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บทคัดย่อ
 	 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อความสามารถต้านอนุมูลอิสระของเชื้อยีสต์ Rhodotorula rubra 
MJU18โดยวิธี DPPH และสภาวะทีเ่หมาะสมของสตูรอาหารเลีย้งเชือ้ R.rubra MJU18 โดยใช้การออกแบบการทดลอง
ทางสถิติเพื่อประเมินอิทธิพลของสารอาหารที่ส�ำคัญ ซึ่งแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ได้
ถูกน�ำมาใช้ในการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ (ปริมาณคาร์บอน ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณสารส่งเสริมการเจริญเติบโต       
ความเป็นกรด-ด่าง และอณุหภูม)ิ ในปรมิาณทีแ่ตกต่างกัน พบว่า สภาวะการทดลองทีป่ระกอบด้วยอาหารทีม่ ีกลโูคส
เป็นแหล่งคาร์บอนที่ปริมาณ 15 กรัมต่อลิตร มีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ปริมาณ 2 กรัมต่อลิตร มีสาร
สกัดจากยีสต์เป็นสารส่งเสริมการเจริญเติบโตที่ปริมาณ 2 กรัมต่อลิตร มีความเป็นกรด-ด่างที่ 5.5 และอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 72 ชั่วโมง แสดงผลความสามารถในฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH สูงสุด
เท่ากับ 99.22 เปอร์เซ็นต์

ค�ำส�ำคัญ: สารต้านอนุมูลอิสระ การออกแบบการทดลองทางสถิติ DPPH Rhodotorula rubra MJU18

Abstract
	 Optimization of the antioxidant of Rhodotorula rubra MJU18 was determined by using DPPH 
assay and optimization of media for R. rubra MJU18 using statistical experimental was designed to assess  
the influence of important nutrients. The experimental design Central Composite Design (CCD) was used 
to study various factors (carbon, nitrogen, growth factor, pH and temperature) in different quantities.  
The study found that the optimized medium of 15 g/l glucose as carbon source, 2 g/l ammonium sulfate 
as nitrogen source, 2 g/l yeast extract as growth factor, pH 5.5 and incubation at  37๐C for 72 hours  
provided the best antioxidant activity of 99.22 %.
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ค�ำน�ำ
เนื่องจากปัจจุบันมนุษย์ต้องด�ำรงชีวิตอยู่กับความเร่งรีบ ภัยจากธรรมชาติ การเกิดจลาจล และปัจจัยอื่น ๆ 

ก่อให้เกิดความเครียดและการป่วยเป็นโรคความแก่ชรา (Aging) กลุ่มโรคและภาวะทางสมองท้ังหลาย โรคทางตา  
โรคของปอดและหัวใจ โรคของตับ โรคไต โรคภูมิคุ้มกันร่างกายตนเองท�ำร้ายตนเอง (Auto-immune disease)  
โรคมะเร็ง และโรคความดันโลหิตสูง เป็นต้น ซ่ึงสาเหตุหน่ึงของการเกิดโรคเหล่าน้ี คือ อนุมูลอิสระ ท่ีจะไปท�ำ 
ปฏิกิริยากับโมเลกุลในร่างกาย ท�ำให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ อาจกลายสภาพเป็นเนื้อร้ายในร่างกาย  
(Punchard and Kelly, 1996)

สารที่มีบทบาท และช่วยยับย้ังการเกิดอนุมูลอิสระในร่างกายที่ส�ำคัญมีชื่อว่า สารต้านอนุมูลอิสระ  
(Antioxidant) ที่สามารถป้องกันหรือชะลอกระบวนการเกิดออกซิเดชันที่เกิดจากอนุมูลอิสระซึ่งสร้างความเสียหาย

ต่อเซลล์ในร่างกายได้ (Songchitsomboon et al., 2005) แต่สารต้านอนุมูลอิสระที่พบในร่างกายของคนเรา
นั้นไม่เพียงพอต่อการต้านอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกาย จึงต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมจากแหล่งอื่น  
เช่น จากอาหารที่รับประทานจ�ำพวก ผักผลไม้ เนื้อสัตว์ นม และไข่ เป็นต้น และปัจจุบันยังมีอาหารเสริมที่สกัดสาร 
ต้านอนุมูลอิสระจากพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ออกจ�ำหน่ายตามท้องตลาด

