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ร่วมกับเชื้อ Lactobacillus acidophilus KK−03 ในปลาป่น 
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Abstract 
 

This study aims to determine the optimum conditions for the production of carotenoids from 
Rhodotorula rubra MJU11 after fermentation of fish meal in combination with Lactobacillus acidophilus 
KK−03 to eliminate contaminated microorganisms in fish meal. The conditions examined were optimal 
timing, humidity, carbon source, and nitrogen source for R. rubra MJU11 growth. The result showed that 
at 48 hours, R. rubra MJU11 had the highest growth with 2.3198 grams dry cell weight and carotenoids 
content was 14.8987 μg/g dry weight.  Opt imal  moisture content was 40 percent and found that fish 
meal already contained sufficient nutrients for the yeast, thus eliminating the need for additional carbon 
and nitrogen sources.  It was also found that fermentation of fish meal by using L.  acidophilus KK− 03 
reduced the microbial contamination in fish meal. From the research results, it can be developed into 
animal feed formulas to add value to animal feed products at the feed industry level further. 
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บทคัดย่อ 
 

 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะ        
ที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโรทีนอยด์จากเชื้อ Rhodotorula 
rubra MJU11 หล ังจากการหม ักปลาป ่นร ่วมก ับเชื้อ 
Lactobacillus acidophilus KK−03 เพื่อทำลายจุลินทรีย์
ที่ปนเปื้อนในปลาป่น โดยสภาวะที่ได้ทำการศึกษา ได้แก่ 
ระยะเวลาที ่ เหมาะสมกับการเจริญของเชื ้อ R. rubra 

MJU11 ความชื ้น แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน 
พบว่าชั่วโมงที่ 48 เชื้อ R. rubra MJU11 มีการเจริญเติบโต
สูงสุด โดยมีน้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 2.3198 กรัม และมี
ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 14.8987 ไมโครกรัมต่อกรัม
น้ำหนักแห้ง ซึ่งมีปริมาณความชื้นที่เหมาะสมเท่ากับ 40 
เปอร์เซ็นต์ และพบว่าในปลาป่นมีสารอาหารที่เพียงพอ
สำหรับยีสต์อยู่แล้วจึงไม่จำเป็นต้องเติมแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจนเพิ่มเติม นอกจากนี้ยังพบว่าการหมักปลา
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ป่นโดยใช้เชื้อ L. acidophilus KK−03 สามารถลดปริมาณ
จุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในปลาป่นได้ และทำให้เชื้อ R. rubra 
MJU11 ผลิต แคโรทีนอยด์ได้ในปริมาณสูง จากผลการวิจัย
ที่ได้สามารถนำไปพัฒนาเป็นสูตรอาหารสัตว์เพื่อเพิ่มมูลค่า
ให้ผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์ในระดับอุตสาหกรรมอาหารสัตว์
ต่อไปได้ 
 

คำสำคัญ:  แคโรทีนอยด,์ Rhodotorula rubra MJU11   
  Lactobacillus acidophilus KK-03  
  โปรไบโอตกิ  ปลาป่น   
 

คำนำ 
 

อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ในปัจจุบันนี้มีระบบ
ป้องกันรักษาสุขอนามัยที ่ด ี มีการใช้ยาปฏิชีวนะและ
สารเคมีที่เติมลงในอาหารสัตว์ เพื่อทำให้สัตว์สามารถให้
ผลผลิตที่มีประสิทธิภาพสูง แต่ผลของการใช้ยาและสารเคมี
นี้ทำให้เกิดปัญหาสารตกค้างในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์จาก
สัตว์ จึงมีการใช้สารเสริมชีวนะ (Probiotics) และอาหาร
เสริมชีวนะ (Prebiotics) มาทดแทน เนื ่องจากมีความ
ปลอดภัยในการใช้สูง (Lakkhun et al., 2013) นอกจากนี้
สารเสริมชีวนะยังมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค
และเพิ่มภูมิต้านทานอีกด้วย อย่างไรก็ตามเมื่อกล่าวถึง
อาหารสัตว์ที่ผลิตในระดับอุตสาหกรรมมีความแตกต่างกัน
ไปตามวัตถุประสงค์การใช้และประเภทของสัตว์ ซึ่งวัตถุดิบ
เกษตรที ่สำคัญสำหรับอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ ได้แก่ 
ข้าวโพดเลี ้ยงสัตว์ กากถั ่วเหลือง ปลาป่น กระดูกป่น       
มันสำปะหลังอัดเม็ด โดยถ้าหากเก็บวัตถุดิบเหล่านี้ไว้นาน
จะเกิดการย่อยสลายและเกิดเชื้อรา แบคทีเรีย ซึ่งส่งผล       
ต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์อันจะนำไปสู่ผลกระทบต่อสัตว์      
ที่บริโภคอาหารสัตว์ได้ ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์จึงมักมี
การฆ่าเชื ้อวัตถุดิบเหล่านี ้ก ่อนด้วยวิธีการต่าง ๆ เช่น 
กระบวนการให้ความร้อน ซึ่งการฆ่าเชื้อที่ปนเปื้อนแบบนี้มี
ความยุ่งยาก และอาจมีค่าใช้จ่ายสูง ด้วยเหตุนี้จึงมีความ 
 

