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 บทที่ 1 
บทน ำ 

  
1.1 ควำมส ำคัญและทีม่ำของงำนวจัิย 

ปัจจุบนัการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทยพบว่าส านกังานนโยบายพลงังานแห่งชาติ ตั้งเป้า
การผลิตไบโอดีเซลให้ได ้600 ลา้นลิตรต่อปีภายในปี 2554  ดงันั้นท าให้เกิดปัญหาส าคญัอยา่งหน่ึงคือ 
การเกิดกลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) ซ่ึงเป็นวสัดุเหลือเศษเหลือจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดย
พบวา่การผลิตไบโอดีเซล 100 ลิตรพบวา่จะไดก้ลีเซอรอลดิบประมาณ  10 ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 10  
เน่ืองจากการเพิ่มปริมาณการผลิตไบโอดีเซลให้มากข้ึน ท าให้ปริมาณของกลีเซอรอลดิบเพิ่มข้ึนดว้ย 
ก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มโดยรวมได ้ นกัวจิยัในประเทศไทยไดพ้ยายามท่ีจะเพิ่มมูลค่าของกลี  
เซอรอลใหม้ากข้ึน โดยการแปรรูปใหเ้ป็นผลิตภณัฑม์ูลค่าเพิ่มได ้ทั้งน้ีเพื่อให้ผูผ้ลิตไดก้ าไรเพิ่มข้ึนและ
เป็นการลดตน้ทุนในการก าจดักลีเซอรอลท่ีมีปริมาณมากเกินได ้  

ในขณะเดียวกันปัจจุบันการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือยีสต์ Xanthophyllomyces 
dendrorhous พบว่านักวิจยัหลายท่านได้ให้ความสนใจเป็นอย่างมาก เน่ืองจากเช้ือ X. dendrorhous 
สามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้ถึงร้อยละ 70-90 ของสารแคโรทีนอยด์ทั้งหมดท่ีผลิตได้ นับว่า
จดัเป็นแหล่งท่ีส าคญัของสารแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือจุลินทรีย ์และสารแอสตาแซนทินปัจจุบนั 
และพบว่าเป็นสารท่ีมีบทบาทส าคญัในทางด้านการแพทยแ์ละเภสัชกรรม รวมทั้งในอุตสาหกรรม
อาหารดว้ย โดยสาร แอสตาแซนทินมีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมากกว่าสารแคโรที
นอยด์ชนิดอ่ืน ๆ ถึง 10 เท่าและมากกวา่อลัฟา โทโคฟีรอล (- tocopherol) ถึง 100-500  เท่าการผลิต
สารแซนโทฟิลล์ในปัจจุบันน้ีสามารถผลิตได้ด้วยกระบวนการทางเคมี โดยบริษัทท่ีผลิตได้คือ  
Hoffman La Rhoch  เพียงบริษทัเดียว ท าให้มีราคาสูงมาก  เน่ืองจากมีขั้นตอนท่ียุง่ยากมาก โดยราคา
ขายในทอ้งตลาดของแอสตาแซนทินพบวา่มีค่าสูงมากถึง 25,000-30,000 ดอลลาร์ต่อกิโลกรัมโดยมีสาร
แอสตาแซนทินเป็นองคป์ระกอบร้อยละ 8  เท่านั้น ดงันั้นการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือจุลินทรีย์
จึงไดรั้บความสนใจมากข้ึน  ดงันั้นจากงานวิจยัท่ีผ่านมาการไดมุ้่งเน้นศึกษาถึงปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อ
การเจริญเติบโตและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous โดยการปรับสภาวะของ
อาหารและส่ิงแวดล้อมให้เหมาะสมเพื่อท่ีเช้ือสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้มากข้ึนเพื่อเป็น
แนวทางในการผลิตสารแอสตาแซนทินในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป   
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ดงันั้นจะเห็นวา่ไดมี้การประยกุตใ์ชว้ตัถุดิบจากโรงงานอุตสาหกรรมต่าง ๆ มาใชเ้ป็นแหล่ง
อาหารของเช้ือกนัอยา่งกวา้งขวาง ทั้งน้ีเพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิตสารแอสตาแซนทินและเป็น
การลดภาวะส่ิงแวดล้อมเป็นพิษเน่ืองจากของเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและจาก
กระบวนการผลิตต่าง ๆ  ตลอดจนเป็นการเพิ่มคุณค่าการใช้ประโยชน์ของเหลือจากโรงงาน
อุตสาหกรรมอีกดว้ย ดงันั้นในแผนการวิจยัน้ีมุ่งเน้นศึกษาการเพาะเล้ียง   และการผลิตสารแอสตา
แซนทินจากเช้ือ  X. dendrorhous  และประยุกตใ์ชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไดจ้ากกลีเซอรอลท่ีเป็น
ผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาช่วยเพิ่มปริมาณการผลิตสารแอสตาแซนทินให้มาก
ข้ึน 

 

1.2 วตัถุประสงค์ 
 1. เพื่อเตรียมและประยุกตใ์ชก้ลีเซอรอลท่ีเป็นของเหลือจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
เป็นอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับผลิตสารแอสตาแซนทิน 
 2. หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงและการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ              
X. dendrorhous ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอล 
 3. หาวิธีการเพิ่มปริมาณผลผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous โดยมีกลี       
เซอรอลเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ 

 

1.3  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1. สามารถน ากลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาใช้ให้เกิด

