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การผลิตแคโรทีนอยด์จากยีสต์ Rhodotorula rubra MJU11 
บนฝุ่นข้าวโพด แบบการหมักแห้ง

Carotenoid Production by the Rhodotorula rubra MJU11 
on Corn Dust through Solid State Fermentation
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บทคัดย่อ
การศกึษาในครัง้นีม้วัีตถุประสงค์เพ่ือผลติแคโรทนีอยด์จากยีสต์ Rhodotorula rubra  MJU11 บนฝุน่ข้าวโพด

เพ่ือน�ำไปเป็นอาหารสตัว์ อนัเป็นปัจจยัส�ำคญัในการผลติสตัว์เพ่ือให้ได้การเจรญิเตบิโตทีด่ ีเพ่ิมผลผลติและลดปรมิาณ

ของเสียจากทางเกษตรและลดปัญหามลพิษทางอากาศจากการเผาไหม้ฝุ่นข้าวโพดของเกษตรกร โดยสภาวะเริ่มต้น

ที่ใช้ในการหมักที่ ความชื้น 50 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นเท่ากับ 7 พบ

ว่าการเจริญและผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ของการหมัก โดยมีผลได้ปริมาณเซลล์เท่ากับ  17.98 

กรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพด และมีผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 22.4 ไมโครกรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพดแห้ง และจากการ

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยการออกแบบการทดสอบแบบ Central  

Composite Design (CCD) พบว่าสภาวะที่เหมาะสม คือ   ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7 ความชื้นเริ่มต้น 50 

เปอร์เซ็นต์ และอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตเจนเท่ากับ 8 ต่อ 1 โดยมีการเจริญเท่ากับ 82.09 กรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพด 

และผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 72.01 ไมโครกรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพดแห้ง      

            

ค�ำส�ำคัญ : แคโรทีนอยด์ Rhodotorula rubra ฝุ่นข้าวโพด การหมักแบบแห้ง Central Composite Design (CCD)

Abstract
This study aimed to produce carotenoid from the yeast Rhodotorula rubra MJU11 on corn dust 

which can be used as animal feed. The feed is a key factor in animal production to increase growth and 

productivity. It also reduces the amount of waste from agriculture and reduces air pollution from the  

burning corn dust by farmers. The initial fermentation condition was carried out at 50% moisture content, 

30 ๐C and initial pH 7.0. The results showed that the highest yield of biomass and carotenoid was obtained 

at the 48th hours of fermentation with 17.98 g dry weight/g corn dust and amount of carotenoid 22.4 μg/g 

dry weight corn dust. Central Composite Design (CCD) was used to optimize the condition of cell growth 

and carotenoid production. It was found that optimum condition was pH 7.0, 50% initial moisture content 

and C:N Ratio was 8: 1 with the biomass of  82.09 g dry weight/g corn dust and carotenoids 72.01 μg/g 
dry weight corn dust.
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ค�ำน�ำ
ในปัจจบุนัมกีารเพาะปลกูข้าวโพดเพ่ิมมากขึน้ทกุๆ ปี อนัเน่ืองมาจากความต้องการของผูบ้รโิภคเพ่ิมขึน้ โดย

เฉพาะความต้องการเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ ท�ำให้มีปริมาณของฝุ่นข้าวโพดท่ีเป็นผลพลอยได้จาก
อตุสาหกรรมดงักล่าวเพ่ิมมากขึน้ ซึง่ในปัจจบุนัได้มกีารน�ำฝุน่ข้าวโพดมาใช้ประโยชน์ในรปูแบบต่างๆ แต่ส่วนใหญ่จะ
ถูกน�ำไปให้เป็นอาหารสัตว์ (มนัสนันท์, 2548) 