จำเป็นในการพัฒนาวิธีการฆ่าเชื้อวัตถุดิบด้วยวิธีที่ง่ายและ
ประหยัดมากขึ ้น โดยการหมักวัตถุดิบร่วมกับสารเสริม      
ชีวนะในสภาวะกรดเพื่อกำจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนหลังการ
จัดเตรียมวัตถุดิบ และเพิ่มสารสีให้กับอาหารสัตว์เพื่อเพิ่ม
คุณภาพของเนื ้อสัตว์และไข่ไก่  โดยเน้นไปที ่สารสีกลุ่ม        
แคโรทีนอยด์ เพื่อลดการนำเข้าแคโรทีนอยด์สังเคราะห์    
จากต่างประเทศซึ ่งมีม ูลค่าสูง (Simova et al., 2003; 
Chanchay, 2016) แคโรทีนอยด์ที ่ได้จากธรรมชาติจึงมี
ความสำคัญ โดยเฉพาะแคโรทีนอยด์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ 
เพื่อนำไปสู่การแก้ไขปัญหาและประยุกต์ใช้จริงในระดับ
อุตสาหกรรมสัตว์ในอนาคต 

ในการผลิตแคโรทีนอยด์ทางเทคโนโลยีชีวภาพจาก
การใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตรเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง
ที่ช่วยเพิ่มมูลค่าของของเสียที่ใช้แล้วและลดผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อม ส่งผลดีต่อสุขภาพของผู้บริโภคและมีศักยภาพ
ในเชิงพาณิชย์มากขึ ้น (Besarab et al., 2018; Cipolatti        
et al., 2019; Silva et al., 2020); Chanchay (2016) ได้
ศ ึกษาสภาวะที ่เหมาะสมต่อการผลิตแคโรทีนอยด์โดย 
Rhodotorula rubra MJU11 ร ่ วมก ั บสารเสร ิ มช ี วนะ       
(แลคต ิก) จากเช ื ้อ Lactobacillus acidophilus ในฝุ่น
ข้าวโพดอาหารสัตว์ พบว่าหลังจากหมักฝุ่นข้าวโพดร่วมกับ 
L. acidophilus ที่สภาวะกรดแล้วสามารถป้องกันเชื้อจุลินทรีย์
อื่น ๆ  ที่ปนเปื้อนในฝุ่นข้าวโพดได้ และให้ปริมาณแคโรทีนอยด์
สูงสุด และจากงานวิจัยของ Simova et al. (2003) ได้ทำ
การทดลองการใช้ประโยชน์จากการหมักเชื้อ Lactic acid 
bacteria ร่วมกับยีสต์ที่สามารถสร้างแคโรทีนอยด์ได้ 

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้มุ่งเน้นการผลิตสารสีแคโร       
ทีนอยด์จากเชื้อ R. rubra MJU11 จากการหมักปลาป่นแบบ
อาหารแข็งร่วมกับสารเสริมชีวนะ L. acidophilus KK−03 
เพื่อทำลายจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในปลาป่นและเพื่อสร้างกรด
แลคติกในระด ับห ้องปฏิบ ัต ิการ พร ้อมศึกษาสภาวะ                
ที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ของ R. rubra MJU11 
ได้แก่ ระยะเวลาในการเจริญเติบโต ความชื้น แหล่งคารบ์อน 
และแหล่งไนโตรเจน 
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อุปกรณ์และวธิีการ 
 
การหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเจริญ 
ของ L. acidophilus KK−03 

เพาะเล ี ้ ย ง เช ื ้ อแบคท ี เ ร ี ย  Lactobacillus 
acidophilus KK−03 บนอาหารแข็ง MRS บ่มที่สภาวะไร้
อากาศเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญบนอาหารแข็ง
คัดเลือกมาประมาณ 5-10 โคโลนี ละลายลงในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85% (w/v) จากนั้นนำไป
วัดค่าความขุ่นของสารละลายที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร (OD600) ให้มีความขุ่นของเชื้อจุลินทรีย์เท่ากับค่า 
McFarland standard No. 0.5 โดยเจือจางสารละลาย
ให้มีค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.09-0.1 ซึ่งจะมีจำนวนเชื้อ
เท่ากับ 108 CFU/มิลลิลิตร ปิเปตถ่ายเชื ้อดังกล่าวที่ 
10 % (v/v) ลงในอาหารเหลว MRS ปร ิมาตร 200 
มิลลิลิตร จำนวน 3 ซ้ำ ในถังไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 35°ซ. 
และทำการเก็บตัวอย่างชั่วโมงที่ 0, 12, 24, 36, 48, 60 
และ 72 ชั ่วโมง จากนั้นทำการคัดเลือกเชื้อด้วยวิธีการ 
Spread plate ในอาหารแข็ง MRS และตรวจหาปริมาณ
เชื้อว่าที่ชั่วโมงใดมีการเจริญเติบโตมากที่สุด 
 