ประโยชน์ และเป็นการเพิ่มมูลค่าของเหลือทิ้ง 
 2. ลดตน้ทุนในการก าจดัของเหลือจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 3. ลดปัญหาส่ิงแวดลอ้มอนัเน่ืองมาจากปริมาณของกลีเซอรอลท่ีมีปริมาณมากเกินไป 
 4. ได้อาหารเล้ียงเช้ือราคาถูกท่ีเตรียมได้จากกลีเซอรอลในการเพาะเล้ียงและผลิตสาร
แอสตาแซนทิน 
 5.  สามารถผลิตสารแอสตาแซนทินท่ีมีมูลค่าสูงท่ีสามารถน าไปใช้ประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ ไดอ้ยา่งกวา้งขวาง 
 6 ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารแอสตาแซนทินในอาหารท่ีเตรียมได้จากกลี       
เซอรอล 
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1.4  แนวทำงกำรด ำเนินกำรวจัิย 
 ระเบียบวธีิการด าเนินการวจิยั 
 ขั้นที่ 1 การตรวจเอกสาร รวบรวมขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการประยุกต์ใช้กลีเซอรอล การ
เพาะเล้ียงและการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous  รวมถึงการเตรียมอุปกรณ์ท่ี
ส าคญัท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารและการเพาะเล้ียงเช้ือยีสต ์ วางแผนและก าหนดขอบเขตงานในการ
ด าเนินงานวจิยั 
 ขั้นที่ 2 ศึกษาองค์ประกอบและคุณสมบติัของกลีเซอรอลท่ีได้จากกระบวนการผลิต
ไบโอ-ดีเซล โดยศึกษาถึงปริมาณคาร์บอน ไนโตรเจน ไขมนั และอ่ืน ๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญและการ
ผลิตสารแอสตาแซนทิน 
 ขั้นที ่ 3  ศึกษาวธีิการเตรียมกลีเซอรอลเพื่อเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ โดยตอ้งผา่นกระบวนการ
ท าให้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิบางส่วนเพียงพอท่ีสามารถน าไปใช้เป็นอาหารเล้ียงเช้ือได้ โดยผ่าน
กระบวนการโดยการเติมกรดเกลือ (HCl) เพื่อเปล่ียนสบู่ให้กลายเป็นกรดไขมนัและแยกชั้น
สารอินทรียอ์อก และจากนั้นเติมดว้ยสารละลายโซดาไฟเพื่อท าให้เป็นกลางและเขา้เคร่ืองระเหย
เพื่อแยกคืนเมทานอลท่ีคงเหลือกลบัคืนมาอีกส่วนหน่ึง และจากนั้นท าบริสุทธ์ิกลีเซอรอลดว้ยการ
กลัน่ภายใตสุ้ญญากาศและกลีเซอรอลท่ีกลัน่ไดจ้ะถูกน าไปผ่านอุปกรณ์ฟอกสีด้วยถ่านกมัมนัต ์
เพื่อใหเ้ป็นผลผลิตท่ีไม่มีสีและมีความบริสุทธ์ิมากกวา่ 95.5 %  
 ขั้นที่  4  ศึกษาความเป็นไปไดใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือ X. dendrorhous  เพื่อผลิตสารแอสตา
แซนทินในอาหารท่ีเตรียมจากกลีเซอรอล โดยจะศึกษาถึงค่าการเจริญเติบโตและปริมาณการผลิต
สารแอสตาแซนทินของเช้ือเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารกลีเซอรอลท่ีเตรียมได ้
 ขั้นที่  5  หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงและผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ       
X. dendrorhous ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นกลีเซอรอล โดยจะศึกษาถึงผลของปริมาณของกลีเซอรอล
ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารแอสตาแซนทิน ผลของอุณหภูมิ  ค่าความเป็นกรดด่างของอาหารท่ี
เตรียมไดจ้ากกลีเซอรอล รวมถึงระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตสารแอสตา
แซนทินใหม้ากท่ีสุด 
 ขั้นที่  6  ปรับปรุงคุณภาพอาหารท่ีเตรียมไดจ้ากกลีเซอรอล เพื่อให้เช้ือสามารถผลิตสาร
แอสตาแซนทินใหม้ากท่ีสุด โดยอาจเพิ่มสารท่ีมีคุณสมบติัในการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต
สารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous 
 โดยสถานท่ีท าการทดลอง ภาคชีววิทยาประยุกต์  คณะวิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยี
พระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั  
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1.5  ระยะเวลำท ำกำรวจัิย 
ระยะเวลาท่ีใชต้ลอดโครงการ 1 ปี ตั้งแต่ตุลาคม 2551 ถึงกนัยายน 2552 
 
ขั้นตอนกำรวจิยั เดอืนที ่

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
-ตรวจเอกสารเพ่ิมเติม เตรียม
อุปกรณ์  สารเคมีและเคร่ืองมือท่ี
จ าเป็นส าหรับใชใ้นงานวจิยั 

           

เก็บตวัอยา่งและเตรียมตวัอยา่ง           
ศึกษาคุณสมบัติของอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเตรียมไดจ้ากกลีเซอรอล 

           

การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการเพาะเล้ียงและผลิตสาร
แอสตาแซนทินจากเช้ือ  
X. dendrorhous 

         

การศึกษาวิ ธีการสกัดและหา
ปริมาณสารแอสตาแซนทินท่ี
ผลิตไดจ้ากเช้ือ X. dendrorhous 

            

ศึกษาวิธีการเพ่ิมปริมาณการผลิต
สารแอสตาแซนทินจากเช้ือให้ได้
ปริมาณท่ีมากท่ีสุด 

           

สรุปผลและจดัพิมพร์ายงาน      
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บทที ่2 
ทฤษฏีและเอกสำรที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 สำรแอสตำแซนทนิ (astaxanthin) 