อาหารสตัว์เป็นปัจจยัส�ำคญัในการผลติสตัว์เพ่ือให้สัตว์มกีารเจรญิเติบโตท่ีดี และมผีลผลติท่ีเพ่ิมขึน้ โดยเป็น
แหล่งโภชนะท่ีสตัว์จะน�ำไปใช้ ซึง่อตุสาหกรรมอาหารสตัว์ในปัจจบุนัได้มกีารผสมแคโรทนีอยด์ลงในอาหาร เช่น อาหาร
ไก่ และอาหารปลา เป็นต้น เพ่ือเป็นการเพ่ิมสีของเน้ือหรือไข่แดงให้มีสีท่ีเข้มข้ึน และตอบสนองความต้องการของผู้
บริโภค แต่ปัญหาการใช้แคโรทีนอยด์ในปัจจุบัน คือ ใช้แคโรทีนอยด์ที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี ซึ่งมีราคาแพง 
เน่ืองจากต้องน�ำเข้าจากต่างประเทศท�ำให้แคโรทนีอยด์จากธรรมชาติมคีวามส�ำคัญ และได้รบัความต้องการในปรมิาณ
ทีส่งู การผสมยีสต์ทีผ่ลติแคโรทีนอยด์ในอาหารสตัว์โดยตรงช่วยให้อาหารสตัว์นัน้มโีปรตนีและแคโรทนีอยด์เพ่ิมข้ึนได้ 
จากการศึกษาพบว่าจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการสร้างแคโรทีนอยด์ได้ คือ เชื้อยีสต์ Rhodotorula rubra ที่มี
คุณสมบัติในการสร้างสารสีแคโรทีนอยด์โดยสามารถน�ำไปใช้ทดแทนสารสีสังเคราะห์จากทางเคมีได้ แคโรทีนอยด์ท่ี
พบมากทีส่ดุในยีสต์ R. rubra คอื ไลโคปีน ซึง่พบมากถึง 40.68 ไมโครกรมัต่อกรมั รองลงมา คอื แอสต้าแซนทิน เท่ากับ 
38.63 ไมโครกรัมต่อกรัม, ลูทีน เท่ากับ 20.29 ไมโครกรัมต่อกรัม และ เบต้า-แคโรทีน เท่ากับ 8.89 ไมโครกรัมต่อกรัม 
ตามล�ำดับ (สาวิตรี, 2549 และ Chanchay, 2013) อย่างไรก็ตามวิธีการดังกล่าวจะต้องมีการผลิตยีสต์ให้ได้ปริมาณ
มาก ซึ่งก่อให้เกิดต้นทุนที่สูง ดังนั้นการเพ่ิมปริมาณยีสต์ท่ีผลิตแคโรทีนอยด์ในฝุ่นข้าวโพดโดยตรงโดยใช้ฝุ่นข้าวโพด
เป็นสารอาหารน่าจะช่วยลดต้นทุนและเพิ่มคุณค่าโภชนาการของฝุ่นข้าวโพดส�ำหรับอาหารสัตว์โดยตรง

โดยวิธี Solid state fermentation เป็นสภาวะที่ง่ายต่อการน�ำผลผลิตไปใช้ประโยชน์ทางด้านอาหารสัตว์ไม่
จ�ำเป็นต้องคัดแยกจุลินทรีย์ให้บริสุทธิ์ และวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตสามารถให้คุณค่าทางโภชนะที่สูงต่อสัตว์ด้วย โดย
ใช้การออกแบบการทดลองทางสถิติเพื่อประเมินอิทธิพลของสารอาหารที่ส�ำคัญ และสภาวะการเลี้ยงเชื้อต่อการผลิต
แคโรทนีอยด์ โดยแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ได้ถกูน�ำมาใช้ในการประเมนิอทิธิพลของ
แหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน ความเป็นกรด-ด่าง  และความชื้น ต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ (Y

1
) โดยแบบจ�ำลอง

สมการพหุนามก�ำลงัสองไม่มนัียส�ำคญัทางสถิต ิ(P < 0.05) และการใช้ CCD นัน้เป็นกระบวนการออกแบบการทดลอง
เพื่อลดปัจจัยการทดลองอื่น ๆ ท�ำให้ได้ผลได้เร็วขึ้น คือ มนัสนันท์ และคณะ (2548) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
เตบิโตและผลได้ปรมิาณแคโรทนีอยด์ของยีสต์ R. glutinis DM28 บนร�ำข้าวโดยการออกแบบการทดลองแบบ Central 
Composite Design (CCD)  พบว่าสภาวะที่เหมาะสม คือ  ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5 ความชื้นเริ่มต้นเท่ากับ 70 
เปอร์เซ็นต์ อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 4 ต่อ 1 โดยการเจริญเท่ากับ 88.2 มิลลิกรัมต่อกรัมร�ำข้าว และ
ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 2.12 ไมโครกรัมต่อกรัมร�ำข้าว สุมารี (2552) ศึกษาการเจริญของยีสต์  R. rubra   โดย
การทดลองแบบ CCD  พบว่าการทดลองที่เหมาะสมที่สุด ในกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เปปโตน   5 กรัมต่อลิตร และสาร
สกัดจากยีสต์ 3 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6 ให้ผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 0.0685 ไมโครกรัม
ต่อกรัมน�้ำหนักเซลล์แห้ง 

