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บทคัดย่อ 
การคัดเลือกยีสต์มีสีจากคลังยีสต์ จ านวน 37 สายพันธ์ุ พบว่ามียีสต์ที่โดดเด่นในการผลิตแคโรทีนอยด์ 6 สาย

พันธุ์ คือ AQA1-2, AQA4-3, AQA6-4, AQA11-1, AQA14-2 และ AQA17-2 จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YM 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ผลิตแคโรทีนอยด์ได้ 
2589±69, 2534±61, 2528±278, 2239±269, 2190±442 และ 2755±43 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ยีสต์ทั้ง 
6 สายพันธ์ุ ถูกจัดจ าแนกโดยข้อมูลล าดับเบสบรเิวณ D1/D2 ของ large subunit (LSU) rRNA gene จัดจ าแนกเปน็ 
Rhodotorula mucilaginosa, Sakaguchia oryzae, Goffeauzyma aciditolerans, Rhodosporidium 
toruloides, Cystobasidium calyptogenae และ R. paludigena ตามล าดับ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่ใช้
ของเหลือท้ิงและผลพลอยได้ทางอุตสาหกรรมเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่ากากน้ าตาลมีความเหมาะสมที่สุด โดยยีสต์ที่
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ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงสุด คือ สายพันธุ์ AQA1-2 และสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง คือ อาหารเหลว
กากน้ าตาลที่มีน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร และยีสต์เอ็กแทร็กซ์ 0.5 กรัมต่อลิตร เมื่อจัดจ าแนกชนิดของรงควัตถุด้วยวิธี thin layer 

chromatography พบว่าทุกสายพันธุ์ผลิต ß-carotene และบางสายพันธ์ุมีการผลิต torulene และ torularhodin 

ซึ่งผลการทดลองนี้เป็นข้อมูลในการศึกษาระดับที่สูงขึ้น อันเป็นประโยชน์ต่อการลดต้นทุนการผลิตแคโรทีนอยด์ใน
ระดับอุตสาหกรรม 

 

ค าส าคัญ : แคโรทีนอยด์; แหล่งคาร์บอนราคาถูก; การจัดจ าแนก; ยีสต์ 
 

Abstract 
The six dominant carotenogenic yeast strains were selected from 37 strains of colored yeast. 

They are named as AQA1-2, AQA4-3, AQA6-4, AQA11-1, AQA14-2 and AQA17-2 which produced 
2589±69, 2534±61, 2528±278, 2239±269, 2190±442 and 2755±43 µg/L of carotenoids concentration 
respectively, after they were cultivated in YM broth with incubated at 30 ˚C, shaking speed of 160 
rpm for 96 h. The identification was performed based on nucleotide sequence at D1/D2 region of 
the large subunit (LSU) rRNA gene.  They were identified as Rhodotorula mucilaginosa, Sakaguchia 
oryzae, Goffeauzyma aciditolerans, Rhodosporidium toruloides, Cystobasidium calyptogenae and 
R. paludigena, respectively. Several wastes and by-product from industries such as sugarcane 
blackstrap molasses, rice straw hydrolysate and crude glycerol were used as low-cost carbon 
sources for carotenoids, the highest concentration was found from AQA1-2 strain and sugarcane 
blackstrap molasses was the best for carotenoids production. The optimum conditions were 60 g/L 

molasses, 0.5 g/L (NH4)2SO4, 0.5 g/L KH2PO4 and 0.5 g/L yeast extract.  The ß-carotene pigment was 

observed from all strains and other pigments such as torulene and torularhodin were also found 
by using thin-layer chromatography.  The results of this research can be further studied in advance 
research and significantly reduce cost for industrial application. 
 

Keywords: carotenoid; low-carbon source; D1/D2 region; yeast 
 
1. บทน า 

แคโรทีนอยด์เป็นสารสีที่มีความส าคัญในทาง
อาหารและเภสัชอุตสาหกรรม พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ 
เช่น ผัก ผลไม้ ซึ่งสังเกตได้จากสีที่เกิดขึ้น มีตั้งแต่สี
เหลืองจนถึงสีแดง สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 
carotene ( ß-carotene, -carotene, lycopene) 

และ xanthophyll (astaxanthin, ß-cryptoxanthin, 
canthaxanthin, capsanthin, fucoxanthin, lutein, 
zeaxanthin) [1] แคโรทีนอยด์บางชนิดใช้เป็นสารตั้ง
ต้นในการสังเคราะห์วิตามิน นอกจากนี้ยังมีผลต่อ
สุขภาพของมนุษย์ เช่น การใช้แคโรทีนอยด์ในรูปของ 
bioactive phytochemical เพื่อลดความเสี่ยงของ



ปีที่ 27 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562                                                             วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 421 

การเกิดโรค อาทิ โรคมะเร็ง โรคที่เกี่ยวกับหลอดเลือด
หัวใจ กล้ามเนื้อหัวใจตายเฉียบพลัน และต้อที่ดวงตา 
[2-5] นอกจากนี้ยังใช้เป็นสีธรรมชาติในการผสมกับ
อาหารสัตว์ซึ่งเป็นท่ีนิยมมากกว่าการใช้สีสังเคราะห ์[6] 
ด้วยเหตุผลที่กล่าวมา การได้รับอาหารที่มีแคโรทีนอยด์
สูงจึงเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง แหล่งของแคโรทีนอยด์
นอกจากจะพบได้ในผักและผลไม้แล้ว อีกแหล่งหนึ่งที่
จัดได้ว่ามีบทบาทส าคัญและสามารถพัฒนาการผลิตสู่
ระดับอุตสาหกรรมได้ คือ จุลินทรีย์ ทั้งนี้เพราะสามารถ
เพาะเลี้ยงเซลล์ได้ปริมาณมาก ๆ ในระยะเวลาที่จ ากัด 
สามารถสกัดแคโรทีนอยด์ได้ปริมาณมากและสามารถ
พัฒนาการผลิตไปสู่ตลาดระหว่างประเทศได้มากขึ้นอัน
เป็นการตอบรับกับความต้องการของผู้บริโภคได้เป็น
อย่างดี [7] 