สารแอสตาแซนทิน (astaxanthin) หรือเรียกวา่  3, 3’-dihydroxy - ,  – carotene - 4, 4’- 
dione   จดัอยูใ่นกลุ่มสารแคโรทีนอยด์จดัเป็น keto-carotenoid โดย สารแคโรทีนอยด์เป็นรงควตัถุ
ของส่ิงมีชีวติท่ีพบในธรรมชาติแพร่หลายมากท่ีสุดทั้งในพืชและสัตว ์โดยสารแคโรทีนอยด์เป็นรงค
วตัถุท่ีมีสีเหลืองถึงแดง โมเลกุลประกอบด้วยคาร์บอน 40   อะตอมประกอบด้วยหมู่ไอโซพรีน 
(isoprene group) 8 หมู่   ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะคู่ โดยโครงสร้างหลกัประกอบดว้ย acyclic C40H56 
carotene โดยสมบติัการดูดกลืนแสงของสารแคโรทีนอยด์ข้ึนอยู่กบัสายของ conjugated double 
bond ท่ีท าหนา้ท่ีเป็นโครโมฟอร์  (chromophore) ซ่ึงให้สีท่ีมองเห็นไดใ้นช่วงแสง visible สารกลุ่ม
แคโรทีนอยด์สามารถแบ่งเป็น 2  กลุ่ม คือ carotene ซ่ึงเป็นโมเลกุลของ  acylclic C40H56 carotene ท่ี
ประกอบดว้ยคาร์บอนและไฮโดรเจน โดยคาร์บอนเช่ือมต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยพนัธะเด่ียวสลบั
พนัธะคู่ และท่ีปลายขา้งใดขา้งหน่ึงหรือทั้งสองขา้งจะมีอะตอมของคาร์บอนเกาะกนัเป็นวงเรียก วง
แหวนไอโอโนน  (ionone ring ) ตวัอย่างเช่น เบตา้แคโรทีน  (-caroten  ))และแซนโทฟิลล ์
(xanthophyll) เป็นแคโรทีนอยดท่ี์โมเลกุลประกอบดว้ย คาร์บอน ไฮโดรเจน และมีการเพิ่มอนุพนัธ์ุ
ของออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบของแคโรทีนดว้ย เช่น ไฮดรอกซี (-OH) คีโตน (-C=O) อลั-ดีไฮด ์     
(-CHO) คาร์บอกซี (-COOH) หรือ อีพอกไซด์ (epoxide group) ตวัอย่าง ไดแ้ก่  เอคไคนีโนน 
(echinenone) แคนทาแซนทิน (canthaxanthin  )  และสารแอสตาแซนทิน (astaxanthin) เป็นตน้  

2.1.1 สมบัติทัว่ไปของสำรแอสตำแซนทนิ  
 คุณสมบติัของสารแอสตาแซนทินและสารแคโรทีนอยด์โดยทัว่ไป เน่ืองจากสารแอสตา
แซนทินจดัเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนประเภทไขมนัสามารถละลายไดใ้นไขมนัและตวัท า
ละลายไขมนั (lipids solvent) เช่น อะซิโตน (acetone)  แอลกอฮอล์ (alcohol) ไดเอธิลอีเทอร์ 
(diethylether) และคลอโรฟอร์ม (chloroform) นอกจากน้ียงัสามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายไม่มี
ขั้ว เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) และเฮกเซน (hexane)  
 จากโครงสร้างของสารแอสตาแซนทินทัว่ไปมีพนัธะคู่อยู่ในโมเลกุล ท าให้สารแอสตา
แซนทินเกิดสารสีชนิดต่าง ๆ เช่น สีเหลือง ส้ม และแดง ซ่ึงมีสภาวะเป็นของแข็งท่ีอุณหภูมิห้องโดย
เป็นรูปผลึกท่ีมีรูปร่างชนิดต่าง ๆ และโครงสร้างของโมเลกุลท่ีเป็นพนัธะคู่ท  าให้สารแอสตาแซน
ทินถูกท าให้เ สียสภาพและมีการเปล่ียนแปลงได้ง่ายจากปฏิกิริยาออกซิ เดชัน (oxidation 
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reaction) ในสภาพท่ีมีแสงและอากาศ โดยแสงท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างซิสและ 
ทรานส์ของพนัธะคู่ (cis-trans double bonds) ท าให้เปล่ียนช่วงการดูดกลืนแสงและท าให้สีของสาร
แคโรทีนอยด์เปล่ียน ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งเก็บรักษาสารแคโรทีนอยด์ในตวัท าละลายบริสุทธ์ิ บรรจุ
ในภาชนะท่ีปิดสนิท และสภาวะแวดลอ้มเป็นสุญญากาศหรือก๊าซเฉ่ือย บริเวณท่ีปราศจากแสงและ
อุณหภูมิต ่าหรือใชส้ารต่อตา้นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั เพื่อช่วยให้แคโรทีนอยด์มีความเสถียร
สูงข้ึน  

2.1.2 บทบำทและควำมส ำคัญของสำรแอสตำแซนทนิในอุตสำหกรรมต่ำง ๆ  
1. เป็นรงควตัถุท่ีมีความส าคญัต่อกระบวนการสังเคราะห์แสง คือ เป็นสารดูดซบัพลงังาน