การยับยั้งจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในปลาป่นด้วยเชื้อ  
L. acidophilus KK−03 ในการหมักเชื้อ  
L. acidophilus KK−03 ร่วมกับปลาป่น 

นำหัวเชื้อ L. acidophilus KK−03 ที่เตรียมตาม
ระยะเวลาในข้อที่ 1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร หมักร่วมกับ
ปลาป่นจำนวน 500 กรัม (10 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อ
ปริมาตร) ในถังหมักไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37°ซ. และมี
การปรับความชื้นด้วยน้ำกลั่น เพื่อให้ได้ความชื้นเริ่มต้น
เท่ากับ 40-45 เปอร์เซ็นต์ (Phromthep, 2010) จากนั้น
ทำการตรวจสอบจุลินทรีย์ในปลาป่นเริ่มต้นและหัวเชื้อ
เริ่มต้นก่อนทำการหมัก จากนั้นทำการเก็บตัวอย่างตาม
ระยะเวลาที่เหมาะสมในข้อที่ 1 มาทำการตรวจสอบเชื้อ 
L. acidophilus KK−03 และเชื ้ออื ่น ๆ ในอาหาร PCA 

(Plate count agar) และอาหาร MRS วัดค่า pH และ
วิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์เริ่มต้น 
 
การหาระยะเวลาที ่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ       
R. rubra MJU11 ภายหลังหมักร่วมกับ L. acidophilus 
KK−03 จากข้อที่ 2  

เตร ียมหัวเชื ้อเร ิ ่มต้นของ R. rubra MJU11 
(McFarland standard No. 0.5) โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ
ในอาหารสูตรมาตรฐาน (Basal medium) ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 500 มิลลิลิตร จำนวน 3 
ขวด ๆ ละ 100 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เท่ากับ 5.5 บ่มที่
อุณหภูมิห้อง ในเครื่องเขย่า (Shaker) ที่ความเร็วรอบ 
200 rpm เป ็น เวลา  48 ช ั ่ ว โมง  (Chanchay, 2013) 
จากนั้นวิเคราะห์เชื้อเริ่มต้นด้วยอาหาร PCA 

ศึกษาระยะเวลาที ่เหมาะสมสำหรับการหมัก       
R. rubra MJU11 เพื่อผลิตแคโรทีนอยด์ โดยทำการเติม
หัวเชื ้อ R. rubra MJU11 10 เปอร์เซ็นต์ (McFarland 
standard No. 0.5) ในปลาป่นที ่ผ่านการหมักด้วยเชื้อ        
L. acidophilus KK−03 และทำการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ดังกล่าวแล้ว ปริมาตร 100 กรัม ในถุงพลาสติก ปรับ
ความชื้นมาตรฐานเท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ เก็บตัวอย่างที่ 
0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ 
ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง และเลือกระยะเวลาที่เหมาะสม
ที่สุดเพื่อนำไปศึกษาสภาวะความชื้นที่เหมาะสมต่อไป 
 
การหาสภาวะความชื้นที่เหมาะสมในการหมักเชื้อ  
R. rubra MJU11 ร่วมกับปลาป่นที่ผ่านการหมักดว้ยเชือ้ 
L. acidophilus KK−03 ในระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด 

ทำการศึกษาความชื้นที ่เหมาะสมโดยกำหนด
เปอร์เซ็นต์ความชื้นที่ 40, 45, 50, 55 และ 60 เปอร์เซน็ต์ 
โดยใช้เวลาที่เหมาะสมจากข้อ 3 เพื่อวิเคราะห์ปริมาณแค
โรทีนอยด์ และวิเคราะห์ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง จากนั้น
เลือกสภาวะความชื ้นที ่เหมาะสมที ่สุด เพื ่อศึกษาหา
ปริมาณแหล่งคาร์บอนจากน้ำตาลกลูโคสที่เหมาะสมต่อไป 
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การหาปริมาณแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการหมัก  
R. rubra MJU11 ร่วมกับปลาป่นภายหลังการหมัก
ด้วย L. acidophilus KK−03 เพื่อผลิตแคโรทีนอยด์ 