จุลินทรีย์ที่น ามาใช้ในการผลิตแคโรทีนอยด์ 
ได้แก่ การผลิต ß-carotene จากสาหร่ายขนาดเล็ก 
Dunaliella salina ที่มีการผลิตอย่างเป็นการค้าแล้ว
ในประเทศออสเตรเลีย อิสราเอล และสหราชอาณา-
จักร [8] มีการผลิต astaxanthin จากสาหร่ายขนาด
เล็ก Haematococcus pluvialis ออกจ าหน่ายใน
ระดับการค้าในประเทศสหราชอาณาจักร ญี่ปุ่น และ
อินเดีย [7] การผลิตคีโตแคโรทีนอยด์จากสาหร่ายสี
เขียวขนาดเล็ก PY202 ที่แยกได้จากดินโป่งยุบ อ าเภอ
สวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี มีความโดดเด่นในการสังเคราะห์
แคนธาแซนธิน [9] ซึ่งนอกจากสาหร่ายขนาดเล็กแล้ว 
จุลินทรีย์อื่นก็เข้ามามีบทบาทส าคัญต่อการผลิตแคโร-
ทีนอยด์ ไม่ว่าจะเป็นยีสต์ แบคทีเรีย และราเส้นสาย 
กรณีของยีสต์จัดได้ว่ามีความโดดเด่นทั้งนี้เพราะมียีสต์
หลายสกุลที่ให้โคโลนีที่มีสี โดยสีที่พบ เช่น เหลือง ส้ม 
ชมพู แดง โดยเฉพาะยีสต์ที่มีสีแดงหรือเรียกว่า red 
yeast ซึ่งมีการสะสมแคโรทีนอยด์ไว้สูง red yeast จัด
อยู่ ใ นคลาส เบซิ ดิ โ อ ไมซี ตั ส  (basidiomycetous 
yeast) มี ส กุ ล ที่ โ ด ด เ ด่ น  ไ ด้ แ ก่  Rhodotorula, 

Rhodosporidium และ Sporobolomyces เป็นต้น 
โดยสารสีที่พบส่วนใหญ่เป็นสารพวก ß-carotene, γ-
carotene, torulene และ torularhodin [10] 

โปรตีนเซลล์เดี่ยว (single cell protein, SCP)  
คือ เซลล์ของจุลินทรีย์ที่ท าให้แห้งเพื่อใช้เป็นแหล่ง
โปรตีนในอาหารคนหรืออาหารสัตว์ ยีสต์ที่น ามาใช้เป็น
อาหารสัตว์ เรียกว่าฟีดยีสต์ (feed yeast) หรือโฟด-
เดอร์ยีสต์ (fodder yeast) ปัจจุบันอาหารสัตว์ได้ถูก
พัฒนาขึ้นเพื่อให้อุดมไปด้วยแร่ธาตุนานาชนิด มีการ
เติมส่วนผสมของธัญพืชหรือผลผลิตทางการเกษตร 
ได้แก่ กากนมถั่วเหลือง กากนมถั่วเขียว และปลาป่น 
เป็นต้น ทั้ งนี้ เพื่อให้อาหารสัตว์ที่ ได้มีคุณค่าทาง
โภชนาการครบถ้วน สัตว์ที่กินอาหารเข้าไปจะมีสุขภาพ
ดี ให้ผลผลิตที่มีคุณภาพสูง และจากความต้องการ
แหล่งโปรตีนเหล่านี้ในปริมาณมาก จึงส่งผลให้มีราคา
สูงขึ้น ยีสต์จึงเข้ามามีบทบาทในการเป็นส่วนผสมของ
อาหารสัตว์ ท้ังนี้เพราะยีสต์มีปริมาณโปรตีนสูงถึง 40-
50 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และยังประกอบ 
ด้วยวิตามินและเกลือแร่หลายชนิดที่ เป็น trace 
element ของสัตว์  เ ช่น วิตามินบีรวม โครเมียม 
ซีลีเนียม โมลิบดินัม และสังกะสี [11] อีกทั้งการผลิต
เซลล์ยีสต์สามารถผลิตได้จ านวนมาก ใช้พื้นที่การผลิต
น้อย ระยะเวลาการผลิตสั้น การผลิตไม่ขึ้นอยู่กับ
ฤดูกาล และสภาพดินฟ้าอากาศ วัตถุดิบที่น ามาใช้เลี้ยง
ยีสต์ก็มีราคาถูก ได้แก่ ไซรัปจากโกโก้ เวย์จากโรงงาน
นม กลีเซอรอล และกากน้ าตาล เป็นต้น [12-15]  

การ ใ ช้ยี สต์ เป็นส่ วนผสมในอาหารสัต ว์  
โดยเฉพาะในสัตว์เคี้ยวเอื้อง พบว่าสัตว์ที่กินเข้าไปจะมี
สุขภาพดี ให้ผลผลิตสูง มีลักษณะโครงสร้างที่ดี โดย
ยีสต์จะไปมีส่วนช่วยกระตุ้นให้แบคทีเรียที่อยู่ในล าไส้
สัตว์มีกิจกรรมการย่อยเซลลูโลสได้ดขีึ้น [16]  นอกจาก 
นี้การใช้ยีสต์เป็นอาหารสัตว์ให้กับสัตว์เคี้ยวเอื้องยังเป็น
ทางเลือกที่ดีอย่างหนึ่งที่จะใช้แทนยาปฏิชีวนะ [17-19] 
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จากการทดลองของ Marrero และคณะ [20] ที่ได้
ทดสอบทางด้านชีวเคมีและสัณฐานวิทยา พบว่ายีสต์ 
25 สายพันธุ์ จั ดอยู่ ในสกุล Candida tropicalis มี
ความเหมาะสมที่จะใช้เติมเข้าไปในอาหารสัตว์ได้ดีเมื่อ
เปรียบเทียบกับ Saccharomyces cerevisiae และ
จากการส ารวจความต้องการด้านอาหารเสริมในสัตว์
ของตลาดโลก พบว่าความต้องการจุลินทรีย์ในการเติม
เข้าไปในอาหารสัตว์นั้นมีไม่จ ากัด ท าให้ผลิตภัณฑ์
เหล่านี้ถูกจ าหน่ายในราคาที่ค่อนข้างสูง การศึกษายีสต์
สายพันธุ์เหมาะสมต่อการใช้เป็นอาหารสัตว์จึงมีความ
จ าเป็นเป็นอย่างยิ่ง [21-22]  

ดังนั้นงานวิจัยนี้ คณะผู้วิจัยจึงคัดเลือกยีสตส์าย
พันธุ์ที่ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูง จากยีสต์มีสีทั้งหมด 37 
สายพันธุ์ ที่จัดเก็บไว้ในสาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏ
พระนครศรีอยุธยา และจัดจ าแนกสายพันธุ์ยีสต์ที่
คัดเลือกได้ โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene ศึกษาความ 
สัมพันธ์ของยีสต์ดั งกล่าวจากต้นไม้ วิวัฒนาการ 
(phylogenetic tree) และศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อ
การผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์สายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ 
ทั้งนี้เพื่อใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นส าหรับศึกษาการผลิต
โปรตีนเซลล์เดี่ยวเพื่อน าไปผลิตเป็นอาหารสัตว์ใน
ระดับที่สูงขึ้นต่อไป 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 การคัดเลือกยีสต์ที่ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูง 