จากการทีส่ารต้านอนมุลูอสิระมคีวามส�ำคญัอย่างมากจงึน�ำไปสู่ความคิดท่ีจะพัฒนากระบวนการเพาะเล้ียง
เชื้อยีสต์ Rhodotorula rubra MJU18 เป็นเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มของยีสต์ ที่สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระในกลุ่ม
ของแคโรทีนอยด์ให้สีส้มแดงที่สูงท่ีสุด ดังน้ัน การทดลองน้ีจึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
เลี้ยง (แหล่งคาร์บอน ระหว่างกลูโคส และซูโครส แหล่งไนโตรเจน ระหว่างแอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมคลอ
ไรด์ และแหล่งสารส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต ระหว่างสารสกัดจากยีสต์ และเปปโตน) ท่ีสามารถ    ต้านอนุมลูอสิระสูงสุด
ด้วยวิธี DPPH จากนั้นศึกษาสภาวะการเลี้ยงที่ได้จากโปรแกรมคอมพิวเตอร์ เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อความ
สามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่สูงที่สุดด้วยวิธี DPPH

วิธีการศึกษา
การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ 

เชื้อ Rhodotorula rubra MJU18 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทยเลี้ยง  
R. rubra MJU18 ในอาหารสูตรมาตรฐาน และบ่มที่อุณหภูมิห้องในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง
การศึกษาแหล่งอาหารท่ีเหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเชื้อยีสต์ R. rubra MJU18 
ด้วยวิธี DPPH

การศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม เปรียบเทียบแหล่งคาร์บอน 2 แหล่ง คือ กลูโคส และซูโครส โดย
แต่ละแหล่งใช้ปริมาณ 10 กรัมต่อลิตรในอาหารสูตรมาตรฐาน (กลูโคส10 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมต่อ
ลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร และสารสกัดจากยีสต์ 1 กรัม
ต่อลิตร) บ่มที่อุณหภูมิห้องในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้น
ล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วยน�้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และท�ำการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย วิธี DPPH  
เพื่อเลือกแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป

การศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม เปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจน 2 แหล่ง คือแอมโมเนียมซัลเฟต  
((NH4)2SO4) และแอมโมเนียมคลอไรด์ ((NH4)2Cl) โดยแต่ละแหล่งใช้ปริมาณ 1 กรัมต่อลิตรในอาหารสูตรมาตรฐาน
ที่มีแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจากผลการทดลองที่ 2.1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง ในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จากน้ันล้างเซลล์ 2 ครั้ง ด้วยน�้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และท�ำการวัดความ
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สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เพื่อเลือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป
การศึกษาสารส่งเสริมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสม เปรียบเทียบสารท่ีส่งเสริมการเติบโต 2 แหล่ง คือ  

เปปโตน และสารสกกัดจากยีสต์ โดยแต่ละแหล่งใช้ปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร ในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอน และแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจากการทดลองที่ 2.1 และการทดลองท่ี 2.2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่า 
ให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นท�ำการล้างเซลล์ 2 ครั้ง ด้วยน�้ำกลั่นที่ผ่าน 
การฆ่าเชื้อ และท�ำการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เพ่ือเลือกแหล่งสารอาหารที่ส่งเสริม 
การเติบโตที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในการทดลอง จากน้ันน�ำผลของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน และสารส่งเสริมการเจริญ
เติบโตมาท�ำการทดลองด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูปทางคณิตศาสตร์ต่อไป
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อความสามารถต้านอนุมูลอิสระโดยแผนการทดลองแบบ CCD 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระของยีสต์ R.rubra MJU18 โดยศึกษาปัจจัย 
ต่าง ๆ ที่เหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยขั้นตอนนี้ท�ำการทดลองโดยการออกแบบแผน 
การทดลองด้วยแผนการทดลองแบบ CCD เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ R.rubra MJU18  
ที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยศึกษาปัจจัยทั้ง 5 ได้แก่ ปริมาณแหล่งคาร์บอน ปริมาณแหล่งไนโตรเจน ปริมาณ
แหล่งสารส่งเสริมการเจริญเติบโต ความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ (Table 1) จากการออกแบบการทดลอง  
(Table 2) ศึกษาทั้งหมด 27 ชุดการทดลอง (ชุดการทดลองละ 3 ซ�้ำ) บ่มในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นท�ำการล้างเซลล์ท่ีได้ด้วยน�้ำกลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้ง และท�ำการวัด
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH แสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับย้ังสารอนุมูลอิสระและน�ำไปทดสอบ 
การยืนยันผลทางสถิติ

Table 1 Factors of food sources, pH and temperature.