แสงและมีหน้าท่ีขนส่งพลงังานให้กบัคลอโรฟิลล์ เอ ท าให้พืชสามารถเกิดการสังเคราะห์ในช่วง
คล่ืนท่ีคลอโรฟิลลไ์ม่สามารถดูดกลืนแสงได ้
 2.  มีบทบาทต่อกระบวนการป้องกนัแสงของแบคทีเรียและมนุษยใ์นบางสภาวะแวดลอ้ม 
 3.  เป็นสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสืบพนัธ์ุของจุลินทรียแ์ละเป็นสารท่ีช่วยเพิ่มสีสันของดอกไม้
เพื่อดึงดูดความสนใจของแมลงท่ีช่วยในการผสมเกสรในการขยายพนัธ์ุพืช  
 4.  เก่ียวขอ้งกบัการใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมหลายชนิดเช่น อุตสาหกรรมอาหาร การ
เล้ียงสัตว ์การแพทยแ์ละเภสัชกรรม รวมทั้งอุตสาหกรรมดา้นความงาม โดยแอสตาแซนทินเป็นสาร
ตา้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจากสารเป็นสารท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) โดย
สามารถยบัย ั้งการเกิดเน้ืองอกและช่วยในการป้องกนัการเกิดโรคมะเร็ง สารแอสตาแซนทินเป็นสาร
ท่ีมีประสิทธิภาพใช้ในการรักษาโรคหลอดเลือดหัวใจ ต่อตา้นการอกัเสบ และช่วยในการสร้าง
ภูมิคุม้กนัของร่างกาย จึงได้มีการน าสารแอสตาแซนทินไปประยุกต์ใช้ทางการแพทยแ์ละเภสัช
กรรมรวมถึงการผลิตเคร่ืองส าอางนอกจากน้ีสารแอสตาแซนทินยงัช่วยในการป้องกนัปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของไขมนัดว้ย 
 ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารส าหรับมนุษยคื์อ เน่ืองจากสารแอสตาแซนทินเป็นรงค
วตัถุท่ีมีสีแดง ส้ม และ ชมพู  ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารส าหรับมนุษย ์คือ การน ามาใชเ้ป็น
สารสีผสมอาหาร (food colorants) ซ่ึงสารแอสตาแซนทินท่ีเป็นท่ีตอ้งการของตลาดการคา้ส าหรับ
ผลิตภณัฑ์อาหาร คือ สีส้ม และสีแดง โดยส่วนใหญ่ผสมในเคร่ืองด่ืมประเภทต่าง ๆ ใชแ้ต่งสีขนม
เคก้ และคุกก้ี รวมทั้งลูกอมและไอศกรีม เป็นตน้  ส่วนในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์จะใชผ้สมใน
อาหารสัตว ์เช่น อาหารปลา อาหารสุกร อาหารโค รวมทั้งอาหารสัตวปี์ก ซ่ึงจะมีผลท าให้เน้ือและ
ผลิตภณัฑจ์ากสัตวเ์หล่าน้ีมีสีสันเป็นท่ีน่าสนใจต่อการบริโภค สารแอสตาแซนทินเป็นสารท่ีให้ผลดี
ต่อสัตว ์เช่น ไก่ท่ีเล้ียงเป็นการคา้จะมีการเติมสารแอสตาแซนทินลงไปเพื่อเพิ่มสีในไข่แดง  เพิ่มการ
สร้างไข่ของไก่  เพิ่มการเจริญของลูกไก่และลดการตายเน่ืองจากการติดเช้ือในถุงไข่แดง (yolk sac) 
ช่วยให้สีของไข่แดงและเน้ือของสัตวปี์กมีสีเหลืองทอง เป็นตน้ นอกจากน้ีไดใ้ชเ้ป็นส่วนผสมใน
อาหารสัตว ์โดยเฉพาะอาหารส าหรับปลาแซลมอน (salmon) ปลาเทราท์  (trout) กุง้มงักร เพื่อให้มีสี
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ชมพ ููเม่ือเติมเซลล์ของ X. dendrorhous  ท่ีท  าให้แตกลงในอาหารส าหรับเล้ียงปลาเทราท ์
ปลาแซลมอน สารแอสตาแซนทินจะถูกดูดซับท่ีบริเวณล าไส้ ท าให้ปลาแซลมอนนั้นมีสีชมพูสด 
เพิ่มความสามารถในการตา้นทานการติดเช้ือของแซลมอน ซ่ึงการเติมสารแอสตาแซนทินลงใน
อาหารของสัตวต่์าง ๆ ดงักล่าว เป็นเพิ่มมูลค่าของสัตวน้ี์ให้มากข้ึนและยงัเป็นเพิ่มสีสันให้กบัสินคา้ 
รวมทั้งยงัมีประโยชน์ต่อผูบ้ริโภคเน่ืองจากมีคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระอีกดว้ย 

2.1.3 แหล่งทีพ่บสำรแอสตำแซนทนิ   
เน่ืองจากสารแอสตาแซนทินสามารถผลิตโดยการสังเคราะห์ทางเคมี ตามความตอ้งการ

ของตลาดเม่ือช่วงตน้ทศวรรษท่ี 19 มีมูลค่าเท่ากบั 60-100 ลา้นเหรียญสหรัฐต่อปี และไดป้ระเมินวา่
ในปี ค .ศ . 2000 ตลาดมีความตอ้งการสารแอสตาแซนทินและแคนทาแซนทินสูงถึง   455 ล้าน
เหรียญสหรัฐ แต่อยา่งไรก็ตามสารแอสตาแซนทินท่ีสังเคราะห์ทางเคมีไม่เหมือนกบัท่ีผลิตไดจ้าก
ธรรมชาติคือมีความคงตวั กิจกรรม และการดูดซบัท่ีต ่ากวา่ท่ีพบในธรรมชาติ  ส าหรับสารแอสตา
แซนทินในธรรมชาติแยกไดค้ร้ังแรกจากกุง้ลอบสเตอร์ (Lobster) ต่อมาพบวา่สารต่าง ๆ ท่ีไดจ้าก
การสังเคราะห์ทางเคมีมีการผลิตลดนอ้ยลง เน่ืองจากผูบ้ริโภคไดใ้หก้ารยอมรับและสนใจสารท่ีผลิต
ไดจ้ากทางธรรมชาติ เน่ืองจากมีความปลอด ภยัมากกวา่ มีรายงานวา่สารแอสตาแซนทินท่ีผลิตได้
จากจุลินทรียเ์พิ่มมากข้ึน จากเดิม 8 เปอร์เซ็นต ์ในปี 1992  เป็น 16 เปอร์เซ็นตใ์นปี 1996 การผลิต
สารแอสตาแซนทินจากธรรมชาติโดยใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์พบวา่ สามารถผลิตสารในปริมาณสูงได ้โดย
สามารถขยายปริมาณการผลิตใหใ้หญ่ข้ึน 