น ายีสต์มีสี 37 สายพันธุ์ ที่จัดเก็บไว้ท่ีสาขา
จุล ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  
มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา ไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ ง เอียง yeast extract malt extract 
(YM) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-36 
ช่ัวโมง จากนั้นดึงยีสต์มา 1 ลูป ใส่ลงในอาหารเหลว 

YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาส์กขนาด 
250 มิลลิลิตร น าไปบ่มแบบเขย่าด้วยความเร็ว 160 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง ใช้เป็นกล้าเช้ือ ทดสอบการผลิตแคโรที-
นอยด์โดยใช้อาหารเหลว YM เป็น main medium 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาส์กขนาด 
250 มิลลิลิตร โดยใส่กล้าเช้ือให้มีความเข้มข้นของ
เซลล์เริ่มต้น OD ที่ 600 nm (OD600) 1.0 แล้วน าไป
บ่มแบบเขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส โดยปราศจากแสง เก็บตัวอย่างที่ 
96 ช่ัวโมง น าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที [12] เซลล์ที่ได้ถูกน ามา
วิเคราะห์การเจริญและปริมาณแคโรทีนอยด์ 

2.2 การจัดจ าแนกและเก็บรักษายีสต์สาย
พันธุ์ที่คัดเลือกได้ 

น ายีสต์ที่มีอายุ 24 ช่ัวโมง มาขีดเช้ือลงบน
อาหารแข็ง YM ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจาก
โคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง รูปร่าง ลักษณะ และการ
เรียงตัวของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นศึกษา
อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลโดยการจ าแนกตามวิธี 
Kurtzman และ Robnette [23] วิเคราะห์ล าดับเบส
บริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene โดยใช้ primer 
NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) และ 
NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) เริ่มสกัด   ดี
เอ็นเอโดยน าเซลล์ยีสต์ที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมง มาท าซัส
เพนชันในน้ ากลั่นปลอดเช้ือ น าไปไว้ที่ตู้แช่แข็ง -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ก่อนที่จะให้ความ
ร้อนที่น้ าเดือดนาน 10 นาที แล้วน ากลับมาแช่น้ าแข็ง
ในกล่องน้ าแข็ง หมุนเหวี่ยงแยกเซลล์กับน้ าด้วย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที สาร
สกัดดีเอ็นเอที่ได้จะถูกน าไปขยายปริมาณโดยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) (MultiGene 
OptiMax; Labnet International, Inc) โ ด ยมี ส่ ว น 
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ผ ส ม ดั ง นี้  10x PCR buffer (3 µL), 25 mM MgCl2 
(2.4 µL), 2.5 mM dNTP mixtures (2.4 µL), 10 
pmol NL1 (0.9 µL), 10 pmol NL4 (0.9 µL), Taq 
DNA polymerase (Fermentas, USA) (0.15 µL), 
DNA template solution (3 µL) และปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเช้ือ จนมีปริมาตรรวม 30 
ไมโครลิตร ตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธีอิเล็ก-
โทรโฟรีซิส โดยการ run บน 1 เปอร์เซ็นต์ agarose 
gel ขนาดของ amplicon ที่ได้ประมาณ 600 base 
pairs แล้วน ามาท าให้บริสุทธิ์ด้วย PCR purification 
kit (TIANquick Midi Purification kit, TIANGEN, 
China) ตามวิธีที่แนะน าใน protocol และตรวจสอบ 
purified PCR product อี กครั้ งด้ วยการ run บน 1 
เปอร์เซ็นต์ agarose gel ก่อนส่งไปหาล าดับเบสที่ First 
Base (Malaysia) ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะน าไปเปรียบ 
เทียบความเหมือนในฐานข้อมูลของ GenBank และ
ศึกษาความสัมพันธ์ของยีสต์ที่ผลิตแคโรทีนอยด์จาก
สายพันธุ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยใช้ 
MEGA software version 7.0 ที่ระดับความเช่ือมั่น
ของแต่ละเคลดจากการวิเคราะห์ค่า bootstrap 1,000 
ซ้ า 

2.3 ศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแคโร-
ทีนอยด์ในระดับห้องปฏิบัติการ  

เพาะเลี้ยงยีสต์ที่คัดเลือกได้บนอาหารแข็ง
เอียง YM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-
36 ช่ัวโมง จากนั้นดึงยีสต์มา 1 ลูป ใส่ลงในอาหารเหลว 
YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาส์กขนาด 
250 มิลลิลิตร น าไปบม่แบบเขยา่ด้วยความเร็ว 160 
รอบต่อนาที ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง ใช้เป็นกล้าเช้ือ 

ทดสอบการผลิตแคโรทีนอยด์ในอาหาร
เหลวที่ใช้เป็น main medium ที่มีองค์ประกอบต่าง ๆ 
ดังนี้ (1) แหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส กากน้ าตาล สาร

สกัดหยาบกลีเซอรอล และฟางข้าวที่ผ่านการไฮโดร-
ไลซ์ ท่ีมีความเข้มข้นเริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร (2) ความ
เข้มข้นของคาร์บอนเริ่มต้น 20, 40, 60, 80 กรัมต่อ
ลิตร (3) ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้เป็น
แหล่งไนโตรเจนเริ่มต้น 0, 0.5 และ 1.0 กรัมต่อลิตร  
(4) ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต
เริ่มต้น 0, 0.5 และ 1.0 กรัมต่อลิตร และ (5) ความ
เข้มข้นของ yeast extract เริ่มต้น 0, 0.5 และ 1.0 
กรัมต่อลิตร  

ปริมาตรของ main medium ที่ ใ ช้  คือ 
150 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิ 
ลิตร โดยใส่กล้าเชื้อให้ main medium มีความเข้มข้น
เริ่มต้น  OD ที่  600 nm (OD600) 1.0 น าไปบ่มแบบ
เขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง โดยปราศจากแสง 
เมื่อสิ้นสุดการหมักน าตัวอย่างไปหมุนเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้ว
วิเคราะห์การเจริญด้วยเครื่อง spectrophotometer/
น้ าหนักเซลล์แห้ง สกัดและวิเคราะห์แคโรทีนอยด์ด้วย
วิธีทางเคมี 