Factor -α -1 0 +1 +α
C-source (g/l); C 3 10 15 20 27

N-source (g/l); N 0.8 1.5 2 2.5 3.2

Growth factor (g/l); GF 0.8 1.5 2 2.5 3.2

pH 4.3 5.0 5.5 6.0 6.7

Temperature; T 23 27 30 33 37

Table 2 Experimental factors of 27 experiments were obtained from CCD.

Runs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

C 10 10 10 10 10 10 10 10 20 20 20 20 20 20 20 20 3 27 15 15 15 15 15 15 15 15 15

N 1.5 1.5 1.5 1.5 2.5 2.5 2.5 2.5 1.5 1.5 1.5 1.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2 2 0.8 3.2 2 2 2 2 2 2 2

GF 1.5 1.5 2.5 2.5 1.5 1.5 2.5 2.5 1.5 1.5 2.5 2.5 1.5 1.5 2.5 2.5 2 2 2 2 0.8 3.2 2 2 2 2 2

pH 5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0 5.0 6.0 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 4.3 6.7 5.5 5.5 5.5

T (๐C) 33 27 27 33 27 33 33 27 27 33 33 27 33 27 27 33 30 30 30 30 30 30 30 30 23 37 30
Note : Runs stands for experimental set, C stands for carbon source, N stands for nitrogen source, GF stands for growth 
factor source and T means temperature.
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ผลการศึกษาและวิจารณ์
การศึกษาแหล่งอาหารที่เหมาะสม

จากการศึกษาแหล่งของสารอาหารที่เหมาะสม (แหล่งคาร์บอน ระหว่างกลูโคสและซูโครส แหล่งไนโตรเจน 
ระหว่างแอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมคลอไรด์ และแหล่งสารส่งเสริมการเจริญเติบโต ระหว่างสารสกัดจาก
ยีสต์ และเปปโตน) ผลที่ได้เป็นดังแสดงใน Table 3 

Table 3 The study on optimal nutrient sources inhibition of free radicals by DPPH method.

Nutritional 
resources

C-source N-source Growth factor source

Glucose Sucrose  ((NH4)2SO4)  ((NH4)2Cl) Yeast extract Peptone

% Inhibition
Average

0.778a 0.352b 1.168a 0.722b 1.460a 1.020b

Note Lowercase letters in the results indicate statistical differences.

ผลของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ R. rubra MJU18
จากการเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอน 2 แหล่ง คือ กลูโคส และซูโครส โดยแต่ละแหล่งใช้ปริมาณ 10 กรัม 

ต่อลิตร ในอาหารสูตรมาตรฐาน บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง ในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ผลการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH โดยใช้เครื่องดูดกลืนแสงที่ความ 
ยาวคลื่น 514 นาโนเมตร (Foti et al., 2004) และแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสารอนุมูลอิสระด้วยสูตร ดังนี้

จากผลความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเชื้อยีสต์ R. rubra MJU18 ด้วยวิธี DPPH พบว่ากลูโคส 
ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลี่ยที่ 0.778 เปอร์เซ็นต์ ส่วนซูโครสให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสารอนุมูลอิสระเฉลี่ย
ที่ 0.352 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งให้ผลแตกต่างจากของ  Wang et al. (2010) ทดสอบความสามารถต้านอนุมูลอิสระของสุรา
บริสุทธ์ิและก่ึงบริสุทธิ์ ท่ีได้จากการหมักน�้ำหมึกจากปากกาท่ีเป็นของเสียชีวภาพโดย Serratia ureilytica TKU013  
ซึ่งใช้ไคติน และไคโตซาน เป็นแหล่งคาร์บอน มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระสูงสุดเท่ากับ 82 เปอร์เซ็นต์ ดังน้ัน  
จึงเลือกกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อศึกษาแหล่งไนโตรเจนต่อไป
	 ผลของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ R. rubra MJU18
     	 จากการเปรยีบเทยีบแหล่งไนโตรเจน 2 แหล่ง คือ แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) และ แอมโมเนียมคลอไรด์ 
((NH4)2Cl) โดยแต่ละแหล่งใช้ปรมิาณ 1 กรมัต่อลติร ในอาหารสตูรมาตรฐานร่วมโดยใช้กลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน บ่ม
ที่อุณหภูมิห้องในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วท�ำการวัดความ
สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH โดยใช้เครื่องดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 514 นาโนเมตร และแสดง
ผลเป็นเปอร์เซน็ต์การยับย้ังอนุมลูอสิระได้ผลความสามารถในการต้านอนุมลูอสิระของเชือ้ยีสต์R. rubra MJU18 ด้วย
วิธี DPPH พบว่าแอมโมเนียมซัลเฟตให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระเฉลี่ยที่ 1.168 เปอร์เซ็นต์ ส่วนแอมโมเนียม
คลอไรด์ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระเฉลี่ยที่ 0.722 เปอร์เซ็นต์ โดยผลการยับย้ังอนุมูลอิสระแตกต่างกับของ 
Daljit and Priyanka (2011) ที่ท�ำการศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจาก Aspergillus fumigatus โดยใช้โซเดียมไนเตรต 
(NaNO3) เป็นแหล่งไนโตรเจน เมื่อทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า A. fumigatus 

                                     %Inhibition = (Initial absorbance – Final absorbance)

Initial absorbance
X 100
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มคีวามสามารถในการต้านอนุมลูอสิระสงูสดุที ่89.8 เปอร์เซน็ต์ ดงันัน้ จงึเลอืกแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน
เพื่อศึกษาแหล่งสารส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อไป
ผลของแหล่งของสารส่งเสรมิการเตบิโตท่ีเหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ R. rubra MJU18	
	 จากการเปรียบเทียบสารที่ส่งเสริมการเติบโต 2 แหล่ง คือ เปปโตน และสารสกัดจากยีสต์ โดยแต่ละแหล่งใช้
ปรมิาณ 1 กรมัต่อลติร ในอาหารสตูรมาตรฐานร่วมกับกลโูคสและแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 
ตามล�ำดับ บ่มที่อุณหภูมิห้องในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
แล้วท�ำการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH โดยใช้เครื่องดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
514 นาโนเมตร และแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระได้ผลความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ 
เชื้อยีสต์ R.rubra MJU18 ด้วยวิธี DPPH พบว่าสารสกกัดจากยีสต์ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังสารอนุมูลอิสระเฉล่ีย 
ที่1.463 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเปปโตนให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังสารอนุมูลอิสระเฉลี่ยท่ี 1.018 เปอร์เซ็นต์ โดยผลการยับย้ัง 
อนุมูลอิสระ ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ Anna and Barbara (2010) ท่ีศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระของแคโรทีนอยด ์
จาก Phaffia rhodozyma ที่เลี้ยงในอาหาร Yeast malt (YM) โดยใช้ Yeast extract และ Malt extract เป็นแหล่งสาร 
ส่งเสริมการเจริญเติบโต พบว่า P. rhodozyma ที่เลี้ยงด้วย Yeast extract มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
สูงสุดที่ 48.89 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้น จึงเลือกสารสกกัดจากยีสต์เป็นแหล่งสารส่งเสริมการเจริญเติบโต
ผลการออกแบบการทดลองแบบ CCD ของปริมาณอาหารท่ีเหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระของยีสต์ R. rubra MJU18