ทำการศึกษาปริมาณแหล่งคาร์บอนจากน้ำตาล
กลูโคส โดยกำหนดปริมาณน้ำตาลกลูโคสที่ 0, 5, 10, 15 
และ 20 เปอร์เซ็นต์ ที ่เวลาที ่เหมาะสมในข้อ 3 และ
ความชื้นที่เหมาะสมในข้อ 4 จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณแค
โรทีนอยด์ วิเคราะห์ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง และเลือก
ปริมาณแหล่งคาร์บอนที ่เหมาะสมที่สุด เพื ่อศึกษาหา
ปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อไป 

 
การหาปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการหมัก 
R. rubra MJU11 ร่วมกับปลาป่นเพื่อผลิตแคโรทีนอยด์
กับปลาป่นหมักภายหลังการหมักด้วย L. acidophilus 
KK−03 

ทำการศึกษาปริมาณแหล่งไนโตรเจนจาก Fish 
soluble โดยกำหนดปริมาณ Fish soluble ที ่ 0, 0.5, 
1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ ตามระยะเวลาที่เหมาะสม
ในข้อ 3 ความชื้นที่เหมาะสมในข้อ 4 และปริมาณแหล่ง
คาร์บอนจากน้ำตาลกลูโคสที่เหมาะสมในข้อ 5 จากนั้น
เก็บตัวอย่างเพื ่อวิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ และ
วิเคราะห์ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง 

วิธีการวิเคราะห์ 
วิเคราะห์น้ำหนักเซลล์แห้งโดยการชั่งน้ำหนักสด

หลังหมัก จากนั้นนำไปอบ และชั่งน้ำหนักแห้งหลังอบ 
วิเคราะห์หาน้ำหนักเซลล์แห้ง และวิเคราะห์ปริมาณ        
แคโรทีนอยด์โดยตามวิธีการของ Foss et al. (1984) 
 

ผลการวิจัย 
 
ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเจริญเติบโตของ  
L. acidophilus KK−03 

จากการศึกษาการเจริญของเชื้อ L. acidophilus 
KK−03 พบว่าในชั่วโมงที่ 0 มีจำนวนเชื้อเท่ากับ 2.8x107 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร ชั ่วโมงที ่ 12 มีจำนวนเชื ้อเท่ากับ 
1.26x109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ชั่วโมงที่ 24 มีจำนวนเชื้อ
เท ่าก ับ 1.37x109 โคโลนีต ่อม ิลล ิล ิตร ช ั ่วโมงที ่  36             
มีจำนวนเชื้อเท่ากับ 6.57x109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ชั่วโมง
ที่ 48 มีจำนวนเชื้อเท่ากับ 7.67x109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร 
ชั ่วโมงที ่ 60 มีจำนวนเชื ้อเท่ากับ 2.8x109 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร และชั่วโมงที่ 72 มีจำนวนเชื้อเท่ากับ 1.0x109 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร (Figure 1) และเมื่อนำมาทดสอบการ
ย้อมสีแกรมพบว่าเชื้อเป็นแกรมบวก มีลักษณะเป็นท่อน
เดี่ยว และเรียงตัวเป็นคู่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1   Growth curve of L. acidophilus KK−03 
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การยับยั้งจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในปลาป่นด้วยเชื้อ  
L. acidophilus KK−03 ในการหมักเชื้อ L. acidophilus 
KK−03 ร่วมกับปลาป่น 

จากการศึกษาพบว่าเมื่อนำตัวอย่างปลาป่นมา
สกัดด้วย NaCl ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ ็นต์ และ
เพาะเลี้ยงบนอาหาร PCA เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มีจุลินทรีย์
ที่ปนเปื้อนในปลาป่น เท่ากับ 1.8x1010 โคโลนีต่อกรัม ซึ่ง
เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีจุลินทรีย์ 
พบว่าเชื้อส่วนใหญ่มีโคโลนีสีขาว ขนาดใหญ่ ขอบหยัก        
มีลักษณะเหนียว และมีวงกลมตรงกลาง 

จากการเก็บตัวอย่างปลาป่นหมักเพื่อดูปริมาณ
เชื้อ L. acidophilus KK−03 บนอาหารแข็ง MRS พบว่า
ชั่วโมงที่ 48 มีจำนวนเชื้อเท่ากับ 1.7x108 โคโลนีต่อกรัม 
ค่า pH เท่ากับ 6.56 และปริมาณแคโรทีนอยด์เริ่มต้น คือ 
10.47 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง และเมื ่อนำมา
ทดสอบการย้อมสีแกรม พบว่าเชื ้อมีลักษณะเป็นท่อน
เดี่ยว เรียงตัวเป็นคู่ และเป็นแกรมบวก ซึ่งพบว่าจุลินทรีย์
ที่ปนเปื้อนในปลาป่นมีจำนวน เท่ากับ 8.0x107 โคโลนีต่อ
กรัม ซึ ่งมีการปนเปื ้อนน้อยลงจากปลาป่นเริ ่มต้น ซึ่ง
สามารถแยกเชื ้อจุลินทรีย์ที ่ปนเปื ้อนได้ 3 ชนิด จาก
ลักษณะโคโลนีที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่า ซึ่งมีลักษณะโคโลนี
สีขาวขุ่น ขนาดใหญ่ ขอบหยัก ขอบใส ลักษณะเหนียว 
มีวงกลตรงกลางนูน ที่ความชื้นในการหมัก 50 เปอร์เซ็นต์  