2.4 ศึกษาชนิดของรงควัตถุด้วย thin layer 
chromatography   

เตรียม TLC chamber ให้อิ่มตัวด้วยสาร 
ละลายผสมปิโตรเลียมอีเธอร์  : อะซีโตน (80 : 20 v/v) 
ขีดเส้นบน TLC plate chromatography ให้สูงจาก
ขอบล่าง 2 เซนติเมตร เพื่อเป็นระดับที่ใช้ในการหยด
สาร และขีดเส้นใต้จากขอบบน 2 เซนติเมตร เพื่อเป็น
ระดับบอกการเคลื่อนที่สิ้นสุดของตัวท าละลายโดยให้
ระยะห่างของทั้งสองเส้นอยู่ที่ 10 เซนติเมตร หยดสาร
สกัดแคโรทีนอยด์บน TLC plate ที่ระดับขีดล่าง รอให้
แห้งแล้วหยดซ้ าที่ เดิม 2-3 ครั้ง น าไปแช่ใน TLC 
chamber ปล่อยไว้จนกระทั่ง mobile phase เคลื่อนที่
ถึ งขีดบอกระดับที่ขีดไว้  น า  TLC plate ออกจาก 
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chamber แล้ววัดระยะการเคลื่อนที่ของตัวท าละลาย 
พร้อมทั้งระยะทางที่แถบสีต่าง ๆ ปรากฏขึ้น ค านวณ 
หาค่า Rf เปรียบเทียบกับผลการวิจัยที่มีการรายงานมา 
ก่อนหน้าน้ัน [24] 

2.5 การวิเคราะห์ผล 
วิเคราะห์การเจริญโดยการวัดค่าความขุ่น

ของเซลล์ด้วยเครื่อง spectrophotometer (Perkin 
Elmer UV/Vis Lambda 25) ที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร เจือจางสารละลายเซลล์ให้วัดค่าความขุ่นได้
ในช่วง 0.1-1.0 ด้วยน้ ากลั่น และวิเคราะห์น้ าหนักแห้ง
โดยน าตะกอนเซลล์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ ากลั่นปราศ 
จากเช้ือ 2 รอบ ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หรือจนกว่าน้ าหนักเซลล์คงที่ [7] 

วิ เ คราะห์ปริ มาณแคโรทีนอยด์  โดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Aksu และคณะ [25] น าตะกอน
เซลล์ไปล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 3 ครั้ง หมุน
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที  แล้ ว ล ะลายตะกอน เ ซลล์ ด้ วย  dimethyl 
sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และอะซีโตน 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ก่อนท าให้เซลล์แตกด้วย glass 
bead (ขนาดเส้นผ่ านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิ เมตร) 
ประมาณ 0.2 กรัม ด้วยเครื่อง ultrasonicate ที่ความ
ยาวคลื่น 37 kHz เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไป vortex 
ต่ออีก 1 นาที (ดัดแปลงจาก Tangtua [26]) จากนั้น
น าไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที น าส่วนใสเก็บไว้ ส่วนตะกอนเซลล์ให้
ล้างด้วยสารละลายดังข้างต้นอีกครั้ง น าส่วนใสไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง spectrophotometer น าค่าที่ได้ไปเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน ß-carotene 

วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS 
[27] ใช้ D-glucose ที่ผ่านการอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศา
เซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง ที่ความเข้มข้น 0, 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร เป็น standard 
ดูดสารละลายกลูโคสที่แต่ละความเข้มข้นปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร 
ที่ผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส นาน 
2 ช่ัวโมง จากนั้นดูดสารละลาย 3,5-dinitrosalicylic 
acid reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่
มีสารละลายกลูโคส ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร 
(vortex mixer) น าลูกแก้วปิดปากหลอดทดลอง น าไปต้ม
ในน้ าเดือดนาน 5 นาที แล้วแช่ในน้ าเย็นต่ออีก 5 นาที  
จากนั้นเติมน้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร น า
ค่าที่วัดได้ไปเขียนกราฟมาตรฐาน โดยทดลอง 3 ซ้ า ส่วน
การวิ เคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในสารละลาย
ตัวอย่างให้ท าเช่นเดียวกับการเตรียมกราฟมาตรฐาน
กลู โคส  แต่ เปลี่ ยนจากสารละลายกลู โคส เป็ น
สารละลายตัวอย่าง 

การไฮโดรไลซ์ฟางข้าวดัดแปลงจาก กุสุมา
วดี [28] โดยน าฟางข้าวมาบดให้ละเอียดแล้วร่อนผ่าน
ตะแกรงที่มีขนาดรู 30 mesh จากนั้นน าไปอบในตู้อบ
ลมร้อนอุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24 
ช่ัวโมง (เก็บไว้ในสภาวะแห้ง) เติมกรดซัลฟูริกความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร อัตราส่วนฟางข้าว
ต่อปริมาณกรดซัลฟิวริก 1 : 10 และน าไปให้ความร้อน
โดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้าที่อุณหภูมิ  121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เติมเอนไซม์เซลลูเลสทาง
การค้าที่ละลายในอะซิเตทบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 
M ที่พีเอช 5.0 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ด้วย
วิธี DNS 

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย one-way 
ANOVA และ post hoc test-Duncan (p < 0.05) จาก
การทดลอง 3 ซ้ า เพื่อวิเคราะห์ความแตกต่างและจดั 
กลุ่ม 
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3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การคัดเลือกยีสต์ที่ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูง 

การเลี้ยงยีสต์ที่มีสีในอาหารเหลว YM เป็น
เวลา 96 ช่ัวโมง น าเซลล์ที่ได้มาวิเคราะห์การเจริญ 
และปริมาณแคโรทีนอยด์ พบว่าจากยีสต์มีสี 37 สาย
พันธุ์  มี 6 สายพันธุ์  ที่ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูง คือ
มากกว่า 2,000 ไมโครกรัมต่อลิตร ได้แก่ ยีสต์สายพันธ์ุ 
AQA1-2, AQA4-3, AQA6-4, AQA11-1, AQA14-2 
และ AQA17-2 โดยผลิตแคโรทีนอยด์ได้ 2589±69, 
2534±61, 2528±278, 2239±269, 2190±442 และ 
2755±43 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งปริมาณ  
แคโรทีนอยด์ดังกล่าวพบว่าแต่ละสายพันธุ์ให้ปริมาณที่
ใกล้เคียงกัน เมื่อพิจารณาการเจริญพบว่ามีความ
แตกต่างกัน โดยสายพันธ์ุ AQA1-2, AQA4-3, AQA11-1 

และ AQA17-2 มีการเจริญ OD ที่ 600 nm (OD600) 
25.6, 26.1, 31.6 และ 25.6 ตามล าดับ ซึ่งสูงกว่าสาย
พันธุ์ AQA6-4 และ AQA14-2 ที่มีการเจริญ 12.9 และ 
10.5 ตามล าดับ 

3.2 การจัดจ าแนกยีสต์ท่ีคัดเลือกได้ 
เมื่อน ายีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์ มาจัดจ าแนก

ด้วยวิธี ชีวโมเลกุลบริ เวณ D1/D2 ของ LSU rRNA 
gene พบว่าสายพันธุ์  AQA1-2, AQA4-3, AQA6-4, 
AQA11-1, AQA14-2 และ AQA17-2 จัดจ าแนกเป็น 
Rhodotorula mucilaginosa, Sakaguchia oryzae, 
Goffeauzyma aciditolerans, Rhodosporidium 
toruloides, Cystobasidium calyptogenae แ ละ 
R. paludigena ตามล าดับ โดยมีความเหมือนกับ 
type strain ดังตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1  การจัดจ าแนกยีสต์ทั้ง 6 สายพันธ์ุบริเวณ D1/D2 region ของ LSU rRNA gene 
 

strain Closet species 
Identities Gap 

No. 