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของยีสต์ R. rubra MJU18 โดยศึกษา
ปัจจัยต่าง ๆ โดยขั้นตอนนี้ท�ำการทดลองโดยการออกแบบแผนการทดลองแบบ CCD เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสม 
ต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ R. rubra MJU18 โดยศึกษาปัจจัยทั้ง 5 ได้แก่ ปริมาณคาร์บอน ปริมาณ
ไนโตรเจน ปริมาณสารส่งเสริมการเจริญเติบโต (Growth factor) pH และอุณหภูมิ ซึ่งการศึกษาท้ังหมดจะท�ำการ
ทดลอง 27 ชุดการทดลอง (ชุดทดลองละ 3 ซ�้ำ) บ่มในเครื่องเขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท�ำการวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH แสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 
สารอนุมูลอิสระ และน�ำไปทดสอบการยืนยันผลความแตกต่างของค่าเฉลี่ยทางสถิติ โดยวิธีของ Duncan (DMRT)  
ได้ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของยีสต์ R.rubra MJU18 ดัง Table 4 
และ Figure 1 ดังนี้

การศกึษาปรมิาณคาร์บอนทีเ่หมาะสมต่อการผลิตสารต้านอนุมลูอสิระเปรยีบเทียบปรมิาณโดยใช้กลโูคสเป็น
แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 3, 10, 15, 20 และ 27 กรัมต่อลิตร แล้วท�ำการวัดความสามารถต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH  พบว่าชุดการทดลองที่ 26 ซึ่งใช้ปริมาณกลูโคส 15 กรัมต่อลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูล
อสิระสงูท่ีสดุ คือ  99.222 เปอร์เซน็ต์ รองลงมา คอื ชดุการทดลองท่ี 16 ซึง่ใช้ปรมิาณกลูโคส 20 กรมัต่อลิตรให้เปอร์เซน็ต์
การยับยั้งอนุมูลอิสระ 99.278 เปอร์เซ็นต์ และล�ำดับที่สาม คือ ชุดการทดลองที่ 17 ซึ่งใช้ปริมาณกลูโคส 3 กรัมต่อลิตร 
ให้เปอร์เซน็ต์การยับย้ัง อนุมลูอสิระ 33.555 เปอร์เซน็ต์ซึง่เปอร์เซน็ต์การยับย้ังในชดุการทดลองที ่26 และ16 ไม่มคีวาม
แตกต่างทางนยัส�ำคญัแต่อย่างใด แต่มคีวามแตกต่างอย่างมนัียส�ำคญัย่ิงกับชดุการทดลองท่ี 17 ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 
95 เปอร์เซน็ต์ เนือ่งจากเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้ในชดุการทดลองที ่ 26  และ16 ไม่มคีวามแตกต่างทางนยัส�ำคญัแต่อย่าง
ใด ท�ำให้เลือกชุดการทดลองท่ี 26 ซึ่งใช้ปริมาณกลูโคสน้อย ซึ่งแตกต่างจากผลของ Daljit and Priyanka (2011)  
ทีศ่กึษาสารต้านอนุมลูอสิระจาก A. fumigatus โดยใช้ซโูครสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า A. fumigatus มคีวามสามารถ
ในการต้านอนมุลูอสิระสงูสดุท่ี 89.8 เปอร์เซน็ต์ และพบว่า กลโูคสให้เปอร์เซน็ต์การยับย้ังท่ีดกีว่าการใช้ซโูครส และยัง
แตกต่างจากของ Wang et al. (2010) ทีท่ดสอบความสามารถต้านอนมุูลอิสระของสุราบริสุทธิแ์ละกึง่บริสุทธิจ์ากการ
หมกัน�ำ้หมกึจากปากกาท่ีเป็นของเสยีชวีภาพโดย S. ureilytica TKU013 โดยใช้ไคตนิและไคโตซาน เป็นแหล่งคาร์บอน 

6
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มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระสูงสุดเท่ากับ 82 เปอร์เซ็นต์
Table 4 Results of various factors (carbon content, nitrogen content, growth promoter content, pH and    
              temperature) were measured by DPPH method.