Chanchay (2013) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของ R. rubra ของการผลิตแคโรทีนอยด์พบว่าเมื่อ
เลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ปริมาณ 10 กรัมต่อลิตร มีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง ไนโตรเจน
ทีป่รมิาณ 1 กรมัต่อลติร และมสีารสกัดจากยีสต์เป็นปัจจยัส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตทีป่รมิาณ  1 กรมัต่อลติร เป็นอาหาร
เลีย้งเชือ้ยีสต์สามารถผลติแคโรทนีอยด์ได้ปรมิาณมากถึง  30.39 ไมโครกรมัต่อกรมัน�ำ้หนกัแห้ง หลงัจากเลีย้งเชือ้ยีสต์
จากแผนการทดลองแบบ CCD ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ปริมาณ  23.77 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟตเป็น
แหล่งไนโตรเจนที่ปริมาณ 3.19 กรัมต่อลิตร สารสกัดจากยีสต์เป็นปัจจัยการเจริญเติบโตที่ปริมาณ 3.19 กรัมต่อลิตร 
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ค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่ 6.69 และอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ท�ำการทดสอบเลี้ยงเชื้อยีสต์ในห้องปฏิบัติการพบว่า
สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้เท่ากับ 235.84 ไมโครกรัมต่อกรัมน�้ำหนักแห้ง 

การใช้ฝุ่นข้าวโพดผสมแคโรทีนอยด์ที่ได้จากยีสต์ R. rubra เพื่อเป็นอาหารสัตว์โดยตรง โดยใช้ฝุ่นข้าวโพด
เป็นสารอาหารจงึอาจสามารถลดปัญหาของค่าใช้จ่ายท่ีสงู เพ่ิมคณุค่าโภชนาการของฝุน่ข้าวโพด และลดปัญหามลพิษ
ทางอากาศจากการเผาไหม้ฝุ่นข้าวโพดของเกษตรกร โดยอาจเป็นอีกหนึง่ทางเลือกของการเพาะเลี้ยงสัตว์ที่เกษตรกร
ควรใส่ใจมากขึ้น และยังเป็นการน�ำเอาของเสียทางการเกษตรมาใช้ให้เกิดประโยชน์ 

ดงันัน้การศกึษาในครัง้นีเ้พ่ือมุง่เน้นการใช้ฝุน่ข้าวโพดให้เกิดประโยชน์ โดยใช้เป็นสารอาหารส�ำหรบัเลีย้งยสีต์            
R. rubra  MJU11 พร้อมศึกษาปริมาณแคโรทีนอยด์ที่ยีสต์ผลิตขึ้น เพื่อเป็นการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงยีสต์
ในการผลิตแคโรทีนอยด์ และเพื่อน�ำไปสู่การพัฒนาสู่ระดับอุตสาหกรรมต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1.  จุลินทรีย์

R. rubra  MJU11 จากห้องปฏิบัติการ มหาวิทยาลัยแม่โจ้-แพร่ เฉลิมพระเกียรติ
2.  ศึกษาการเจริญของยีสต์ Rhodotorula rubra MJU11 บนฝุ่นข้าวโพด

