.51 และ 36.44 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม
น้ํามัน หรือคิดเปนรอยละ 47.91 และ 52.09 ของ CLA ท้ังหมด ตามลําดับ และเม่ือระยะเวลาการบม
มากขึ้นปริมาณ CLA สะสมเริ่มคงที่ และมีจํานวนเซลลที่มีชีวิตลดลง จึงเปนไปไดวาจะไมมีการสราง 
CLA เพ่ิมขึ้นเมื่อเชื้อไมมีการเจริญ หรือมีอัตราการตายมากกวาการเจริญ (Death phase) 

จากผลการทดลองท่ีผานมาทําใหทราบวาแบคทีเรีย TISTR1401 มีศักยภาพในการสราง CLA 
สูงกวาแบคทีเรียสายพันธุ N25-7 และ N25-19 ดังนั้นจึงไดทดลองเลี้ยงแบคทีเรีย TISTR1401 ในอาหาร
ที่มีน้ํามันถั่วเหลือง โดยควบคุมสภาวะการเลี้ยงเหมือนกัน จะพบลักษณะการเจริญเชนเดียวกับการเลี้ยง
ในอาหารท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.21 คือ จะมีระยะเพ่ิมจํานวนที่สั้น และจะเขาสู
ระยะคงท่ีท่ี 4 ชั่วโมงแรกของการบม และมีการสราง CLA เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วภายใน 2 ชั่วโมงแรก
ของการบม การสะสม CLA จะมีมากท่ีสุดเม่ือบมนาน 48 ชั่วโมง ปริมาณ 61.28 ไมโครกรัม ตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันเปน CLA รอยละ 6.13 ประกอบดวย CLA1 และ 
CLA2 ปริมาณ 34.51 และ 26.77 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนรอยละ 56.32  และ
43.68 ตามลําดับ และไมมีการสราง CLA หลังจากบมนาน 48 ชั่วโมง ขอดีท่ีเกิดขึ้นเม่ือเลี้ยงเชื้อในถัง
หมักท่ีมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และมีการกวนเพ่ือใหเกิดการสัมผัสระหวางเซลล
กับสับเสตรทไดมากขึน้นั้นคือจะทําใหเชือ้เกดิการสราง CLA1 ไดมากกวา CLA2 ซึ่งแตกตางจากการ
เลี้ยงในขวดทดลองท่ีจะไมมีการปนกวนมีการผลิต CLA2 มากกวา CLA1 เสมอ  

จากท่ีไดเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ N25-7 ในอาหารท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน (รูปท่ี 4.22) 
พบวา แบคทีเรียเร่ิมการสราง CLA ต้ังแต 3 ชั่วโมงแรกของการบม โดยจะมีปริมาณการสราง CLA
เพ่ิมมากขึ้นตามปริมาณเซลลท่ีเจริญเพ่ิมมากขึ้น และหลังจากชั่วโมงที่ 9 ปริมาณ CLA สะสมเร่ิมมี
ปริมาณคงท่ี ซึ่งในชั่วโมงท่ี 60 ของการบมมีปริมาณการสะสม CLA สูงสุด 21.67 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน แบงเปน CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 7.60 และ 14.07 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน 
ตามลําดับ สวนการทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียสายพันธุ N25-19 ในถังหมักท่ีมีน้ํามันดอก
ทานตะวันเปนสารต้ังตน (รูปที่ 4.23) พบวา ในชวง 3-6 ชั่วโมงแรกของการบมมีการสราง CLA1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 77

เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นอัตราการสราง CLA ทั้งหมดจะเริ่มคงท่ี โดยจะมีการสะสม CLA 
สูงสุดท่ีเวลา 60 ชั่วโมงของการบมมีปริมาณการสะสม CLA สูงสุด 16.60 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม
น้ํามัน แบงเปน CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 5.22 และ 11.38 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ 
ซึ่งจากการทดลองในถังหมักแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ TISTR1401 มีศักยภาพสูงในการ
สราง CLA ท้ังจากน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามันถั่วเหลือง  

4.6.2 การผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชดุ โดยใชกลาเช้ือผสม 
 จากการทดลองการใชกลาเชือ้ผสมในหลอดทดลอง (ขอ 4.5) พบวาการผสมกลาเชือ้ระหวาง 
N25-19 และ TISTR1401 จะทําใหเกิดการสราง CLA มากท่ีสดุ จึงไดนํากลาเชือ้ผสมดังกลาวมา
ทดสอบการผลิต CLA ในระบบถังหมักท่ีมีอาหารเลี้ยงเชือ้ Modified MRS ปริมาตร 5 ลิตร ท่ีมีน้ํามัน
ดอกทานตะวัน หรือ น้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร โดยใชปริมาณกลาเชื้อเริ่มตน
รอยละ 4 และ 2 โดยปริมาตร ของ N25-19 และ TISTR1401 ตามลําดับ ควบคุมคาความเปนกรด-ดาง
ที่ 7.0±0.2 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที พบวาการใชกลา
เชือ้ผสมจะทําใหมีอัตราการสราง CLA เร็วกวาการเชื้อเดีย่ว โดยในชั่วโมงท่ี 12 และ 36 จะมีการ
สะสม CLA สูงท่ีสุดสําหรับการใชน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลอืง ตามลําดับ ดังแสดงใน
รูปท่ี 4.24 และ 4.25 แตอยางไรก็ตามเม่ือเลี้ยงกลาเชื้อผสมในระบบถังหมักกลับทําใหมีการสราง 
CLA ไดนอยกวาการใชเชือ้เดี่ยว โดยเฉพาะอยางย่ิงสายพันธุ TISTR1401 ซึ่งกลาเชื้อผสมสามารถ
ผลิต CLA ไดสูงสุดเพียง 29.34 ไมโครกรัมตอมลิลกิรัมน้ํามันดอกทานตะวัน และ 25.42 ไมโครกรัม
ตอมิลลกิรัมน้ํามันถั่วเหลอืง ดังนั้นการใชกลาเชือ้ผสมไมเหมาะท่ีจะนําไปใชการผลิต CLA ในระดับ
การผลติท่ีใหญขึ้น 
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รูปท่ี 4.20 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 