Substitution Result of 

identification No. % No. % 

AQA1-2 Rhodotorula mucilaginosa JCM 8115T 540/541 99.80 1 0 0.00 R. mucilaginosa 

AQA4-3 Sakaguchia oryzae AS 2.2363T 455/461 98.70 4 2 0.40 S. oryzae 

AQA6-4 Goffeauzyma aciditolerans CBS 10872T 518/518 100.00 0 0 0.00 G. aciditolerans 

AQA11-1 Rhodosporidium toruloides CBS 349T 538/538 100.00 0 0 0.00 Rh. toruloides 

AQA14-2 Cystobasidium calyptogenae JCM 10899T 568/569 99.80 0 1 0.20 C. calyptogenae 

AQA17-2 Rhodotorula paludigena JCM 10292T 556/556 100.00 0 0 0.00 R. paludigena 
T หมายถึง type strain 

 
ผลการจัดจ าแนก พบว่ายีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์ 

จัดอยู่ในไฟลัมเบซิดิโอไมโคตา (phylum: Basidio-
mycota) ซึ่งสามารถแสดงความสัมพันธ์ของยีสต์ทั้ง 6 
สายพันธุ์ นี้ได้จากต้นไม้วิวัฒนาการ (รูปที่  1) เมื่อ
พิจารณาลักษณะและสีของโคโลนีของยีสต์แต่ละสาย
พันธุ์  พบว่ามีลักษณะที่แตกต่างกัน โดยสายพันธุ์  

AQA1-2 โคโลนีมีสีแดงอมชมพู AQA4-3 โคโลนีมีสี
เหลืองส้ม AQA6-4 โคโลนีมีสีเหลือง AQA11-1 โคโลนี
มีสีส้ม AQA14-2 โคโลนีมีสีส้มอ่อน และ AQA17-2 
โคโลนีมีสีส้มเข้ม (รูปที่ 2) และเมื่อบ่มเช้ือนานขึ้น
โคโลนีจะมีสีเข้มขึ้น



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                            ปีที ่27 ฉบบัที่ 3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562 

 426 

 

รูปที่  1  สายพันธุ์ เ ชิ งวิ วัฒนาการ 
(phylogenetic tree) ข อ ง
ยีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์  ได้แก่ 
AQA1-2, AQA4-3, AQA6-
4, AQA11-1, AQA14-2 
และ AQA17-2 ซึ่งสร้างด้วย
วิ ธี  maximum likelihood 
(ML) algorithm โ ด ย ใ ช้
โปรแกรม MEGA software 
version 7.0 

  

 
 

รูปที่ 2  ลักษณะโคโลนีของยีสต์สายพันธุ์ AQA1-2, AQA4-3, AQA6-4, AQA11-1, AQA14-2 และ AQA17-2 บน
อาหารแข็ง YM เมื่อเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง  

 
โดย red yeast ที่มีการรายงานการผลิต 

แคโรทีนอยด์ได้ดี ได้แก่ Sporobolomyces roseus, 
Rhodotorula glutinis (Rhodosporidium toru-

loides), R. mucilaginosa [12,15,29,30] S. ruber-
rimus [14] Sporidiobolus pararoseus [31] ซึ่งยีสต์
เหล่านี้โดดเด่นด้านการผลิตแคโรทีนอยด์ในปริมาณสูง 
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3.3 การทดสอบเลี้ยงในแหล่งคาร์บอนชนิด
ต่าง ๆ 

การคัดเลือกยีสต์ในเบื้องต้น ได้ยีสต์ทั้งหมด 
6 สายพันธุ์ ที่มีความโดดเด่นในการผลิตแคโรทีนอยด์ 
เมื่อน ายีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์ มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี
ของเหลือทิ้งและผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมเป็น
แหล่งคาร์บอน ได้แก่ กากน้ าตาล ฟางข้าวที่ผ่านการ
ไฮโดรไลซ ์และสารสกัดหยาบกลีเซอรอล โดยใช้อาหาร
เหลว YM เป็นชุดควบคุม ปรับความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนเริ่มต้นให้มีน้ าตาลในปริมาณที่เท่ากัน คือ 20 
กรัมต่อลิตร วิเคราะห์การเจริญและปริมาณแคโรที-
นอยด์ ผลการทดลองพบว่าอาหารเหลวท่ีใช้กากน้ าตาล
เป็นแหล่งคาร์บอนยีสต์ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงสุด โดย
สายพันธุ์ AQA1-2 ให้ปริมาณแคโรทีนอยด์สูงสุด ตาม
ด้ ว ย  AQA4-3, AQA17-2, AQA14-2, AQA6-4 แ ละ 
AQA11-1 ตามล าดับ เมื่อพิจารณาการเจริญพบว่า 
AQA1-2 มีการเจริญมากที่สุด วัดค่าน้ าหนักเซลล์แห้ง
ได้ 4.0 กรัมต่อลิตร และผลิตแคโรทีนอยด์เท่ากับ 