ปิเปตเซลล์ยีสต์ปริมาณ 108 เซลล์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และใส่ในอาหารฝุ่นข้าวโพด 5 กรัม คลุกให้เข้ากัน 
(ความชื้น 50 เปอร์เซ็นต์ ; ฝุ่นข้าวโพด 5 กรัม ในน�้ำ 12.3 มิลลิลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 216 
ชัว่โมง เก็บตวัอย่างทกุ 24 ชัว่โมง โดยแบ่งตวัอย่างทัง้หมดไปวิเคราะห์การเจรญิ และน�ำไปวิเคราะห์ผลได้ของปรมิาณ
แคโรทีนอยด์ซึ่งต้องค�ำนวณในรูปของน�้ำหนักแห้งของฝุ่นข้าวโพด 1 กรัม ซึ่งการทดลองแต่ละชุดท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ 
น�ำผลการศึกษาท่ีได้ไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยด์โดยการออกแบบการทดลอง
แบบ Central Composite Design (CCD) ต่อไป
3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม (Optimization) ในการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยการออกแบบ 
    การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์จากยีสต์ R. rubra  MJU11 บนฝุ่นข้าวโพด 
โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ Design-Expert ในการออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) 
และวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี Response Surface Methodology (RSM) โดยมีค่าตอบสนอง (Response : Y) 
ได้แก่ น�้ำหนักเซลล์แห้ง (การเจริญ) และปริมาณแคโรทีนอยด์ ปัจจัยตัวแปรอิสระ (Factor.of independent variable 
: A, B and C) ได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ความชื้น (เปอร์เซ็นต์) และอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C : N 
Ratio) โดยศึกษาปัจจัยตัวแปรอิสระ 5 ระดับ แสดงใน Table 1 ตามระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการเจริญสูงสุดของยีสต์ 
R. rubra บนฝุ่นข้าวโพดจากการศึกษาข้อที่ 2 และการออกแบบการทดลองแสดงใน Table 2

Table 1  The experimental design with three variables for cultivation of  R. rubra and carotenoid production.

Factor Code value Actual value

pH (X
1
)

-1.68
-1
0
1

1.68

5.32
6
7
8

8.68
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Factor Code value Actual value

Moisture (%) (X
2
)

-1.68
-1
0
1

1.68

33.2
40
50
60

66.8

C : N Ratio (X
3
)

-1.68
-1
0
1

1.68

4.64
6
8

10
11.36

Table 2   Central Composite Design (CCD) to evaluate of pH, moisture and C:N source on growth of R.   

              rubra and carotenoid production.

Experiment

Code value

pH Moisture C : N Ratio

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
15
16

-1
1
-1
1
-1
1
-1
1

-1.68
1.68

0
0
0
0
0

-1
-1
1
1
-1
-1
1
1
0
0

-1.68
1.68

0
0
0

-1
-1
-1
-1
1
1
1
1
0
0
0
0
0
0
017

18 0 0 0

19 0 0 0
20 0 0 0

Table 1  continued
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4.  วิเคราะห์การเจริญ
วิเคราะห์จ�ำนวนเซลล์จากวิธีการ Total plate count บนอาหารวุ้น Yeast Malt Extract (YM) และน�ำไปเทียบ

กับน�้ำหนักเซลล์แห้งจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างจ�ำนวนเซลล์กับน�้ำหนักแห้ง
5.  วิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ Foss et al. (1984)  

เก็บตัวอย่างชั่งน�้ำหนัก 0.5 กรัม เติมสารละลาย 90 เปอร์เซ็นต์ Acetone ตวงด้วยกระบอกตวงปริมาณ 30 
มิลลิลิตร ในขวดสีชา ใช้แท่งแก้วคนเป็นคร้ังคราว เป็นเวลานาน 30 นาที กรองตัวอย่างท่ีได้ด้วยกระดาษกรองน�ำ
สารละลายที่ได้ (Acetone extract) น�ำมา 5 มิลลิลิตร ใส่ขวดสีชา เติมน�้ำกลั่น 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย Ethyl 
acetate 2 มิลลิลิตร น�ำสารละลายท่ีได้ใส่หลอดทดลอง น�ำมาวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) โดยใช้  
Spectrophotometer ทีค่วามยาวคลืน่แสง 472 นาโนเมตร (Blank test ใช้น�ำ้กลัน่ 1 มลิลิลิตร) หักลบค่า.Absorbance..

ที่วัดได้ จากนั้นน�ำไปค�ำนวณหาความเข้มข้นของปริมาณแคโรทีนอยด์จากสมการ

Table 2   Central Composite Design (CCD) to evaluate of pH, moisture and C:N source on growth of R. rubra and  
               carotenoid production.