ท่ีระยะเวลาตาง ๆ  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ที่มีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.21 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 
ที่ระยะเวลาตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.22 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ N25-7 ท่ี

ระยะเวลาตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.23 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ N25-19 ท่ี
ระยะเวลาตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.24 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกกลาเชื้อผสมระหวาง

สายพันธุ N2519 กับ TISTR1401 ท่ีระยะเวลาตาง ๆ  ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Modified MRS 
ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.25 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกกลาเชื้อผสมระหวาง

สายพันธุ N2519 กับ TISTR1401 ท่ีระยะเวลาตาง ๆ  ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Modified MRS 
ท่ีมีน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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การที่แบคทีเรียกรดแล็กติกมีการสราง CLA จากน้ํามันคอนขางตํ่าเมื่อเทียบกับการผลิตโดยใช
กรดไขมันโนเลอิกในรูปอิสระในงานวิจัยท่ีผานมา เนื่องจากความจําเพาะของเอนไซมลิโนเลเอท  
ไอโซเมอรเรสท่ีแบคทีเรียกรดแล็กติกสรางขึ้นเปนหลัก ท่ีเฉพาะเจาะจงกับกรดไขมันลิโนเลอิกที่มี
หมูคารบอกซิลอิสระ (Free carboxyl group) (Kepler, Tucker, and Tove, 1970, quoted in Khanal and 
Dhiman, 2004) แตกรดไขมันลิโนเลอิกที่อยูในน้ํามันจะอยูในรูปไทร-, ได- หรือโมโนกลีเซอรไรด ซึ่ง
หมูคารบอกซิลจะทําพันธะอยูกับกลีเซอรอล ทําใหเอนไซมไมสามารถเขาทําปฏิกิริยาท่ีบริเวณหมู 
คารบอกซิลได กิจกรรมของเอนไซมจึงลดลงสงผลใหมีการสราง CLA ไดนอยกวาการใชกรดไขมัน       
ลิโนเลอิกในรูปอิสระ แตอยางไรก็ตามปริมาณ CLA ท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อในถังหมักคือ 69.95 
มิลลิกรัมกรัมตอกรัมน้ํามันดอกทานตะวัน และ 61.28 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันถั่วเหลืองเปนปริมาณท่ี
มากกวาการศึกษาการผลิต CLA จากน้ํามันโดยเฉพาะอยางยิ่งน้ํามันดอกทานตะวันดวยแบคทีเรีย
กรดแล็กติกในงานวิจัยท่ีตีพิมพในวารสารวิชาการท่ีผานมาถึง 5.6-6.6 เทา ดังแสดงในตารางท่ี 4.12 
คือ การศึกษาของ Puniya et al. (2008) พบวา Lactobacillus brevis 02 ท่ีแยกไดจากกระเพาะหมักของ
วัวสามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 10.53 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเตรียมจาก   
หางนม (Skim milk medium) ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระยะเวลาใน
การบมนาน 12 ชั่วโมง การศึกษาของ Puniya et al. (2009) พบวา Lactobacillus casei สามารถสราง 
CLA ไดสูงท่ีสุด 11.0 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน จากน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงใน Skim milk medium นาน 12 ชั่วโมง และ Kim and Liu (2002) ศึกษาการผลิต 
CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันของ Lactococcus lactis IO-1 พบปริมาณการผลิตสูงสุด 11.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิกรัมไขมัน จากน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

นอกจากนี้มีการศึกษาการผลิต CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันดวยแบคทีเรียกลุมอื่น คือ 
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii ซึ่งพบวาจะผลิต CLA ไดสูงท่ีสุด 78.8 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร จากน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือคิดเปนความเขมขนเพียง 
6.57 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามัน เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว MRS นาน 36 ชั่วโมง (Wang, Lv, Chu, Cui, and 
Ren, 2007) สวนการศึกษาการผลิต CLA จากน้ํามันเมล็ดละหุง ซึ่งมีกรดไขมันไรซิโนเลอิกสูงดวย
แบคทีเรียกรดแล็กติก พบวา Lactobacillus plantarum AKU 1009a จะผลิต CLA ไดเพียง 2.5 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันละหุง แตเม่ือเติมเอนไซมไลเปสลงไปในระบบจะทําใหเกิดการสราง CLA ได
ถึง 285 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันละหุง ประกอบดวย  cis-9, trans-11-18:2 ปริมาณ 47.5 มิลลิกรัมตอ
กรัมน้ํามัน และ trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูงถึง 237.5 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามัน (Kishino et al., 
2002) นอกจากนั้น Lactobacillus plantarum JCM 1551 สามารถผลิต CLA จากน้ํามันละหุงท่ีมีการ
เติมเอนไซมไลเปส (Lipase M “Amano” 10) ไดสูงถึง 250 มิลลิกรัมตอกรัมน้าํมัน หรือคิดเปนรอยละ 
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25 ซึ่งมีปริมาณ cis-9, trans-11-18:2 ประมาณรอยละ 46.67 และ trans-9, trans-11-18:2 รอยละ 
53.33 (Ando et al., 2004) 