R. C N GF pH T(°C) Blank Average absorption ; λ514 % Inhibition average

1 10 1.5 1.5 5 33 0.6 0.5930 1.1667c

2 10 1.5 1.5 6 27 0.6 0.5970 0.4447c

3 10 1.5 2.5 5 27 0.6 0.5970 0.5000c

4 10 1.5 2.5 6 33 0.6 0.5980 0.3890c

5 10 2.5 1.5 5 27 0.6 0.5930 1.1667c

6 10 2.5 1.5 6 33 0.6 0.5960 0.6667c

7 10 2.5 2.5 5 33 0.6 0.5950 0.8890c

8 10 2.5 2.5 6 27 0.6 0.5900 1.6667c

9 20 1.5 1.5 5 27 0.6 0.5850 2.4443c

10 20 1.5 1.5 6 33 0.6 0.5920 1.3333c

11 20 1.5 2.5 5 33 0.6 0.5920 0.8890c

12 20 1.5 2.5 6 27 0.6 0.5890 1.7777c

13 20 2.5 1.5 5 33 0.6 0.5940 1.0553c

14 20 2.5 1.5 6 27 0.6 0.5870 2.0557c

15 20 2.5 2.5 5 27 0.6 0.5890 1.8333c

16 20 2.5 2.5 6 33 0.6 0.6040 99.2777a

17 3 2 2 5.5 30 0.6 0.5990 33.5553b

18 27 2 2 5.5 30 0.6 0.5910 1.4443c

19 15 0.8 2 5.5 30 0.6 0.5950 0.7777c

20 15 3.2 2 5.5 30 0.6 0.5970 0.4443c

21 15 2 0.8 5.5 30 0.6 0.6000 33.3333b

22 15 2 3.2 5.5 30 0.6 0.5960 0.6667c

23 15 2 2 4.3 30 0.6 0.5890 1.7777c

24 15 2 2 6.7 30 0.6 0.5940 1.0003c

25 15 2 2 5.5 23 0.6 0.5920 1.3890c

26 15 2 2 5.5 37 0.6 0.6050 99.2223a

27 15 2 2 5.5 30 0.6 0.5950 0.8333c
Note: Runs stands for experimental set, C stands for carbon source, N stands for nitrogen source, GF stands for growth   
          factor source and T means temperature. Lowercase letters in the results indicate statistical differences (p≤ 0.05).
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Experimental set

Figure 1 DPPH percentage depreciation of various factor inputs.

การศึกษาปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระเปรียบเทียบปริมาณโดยใช้
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เป็นแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 0.8, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.2 กรัม 
ต่อลติร แล้วท�ำการวัดความสามารถต้านอนุมลูอสิระด้วยวธีิ DPPH และแสดงผลเป็นเปอร์เซน็ต์การยับย้ังอนมุลูอสิระ
พบว่าชดุการทดลองที ่26  ซึง่ใช้ปรมิาณแอมโมเนยีมซลัเฟต 2 กรมัต่อลติร ให้เปอร์เซน็ต์การยับย้ังอนุมลูอสิระสงูท่ีสดุ 
คอื 99.222 เปอร์เซน็ต์ รองลงมาคอื ชดุการทดลองที ่16 ซึง่ใช้ปรมิาณแอมโมเนียมซลัเฟต 2.5 กรมัต่อลติรให้เปอร์เซน็ต์
การยับยั้งอนุมูลอิสระ 99.278 เปอร์เซ็นต์ และล�ำดับที่สาม คือ ชุดการทดลองที่ 17 ซึ่งใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัม
ต่อลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ 33.555 เปอร์เซ็นต์ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งในชุดการทดลองที่ 26 และ 16 
ไม่มีความแตกต่างทางนัยส�ำคัญแต่อย่างใด แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญย่ิงกับชุดการทดลองท่ี 17 ท่ีระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยผลการยับยั้งอนุมูลอิสระของ R. rubra MJU18 และเนื่องจากเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
ในชุดการทดลองที่ 26 และ 16 ไม่มีความแตกต่างทางนัยส�ำคัญแต่อย่างใด ท�ำให้ชุดการทดลองที่ 26 ซึ่งใช้ปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟต น้อยกว่าชุดการทดลองที่ 16 ซึ่งสอดคล้องกับของ Chanchay and Suwanpong (2008)  
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตรงควัตถุแคโรทีนอยด์และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของยีสต์  
(R. rubra) โดยใช้กากมะเขือเทศเป็นอาหารเลีย้งเชือ้จากการวิเคราะห์คณุสมบตัปิรมิาณไนโตรเจน (แอมโมเนียมซลัฟต) 
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดเท่ากับ 98.7614 เปอร์เซ็นต์