 
Experiment 

Code value 

pH Moisture C : N 
Ratio 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
15 
16 

-1 
1 
-1 
1 
-1 
1 
-1 
1 

-1.68 
1.68 

0 
0 
0 
0 
0 

-1 
-1 
1 
1 
-1 
-1 
1 
1 
0 
0 

-1.68 
1.68 

0 
0 
0 

-1 
-1 
-1 
-1 
1 
1 
1 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 17 

18 0 0 0 
19 0 0 0 
20 0 0 0 

 
4.  วิเคราะห์การเจริญ 

วิเคราะห์จ านวนเซลล์จากวิธีการ Total plate count บนอาหารวุ้น Yeast Malt Extract (YM) และน าไปเทียบกับ
น้ าหนักเซลล์แห้งจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์กับน้ าหนักแห้ง 
5.  วิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ Foss et al. (1984)   

เก็บตัวอย่างชั่งน้ าหนัก 0.5 กรัม เติมสารละลาย 90 เปอร์เซ็นต์ Acetone ตวงด้วยกระบอกตวงปริมาณ 30 มิลลิลิตร 
ในขวดสีชา ใช้แท่งแก้วคนเป็นครั้งคราว เป็นเวลานาน 30 นาที กรองตัวอย่างที่ได้ด้วยกระดาษกรองน าสารละลายที่ได้ 
(Acetone extract) น ามา 5 มิลลิลิตร ใส่ขวดสีชา เติมน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย Ethyl acetate 2 มิลลิลิตร น า
สารละลายที่ได้ใส่หลอดทดลอง น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) โดยใช้ Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 
472 นาโนเมตร (Blank test ใช้น้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร) หักลบค่า.Absorbance..ที่วัดได้ จากนั้นน าไปค านวณหาความเข้มข้นของ
ปริมาณแคโรทีนอยด์จากสมการ 

 
E1% 1 cm = 1,900 

1. Absorbance – 10% of Absorbance                      ……….……….(a) 
2.   (a) x 10,000                                                   ........................(b) 

                     1,900 
3. (b) x [(Acetone extract 5 ml) + (Distilled water 1 ml) + (Ethyl acetate 2 ml) x (Acetone 30 ml) ………..(c)                                 

     (sample 5 g) x (Acetone extract 5 ml) x 1,000,000 
  4. (c) = Carotenoid contents (ไมโครกรัมต่อกรัมวัตถุแห้ง) 

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.  การศึกษาการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์ R. rubra  MJU11 บนฝุ่นข้าวโพด

จากการศกึษาการเจรญิของยีสต์ R. rubra MJU11 บนฝุน่ข้าวโพด เมือ่ท�ำการหมกัเป็นเวลา 216 ชัว่โมง เพ่ือ
วิเคราะห์ผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์ และการเจริญ และแสดงผลดัง Table 3 

จากการศึกษาการเจริญของยีสต์ R..rubra  MJU11 บนฝุ่นข้าวโพด พบว่ายีสต์ R. rubra  MJU11 เจริญได้
สงูท่ีสดุในชัว่โมงท่ี 48 โดยมผีลได้ปรมิาณแคโรทนีอยด์เท่ากับ 22.4 ไมโครกรมัต่อกรมัฝุน่ข้าวโพดแห้ง (Figure 1) และ
ผลได้น�้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 17.98 กรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพด (Figure 2) หลังจากนั้นการเจริญจะลดลง ซึ่งอาจเกิด
จากปริมาณความชื้นในฝุ่นข้าวโพดลดลง ท�ำให้ยีสต์ตายเนื่องจากขาดน�้ำที่ใช้ในกระบวนการแมทาบอลิซึม วรรณภา 
(2529) กล่าวว่าความส�ำพันธ์ระหว่างการเจรญิกับปรมิาณแคโรทีนอยด์เป็นแบบ Uniphase ซึง่เป็นแบบการสร้างสาร
ทุติยภูมิในช่วงต้นของการเจริญ ยีสต์ผลิตแคโรทีนอยด์แบบ Uniphase อาจมาจากการเติบโตอย่างรวดเร็วของยีสต์
ท�ำให้เกิดสภาพจ�ำกัดอาหาร ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของมนัสนันท์ และคณะ.(2548).ท่ีท�ำการศึกษาการเลี้ยงยีสต์ 
R. glutinis  DM28.บนร�ำข้าวแบบการหมักแห้ง เพื่อผลิตแคโรทีนอยด์โดยท�ำการหมักที่สภาวะความชื้นเริ่มต้น 49.6 
เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้น เท่ากับ 6.21 พบว่าการเจริญ และผลได้
ปริมาณแคโรทีนอยด์มีปริมาณสูงสุดในชั่วโมงที่ 144 ของการบ่ม โดยมีผลได้ปริมาณเซลล์ 54.0 มิลลิกรัมต่อกรัมร�ำ
ข้าว และผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์ 1.65 ไมโครกรัมต่อกรัมร�ำข้าว และต่างจาก Chanchay.(2013).พบว่าระยะเวลา
ที่ยีสต์ R. rubra เจริญได้ดีที่สุดอยู่ที่ชั่วโมงที่ 72 ในอาหารเหลวและยังต่างจาก  Tinoia et al. (2004) ได้ศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิต   แคโรทีนอยด์ของยีสต์ R..glutinis .พบว่าจ�ำนวนเซลล์แห้งที่ได้เท่ากับ 10.35 
กรัมต่อลิตร และผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 3.48 มิลลิกรัมต่อกรัม โดยใช้ H