จากการศึกษาพบวา่ สาหร่าย Haematococcus pluvialis มีสารแอสตาแซนทินอยูใ่นรูปของ
เอสเทอร์ ซ่ึงจะมีความคงตวัมากกวา่แอสตาแซนทินอิสระ สามารถผลิตสารแอสตาแซนทินไดเ้ป็น
ปริมาณมากแต่มีขอ้จ ากดัในเร่ืองการเจริญคือมีการเจริญเติบโตชา้ สารแอสตาแซนทินสะสมอยูใ่น
สาหร่ายชนิดน้ีในระดบัสูง สามารถเพาะเล้ียงแบบ heterotroph สารอินทรียค์าร์บอน แหล่ง
ไนโตรเจน แหล่งฟอสฟอรัส และวิตามิน ส่วนใหญ่จะนิยมใช้อะซิเตตเป็นแหล่งคาร์บอน ใชยู้เรีย
เป็นแหล่งไนโตรเจน และใชไ้ทอามีนเป็น growth factorนอกจากน้ีเช้ือจุลินทรียท่ี์เป็นแหล่งส าคญั
ในการผลิตสารแอสตาแซนทิน  ดว้ยเช้ือยีสต ์ Xanthophyllomyces dendrorhous หรือช่ือเดิม Phaffia 
rhodozyma พบวา่เป็นเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตสารแอสตาแซนทินไดป้ระมาณ 80-92 เปอร์เซนต์
ของสารแคโรทีนอยด์ท่ีผลิตไดท้ั้งหมด ถึงแมว้่า X. dendrorhous จะเป็นจุลินทรียท่ี์ไดรั้บความ
สนใจส าหรับการผลิตสารแอสตาแซนทินเพื่อเป็นการคา้ แต่สายพนัธ์ุทัว่ไปมกัมีปริมาณสารแอสตา
แซนทินต ่า จึงมีความพยายามท่ีจะเพิ่มผลผลิตสารแอสตาแซนทิน ทั้งโดยวิธีปรับปรุงพนัธ์ุของยีสต์
ชนิดน้ีและมีการปรับปรุงสารตั้งตน้ท่ีเหมาะสมและมีราคาถูกเพื่อใชส้ าหรับการผลิต ตลอดจนการ
เลือกกระบวนการเล้ียงท่ีเหมาะสมเพื่อปรับปรุงความสามารถในการผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ
ชนิดน้ี 
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2.1.4 เช้ือจุลนิทรีย์ผลติสำรแอสตำแซนทนิในงำนวจัิย 
 Xanthophyllomyces dendrorhous เดิมมีช่ือเรียกวา่  Phaffia rhodozyma  เป็นยีสตใ์นตระกูล 
Basidiomycetous สามารถท าการหมกัในกลูโคสและไดส้ารแคโรทีนอยด์ท่ีมีช่ือเรียกวา่ แอสตาแซ
นทีน ยีสตช์นิดน้ีพบวา่ไดมี้การศึกษาในการผลิตสารแอสตาแซนทิน เป็นระยะเวลานานมากถึง 30 
ปี โดยคน้พบคร้ังเรียกในปี 1976  หลงัจากนั้นได้รับความสนใจเร่ือยมา จากการศึกษาท่ีผ่านมา
พบว่าเช้ือ Xanthophyllomyces dendrorhous สามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้ถึง 70-90 
เปอร์เซนต์ของสารแคโรทีนอยด์ทั้งหมดท่ีผลิตได ้นบัวา่จดัเป็นแหล่งท่ีส าคญัของสารแอสตาแซน
ทินท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือจุลินทรีย ์และสารแอสตาแซนทินปัจจุบนัพบวา่เป็นสารท่ีมีบทบาทส าคญัใน
ทางดา้นการแพทยแ์ละเภสัชกรรม รวมทั้งในอุตสาหกรรมอาหารดว้ย โดยสาร แอสตาแซนทินมี
คุณสมบติัในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมากกว่าสารแคโรทีนอยด์ชนิดอ่ืน ๆ ถึง 10 เท่าและ
มากกวา่อลัฟา โทโคฟลีรอล (- tocopherol) ถึง 100-500  เท่า การผลิตสารแอสตาแซนทินใน
ปัจจุบนัน้ีสามารถผลิตไดด้ว้ยกระบวนการทางเคมี โดยบริษทัท่ีผลิตไดคื้อ  Hoffman La Rhoch  
เพียงบริษทัเดียว ท าให้มีราคาสูงมาก  เน่ืองจากมีขั้นตอนท่ียุ่งยากมาก โดยราคาขายในทอ้งตลาด
ของแอสตาแซนทินพบวา่มีค่าสูงมากถึง $25,000-30,000 ต่อกิโลกรัมโดยมีสารแอสตาแซนทินเป็น
องคป์ระกอบ 8% ดงันั้นการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือจุลินทรียจึ์งไดรั้บความสนใจมากข้ึน  
แต่การผลิตจากจุลินทรีย ์X. dendrorhous พบวา่มีปัญหาท่ีส าคญั 2 ประการคือ เช้ือจุลินทรียช์นิดน้ี
สามารถผลิตสารแอสตาแซนทินไดน้อ้ย ในเช้ือจุลินทรียท่ี์ไม่ไดมี้การปรับปรุงพนัธ์ุ และผนงัเซลล์
ของเช้ือจุลินทรียน้ี์มีความเหนียวมาก ท าให้ยากต่อการสกดัสารแอสตาแซนทินออกจากเซลล์ของ
จุลินทรียไ์ด ้และจากการศึกษาท่ีผา่นมาพบว่าไดมี้การศึกษาการผลิตสารกลุ่มคาโรทีนอยด์จากเช้ือ
ยีสตส์ายพนัธ์ุอ่ืน ๆ เช่น Rhodotorular glutinis พบวา่เช้ือสามารถเจริญเติบโตและผลิตสารคาโรที
นอยด์ชนิดเบตา้แคโรทีน โทรูลาโรดีนและโทรูลีนได้  แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัสารแซนโทรฟิลล์
ชนิดแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือ  X. dendrorhous  พบวา่สารแอสตาแซนทินน้ีมีคุณสมบติัใน
การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมากกว่าหลายเท่า ดงันั้นจากงานวิจยัท่ีผ่านมาการไดมุ้่งเน้นศึกษาถึง
ปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous 
โดยการปรับสภาวะของอาหารและส่ิงแวดลอ้มให้เหมาะสมเพื่อท่ีเช้ือสามารถผลิตสารแอสตาแซน
ทินไดม้ากข้ึน เพื่อเป็นแนวทางในการผลิตสารแอสตาแซนทินในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป   
 2.1.5 กำรผลติสำรแอสตำแซนทนิจำกเช้ือ Xanthophyllomyces dendrorhous  