ระยะเวลาที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ R. rubra 
MJU11 ภายหลังหมักร่วมกับ L. acidophilus KK−03 

จากการศึกษาพบว่าเชื้อ R. rubra MJU11 ใน
หัวเชื ้อเริ ่มต้นในอาหารสูตรมาตรฐาน มีจำนวนเชื ้อ
เท่ากับ 1.56x108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร และลักษณะ
โคโลนีที่เจริญบนอาหาร PCA มีสีชมพู มันเยิ้ม ขอบวาว
ทั้งหมด เมื ่อศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมสำหรับการ
ผลิตแคโรทีนอยด์ และเจริญเติบโตของเชื้อ R. rubra 
MJU11 (Table 1) พบว ่าท ี ่ ระยะเวลา 48 ช ั ่ ว โมง        
R. rubra MJU11 มีความสามารถในการผลิตแคโรทีนอยด์
ได ้มากท ี ่ ส ุ ด  โดยม ีปร ิมาณแคโรท ี นอยด ์  13 .80 
ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง รองลงมาคือ ชั่วโมงที่ 0 
และชุดควบคุม ซึ่งมีปริมาณแคโรทีนอยด์ เท่ากับ 12.59 
และ 10.47 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ 
เมื ่อว ิ เคราะห์ความแตกต่างทางสถิติพบว่ามีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ρ≤0.05) แต่ชุด
ควบคุมและชั่วโมงที่ 72 ให้ผลไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ นอกจากนี ้ย ังพบว่าชั ่วโมงที ่  48        
มีปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้งมากที่สุด เท่ากับ 2.32 กรัม 
รองลงมาคือ ชั่วโมงที่ 0 และชุดควบคุม ซึ่งมีปริมาณ
น้ำหนักเซลล์แห้ง คือ 2.17 และ 2.10 กรัม ตามลำดับ 
ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ρ≥0.05) 

 
Table 1   Optimal timing for carotenoids production of R. rubra 
 

Hours Dry cell weight  
(g) 

     Carotenoids content 
     (μg/g dry weight) 

0  2.17±0.01ab 12.59±0.32b 
24  1.70±0.01e 17.88±0.15e 
48  2.32±0.02a 13.80±0.06a 
72  2.09±0.01bc 10.19±0.16c 
96  1.93±0.00d 19.14±0.10d 

control  2.10±0.01bc 10.47±0.01c 
 

The control unit is an unfilled fish meal with R. Rubra. 
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ความชื้นที่เหมาะสมในการหมักเชื้อ R. rubra MJU11 
ร่วมกับปลาป่น ที่ผ่านการหมักด้วยเชื้อ L. acidophilus 
KK−03 ในระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด 

จากการศึกษาความชื้นที่เหมาะสมในการผลิตแค
โรท ีนอยด์ (Table 2) พบว ่าท ี ่ปร ิมาณความชื ้น 40 
เปอร์เซ็นต์ R. rubra MJU11 สามารถผลิตแคโรทีนอยด์
ได้มากที่สุด เท่ากับ 14.89 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง 
รองลงมาคือที ่ 50 เปอร์เซ็นต์ และ 45 เปอร์เซ็นต์ มี
ปริมาณแคโรทีนอยด์ เท่ากับ 13.80 และ 12.76 ไมโครกรัม

ต่อกรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้ว
พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (ρ≤0.05) นอกจากนี้
พบว่าที่ปริมาณความชื้น 40 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณนำ้หนัก
เซลล์แห้งมากที่สุดเท่ากับ 2.60 กรัม รองลงมาคือ 
ที ่ ความชื ้น 50 เปอร์เซ็นต์ และชุดควบคุม มีปริมาณ
น้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 2.37 และ 2.10 กรัม ตามลำดับ 
เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้วพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (ρ≤0.05) 

 
Table 2   Optimum moisture determination for R. rubra MJU11 carotenoids production 
 

Moisture content 
(percent) 

Dry cell weight 
(g) 

Carotenoids content 
(μg/g dry weight) 

40 2.60±0.03a 14.89±0.26a 
45 2.16±0.01c 12.76±0.07c 
50 2.37±0.02b 13.80±0.02b 
55 1.94±0.01d 10.40±0.28d 
60 1.80±0.04c 17.43±0.56e 

control 2.10±0.01c 10.47±0.01d 
 

The control unit is an unfilled fish meal with R. rubra MJU11. 