1734±35 ไมโครกรัมต่อลิตร ส่วนการใช้สารสกัดหยาบ
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ยีสต์สามารถผลิตแคโร-
ทีนอยด์ได้ดีรองลงมา โดยผลการทดลองพบว่ายีสตส์าย
พันธุ์ AQA11-1 ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงสุด 900±167 
ไมโครกรัมต่อลิตร ในขณะที่การเจริญมีค่าใกล้เคียงกับ
สายพันธุ์อื่น ๆ ส่วนอาหารที่ใช้ฟางข้าวผ่านการไฮโดร-
ไลซ์เป็นแหล่งคาร์บอน ยีสต์มีการผลิตแคโรทีนอยด์ได้
น้อยสุด สายพันธุ์ที่ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงในอาหาร
เหลวชนิดนี้ คือ AQA1-2 และ AQA4-3 ผลิตแคโรที-
นอยด์ได้ 654±103 และ 646±167 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ โดย AQA1-2 มีค่าน้ าหนักเซลล์แห้งสูงกว่า 
AQA4-3 เพียงเล็กน้อย ส าหรับอาหารเหลว YM ซึ่งใช้
เป็นชุดควบคุม ยีสต์สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดี แต่
เมื่อเปรียบเทียบกับกากน้ าตาลแล้ว พบว่าสายพันธุ์ 
AQA4-3 ให้ปริมาณแคโรทีนอยด์ได้ใกล้เคียงกัน ส่วน
สายพันธุ์ AQA14-2 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว YM ให้
ปริมาณแคโรทีนอยด์น้อยกว่าอาหารเหลวที่ใช้กาก 
น้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนอย่างมีนัยส าคัญ (ตารางที่ 2) 

 
ตารางที่ 2  น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณแคโรทีนอยดข์องยีสต์ 6 สายพันธุ์ ที่เลี้ยงในอาหารที่มีกากน้ าตาล สารสกดั

หยาบกลีเซอรอล และฟางข้าวที่ผ่านการไฮโดรไลซ์เป็นแหล่งคาร์บอน ที่เวลา 96 ช่ัวโมง 
 

C-sources/yeast strains AQA1-2 AQA4-3 AQA6-4 AQA11-1 AQA14-2 AQA17-2 
กากน้ าตาล 

แคโรทีนอยด ์(µg/L) 1734±35 a 1697±278 a 609±255 b 409±139 c 1525±290 a 1587±87 b 
น้ าหนักเซลล์แห้ง (g/L) 4.0 2.6 2.4 2.4 3.1 2.7 

สารสกัดหยาบกลีเซอรอล 
แคโรทีนอยด ์(µg/L) 552±49 b 528±0 b 693±95 b 900±167 b 458±175 c 656±169 c 
น้ าหนักเซลล์แห้ง (g/L) 0.4 0.5 0.6 0.4 0.3 0.5 

ฟางข้าวท่ีผ่านการโฮโดรไลซ์ 
แคโรทีนอยด ์(µg/L) 654±103 b 646±167 b 479±104 b 528±157  360±128 c 374±43 c 
น้ าหนักเซลล์แห้ง (g/L) 0.26 0.17 0.15 0.19 0.23 0.20 

อาหารเหลว YM (control) 
แคโรทีนอยด ์(µg/L) 2656±390 a 1611±227 a 1540±308 a 1350±104 a 924±14 b 2037±69 a 
น้ าหนักเซลล์แห้ง (g/L) 5.9 4.3 4.4 5.8 5.7 4.9 
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ผลการใช้แหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกเป็น
อาหารเลี้ยงเช้ือในการผลิตแคโรทีนอยด์โดยยีสต์นั้น 
พบว่ากากน้ าตาลมีความเหมาะสมต่อการน ามาใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สาร
สกัดหยาบกลีเซอรอลและฟางข้าวท่ีผ่านการไฮโดรไลซ์
เป็นแหล่งคาร์บอน นอกจากนี้การผลิตแคโรทีนอยด์
ของยีสต์ในอาหารเหลวกากน้ าตาลยังให้ผลใกล้เคียง
กับการใช้อาหารเหลว YM ที่มีกลู โคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยยีสต์ที่ผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดีที่สุด คือ 
Rhodotorula mucilaginosa AQA1-2 แ ล ะ พบว่ า
การเลี้ยงในอาหารเหลวกากน้ าตาลกับอาหารเหลว YM 
ให้ปริมาณแคโรทีนอยด์แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ 
ในปี ค.ศ. 2016 Cheng และ Yang [15] รายงานการ
ใช้ของเหลือทิ้งจากอาหาร ได้แก่ ซอสมะเขือเทศ 
กากน้ าตาล และเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ เป็นแหล่ง
คาร์บอนส าหรับการผลิตแคโรทีนอยด์โดยยีสต์ R. 
mucilaginosa F-1 พบว่ายีสต์มีการเจริญและผลิต  
แคโรทีนอยด์ได้ดีในอาหารที่มีกากน้ าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอน ให้ความเข้มข้นของแคโรทีนอยด์เท่ากับ 
2611.0 ไมโครกรัมต่อลิตร ขณะที่อาหารเหลว YM ที่
ใช้เป็นชุดควบคุม ของเสียจากซอสมะเขือเทศ และของ
เสียจากเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ ยีสต์ผลิตแคโรทีนอยด์ได้ 
2337.5, 2234.9 และ 1107.4 ไม โครกรั มต่ อลิ ต ร 
ตามล าดับ 

ดังนั้นสายพันธุ์ AQA1-2 จึงถูกคัดเลือก
ไว้ส าหรับการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโร
ทีนอยด์จากอาหารเหลวที่มีกากน้ าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอนต่อไป 

3.4 สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโรที -
นอยด์ของยีสต์สายพันธุ์ AQA1-2 

การน ายีสต์  R. mucilaginosa AQA1-2 
มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากน้ าตาลที่มีความเข้มข้น
ของน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อ

ลิตร ปรับพีเอชของอาหารเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 แล้วบ่ม
บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ผล
การทดลองพบว่าอาหารเหลวกากน้ าตาลที่มีความ
เข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร ยีสต์
ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงสุด 2650±440 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร เมื่อพิจารณาการเจรญิพบว่าท่ีสภาวะน้ าตาลรดีวิซ์
เข้มข้นเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร ยีสต์มีการเจริญสูงสุด 
ส่วนอาหารเหลวกากน้ าตาลที่มีความเข้มข้นของ
น้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 20, 40 และ 80 กรัมต่อลิตร ผลิต
แคโรทีนอยด์ได้สูงสุด 1888±524, 2309±229 และ 
1933±362 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ อย่างไรก็
ตาม เมื่อพิจารณาค่าทางสถิติพบว่าปริมาณแคโรที -
นอยด์ที่ได้แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ (รูปที่ 3A) 