 
ตารางท่ี 4.12 เปรียบเทียบปริมาณการสราง CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงของแบคทีเรีย

แตละชนดิ 

Species Substrate CLA content 
(mg/g oil) Reference 

Lactococcus lactis TISTR1401 Sunflower oil 69.95 This research 
Soybean oil 61.28 

Lactobacillus brevis 02 Sunflower oil 10.53 Puniya et al. (2008) 
Lactobacillus casei Sunflower oil 11 Puniya et al. (2009) 
Lactococcus lactis IO-1 Sunflower oil 11 Kim and Liu (2002) 
Propionibacterium 
 freudenreichii ssp. shermanii 

Sunflower oil 6.57 Wang et al. (2007) 

Lactobacillus plantarum  
AKU 1009a 

Castor oil 2.50 
Kishino et al. (2002) 

Castor oil+lipase 285 
Lactobacillus plantarum  
JCM 1551 Castor oil+lipase 250 Ando et al. (2004) 

 
การศึกษาทั้งหมดที่ไดกลาวมานี้เปนการศึกษาการผลิต CLA ในขวดทดลองซึ่งขาดการควบคุม 

ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ และไมมีการปนกวนทําใหลดการสัมผัสของเซลลกับสับเสตรท 
จึงเปนขอดอยท่ีทําใหไดปริมาณการผลิต CLA ตํ่ากวา ดังนั้นกระบวนการผลิต CLA ในงานวิจัยนี้จึง
มีขอไดเปรียบที่ทําใหไดปริมาณการผลติ CLA สูงกวาคือ 1) ไดแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีศกัยภาพในการ
สราง CLA จากน้ํามันพืชโดยตรง 2) องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมท่ีมีผลในการบังคับ
ใหเกิดการสราง CLA สูงขึ้น 3) การเตรียมน้ํามันใหเปนอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ําทําใหน้ํามันละลาย
ไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และมีความคงตัวสูงมากขึ้นไมเกิดการแยกชั้นของน้ํามันกับอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ทําใหน้ํามันสัมผัสกับเซลลซึ่งชวยใหเอนไซมจับและทําปฏิกิริยากับสับเสตรทไดดีขึ้น และ 
4) การเลี้ยงเชื้อในระบบถังหมักท่ีมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเปนการ
ปรับใหมีสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสตลอดการผลิต และ
ยังมีการปนกวนทําใหเซลลสัมผัสกับสับเสตรทตลอดเวลา เปนผลรวมใหเกิดสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การสราง CLA สูงได นอกจากนั้นการผลิต CLA ดวยแบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบถังหมักยัง
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สามารถทําไดในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากไมจําเปนตองควบคุมใหสภาวะในถังหมักเปนแบบไร
ออกซิเจน แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีออกซิเจน และมีขอมูลรายงานชัดเจน
วาปริมาณออกซิเจนไมสงผลตอปริมาณการสราง CLA ท้ังหมด แตการเลี้ยงในสภาวะ Aerobic จะ
สงผลใหมีการสรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 สูงกวา และมีการสรางไอโซเมอร trans-9, 
trans-11-18:2 ตํ่ากวาการเลี้ยงในสภาวะ Microaerobic และ Anaerobic ดวย (Macouzet, Lee, and 
Robert, 2009) 

แตอยางไรก็ตามผลการผลิต CLA ในงานวิจัยนี้ยังมีขอดอยคือจะไดปริมาณ CLA2 สูงซึ่งเปน 
CLA ไอโซเมอรท่ีไมตองการใหเกิดขึ้นในการผลิต ปจจุบันยังไมมีกระบวนการแยก CLA1 ออก จาก 
CLA2 ที่สามารถทําไดในเชิงการผลิตเพ่ือการคา ดังนั้นการศึกษาเพ่ือทราบกลไกการทํางานของ
เอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสท่ีทําใหเกดิการสรางเฉพาะ CLA1 และการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสม 
คือ คาความเปนกรด-ดาง, อุณหภูมิบม, ชนิดของน้ํามัน, ปริมาณออกซิเจน และลักษณะการเลี้ยงเชื้อ 
คือ การเลี้ยงในขวดทดลอง และการเลี้ยงในระบบถังหมักท่ีมีการปนกวนตลอดเวลา ท่ีสงเสริมการ
สราง CLA1 เปนแนวทางการผลิตไอโซเมอรเฉพาะท่ีตองการได นอกจากนั้นอาจใชเทคนิคการตัด
ตอพันธุกรรมท่ีเกี่ยวกับการสราง CLA ของแบคทีเรียชนิดอื่นท่ีสามารถสราง เฉพาะไอโซเมอร cis-9, 
trans-11-18:2 หรือ cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 รวมกันมาไวอยูในแบคทีเรียกรด
แล็กติก ซึ่งจะไดการผลิต CLA ไอโซเมอรท่ีตองการ พรอมกับการใชแบคทีเรียท่ีปลอดภัยตอมนุษย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 5 
สรปุผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

แบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 17 ไอโซเลท และที่ทราบสายพันธุจํานวน 2 สายพันธุท่ีนํามา
ทดสอบสามารถสราง CLA ไดจากน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถัว่เหลอืงท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูง 
เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว Modified MRS ท่ีมีปริมาณของแหลงคารบอน และไนโตรเจนอยางจํากัด ซึ่ง
เม่ือทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย พบวา การสรางเอนไซมไลเปส ของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกไมเกี่ยวของกับปริมาณการสราง CLA และเมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มี
ศักยภาพในการสราง CLA ไดแก N25-7, N25-19 และ TISTR1401 มาตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสม
ตอการสราง CLA พบวา ความเขมขนของน้ํามัน คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตน
อุณหภูมิบม และปริมาณกลาเชือ้เร่ิมตนมีผลตอปริมาณการสราง CLA ซึ่งสภาวะท่ีเหมาะสมในแตละ
ปจจัยจะแตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุของแบคทีเรีย และจากการทดลองใชกลาเชื้อผสมในการผลิต 
CLA ทําใหทราบวาการใชกลาเชื้อผสมท่ีเหมาะสมจะทําใหเกิดการสงเสริมการสราง CLA ได
มากกวาการใชกลาเชื้อเด่ียว 

เม่ือทดสอบการผลิต CLA ของแบคทีเรีย TISTR1401 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีสราง CLA ไดสูง
ที่สุด ในระบบถังหมักแบบเปนชุดเพ่ือติดตามปริมาณการสะสมของ CLA โดยควบคุมปจจัยการผลิต
ตาง ๆ ในสภาวะท่ีเหมาะสม พบวา การใชน้ํามันดอกทานตะวันเปนสารตั้งตนจะผลิต CLA ไดสูง
ที่สุด 69.95 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันไปเปน CLA รอยละ 7.0 
ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 รอยละ 47.91 และ 52.09 ตามลําดับ สวนการใชน้ํามันถั่วเหลือง เปน
สารต้ังตนจะไดปริมาณการผลิต CLA สูงสุด 61.28 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการ
เปลี่ยนรูปรอยละ 6.13 ของน้ํามันทั้งหมด ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 รอยละ 56.32 และ 43.68  
ตามลําดับ ดังนั้นปจจัยท่ีสําคัญในการผลิต CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงไดแก สายพันธุ
ของแบคทีเรีย การผสมสายพันธุของเชื้อท่ีเหมาะสม อาหารท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อ ความเขมขนของ
น้ํามัน และสภาวะการเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม 
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1. อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลาย 
1.1 De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) broth (Himedia Laboratory Pvt. Ltd., India) 
Proteose peptone   10.0 กรัม 
Beef extract    10.0 กรัม 
Yeast extract        5.0 กรัม 
Dextrose    20.0 กรัม 
Polysorbate 80       1.0 กรัม 
Ammonium citrate     2.0 กรัม 
Sodium acetate      5.0 กรัม 
Magnesium sulphate     0.1 กรัม 
Manganese sulphate   0.05 กรัม 
di-Potassium phosphate     2.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ  1,000 มิลลิลิตร 
ละลายผงอาหารสําเร็จรูปดวยน้าํกลัน่ และปรบัปริมาตรใหครบ นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที  
 

1.2 อาหารเหลว MRS ดัดแปลง (Modified MRS broth) 
Proteose peptone     5.0 กรัม 
Yeast extract        3.0 กรัม 
Polysorbate 80       1.0 กรัม 
Ammonium citrate ((NH4)2C6H6O7)   2.0 กรัม 
Sodium acetate (NaCH3COO)    5.0 กรัม 
Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O)   0.1 กรัม 
Manganese sulphate (MnSO4.4H2O) 0.05 กรัม 
di-Potassium phosphate (K2HPO4)   2.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ  1,000 มิลลิลิตร 
ละลายสารท้ังหมดใหเขาดวยกันดวยน้ํากลั่น ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0±0.2 ดวย 

สายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ  Hydrochloric acid  จากนั้นทําใหปลอดเชือ้  โดยการนึ่งฆา
เชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
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1.3 Lipase test agar (Tween 80 agar) (Atlas, 2004) 
Peptone     10.0 กรัม  
Sodium chloride  (NaCl)     5.0 กรัม 
Calcium chloride (CaCl2.2H2O)    0.1 กรัม 
Polysorbate 80 (Tween 80®)  10.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ             1,000 กรัม 
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหได 7.0±0.2 ดวยสายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ 

Hydrochloric acid นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแยกนึ่งฆาเชื้อ Polysorbate 80  
 

1.4 Lipase test agar ดัดแปลงสูตรท่ี 1 ดัดแปลงจาก Kim et al. (2007); Atlas (2004) และ 
El-Sawah, Sherief, and Bayoumy (1995) 
  Peptone     1.0 กรัม  
 Yeast extract    5.0 กรัม 
 Ammonium nitrate (NH4NO3)  5.0 กรัม 

MgSO4.7H2O    0.5 กรัม 
 MnSO4.4H2O    0.1 กรัม 
 FeSO4.4H2O    0.01 กรัม 

CaCl2.2H2O    0.1 กรัม 
Sodium chloride  (NaCl)   5.0 กรัม 
Polysorbate 80 (Tween 80®)  10.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ             1,000 กรัม 
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหได 7.0±0.2 ดวยสายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ 

Hydrochloric acid นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแยกนึ่งฆาเชื้อ Polysorbate 80  
 

1.5 Lipase test agar ดัดแปลงสูตรท่ี 2 ดัดแปลงจาก Kim et al. (2007); Atlas (2004) และ 
El-Sawah, Sherief, and Bayoumy (1995) 
 Peptone     10.0 กรัม  
 Yeast extract    5.0 กรัม 

Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) 0.5 กรัม 
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 Manganese sulphate (MnSO4.4H2O) 0.1 กรัม 
 Ferrous sulphate (FeSO4.4H2O)  0.01 กรัม 

Calcium chloride (CaCl2.2H2O)  0.1 กรัม 
Sodium chloride (NaCl)   5.0 กรัม 
Polysorbate 80 (Tween 80®)  10.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ             1,000 กรัม 
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหได 7.0±0.2 ดวยสายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ 