 

ปริมาณแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการหมัก R. rubra 
MJU11 ร่วมกับปลาป่น เพื่อผลิตแคโรทีนอยด์กับปลาป่น
หมักภายหลังการหมักด้วย L. acidophilus KK−03 

จากผลการศึกษาปริมาณแหล่งคาร์บอนจาก
กลูโคสที่เหมาะสมในการผลิตแคโรทีนอยด์ (Table 3) 
พบว่าสภาวะที่ไม่เติมน้ำตาลกลูโคส R. rubra MJU11 มี
ความสามารถในการผลิตแคโรทีนอยด์ได้มากที่สุด โดยมี
ปริมาณแคโรทีนอยด์ เท่ากับ 14.89 ไมโครกรัมต่อกรัม
น้ำหนักแห้ง รองลงมาคือ สภาวะที่เติมน้ำตาลกลูโคส 5 
 

และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณแคโรทีนอยด์ เท่ากับ 11.61 
และ 11.26 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ 
เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้วพบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
น ัยสำคัญทางสถิต ิ (ρ≥0.05) นอกจากนี ้ย ังพบว่าที่
ปริมาณกลูโคส 20 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง
มากที่สุดเท่ากับ 2.78 กรัม รองลงมาคือ ที่ปริมาณกลโูคส 
15 และ 10 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 2.73 
และ 2.69 กรัม ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้วพบว่า 
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเช่นกัน (ρ≥0.05) 
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Table 3   Carbon sources for R. rubra MJU11 carotenoids production 
 

Glucose content 
(percent) 

Dry cell weight 
(g) 

Carotenoids content 

(μg/g dry weight) 
0  2.60±0.02d 14.90±0.26a 
5  2.63±0.01cd 11.61±0.05b 
10  2.69±0.00bc 11.24±0.17b 
15  2.73±0.00ab 19.50±0.05d 
20  2.78±0.01a 17.44±0.20e 

control  2.10±0.01e 10.47±0.01c 
 

The control unit is an unfilled fish meal with R. rubra MJU1. 

 

ปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการหมัก R. rubra 
ร ่วมกับปลาป่น เพื ่อผลิตแคโรทีนอยด์ก ับปลาป่น
ภายหลังการหมักด้วย L. acidophilus KK−03 

จากการศึกษาปริมาณแหล่งไนโตรเจนจาก Fish 
soluble ที่เหมาะสมในการผลิตแคโรทีนอยด์ (Table 4) 
พบว ่าท ี ่ปร ิมาณ fish soluble ไม ่ม ีผลต ่อการผลิต         
แคโรทีนอยด์เช่นเดียวกับกลูโคส คือ สภาวะที่ไม่เติม Fish 
soluble สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้มากที่สุด คือ 14.90 
ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง รองลงมาคือ สภาวะที่มี
การเติม Fish soluble 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณ

แคโรทีนอยด์ เท่ากับ 13.50 และ 12.44 ไมโครกรัมต่อ
กรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้ว
พบว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ρ≤0.05) 
และพบว ่าท ี ่ปร ิมาณ Fish soluble 2.0 เปอร ์ เซ ็นต์                
มีปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้งมากที ่ส ุด คือ 2.64 กรัม 
รองลงมาค ือ  ท ี ่ ปร ิมาณ Fish soluble 1.5 และ 0 
เปอร์เซ็นต์ คือ 2.62 และ 2.60 กรัม ตามลำดับ เมื่อ
วิเคราะห์ทางสถิติแล้วพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (ρ≥0.05) 

 
Table 4   Nitrogen sources for R. rubra MJU11 carotenoids production 
 

Fish soluble content 
(percent) 

Dry cell weight 
(g) 

  Carotenoids content 

  (μg/g dry weight) 
0  2.60±0.02abc  14.90±0.27a 

0.5  2.47±0.03cd  13.50±0.16b 
1.0  2.57±0.04c  12.44±0.21c 
1.5  2.62±0.00ab  12.08±0.05cd 
2.0  2.64±0.04a  11.80±0.40d 

control  2.10±0.01e  10.47±0.00e 
 

The control unit is an unfilled fish meal with R. rubra MJU11. 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

จากผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการ
เจริญของเชื้อ L. acidophilus KK−03 พบว่าชั่วโมงที่ 48 
มีจำนวนเชื้อสูงที่สุดเท่ากับ 7.67x109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร 
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Rooj et al. (2010) ที่ได้
ทำการศ ึกษาการผลิตเมตาบอไลต์โดยโพรไบโอติก 
Lactobacilli เพื่อเพิ่มการดูดซึมกลูโคสโดยเซลล์ Caco-2 
ผลการทดลองพบว่า L. acidophilus ที่เลี ้ยงในอาหาร
เหลว MRS บ่มที่ 37°ซ. มีการเจริญมากที่สุดที่ 48 ชั่วโมง
เช่นเดียวกัน 