2
SO

4
-hydroyzed 23.63 กรัม 

ต่อลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 5.91 อุณหภูมิ 30.3 องศาเซลเซียส และบ่มเป็นเวลา94.78 ชั่วโมง



127วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

Table 3  The growth and carotenoid production of yeast R. rubra MJU11 on corn dust through solid state   

               fermentation.

Time (Hour) Dry weight (g/g corn dust)
Carotenoid 

(µg/g dry weight corn dust)

24 14.48±0.13b 8.07±0.01b

48 17.98±0.26a 22.4±0.07a

72 11.42±0.27c 5.24±0.03c

96 10.23±0.24d 4.54±0.04d

120 9.80±0.41f 3.61±0.04e

144 9.62±0.07e 3.28±0.03f

168 8.41±0.27g 2.14±0.02g

192 7.51±0.06h 1.52±0.01h

216 7.21±0.01i 1.10±0.04i 
 

 
 
 
Figure 1  The amount of carotenoid from yeast R. rubra  MJU11 on corn dust through solid state fermentation. 
 

 
 
 
Figure 2  The growth of the yeast R. rubra  MJU11 on corn dust through solid state fermentation. 
 
 
2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม (Optimization) ในการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยการออกแบบการทดลอง 

แบบ Central Composite Design (CCD)  
จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization)  ในการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยการออกแบบการทดลอง

แบบ Central Composite Design (CCD) โดยใช้กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน แอมโมเนียม ซัลเฟส เป็นแหล่งไนโตรเจน ศึกษา
ปัจจัยทั้งหมด 3 ปัจจัย คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เปอร์เซ็นต์ความชื้น และอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน เพื่อวิเคราะห์
ปริมาณแคโรทีนอยด์ และการเจริญ (น้ าหนักเซลล์แห้ง) ท าการหมัก 48 ชั่วโมง และแสดงผลดัง Table 4 
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Figure 1  The amount of carotenoid from yeast R. rubra  MJU11 on corn dust through solid state  

                  fermentation.
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Figure 2  The growth of the yeast R. rubra  MJU11 on corn dust through solid state fermentation. 
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Figure 2  The growth of the yeast R. rubra  MJU11 on corn dust through solid state fermentation.

2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) ในการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยการออกแบบการ  
     ทดลอง แบบ Central Composite Design (CCD) 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม (optimization)  ในการเจริญ และการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยการออกแบบ
การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) โดยใช้กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน แอมโมเนียม ซัลเฟส เป็น
แหล่งไนโตรเจน ศึกษาปัจจัยทั้งหมด 3 ปัจจัย คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เปอร์เซ็นต์ความชื้น และอัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจน เพื่อวิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ และการเจริญ (น�้ำหนักเซลล์แห้ง) ท�ำการหมัก 48 ชั่วโมง 
และแสดงผลดัง Table 4