Hydrochloric acid นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแยกนึ่งฆาเชื้อ Polysorbate 80  
 

1.6 สารละลาย Butterfield’s buffered phosphate diluent 
 Stock Buffer Solution: 
 Potassium dihydrogenphosphate  34.0 กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร และปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.2-7.4 ท่ี 25 องศา
เซลเซียส ทําใหปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
สําหรับเปน Stock buffer solution 
 Final buffer solution: 
 Stock buffer solution   1.25 มิลลิลิตร 
 ผสม Stock buffer solution ในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร และปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 
7.2-7.4 ท่ี 25 องศาเซลเซียส ทําใหปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที สําหรับเปน 
diluent 
 

1.7 สารละลายกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 Tween 80®    1.0 กรัม 
 กรดไขมันลิโนเลอิก (Linoleic acid, 99%) 1.0 กรัม 

น้ํากลั่น     98.0 กรัม   
 ละลาย Tween 80® ในน้ํากลั่น บรรจุในขวดรูปชมพูฝาเกลียว ทําใหปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติมกรดไขมันลโินเลอกิลงในสารละลาย Tween 80® ในสภาพปลอดเชือ้ 
เขยาอยางแรงจนเกิดเปนอิมัลชันสีขาวขุน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับหาปริมาณเซลลแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีเจริญในอาหารเหลว MRS   
  เพาะเลีย้งแบคทีเรียกรดแล็กติกบนอาหารแข็ง MRS ใหไดโคโลนเีด่ียว เขี่ยเชือ้ลงในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมในสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญเปนเวลา 18 ชั่วโมง นําอาหาร
เหลวท่ีมีเซลลมาตรวจสอบความยาวคลื่นท่ีเซลลสามารถดดูกลืนแสงไดสูงที่สดุ ดวยเครือ่ง 
Spectrophotometer (BIO-RAD, SmartSpecTM 3000, U.S.A.) โดยใชอาหารเหลว MRS เปน Blank 
จากนั้นเติมเชื้อท่ีเหลือลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 15 มิลลิลติร ในปริมาณรอยละ 0.5 โดย
ปริมาตร บมในสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญ และนํามาตรวจสอบคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่นทีเ่หมาะสม และจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตดวยเทคนคิ Spread plate ท่ีเวลาการบม 0, 2, 4, 6, 8 และ 12 
ชั่วโมง เขียนกราฟมาตรฐานระหวางจํานวนเซลลกับคาการดูดกลนืแสงไดดังรูปท่ี ผ1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี ผ1 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีเซลลรูปรางกลม (Coccus) กับคาการดูดกลืน    

แสงที่ 571 นาโนเมตร 
 
3. การทดลองการใชโซเดียมเมทอกไซดและโบรอนไทรฟรูออไรดในการ Methylation CLA 
 3.1 แหลงของ CLA และสารเคมีหลักที่ไชในการทดลอง ประกอบดวย 
       3.1.1 ตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีผานการเลี้ยงเชือ้ TISTR1401 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
       3.1.2 CLA ทางการคา 2 ย่ีหอ ไดแก 1) ซี แอล เอ แอดวานซ (CLA ADVANCETM) 
(บริษัท เมกา ไลฟไซแอ็นซ จํากัด, ประเทศไทย) ไดจากการสังเคราะหทางเคมีของน้ํามันดอก
ทานตะวัน โดยในของเหลว 1,250 มิลลกิรัม จะมี CLA 1,000 มิลลกิรัม และ 2) ฟกเกอร พลสั (Figger 
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Plus) (บริษัท เอฟ.ซี.พี. จํากัด, ประเทศไทย) ไดจากการสังเคราะหทางเคมีของน้ํามนัดอกคําฝอย โดย
ในของเหลว 1,000 มิลลกิรัม จะมี CLA 800 มิลลกิรัม 

3.1.3 โซเดียมเมทอกไซด (97% Sodium methoxide, CH3NaO, Fluka, Fluka Chemie 
GmbH CH-9471 Buchs, Germany) ในเมทานอลเขมขน 0.5 นอรมาล 

3.1.4 สารละลายอิ่มตัวโซเดียมคลอไรด 
3.1.5 Glacial acetic acid 
3.1.6 สารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดในเมทานอลเขมขนรอยละ 14 (14% Boron trifluoride 

in methanol) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) 
3.1.7 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอลเขมขน 1 นอรมาล 
3.1.8 สารละลาย Heptadecanoic acid ในเฮกเซนเขมขน 0.25 และ 1.0 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 
 

3.2 วิธีการทดลองการใชโซเดียมเมทอกไซดในการ Methylation CLA (ดัดแปลงจาก Aldai 
et al. (2005) และ Park et al. (2001)) 
        3.2.1 ตัวอยาง CLA ในอาหารเลี้ยงเชือ้  
        สกดัไขมันตามวิธีการท่ีระบุไวในขอ 3.4.1.5 ก1 จากนัน้เติมสารละลายโซเดียมเมทอกไซด 
ในเมทานอลเขมขน 0.5 นอรมาล ปริมาตร 1 มิลลิลติร พนดวยแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์พรอมปดฝา
สนิทเพ่ือปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชัน เขยาใหเขากันนําไปบมท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที เติมกรดอะซีตกิเขมขน 2-3 หยด และเตมิสารละลายอิ่มตัวโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เพ่ือกําจัดเมทอกไซดท่ีเหลอื จากนั้นสกดั FAMEs ดวยเฮกเซนปรมิาตร 2 มิลลิลติร และ
สกัดซ้าํดวยปริมาตร 1 มลิลลิิตร ทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจนบรสิุทธิ์ เติมผงโซเดียมซัลเฟตเพ่ือ
กําจัดความชืน้ที่เหลอืออก ละลาย FAMEs ดวยเฮกเซนบริสุทธิ์ปริมาตร 1.00 มิลลลิิตร เก็บ
สารละลายในขวดสชีาท่ี -20 องศาเซลเซียส รอการวิเคราะห 