จากน ั ้ นทำการหม ักปลาป ่น ร ่ วมก ับ เชื้ อ                
L. acidophilus KK−03 เพื ่อศึกษาการยับยั ้งจุลินทรีย์           
ที ่ปนเปื้อนในปลาป่นด้วยเชื ้อ L. acidophilus KK−03 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่ามีจำนวนเชื้อที่ปนเปื้อนในปลา
ป่นเท่ากับ 1.7x108 โคโลนีต่อกรัม ซึ่งลดลงจากปริมาณ
เริ ่มต้น คือ 8.0x107 โคโลนีต่อกรัม ซึ ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Dinev et al. (2017) ที่ได้ศึกษาฤทธิ์ในการ
ยับยั ้งเชื ้อก่อโรคในพืชและทำให้อาหารเน่าเสียของ            
L. acidophilus ผลการทดลองพบว่าเชื้อจุลินทรีย์ส่วนใหญ่
ที่ L. acidophilus สามารถยับยั้งได้ คือ แบคทีเรียแกรม
ลบ เช่น Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella, Salmonella, Shigella spp. เป็นต้น และ
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Charoenjiratakul et al. (1996) 
ที่ได้ทำการคัดแยก Lactobacillus spp. จากนมเปรี้ยว 
ผลการทดลองพบว่าได้เชื้อจากการแยก 5 ไอโซเลท คือ 
L. acidophilus 2 ไอโซเลท L. casei 2 ไอโซเลท และ L. 
delbrueckii spp.  bulgaricus 1 ไ อ โ ซ เ ลท  ซ ึ ่ ง เ ชื้ อ 
Lactobacillus spp.  ท ี ่แยกได ้น ี ้สามารถย ับย ั ้ ง เชื้อ 
Staphylococcus aureus ไ ด ้ ด ี ก ว ่ า  Salmonella 
typhimurium และ Escherichia coli 

จากผลการวิจัยสภาวะความชื ้นที ่เหมาะสม         
ในการหมัก R. rubra MJU11 ร่วมกับปลาป่น คือ ที่ปริมาณ
ความชื ้น 40 เปอร์เซ็นต์ และรองลงมาคือ ที ่ปริมาณ
ความชื ้น 50 เปอร ์เซ ็นต ์ ซ ึ ่งสอดคล้องก ับงานวิจัย 

Chanchay and Boonkerd (2016) ที ่ได้ทำการศึกษา
การผลิตแคโรทีนอยด์จากยีสต์ R. rubra MJU11 บนฝุ่น
ข ้าวโพด แบบการหม ักแห ้ง โดยการศ ึกษาสภาวะ              
ที ่เหมาะสมในการเจริญ และผลที ่ได้ในการผลิตแคโร       
ทีนอยด์ด้วยการออกแบบการทดลองแบบ CCD (Central 
composite design)  ผลการทดลองพบว ่า  ปร ิมาณ
ความชื้นที่เหมาะสม คือ 50 เปอร์เซ็นต์เช่นเดียวกัน แต่
เนื่องมาจากการทดลองนี้เป็นการหมักร่วมกับฝุ่นข้าวโพด
แบบการหมักแห้ง ความชื้นที่เหมาะสมจึงแตกต่างจาก           
ในงานวิจัยที่ทำการหมักร่วมกับปลาป่นเล็กน้อย รวมถึง
สภาพของภาชนะที ่บรรจุ อาจทำให้เชื ้อได้รับอากาศ          
ที่ไม่เพียงพอ และสภาพแวดล้อมอื่น ๆ เช่น อุณหภูมิห้อง
ที ่ทำการหมักไม่คงที ่และแสงที ่ไม่สามารถควบคุมได้          
แต่ในการทดลองทั้งสองนั้นให้ปริมาณแคโรทีนอยด์ที่ไม่
แตกต่างกันมากนัก 