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม (optimization)  ในการเจริญ และผลได้ในการการผลิตแคโรทีนอยด์ โดย
การออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) หลังจากหมักเชื้อยีสต์ 48 ชั่วโมง (Table 4) พบ
ว่าสภาวะที่เหมาะสม คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7 ความชื้นเท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ และอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากับ 8 ต่อ 1 โดยมีผลได้ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 72.01 ไมโครกรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพดแห้ง และการ
เจริญท่ากับ 82.09 กรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพด แตกต่างจากมนัสนันท์ และคณะ (2548) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
เติบโต และปริมาณแคโรทีนอยด์ของยีสต์    R. glutinis DM28 บนร�ำข้าว โดยการออกแบบการทดลองแบบ CCD พบ
ว่า สภาวะที่เหมาะสม คือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5 ความชื้นเริ่มต้นเท่ากับ 70 เปอร์เซ็นต์ อัตราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนเท่ากับ 4 ต่อ 1 โดยการเจริญเท่ากับ   88.2 มลิลกิรมัต่อกรมัร�ำข้าว และปรมิาณแคโรทนีอยด์เท่ากบั 2.12 
ไมโครกรมัต่อกรมัร�ำข้าว และสมุาร ี(2552) ศกึษาการเจรญิของยีสต์ R. Rubra  ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐาน คือ  
กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร  เปปโตน 5 กรัมต่อลิตร  และยีสต์สกัด 3 กรมัต่อลติรโดยการทดลองแบบ CCD  พบว่า ค่าความ
เป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6  อุณหภมู ิ33 องศาเซลเซยีส ให้ปรมิาณแคโรทนีอยด์เท่ากับ 0.0685 ไมโครกรัมต่อกรัมน�ำ้หนัก
เซลล์แห้ง และต่างจาก Chanchay (2013) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของ R. rubra ของการผลิต 
แคโรทีนอยด์พบว่าเมือ่เลีย้งเชือ้ในสภาวะทีม่กีลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนทีป่รมิาณ 10 กรมัต่อลติร มแีอมโมเนยีมซลัเฟต
เป็นแหล่ง ไนโตรเจนที่ปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร และมีสารสกัดจากยีสต์เป็นปัจจัยส่งเสริมการเจริญเติบโตที่ปริมาณ  1 
กรัมต่อลิตร เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ปริมาณมากถึง  30.39 ไมโครกรัมต่อกรัมน�้ำหนักแห้ง 
หลังจากเลี้ยงเชื้อยีสต์จากแผนการทดลองแบบ CCD ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ปริมาณ  23.77 กรัมต่อลิตร 
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ปริมาณ 3.19 กรัมต่อลิตร สารสกัดจากยีสต์เป็นปัจจัยการเจริญเติบโตที่
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ปริมาณ 3.19 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่ 6.69 และอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ท�ำการทดสอบเลี้ยงเชื้อ
ยีสต์ในห้องปฏิบัติการพบว่าสามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้เท่ากับ 235.84 ไมโครกรัมต่อกรัมน�้ำหนักแห้ง 

Table 4  The optimal condition for carotenoid production and dry weight by R. rubra  MJU11 using CCD.

Experiment
Code value                                       Actual value Dry weight Carotenoid

pH 
(A)  

 Moisture 
(B)  

C:N Ratio 
(C) 

pH 
(A)

 Moisture 
( B)

C:N Ratio 
(C)