การศึกษาการผลิตแคโรทีนอยด์ในอาหาร
เหลวกากน้ าตาลที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์
เริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร ท่ีไม่เติมและเติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตเข้มข้น 0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชของ
อาหารเริ่มต้น 4.5 ผลการทดลองพบว่าในอาหารเหลว
กากน้ าตาลที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 0.5 กรัม
ต่อลิตร ยีสต์มีการเจริญและผลิตแคโรทีนอยด์สูงสุด 
โดยผลิตแคโรทีนอยดไ์ด ้3068±382 ไมโครกรัมตอ่ลติร 
และเมื่อสิ้นสุดการหมักพบว่ามีน้ าตาลคงเหลือน้อยสุด 
(9.6±0.15 กรัมต่อลิตร) ส่วนสภาวะที่เติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ยีสต์ผลิตแคโรทีนอยด์ได้ 
2748±35 ไมโครกรัมต่อลิตร ซึ่งแตกต่างจากสภาวะที่
เติมแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร อย่าง
ไม่มีนัยส าคัญ ส่วนอาหารเหลวกากน้ าตาลที่ไม่เติม
แอมโมเนียมซัลเฟต ยีสต์ผลิตแคโรทีนอยด์ได้ 1996± 
101 ไมโครกรัมต่อลิตร ซึ่งปริมาณแคโรทีนอยด์ที่ได้
น้อยกว่าการเลี้ยงยีสต์ในอาหารเหลวกากน้ าตาลที่เติม
แอมโมเนียมซัลเฟตอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่าแอมโมเนียมซัลเฟตนั้น มีผลต่อการผลติ 



ปีที่ 27 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562                                                             วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 429 

แคโรทีนอยด์ของยีสต์ (รูปที่ 3B) 
น ายีสต์ R. mucilaginosa AQA1-2 มาเลี้ยง

ในอาหารเหลวกากน้ าตาลที่มีความเข้มข้นของน้ าตาล
รีดิวซ์ เริ่มต้น  60 กรัมต่อลิตร  แอมโมเนียมซัลเฟต 
เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร ที่ไม่เติมและเติมโพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น 0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร 
ปรับพีเอชของอาหารเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 พบว่าใน
อาหารเหลวกากน้ าตาลที่เติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร ยีสต์มีการเจริญสูงสุด 

ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงสุด 3221±425 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร และเมื่อสิ้นสุดการหมักพบว่ามีน้ าตาลคงเหลือ
น้อยสุด (7.1±0.58 กรัมต่อลิตร) ส่วนสภาวะที่ไม่เติม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและเตมิโพแทสเซยีม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร พบว่ายีสต์
ผลิตแคโรทีนอยด์ ได้  2926±416 และ 2665±276 
ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม ปริมาณ 
แคโรทีนอยด์ที่ได้จากท้ัง 3 สภาวะ แตกต่างกันอย่างไม่
มีนัยส าคัญ (รูปที่ 3C) 

 

 
 

รูปที่ 3  ปริมาณแคโรทีนอยด์ การเจริญ และน้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์ R. mucilaginosa AQA1-2 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวท่ีมี (A) กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน (B) แอมโมเนียมซัลเฟต (C) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
และ (D) ยีสต์เอ็กแทร็กซ์ 

 

เมื่อเพาะเลี้ยงยีสต์ในอาหารเหลวกาก 
น้ าตาลที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 60 
กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร ที่
ไม่เติมและเติมยีสต์เอ็กแทร็กซ์ 0.5 และ 1.0 กรัมต่อ
ลิตร ปรับพีเอชของอาหารเริ่มต้น 4.5 พบว่าในอาหาร
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เหลวกากน้ าตาลที่เติมยีสต์เอ็กแทร็กซ์ 0.5 กรัมต่อลิตร 
ยีสต์มีการเจริญสูงสุด ผลิตแคโรทีนอยด์ได้สูงสุด 
เท่ากับ 3829±549 ไมโครกรัมต่อลิตร และเมื่อสิ้นสุด
การหมักพบว่ามีน้ าตาลคงเหลือน้อยสุด คือ 5.9±0.2 
กรัมต่อลิตร ส่วนสภาวะที่เติมยีสต์เอ็กแทร็กซ์ 1 กรัม
ต่อลิตร ยีสต์ผลิตแคโรทีนอยด์ได้ 3328±412 ไมโคร 
กรัมต่อลิตร ซึ่งน้อยกว่าสภาวะที่เติมยีสต์เอ็กแทร็กซ์ 
0.5 กรัมต่อลิตร อย่างไม่มีนัยส าคัญ ส่วนอาหารเหลว
กากน้ าตาลที่ไม่เติมยีสต์เอ็กแทร็กซ์ ยีสต์ผลิตแคโรที-
นอยด์ได้ 2428±449 ไมโครกรัมต่อลิตร ซึ่งน้อยกว่า
อาหารเหลวกากน้ าตาลที่เติมยีสต์เอ็กแทร็กซ์เข้มข้น 
0.5 กรัมต่อลิตร อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) แสดงว่า
ยีสต์เอ็กแทร็กซ์มีผลต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์ 
(รูปที่ 3D) 

รายงานการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์ R. glutinis YB-252 แบบ 
solid-state fermentation โดยใ ช้  polyure-thane 
foam (PUF) เป็นตัวค้ าจุน โดยใช้ Plackett-Burman 
design ในการคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตแคโรที
นอยด์ ผลการทดลองพบว่า treatment ที่ 6 และ 8 ที่
จัดสภาวะของการเพาะเลี้ยงยีสต์ตามล าดับ ดังนี้ พีเอช 
(4, 6) อุณหภูมิ (25, 30 ˚C) คาร์บอน (40, 40 g/L) 
ความช้ืน (90, 90 %) เวลา (48, 72 h) ปริมาณกล้า
เชื้อ (106, 108 cells/mL) และตัวเหนี่ยวน า (125, 125 
ppm of imidazole) ยีสต์ผลิตแคโรทีนอยดส์ูงสดุ 340 
และ 323 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ [32] ซี่งก่อน
หน้านี้ได้มีการศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโร
ทีนอยด์ของ Lactobacillus plantarum สายพันธุ์  
QS1, QS2 และ QS3 พบว่าเพปโตน ไดโพแทสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต โซเดียมอะซิเตท และน้ าทิ้งจาก
ปาล์ม เป็นส่วนประกอบหลักที่มีผลต่อการผลิตแคโรที
นอยด์ [33] จะเห็นได้ว่าจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีการใช้
ปัจจัยและสภาวะส าหรับการผลิตแคโรทีนอยด์แตกต่าง

กันไป การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมตอ่จุลินทรียน์ั้น ๆ  จึง
มี ค ว ามจ า เป็ น เ ป็ นอย่ า ง ยิ่ ง เพื่ อ ให้ จุ ลิ นทรี ย์ มี
ประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุด 