ลกัษณะของเช้ือ X.  dendrorhous 
 Xanthophyllomyces dendrorhous  หรือ Phaffia rhodozyma  ถูกจดัจ าแนกให้อยูใ่นกลุ่ม 

basidiomycetous เน่ืองจากลกัษณะทางสัณฐานวทิยา  คุณสมบติัของผนงัเซลล์ รูปแบบของการแตก
หน่อ การสร้างสารสี และคุณสมบติัทางดา้นเมทาบอลิก X. dendrorhous  มีลกัษณะการสร้างเบสิดิ
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โอ-สปอร์ (basidiospore) แบบโฮโลเบสิเดียม (holobasidium) จากเส้นใยท่ีมีสองนิวเคลียสโดยตรง 
และไม่สร้างเทลิสปอร์ (telispore) และมีการแตกหน่อเป็นแบบเอนเทอโรบลาสติก (enteroblastic) 
คือ การแตกหน่อจะเกิดจากการมีรอยแยกบนผนงัเซลล์ของเซลล์แม่ ดงัรูปท่ี 2.1โดยท่ีชั้นในของ
ผนังเซลล์แม่ยื่นเจริญออกไปเพื่อสร้างชั้นนอกสุดของผนังของหน่อ และขาดออกจากเซลล์แม่
หลงัจากท่ีมีหน่อจ านวนมากเกิดท่ีบริเวณเดียวกนัต าแหน่งท่ีสร้างหน่อบนเซลล์แม่จะลอ้มรอบดว้ย
คอลลา (colla) ราจ าพวก basidiomycetous จะมีผนงัเซลล์บาง ๆ แต่มีหลายชั้น ชั้นในมีหลายชั้นทั้ง
ท่ีบางโปร่งและทึบแสง และชั้นนอกค่อนขา้งกระจาย  และมีผนงักั้นเส้นใยเป็นรูปแบบธรรมดาท่ีมี
ผนงัเซลลย์ืน่เขา้ไปตรงกลางรู  
 

 
รูปที ่2.1  เซลลย์สีต ์ X. dendrorhous 

http://expertvoices.nsdl.org/pathwaysnews/files/2007/06/sem-multibudding-highres.jpg 
 

รูปร่ำงและโครงสร้ำงภำยในเซลล์ยสีต์ 
X. dendrorhous เป็นยสีตท่ี์ส่วนใหญ่มีการด ารงชีวิตเป็นเซลล์เด่ียว  มีรูปร่างหลายแบบ คือ 

กลม รี รูปไข่ สามเหล่ียม รูปร่างคลา้ยมะนาวฝร่ัง ผนังเซลล์ของยีสต์เป็นโครงสร้างท่ีมีความ
แขง็แรงเช่นเดียวกบัผนงัเซลล์ของส่ิงมีชีวิตอ่ืน ค่อนขา้งหนาโดยมีความหนาประมาณ 100-200 นา
โนเมตร และมีน ้ าหนัก 10-25 เปอร์เซนต์ของน ้ าหนักเซลล์แห้ง ประกอบด้วย โพลิแซคคาไรด์
ประมาณ     80-90 เปอร์เซนตข์องผนงัเซลล์ โดยมีกลูแคนซ่ึงเป็นโพลิเมอร์ของกลูโคสอยูด่า้นใน
ผนงัเซลล ์เป็นส่วนประกอบของผนงัเซลลท่ี์เก่ียวกบัการก าหนดรูปร่างและท าใหเ้ซลล์คงรูปร่าง กลู
แคนท่ีพบในผนงัเซลล์ยีสต์มีสองชนิด คือ  พอลิเมอร์ของ -(1,3) และพอลิเมอร์ของ -(1,6) 
นอกจากน้ีพบส่วนประกอบท่ีเป็นแมนแนน (mannan) ซ่ึงเป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีมีแมนโนสเป็น
องคป์ระกอบอยูเ่ป็นส่วนใหญ่อยูท่ี่ดา้นนอกของผนงัเซลล ์แมนแนนท าหนา้ท่ียึดเกาะส่วนประกอบ
ต่าง ๆ ของผนงัเซลล์ให้คงอยู่ดว้ยกนั ปกติจะเกาะอยู่กบัโปรตีนโดยพนัธะโควาเลนต์ (covalent) 
เรียกว่า แมนโนโปรตีน (mannoprotein) ขณะเดียวกันส่วนของผนังเซลล์ของยีสต์ยงัพบไคติน 
(chitin) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ของ เอ็น-แอซีทิลกลูโคซามีน (n-acetyl glucosamine) ท่ีต่อกนัดว้ยพนัธะ 
-(1,4) มีปริมาณน้อย พบมากท่ีผนงักั้นแยกหน่อออกจากเซลล์แม่และท่ีบริเวณรอยแผลจากการ