1 -1 -1 -1 6 40 6 40.01 30.54

2 1 -1 -1 8 40 6 41.01 31.38

3 -1 1 -1 6 60 6 37.65 27.91

4 1 1 -1 8 60 6 38.92 28.32

5 -1 -1 1 6 40 10 32.89 23.17

6 1 -1 1 8 40 10 29.87 20.21

7 -1 1 1 6 60 10 53.18 42.63

8 1 1 1 8 60 10 41.05 31.40

9 -1.68 0 0 5.32 50 8 39.99 29.55

10 1.68 0 0 8.68 50 8 39.76 29.72

11 0 -1.68 0 7 33.2 8 40.87 30.99

12 0 1.68 0 7 66.8 8 41.70 31.78

13 0 0 -1.68 7 50 4.64 69.58 58.71

14 0 0 1.68 7 50 11.36 38.87 28.15

15

16

17

18

19

20

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

7

7

7

7

7

7

50

50

50

50

50

50

8

8

8

8

8

8

80.64

82.09

82.09

81.09

80.64

80.64

69.42

72.01

72.01

70.93

69.42

69.42
Note  : Dry weight (g/g corn dust) and Carotenoid (µg/g dry weight corn dust)  
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ปัจจยัทีม่ีผลต่อการผลติแคโรทนีอยด์ ได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (A), ความชืน้ (B) และอตัราส่วนคาร์บอน
ต่อ  ไนโตเจน (C).เช่นกัน โดยมคีวามสมัพันธ์กับผลได้ปรมิาณแคโรทีนอยด์ในลักษณะท่ีเป็นเส้นโค้ง (Quadratic) และ
ผลจากปัจจัยร่วมกัน (Interaction effect) ของค่าความเป็นกรด-ด่าง (A), ความชื้น (B) และอัตราส่วนคาร์บอนต่อไน
โตเจน (C) แสดงดังในสมการ Y1 และ Figure 3  และปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญ ได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (A), 
ความชืน้ (B) และอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตเจน (C) โดยมคีวามสมัพันธ์กับน�ำ้หนกัเซลล์แห้งในลกัษณะเส้นโค้ง แสดง
ดังในสมการ Y2 และ Figure 4

Final Equation in Terms of Coded Factors:
Carotenoid (Y1) = 21.02 - 0.13A + 0.2B - 0.31C - 6.80A2 - 6.70B2 - 6.26C2 - 0.13AB - 0.31AC + 0.65BC ;                       
                      R2 = 0.9961
Dry weight (Y2) = 81.32 - 0.97A + 2.08B - 3.83C - 15.37A2 - 14.87B2 - 10.30C2 - 1.11AB - 2.18AC + 4.49BC;                       
                     R2 = 0.9522

จากผลการทดลองของความชื้น และค่าความเป็นกรด-ด่าง ของการผลิตแคโรทีนอยด์จากยีสต์ R. rubra  
MJU11พบว่า เปอร์เซ็นต์ความชื้นสูงสุดคือ  55 เปอร์เซ็นต์ และต�่ำสุดคือ 45 เปอร์เซ็นต์ แต่ค่าความเป็นกรด-ด่างจะ
มีการเปรียบเทียบผลการผลิตแคโรทีนอยด์ใน Figure 3

Figure 3  Shows the relation between the acidity - alkalinity (A), moisture (B) and the ratio of carbon per  
                nitrogen (C) are associated with amount of carotenoids.

จากผลการทดลองของความชืน้ และค่าความเป็นกรด-ด่าง ของปรมิาณเซลล์แห้งจากยีสต์ R. rubra  MJU11 
พบว่า เปอร์เซ็นต์ความความชื้นสูงสุด คือ 55 เปอร์เซ็นต์ และต�่ำสุดคือ 45 เปอร์เซ็นต์ แต่ค่าความเป็นกรด-ด่างจะมี
การเปรียบเทียบผลปริมาณเซลล์แห้งใน Figure 4 
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 Figure 4  Shows the relation between the acidity - alkalinity (A), moisture (B) and the ratio of carbon per 
                 nitrogen (C) are associated with cell dry weight.

สรุปผลการทดลอง
จากการศึกษาการผลิตแคโรทีนอยด์จากยีสต์ R. rubra  MJU11 บนฝุ่นข้าวโพด แบบการหมักแห้ง พบว่า 

สภาวะท่ีเหมาะสม คอื ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 7 ความชืน้ 50 เปอร์เซน็ต์ อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ 
8 ต่อ 1 และระยะเวลา 48 ชั่วโมง โดยมีผลได้ปริมาณเซลล์เท่ากับ 82.09 กรัมต่อกรัมฝุ่นข้าวโพด และผลได้ปริมาณ
แคโรทนีอยด์เท่ากับ  72.01 ไมโครกรมัต่อกรมัฝุน่ข้าวโพดแห้ง สามารถใช้เป็นอาหารสตัว์ได้ซึง่เป็นการลดปรมิาณของ
เสียจากทางเกษตร และ       ลดปัญหามลพิษทางอากาศจากการเผาไหม้ฝุ่นข้าวโพดของเกษตรกรอีกด้วย ซึ่งสามารถ

น�ำผลการศึกษาในครั้งนี้ไปใช้ในการผลิตแคโรทีนอยด์ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ได้จริง 
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