จากการศึกษาปริมาณแหล่งคาร์บอนจากน้ำตาล
กลูโคส และแหล่งไนโตรเจนจาก Fish soluble พบว่า
สภาวะที่ไม่เติมกลูโคสให้ปริมาณแคโรทีนอยด์มากที่สุด 
เน ื ่องจากในปลาป ่นหล ังจากการหม ักร ่วมก ับเชื้อ                
L. acidophilus KK−03 มีปริมาณของแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจนที่เพียงพอต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ของ            
R. rubra MJU11 แล้ว เมื่อมีการเติมน้ำตาลกลูโคสเพิ่ม
อาจจะทำให้เกิดการยับยั ้งการผลิตแคโรทีนอยด์ของ           
R. rubra MJU11 (Substrate inhibition) หรือเชื้อ R. rubra 
MJU11 อาจต้องการแหล่งคาร์บอนจากน้ำตาลชนิดอื่น
แทน และแหล่งไนโตรเจนจาก Fish soluble ที่ปริมาณ
ต่าง ๆ ให ้ปร ิมาณแคโรท ีนอยด ์ไม ่แตกต ่างก ัน ซึ่ ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Bhosale and Gadre (2001) 
ท ี ่ ได ้ทำการศ ึกษาการผล ิตเบต ้า -แคโรท ีนจากเชื้อ                
R. glutinis สายพันธุ ์กลาย พบว่าอ ัตราส่วนปริมาณ       
แหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนไม่ส่งผลต่อการสะสม
เม็ดสีแคโรทีนอยด์ของเซลล์ยีสต์ นอกจากนี้จะเห็นได้ว่า
ปริมาณของแคโรทีนอยด์ไม่แปรผันกับน้ำหนักเซลล์แห้ง 
ที่เป็นเช่นนี้อาจเนื่องมาจากการเพิ่มปริมาณน้ำตาลกลูโคส
มากขึ้นจะทำให้ได้เซลล์มากขึ้น แต่ไม่มีการผลิตแคโรทีนอยด์ 
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จึงทำให้ปริมาณแคโรทีนอยด์ไม่สัมพันธ์กับปริมาณกลูโคส 
ในการผลิตแคโรทีนอยด์ทางเทคโนโลยีชีวภาพจากการใช้
ของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตรเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง       
ที่ช่วยเพิ่มมูลค่าของของเสียที่ใช้แล้วและลดผลกระทบต่อ
ส ิ ่งแวดล้อม และมีศ ักยภาพในเช ิงพาณิชย ์มากขึ้น 
(Besarab et al., 2018; Cipolatti et al., 2019; Silva 
et al., 2020) ในปัจจุบันองค์ความรู้การศึกษาการผลิต
แคโรท ี เนอยด์ จากจ ุล ินทร ีย์ท ั ้ งการศ ึกษาสภาวะ              
ที ่เหมาะสมในการผลิต การใช้โปรแกรมสำเร็จรูปทาง
คณิตศาสตร์ในการวางแผนการผลิต การหาแหล่งอาหาร
ใหม่ ๆ ในการผลิตทั ้งจากของเสียทางการเกษตรและ
ภาคอุตสาหกรรมต่าง ๆ ม ีมากข ึ ้นท ั ้งการนำไปใช้
ประโยชน์และศึกษาหน้าที่ของแคโรทีนอยด์ที่หลากหลาย
ขึ้น สอดคล้องกับ Besarab et al. (2018) กล่าวว่า การ
ค้นพบหน้าที ่ท ี ่สำคัญใหม่ ๆ ของสารประกอบแคโร        
ทีนอยด์ที่ดัดแปลงอาจกระตุ้นแรงจูงใจในการผลิตรงควัตถุ     
ท ี ่หลากหลายทางช ีวภาพและขยายขอบเขตของ             
การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับเทคโนโลยีการผลิต 
 

สรุปผลการวิจยั 
 

จากการศึกษาสภาวะที ่เหมาะสมต่อการผลิต         
แคโรทีนอยด์โดย R. rubra MJU11 ร่วมกับสารเสริมชีวนะ
จากเชื้อ L. acidophilus KK−03 ในปลาป่น คือ ความชื้น
มาตรฐาน 40 เปอร์เซ็นต์ ไม่เติมแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจน ระยะเวลา 48 ชั่วโมง โดยสภาวะนี้จะทำให้ 
R. rubra MJU11 มีการเจริญและสามารถผลิตสารสีแคโร
ทีนอยด์ได้สูงที ่สุด แต่เนื ่องจากในระดับอุตสาหกรรม
อาหารสัตว์นั้นต้องมีความปลอดภัยต่อสัตว์สูงมาก จึงควร
ใช้กรดแลคติกที่มีประสิทธิภาพที่เพียงพอ ในปริมาณที่ไม่
เป็นอันตรายต่อสัตว์ หรือใช้การฆ่าเชื้อระบบอื่นร่วมด้วย 
เพื่อไม่ให้เป็นอันตรายต่อสัตว์และไม่สะสมในร่างกายสัตว์
ในระยะยาว โดยสภาวะที่เหมาะสมดังกล่าวนี้สามารถ
พัฒนาเป็นสูตรอาหารสำหรับสัตว์เพื ่อเพิ ่มมูลค่าของ
ผลิตภัณฑ์ให้มีมูลค่ามากยิ่งขึ้น และสามารถใช้เป็นแหล่ง

อาหารสำหร ับการผลิตแคโรท ีนอยด์จาก R.  rubra 
MJU11 เพื ่อพัฒนาเป็นวัตถุดิบในการผลิตอาหารสัตว์
ต่อไปได้ 
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