http://expertvoices.nsdl.org/pathwaysnews/files/2007/06/sem-multibudding-highres.jpg
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แตกหน่อและกระจายในผนงัเซลล์ส่วนอ่ืน ๆ เล็กนอ้ย นอกจากโพลิแซคคาไรด์แลว้องคป์ระกอบ
ส่วนนอ้ยท่ีพบในผนงัเซลลย์สีต ์คือ โปรตีน ไขมนั และสารอนินทรียฟ์อสเฟต  

เน่ืองจากสารแอสตาแซนทินเป็นสารท่ีถูกผลิตข้ึนภายในเซลล์ X. dendrorhous ดงันั้นจะ
พบการสะสมของสารแอสตาแซนทินและสารแคโรทีนอยดอ่ื์น ๆ ภายในเซลล์ของยีสต์ ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.2 โดยปริมาณสารท่ีมีการสะสมจะพบว่ามีการสะสมบริเวณไขมนัโมเลกุลเล็ก ๆ (lipid 
globules) ท่ีบริเวณเยือ่หุม้เซลล ์(cytoplasmic membrane) โดยมีการสังเคราะห์ท่ีบริเวณไมโตคอนเด
รีย (mitochondria) แลว้น าไปสะสมท่ีเยือ่หุม้เซลล ์โดยปริมาณการสะสมของสารแอสตาแซนทินจะ
แตกต่างกนั ในเซลลท่ี์มีอายนุอ้ยจะมีการสะสมนอ้ยกวา่เซลล์ท่ีอายุมาก เน่ืองจากเซลล์อายุนอ้ยจะมี
ปริมาณของโมเลกุลไขมนันอ้ยกวา่เซลลท่ี์มีอายมุากกวา่ 

 
 

รูปที ่2.2    Astaxanthin glubules ในเซลลย์สีต ์X. dendrorhous 
http://lib.jiangnan.edu.cn/ASM/176-2.jpg 

 
ปัจจัยทีม่ีผลต่อกำรสร้ำงสำรแอสตำแซนทนิจำกเช้ือ X. dendrorhous 
แหล่งคำร์บอน  
คาร์บอนจ าเป็นอย่างยิ่งในการสังเคราะห์เซลล์ ส่วนใหญ่คาร์บอนใช้เป็นแหล่งพลงังาน 

แหล่งคาร์บอนมีหลายประเภท เช่น คาร์โบไฮเดรต ไขมนั แอลกอฮอล์ เป็นตน้ ตวัอย่างกลุ่มเคมี
บริสุทธ์ิ (chemical refined carbon sources) เช่น น ้ าตาล แป้ง เซลลูโลส เป็นตน้ นอกจากน้ีวตัถุดิบ
ธรรมชาติท่ีใหค้าร์โบไฮเดรต ไดแ้ก่ แป้งจากขา้วโอ๊ต ขา้วไรย ์ขา้วบาร์เลย ์มนัส าปะหลงั ถัว่เหลือง 
ถัว่ลิสง กากน ้าตาลจากออ้ย แป้งท่ีถูกไฮโดรไลซ์ เป็นตน้ พบวา่การควบคุมการใชค้าร์บอนของเช้ือ
ยีสต ์  X. dendrorhous จะมีผลต่อการสร้างสารแอสตาแซนทินในกระบวนการหมกั ส่วนมากการ
เติมน ้าตาลกลูโคสเขา้ไปอยา่งชา้ ๆ นั้นมีความส าคญัมาก เน่ืองจากการหมกัท่ีมีขีดจ ากดัของยสีต ์

 
 

http://lib.jiangnan.edu.cn/ASM/176-2.jpg
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แหล่งไนโตรเจน 
เซลล์ของจุลินทรียน์ั้น มีความตอ้งการแหล่งไนโตรเจนในรูปสารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์

เพื่อการสังเคราะห์กรดอะมิโน พิวรีน ไพริมิดีน แหล่งไนโตรเจนท่ีใช้กนัมาก คือ แอมโมเนียหรือ
เกลือแอมโมเนียมและไนเตรต การเจริญเติบโตของเซลล์จะเร็วข้ึนหากใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรีย ์
ซ่ึงอาจเป็นสารอินทรียเ์ด่ียว ๆ เช่น กรดอะมิโน สารประกอบไนโตรเจนอินทรียท่ี์เหมาะสมใชเ้ป็น
อาหารเล้ียงเช้ือมีราคาค่อนขา้งสูง ส่วนแหล่งท่ีราคาถูกจะเป็นถัว่เหลือง ถัว่ลิสง ปลาป่น เน้ือป่น 
ขา้วมอลล ์สารสกดัยสีต ์หางนม เคซีน และโปรตีนท่ียอ่ยดว้ยเอนไซม ์เป็นตน้ 

ธำตุอำหำรทีต้่องกำรปริมำณน้อย  
ฟอสฟอรัสและแมกนีเซียมเป็นส่วนประกอบส าคญัของอาหารเล้ียงเช้ือเพราะสาร2  ชนิดน้ี

รวมอยูใ่นกระบวนการถ่ายโอนพลงังาน นอกจากน้ีเหล็ก โคบอลต ์ทองแดง และสังกะสี เป็นธาตุท่ี
ขาดไม่ได ้มกัไดม้ากบัน ้าหรือติดมากบัสารตวัอ่ืน ๆ สารท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโต เช่น กรดอะมิโน 
หรือวติามินอาจตอ้งเติมลงในอาหารเม่ืออาหารเล้ียงเช้ือพบวา่ขาดเช่นกนั  