3.2.2 ตัวอยาง CLA ทางการคา 
เตรียมสารละลาย CLA ทางการคาเขมขน 5.0 มิลลกิรมัตอมิลลิลติรในเฮกเซน และปเปต 

ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมสารละลาย Heptadecanoic acid ในเฮกเซน
เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 1.0 มลิลลิิตร และทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจนบรสิุทธิ ์
จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลเขมขน 0.5 นอรมาล ปริมาตร 2 มิลลลิิตร พน
ดวยแกสไนโตรเจนบริสทุธิ์พรอมปดฝาสนทิและนําไปบมตามวิธีการเชนเดียวกับการเตรียมตัวอยาง
ไขมันในอาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีระบุในขอ 3.2.1 โดยเตรียมใหมีตัวอยาง CLA เขมขน 250 สวนในลาน
สวน (ppm) ในเฮกเซน 
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3.3 วิธีการทดลองการใชโบรอนไทรฟรูออไรดในการ Methylation CLA (ดัดแปลงจาก 
Alnso, Cuesta, and Gilliland (2003), Xu et al. (2008) และ Park et al. (2001)) 

3.2.1 ตัวอยาง CLA ในอาหารเลี้ยงเชือ้  
ทําการสกัดไขมัน ยอยไขมัน และ การ Methylation ตามขัน้ตอนท่ีระบุไวในบทท่ี 3 ขอ 

3.4.5ก1, ก2 และ ก3 ตามลําดับ 
3.2.2 ตัวอยาง CLA ทางการคา 
วิธีการเตรียมตัวอยาง CLA ทางการคาจะคลายกับการเตรียมตัวอยาง CLA ในอาหาร

เลีย้งเชือ้โดยเตรียมสารละลาย CLA ทางการคาเขมขน 5.0 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตรในเฮกเซน และ      ป
เปตปริมาตร 1.0 มิลลิลติร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมสารละลาย Heptadecanoic acid ใน   เฮ
กเซนเขมขน 1.0 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 1.0 มิลลลิิตร และทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจน
บริสุทธิ์ จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอลเขมขน 1 นอรมาล ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร พนดวยแกสไนโตรเจนบรสิุทธิ์ เขยาใหสารผสมกัน ปลอยใหเกิดปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 50 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที จากนัน้เติมสารละลายโบรอนไทรฟรอูอไรดในเมทานอลเขมขน
รอยละ 14  ปริมาตร 2 มิลลลิิตร พนดวยแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์พรอมปดฝาสนิทและเขยาใหสาร
ผสมกนั ปลอยใหเกดิปฏกิิริยาท่ีอณุหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที โดยเขยาทุก ๆ 5 นาที จากนั้นเติมน้ํา
ปริมาตร 1.0 มิลลลิิตร และสกัด FAMEs ดวยเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลลิิตร 2 ครั้ง ทําใหแหงดวยแกส
ไนโตรเจนบริสุทธิ์ เติมผงโซเดยีมซลัเฟตประมาณ 0.1 กรัม จากนัน้เตรียมสารละลายใหมีตัวอยาง 
CLA เขมขน 250 สวนในลานสวน (ppm) ในเฮกเซน เก็บสารละลายในขวดสชีาขนาด 1.5 มิลลลิิตร 
ปดฝาสนิท และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รอการวิเคราะห 
 

3.4 การตรวจวัดเชิงปริมาณ และคุณภาพของ CLA ดวยเทคนิค Gas chromatography 
 ทําการตรวจวิเคราะหตามวิธกีาร และสภาวะท่ีระบุในบทท่ี 3 ขอ 3.4.5ข 
  

3.5 ผลการวิเคราะห CLA ดวยเทคนิค Gas chromatography 
 จากการวิเคราะห CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ และ CLA ทางการคาท่ีทําปฏกิิริยา 
Methylation ดวยโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอล และโบรอนไทรฟรูออไรดในเมทานอล พบวา การ
ใชโซเดียมเมทอกไซดจะไมพบพีคของ Heptadecanoic acid และ CLA ในโครมาโทแกรมของCLA 
ทางการคา ดังแสดงในรูป ผ2 และตารางท่ี ผ1 เนือ่งจาก Heptadecanoic acid และ CLA ทางการคาท่ี
สังเคราะหดวยวิธีทางเคมีจะอยูในรูปกรดไขมันอิสระ ซึ่งเปนขอจํากัดท่ีโซเดยีมเมทอกไซดจะไม
สามารถทําปฏกิิริยา Methylation ได แตจะพบพีคของ CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งมคีวาม
เปนไปไดท่ี CLA นี้จะอยูในรูปเอสเทอร และ/หรอื ไทรกลเีซอรไรด  
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สวนการใชโบรอนไทรฟรอูอไรดจะพบพีคของไขมันทกุชนิด เนื่องจากสารนีส้ามารถทํา
ปฏิกิรยิา Methylation กับไขมันท่ีอยูในรูปกรดไขมันอสิระ ฟอสโฟลิปด และ ไทรกลเีซอรไรดได 
ทั้งนี้การใชโบรอนไทรฟรูออไรดจะพบพคี CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้เหมอืนกบัการใชโซเดยีม 
เมทอกไซด และพบไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงในตารางท่ี 
ผ1 ดังนัน้จึงยืนยันไดวาการใชโบรอนไทรฟรอูอไรด และสภาวะท่ีใชในการ Methylation ในงาน 
วิจัยนี้ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนรูปรางไอโซเมอรของ CLA และเกดิปฏกิิริยาสมบูรณ 
 