การศึกษาปริมาณสารส่งเสริมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้สารสกัด
จากยีสต์ในปริมาณที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 0.8, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.2 กรัมต่อลิตร แล้วท�ำการวัดความสามารถ
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระพบว่าชุดการทดลองที่ 26 ซึ่งใช้
ปริมาณสารสกัดจากยีสต์ 2 กรัมต่อลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระสูงที่สุด คือ 99.222 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา 
คือ ชุดการทดลองที่ 16 ซึ่งใช้ปริมาณสารสกกัดจากยีสต์ 2.5 กรัมต่อลิตรให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ 99.278 
เปอร์เซ็นต์และล�ำดับที่สาม คือ ชุดการทดลองที่ 17 ซึ่งใช้ปริมาณสารสกกัดจากยีสต์ 2 กรัมต่อลิตร ให้เปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้งอนุมูลอิสระ 33.555 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งในชุดการทดลองที่ 26 และ 16 ไม่มีความแตกต่างทาง
นยัส�ำคญัแต่อย่างใด แต่มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัย่ิงกับชดุการทดลองที ่17 ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95 เปอร์เซน็ต์
โดยผลการยับยั้งอนุมูลอิสระของ R. rubra MJU18 และเนื่องจากเปอร์เซ็นต์การยับยั้งในชุดการทดลองที่ 26 และ16 
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ไม่มคีวามแตกต่างทางนยัส�ำคญัแต่อย่างใด ท�ำให้เลอืกชดุการทดลองที ่26 ซึง่ใช้ปรมิาณสารสกกัดจากยีสต์น้อยกว่า
ชุดการทดลองที่ 16 ซึ่งแตกต่างจากของ Anna and Barbara (2010) ศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระของแคโรทีนอยด์     
สารสกัดจาก P. rhodozyma เลี้ยงในอาหาร Yeast malt (YM) เป็นแหล่งสารส่งเสริมการเจริญเติบโต  
พบว่า P. rhodozyma ที่เลี้ยงใน Yeast extract มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดที่ 48.89 เปอร์เซ็นต์

การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อความสามารถต้านอนุมูลอิสระเปรียบเทียบค่าความเป็น 
กรด-ด่างที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 4.3, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.7 แล้วท�ำการวัดความสามารถอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
และแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระพบว่าชุดการทดลองที่ 26 ซึ่งใช้ค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 5.5 ให้
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระสูงที่สุด คือ 99.222 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ ชุดการทดลองที่ 16 ซึ่งใช้ค่าความเป็น 
กรด-ด่างที่ 6.0 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ 99.278 เปอร์เซ็นต์ และล�ำดับที่สาม คือ ชุดการทดลองที่ 17 ซึ่งใช้
ค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 5.5 ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระ 33.555 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับย้ังในชุด 
การทดลองที่ 26 และ16 ไม่มีความแตกต่างทางนัยส�ำคัญแต่อย่างใด แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญยิ่งกับชุด
การทดลองที ่17 ท่ีระดบัความเชือ่มัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ โดยผลการยับย้ังอนมุลูอสิระของ R. rubra MJU18 และเนือ่งจาก
เปอร์เซน็ต์การยับย้ังในชดุการทดลองที ่26 และ16 ไม่มคีวามแตกต่างทางนัยส�ำคัญ (p≤ 0.05) แต่อย่างใด ท�ำให้เลือก
ชุดการทดลองที่ 26 ซึ่งใช้ค่าความเป็นกรด-ด่างต�่ำกว่าชุดการทดลองที่ 16 ซึ่งแตกต่างจากของ Akinniyi and Ifeoma 
(2010) ที่ท�ำการศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจากหางนมจากนมหมักด้วย Lactobacillus ที่แยกได้จากอาหารหมักดอง
ไนจีเรีย หมักที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 4 พบว่า L. brevis มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
มากท่ีสุดเท่ากับ 33.7เปอร์เซ็นต์ เมื่อท�ำการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระจากค่าความเป็นกรด-ด่าง  
ที่ใช้ในการผลิตแล้วพบว่าที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 5.5 ให้ผลการยับยั้งอนุมูลอิสระสูงกว่า