3.5 จ าแนกชนิดรงควัตถุของแคโรทีนอยด์
ด้วย TLC 

การแยกชนิดรงควัตถุของแคโรทีนอยด์ที่
ผลิตโดยยีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์ ด้วย TLC ที่มีสารละลาย
ผสมปิโตรเลียมอีเธอร์  :  อะซีโตน (80 : 20 v/v) เป็น 
mobile phase พบว่าแยกรงควัตถุของยีสต์แต่ละสาย
พันธุ์ได้ 2-3 รงควัตถุ โดยสายพันธ์ุ AQA1-2, AQA4-3, 
AQA11-1, AQA17-2 มี  3 รงควัตถุ  ส่ วนสายพันธุ์  
AQA6-4 และ AQA14-2 มี 2 รงควัตถุ เมื่อเปรียบเทียบ
ต าแหน่งของรงควัตถุกับต าแหน่งของ ß-carotene ที่
ใช้เป็นสารมาตรฐาน พบว่าทุกสายพันธุ์มีการผลิต ß-
carotene (รูปที่ 4) 
 

 
รูปที่ 4  รงควัตถุท่ีแยกโดยวิธี TLC ของยีสต์ทั้ง 6 สาย

พั น ธุ์  (A) ß -carotene, (B) AQA4-3, (C) 
AQA6-4, (D) AQA11-1, (E) AQA14-2 และ 
(G) AQA17-2 

 
เมื่อน าค่าที่ได้จากการแยกรงควัตถุด้วย 

TLC มาค านวณค่า Rf ของแต่ละรงควัตถุ พบว่ามีค่า Rf 
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ดังตารางที่ 3 ปี ค.ศ. 2010 Latha และ Jeevaratnam 
[24] รายงานการแยกรงควัตถุ 3 ชนิด ของแคโรทีนอยด์
ว่าท้ัง 3 รงควัตถุมีค่า Rf และค่าการดูดกลืนแสงสูงสดุที่
ความยาวคลื่นต่างกัน ดังนี้ fraction 1 สีเหลือง มีค่า 
Rf 0.92 และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 446 นาโน
เมตร ระบุเป็น ß-carotene ส่วน fraction 2 สีส้ม มี
ค่า Rf 0.78 และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 479 นาโน
เมตร ระบุเป็น torulene และ fraction 3 สีแดง มีค่า 
Rf 0.20 และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 515 นาโน
เมตร ระบุเป็น torularhodin ซึ่งเมื่อน าผลการทดลอง
ที่ได้มาเปรียบเทียบกับผลการทดลอง พบว่าต าแหน่งที่ 
2 มีค่า Rf 0.78 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับสายพันธุ์ AQA1-2 
ที่หมายเลข 2 มีค่า Rf 0.74 อาจเป็นไปได้ว่ารงควัตถุนี้
คือ torulene และเมื่อพิจารณาที่รงควัตถุต าแหน่งที่ 3 
มีค่า  Rf 0.20 ซึ่ งสายพันธุ์  AQA17 -2 ที่ต าแหน่ง
หมายเลข 3 มีค่า Rf 0.14 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกัน จึงอาจ
เป็นไปได้ว่ารงควัตถุนี้ คือ torularhodin 
 
ตารางที่ 3  ค่า Rf ของรงควัตถุท่ีแยกด้วยวิธี TLC ของ

ยีสต์ 6 สายพันธ์ุ  
 

strains 
Rf value 

No. 1 No. 2 No. 3 
AQA1-2 0.98 0.74 0.63 
AQA4-3 0.96 0.45 0.37 
AQA6-4 0.97 0.61 - 
AQA11-1 0.97 0.70 0.54 
AQA14-2 0.97 0.54 - 
AQA17-2 0.96 0.52 0.14 

 
รงควัตถุของแคโรทีนอยด์ที่พบในยีสต์แต่

ละชนิดมีความแตกต่างกันบ้างขึ้นอยู่กับชนิดของยีสต์
นั้ น  ๆ  จากรายงานการ ใ ช้  mass spectrometry 
จ าแนกชนิดของรงควัตถุที่พบในยีสต์ Sporobolo-

myces ruberrimus H110 พบ ว่ า มี  torularhodin, 
torulene, ß-carotene และ γ-carotene เป็นองค์  
ประกอบ [14] จากการแยกรงควัตถุด้วย TLC ของ R. 
mucilaginosa F-1 พบว่ามี  ß-carotene, torulene 
และ torularhodin เป็นองค์ประกอบ [15] นอกจากนี้
ยังมีการรายงานถึงการผลิต ß-carotene จากยีสต์ 
Sporidiobolus pararoseus และ R. glutinis [29,31] 
เห็นได้ว่ายีสต์เป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่เข้ามามีบทบาท
ส าคัญในการผลิตแคโรทีนอดย์และสามารถพัฒนาไปสู่
การผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้ 
 

4. สรุป 
การคัดเลือกยีสต์มีสี 37 สายพันธุ์ พบว่ามียีสต์ 

6 สายพันธุ์ ท่ีมีความโดดเด่นในการผลิตแคโรทีนอยด์ 
คือ AQA1-2, AQA4-3, AQA6-4, AQA11-1, AQA14-
2 และ AQA17-2 ซึ่งภายหลังจัดจ าแนกโดยวิธี ชีว-
โมเลกุลบริเวณ D1/D2 ของ LSU rRNA gene พบว่า
เ ป็ น  Rhodotorula mucilaginosa, Sakaguchia 
oryzicola, Goffeauzyma aciditolerans, Rhodo-
sporidium toruloides, Cystobasidium calypto-
genae และ R. paludigena ตามล าดับ และเมื่อน าไป
เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีของเหลือทิ้งและผลพลอยได้
จากอุตสาหกรรมเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่ากากน้ าตาล
มีความเหมาะสมต่อการใช้เป็นแหล่งคาร์บอนมากท่ีสุด 
โดยสายพันธุ์ที่มีความโดดเด่นในการผลิตแคโรทีนอยด์
คือ AQA1-2 และสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโร-
ทีนอยด์ คือ การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากน้ าตาลที่
มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร 
แอมโมเนียมซัลเฟ 0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร และยีสต์เอ็ก-
แทร็กซ์ 0.5 กรัมต่อลิตร เมื่อวิเคราะห์หาชนิดของรงค-
วัตถุด้วยวิธี TLC ของยีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์ โดยใช้ ß-
carotene เป็น standard พบว่ายีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์
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ผลิต ß-carotene และมีรงควัตถุอื่นอย่าง torulene 
และ torularhodin เป็นองค์ประกอบด้วย ซึ่ งการ
จ าแนกชนิดของรงควัตถุนี้ เป็นเพียงการศึกษาใน
เบื้องต้น การยืนยันชนิด จ านวน และปริมาณที่แน่นอน
ของรงควัตถุสามารถท าได้โดยการวิเคราะห์ด้วย LC-
MS ซึ่งจะเป็นการศึกษาในระดับที่สูงขึ้นต่อไป 
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