ตารางท่ี ผ1 พ้ืนที่ใตกราฟของ CLA แตละไอโซเมอรในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ และ CLA ทาง 

การคาท่ีวิเคราะหไดเม่ือใชโซเดียมเมทอกไซด และโบรอนไทรฟรูออไรดในการทํา
ปฏิกิริยา Methylation 

 

Sample 
Sodium methoxide (area) Boron trifluoride (area) 

c9, t11 t10, c12 c9, c11 t9, t11 c9, t11 t10, c12 c9, c11 t9, t11 
Cultured 
medium 2,123 2,260 1,196 3,084 2,154 2,265 937 3,073 

Commercial CLA        
CLA 
ADVANCETM 

0 0 0 0 6,425 6,774 0 518 

Figger Plus 530 604 0 0 6,934 6,793 0 819 
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รูปท่ี ผ2 โครมาโทแกรมบางสวนของ CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ และ CLA ทางการคา เม่ือทํา 

ปฏิกิรยิา Methylation ดวยโซเดียมเมทอกไซด หรือโบรอนไทรฟลอูอไรด 
 
 

Cultured medium + Sodium methoxide 

Cultured medium + Boron trifluoride 

CLA ADVANCETM + Sodium methoxide 
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รูปท่ี ผ2 (ตอ)โครมาโทแกรมบางสวนของ CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ และ CLA ทางการคา เม่ือ

ทําปฏิกิรยิา Methylation ดวยโซเดยีมเมทอกไซด หรอืโบรอนไทรฟลอูอไรด 

CLA ADVANCETM + Boron trifluoride 

Figger Plus + Boron trifluoride 

Figger Plus + Sodium methoxide 
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          (ภาษาอังกฤษ) Mr. Manote Sutheerawattananonda 
2. ตําแหนงปจจุบัน 
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6. ประสบการณท่ีเกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพ
ในการทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย  หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละ
ขอเสนอโครงการวิจัย เปนตน 
 
6.1 งานวิจัยท่ีทําเสร็จแลว  

หัวหนาโครงการ 

6.1.1 คุณลักษณะทางกายภาพและโครงสรางภายในของพาสตาขาวเจาท่ีไดจากการอัด
พอง (Physical characteristics and microstructure of extruded rice pasta) 
(ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

6.1.2 ผลกระทบของสภาวะการทําเอ็กทรูช่ันตอคุณสมบัติของเนื้อสัมผัสและโครงสราง
ภายในของผลิตภัณฑขาวเจาท่ีพองตัวและไมพองตัว (Influences of extrusion 
parameters on textural properties and microstructure of expanded and non-
expanded products) (ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป) แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี  

6.1.3 การพัฒนากรรมวิธีการเคลือบเสนใยสังเคราะหดวยซิริซิน (Surface modification 
of synthetic and natural fibers for protein coating)  (ระยะเวลาดําเนินการ  1 ป)  
แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

6.1.4 การพัฒนาเกมแอนนิเมช่ันดานความปลอดภัยของอาหาร (Food Safety 3-D 
animation game) (ระยะเวลาดําเนินการ 6 เดือน)  แหลงทุน กองทุนนวัตกรรม 
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมาร ี

6.1.5 คุณภาพและปริมาณของ CLA (conjugated linoleic acid) ในน้ํานมหลังผาน
ขบวนการใหความรอนแบบพาสเจอไรเซช่ันและแบบ UHT (Qualities and 
contents of CLA (conjugated linoleic acids) in cow milk after pasteurization and 
UHT process) (ระยะเวลาดําเนินการ  3 ป)แหลงทุนมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

6.1.6 คุณสมบัติทางเคมีกายภาพของผง fibroin และ sericin ท่ีผลิตไดจากรังไหมและน้ํา
ตมไหม (Physicochemical properties of fibroin and sericin powders produced 
from silk cocoons and silk water) (ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
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6.1.7 การศึกษาความเปนไปไดในการสกัดสาร phytoestrogens จากมันมือเสือใน
ประเทศไทยเพื่อทดแทนการใช premarin (Possibility of using phytoestrogens 
extracted from native yams in Thailand to substitute Premarin) (ระยะเวลา
ดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

6.1.8 ปลาสมสําเร็จรูป (Ready-to-eat Pla-Som) (ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน 
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

6.1.9 การศึกษากรรมวิธีการสกัดและคุณสมบัติเชิงหนาท่ีของ Lutein จากรังไหมเหลือง 
Bombyx mori เพื่อใชเปนเครื่องสําอางและยา (ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป) แหลงทุน 
สภาอุตสาหกรรมแหงประเทศไทย 

6.1.10 ความเปนไปไดในการใชสมุนไพรไทยเปนยาแกไขอาการไรสมรรถภาพในชาย 
(Possibility of using Thai herbal medicine to correct  male incompetence) 
(ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป 6 เดือน)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

6.1.11 การศึกษาการทําเขมขนโปรตีนซิริซินดวยวิธีการ Ultrafiltration และ Falling-film 
evaporation (ระยะเวลาดําเนินการ  3 เดือน)  แหลงทุน Industrial Technology 
Assistance Program (ITAP)  สวทช 