การศกึษาอณุหภมูทิีเ่หมาะสมต่อความสามารถต้านอนุมลูอสิระเปรยีบเทียบอณุหภูมทิีแ่ตกต่างกัน  5 ระดบั 
คือ 23, 27, 30, 33 และ37 องศาเซลเซียส แล้วท�ำการวัดความสามารถต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และแสดงผล
เป็นเปอร์เซน็ต์การยับย้ังสารต้านอนุมลูอสิระพบว่าชุดการทดลองท่ี 26 ซึง่ใช้อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ให้เปอร์เซน็ต์
การยับยัง้อนมุลูอสิระสงูท่ีสดุ คอื 99.222 เปอร์เซน็ต์ รองลงมา คอื ชดุการทดลองที ่16 ซึง่ใช้อณุหภมู ิ33 องศาเซลเซยีส
ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระ 99.278 เปอร์เซ็นต์ และล�ำดับท่ีสาม คือ ชุดการทดลองท่ี17 ซึ่งใช้อุณหภูม ิ 
30 องศาเซลเซียส ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระ 33.555 เปอร์เซ็นต์ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับย้ังในชุดการทดลอง 
ที่ 26 และ16 ไม่มีความแตกต่างทางนัยส�ำคัญแต่อย่างใด แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญยิ่งกับชุดการทดลอง 
ที่ 17 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์โดยผลการยับยั้งอนุมูลอิสระของ R.rubra MJU18 และเนื่องจากเปอร์เซ็นต์ 
การยับย้ังในชุดการทดลองท่ี 26 และ16 ไม่มีความแตกต่างทางนัยส�ำคัญแต่อย่างใด ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับชุด 
การทดลองท่ีอณุหภูม ิ33 และ 37 องศาเซลเซยีส ทุกชดุการทดลองแล้วพบว่าทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ให้เปอร์เซน็ต์
การยับยั้งสูงกว่าท�ำให้เลือกชุดการทดลองที่ 26 ซึ่งมีอุณหภูมิสูงกว่าชุดการทดลองที่ 16 ซึ่งให้ผลแตกต่างกับ Kapila 
and Sinha (2006) ทีท่�ำการศกึษาผลต้านอนุมลูอสิระ ของ L. casei ท�ำการเลีย้งในหางนมท่ีอณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
เมื่อน�ำไปทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี MS-TBA assay พบว่า  L.casei 19 มีความสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดที่ 76.82 เปอร์เซ็นต์

สรุปผลการศึกษา
	ผลการทดลองสภาวะท่ีเหมาะสมต่อความสามารถต้านอนุมลูอสิระของยีสต์ R. rubra MJU18 ทีร่ะดบัปัจจยั      

ต่าง ๆ พบว่าสภาวะที่ประกอบไปด้วยกลูโคส 15 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร สารสกกัดจาก 
ยีสต์ 2 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 5.5 และที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 
อนุมูลอิสระสูงที่สุดที่ 99.22 เปอร์เซ็นต์ เน่ืองจากเมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารอาหารที่ใช้ในการผลิตกับเปอร์เซ็นต์ 
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การยับยั้งอนุมูลอิสระของชุดการทดลองที่ 26 และ16 แล้วเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระจากทั้ง 2 ชุดการทดลอง 
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ และชุดการทดลองท่ี 26 ใช้ปริมาณสารอาหารน้อยกว่าเมื่อน�ำผลท่ีได้ไปท�ำการเปรียบเทียบ
กับชุดการทดลองอื่น ๆ พบว่าชนิดของสารอาหารและปริมาณที่ใช้น้อยกว่า รวมไปถึงสภาวะที่เหมาะสมต่อยีสต์  
R.rubra MJU18ให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังอนุมูลอิสระสูงกว่ามาก ซึ่งเป็นผลดีต่อการน�ำไปใช้ในกระบวนการผลิตสาร
ต้านอนุมูลอิสระในระดับโรงงาน เนื่องจากเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส�ำหรับการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ เพราะการผลิต
สารอนุมูลอิสระจากเชื้อยีสต์ R.rubra MJU18 ท�ำให้ได้สารต้านอนุมูลอิสระที่มากกว่าการสกัดจากพืชหรือการหมัก
จากจุลินทรีย์ชนิดอื่น และช่วยลดต้นทุนเรื่องค่าใช้จ่ายในการจัดซื้ออาหารส�ำหรับเลี้ยงยีสต์ R.rubra MJU18
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