6.1.12 ความคงตัวของโปรตีนซิริซินบนผา polyester และ cotton ตอการซักตามมาตรฐาน
ของกลุมประเทศยุโรป (ระยะเวลาดําเนินการ 9 เดือน)  แหลงทุน Industrial 
Technology Assistance Program (ITAP) สวทช 

6.1.13 การศึกษาวิธีการสกัดและความคงตัวของสารปองกันอนุมูลอิสระ DNJ และ
คลอโรฟลลจากชาหมอน (ระยะเวลาดําเนินการ 12 เดือน)  แหลงทุน Industrial 
Technology Assistance Program (ITAP) สวทช 

6.1.14 อาหารเสริมโปรตีนไหม sericin-chromium ตอการดูดซึม chromium ในลําไสหนู
และการลดระดับ LDL (Silk Protein, Sericin-Chromium Supplement elevates 
intestinal absorption of chromium and reduces LDL level in rats) (ระยะเวลา
ดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

6.1.15 การศึกษาฤทธ์ิปองกันมะเร็งลําไสใหญและทวารหนักและโรคหลอดเลือดหัวใจ
ของซิริซินเม่ือเปนอาหารเสริม (Study of sericin as dietary supplement for 
colorectal cancer and coronary artery disease (CAD) prevention) ระยะเวลา
ดําเนินการ 2 ป แหลงทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  
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ผูรวมวิจัย 

6.1.16 การวิเคราะหคุณภาพซาก องคประกอบทางเคมีและกายภาพของไกกระทง ไก
พื้นเมืองและไกเพศผู (A comparative study of characteristics, chemical 
composition and sensory qualities of hybrid native chicken, commercial broilers 
and laying male chicks) (ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป)  แหลงทุน สํานักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย 

6.1.17 เรื่อง โปรแกรมฐานขอมูลอุตสาหกรรมอาหารของไทย (ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป)  
แหลงทุนศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ

6.1.18 การพัฒนาน้ําท้ิงจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังภายหลังการบําบัดใหมีคุณภาพ
เทียบเทาน้ําประปา (Development of wastewater from cassava starch plant to 
obtain tap water quality) (ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป)  แหลงทุน กองทุนนวัตกรรม
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี 

6.1.19 การคัดแยกสายพันธุจุลินทรียท่ีผลิต PHAs การสกัดและการแยกใหบริสุทธ์ิสําหรับ
การผลิตพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ (ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป)  แหลงทุน 
สภาวิจัยแหงชาติ 

6.1.20 การผลิตกรดแล็กติกเพื่อใชผลิตพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิแล็กติกในประเทศไทย 
(ระยะเวลาดําเนินการ 10 เดือน)  แหลงทุน สํานักงานนวัตกรรมแหงชาต ิ

 
สิทธิบัตร 

1) กรรมวิธีการผลิตพาสตาขาวเจา ไดรับสิทธิบัตรเม่ือวนัท่ี 22 ธันวาคม 2549 
2) กรรมวิธีการเคลือบผืนเสนใยดวยโปรตีนซิริซิน  
3) กรรมวิธีการเคลือบโปรตีนซิริซินบนผืนเสนใย 
4) สูตรน้ํายาโปรตีนซิริซิน เคลือบผืนเสนใย 
5) การผลิตสารละลายไฟโบรอินเพื่อใชเปนวัตถุดิบอุตสาหกรรม 
6) กรรมวิธีการเพิ่ม CLA ในผลิตภัณฑโยเกิรตดวยแบคทีเรียกรดแล็คติก 
7) กรรมวิธีการผลิตปลาสมดวยกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติก 
8) กรรมวิธีการผลิตน้ําสมและน้ํามะนาวผงดวยวิธีการพนฝอยแบบแชเยือกแข็ง 
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9) กรรมวิธีการผลิต Sericin – Lutien Complex และ Lutein จากไหม 
10) Method for extracting silk extract containing lutein.  PCT Application Number: 

PCT/TH2010/000048  International Filling Date 30 December 2010 
11) Silk-based bioactive oligopeptide compositions and manufacturing process therefor. PCT 

Application Number: PCT/TH2011/000037  International Filling Date 26 August 2011 
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งานวิจัยที่กําลังทํา : ช่ือแผนงานวิจัย  และ/หรือโครงการวิจัย  และสถานภาพในการทําวิจัย  

- การพัฒนาอาหารท่ีเปนยาและผลิตภัณฑยาจากลูทีนท่ีสกัดไดจากรังไหมเหลือง และอนุพันธ  
ขนาดเล็กของโปรตีนซิริซิน (Development of nutraceutical and pharmaceutical products 
from lutein extracted from Bombyx mori cocoons and sericin derivatives) ปสุดทาย 

- การสกัดและทําใหบริสุทธ์ิกรดแล็กติกจากน้ําหมัก (Extraction and purification of lactic acid 
from fermentation broth) แหลงทุน บริษัท ปตท (มหาชน) จํากัด ปสุดทาย 

-การเพิ่มปริมาณแปงตานทานการยอยในผลิตภัณฑพาสตาขาวเจา (Increase of resistant starch 
in rice pasta products) แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (เตรียมรายงานฉบับ
สมบูรณ) 

-การพัฒนาระบบการผลิต CLA ตนแบบดวยแบคทีเรียกรดแล็กติกเพื่อใชในอุตสาหกรรม 
(development of conjugated linoleic acid (CLA) production model using lactic acid 
bacteria  (LAB) for industrial application) แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
(เตรียมรายงานฉบับสมบูรณ) 

 