ปัจจัยทำงกำยภำพ  
ค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (pH)  
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมบฟัเฟอร์เพื่อควบคุมความเป็นกรดเบส จะมีผลยบัย ั้งการผลิตสาร

แอสตาแซนทิน ดงันั้นการผลิตสารแอสตาแซนทินต้องกระท าในสภาพอาหารท่ีไม่มีบฟัเฟอร์ 
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยกลูโคสและแอสพาราจีนท่ีมีค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมตน้ 6.0  เม่ือเช้ือ
เจริญจะมีผลให้ความเป็นกรดลดลง การลดค่าความเป็นกรดเบสอย่างรวดเร็วจะมีการผลิตแคโรที
นอยดเ์กิดข้ึนพร้อม ๆ กนั  

อุณหภูมิ  
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารแอสตาแซนทินพบว่ามีผลอย่าง

มาก เช้ือ X. dendrorhous อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 22.5 องศาเซลเซียส เช้ือเจริญไดดี้และผลิต
สารแอสตาแซนทินไดม้ากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 20-22  องศาเซลเซียส พบวา่ ผลผลิตสารแอสตาแซนทิน
จากเช้ือยีสต์จะลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงกว่า 22.5 องศาเซลเซียส ปริมาณสารแอสตาแซนทินของยีสต์
จะคงท่ีอยา่งเห็นไดช้ดัท่ีอุณหภูมิ 14 ถึง 26 องศาเซลเซียส ดงันั้นในการศึกษาเพื่อผลิตสารสีชนิดน้ี
จึงตอ้งควบคุมอุณหภูมิใหเ้หมาะสมต่อการเจริญของเช้ือและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือน้ี  

แสง  
แสงมีความส าคญัในการสร้างสารแอสตาแซนทินในส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด ในราหลาย

ชนิด พบวา่แสงและปริมาณออกซิเจนมีบทบาทในการเป็นตวัชกัน าในการสร้างสารแอสตาแซนทิน 
ส าหรับการผลิตสารแอสตาแซนทินไดท้ดลองเล้ียงเช้ือ Phycomyces blakesleeanus ในท่ีไม่มีแสง 
พบวา่ผลผลิตมีปริมาณพอสมควร แต่ถา้ใชแ้สงกระตุน้ผลผลิตจะเพิ่มข้ึน 2 เท่า ดงันั้นการเพาะเล้ียง
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เช้ือเพื่อผลิตสารสีสารแอสตาแซนทินพบวา่แสงเป็นปัจจยัส าคญัอยา่งหน่ึง แต่การเล้ียงเช้ือในท่ีท่ีมี
แสงนั้น ควรจะตอ้งควบคุมความเขม้ของแสงให้พอเหมาะ ถา้ความเขม้ของแสงมากเกินไป แสง
อาจจะมีผลต่อสารสีท่ีผลิตได ้โดยอาจท าให้เกิดการเสียสภาพหรือสูญสลายของสารสีได ้การเจริญ
และการสร้างรงควตัถุของ X. dendrorhous   ถูกยบัย ั้งโดยแสงท่ีมีความเขม้สูงๆ การสร้างแคโรที
นอยด์ของเช้ือ X. dendrorhous    จะถูกชกัน าเม่ือมีความเขม้แสงต ่า ๆ แสงสีน ้ าเงินจะชกัน าให้เกิด
การสร้างสารสีมากกวา่แสงสีแดง เหลือง หรือแสงสีเขียว เม่ือยีสตน์ั้นเจริญบนอาหาร YM agar ท่ี
อุณหภูมิ 7.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1  เดือน  

กำรเจริญเติบโตและกำรสร้ำงรงควตัถุ  
ในเช้ือ   X. dendrorhous  จะมีการสร้างสารแอสตาแซนทินระหว่างการเจริญ แต่จะสร้าง

อยา่งต่อเน่ืองไปเร่ือย ๆ ถึงแมว้า่จะหยดุเจริญแลว้ ในช่วงระยะการเจริญเติบโตเต็มท่ีเช้ือจะใชแ้หล่ง
คาร์บอนเป็นแหล่งส าคญัในการสร้างสารแอสตาแซนทิน แต่กรณีท่ีอาหารมีปริมาณคาร์บอนอยูเ่ช้ือ
จะท าการย่อยสลายคาร์บอนให้เป็นสารตวักลางในวฏัจกัรการเจริญ เช่น แอลกอฮอล์ กรดอะซิติก 
ซ่ึงจะไปกระตุน้การสร้างแคโรทีนอยด ์

การศึกษาการผลิตสารแอสตาแซนทินส าหรับงานวิจยัน้ี ให้ความสนใจปัจจยัท่ีส าคญัต่อ
การเจริญเติบโตและการผลิตสารสีคือ อาหารท่ีใชใ้นการเล้ียงเพื่อการเจริญเติบโตและการผลิตสาร
แอสทาแซนทีน โดยมีวตัถุประสงคใ์นการน าเอาของเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใชใ้ห้เกิด
ประโยชน์มากท่ีสุด โดยการน ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นอาหารของเช้ือเพื่อผลิตสารแอสตาแซนทิน ซ่ึงส่ิง
ท่ีน ามาเป็นขอ้พิจารณาเลือกวตัถุดิบเป็นแหล่งอาหารของจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ 

1. ราคา (cost) วตัถุดิบควรมีราคาถูก 
2. มาตรฐาน (standard) และการควบคุมคุณภาพ (quality control)  มาตรฐานของ

วตัถุดิบท่ีน ามาใชค้วรมีความสม ่าเสมอ เพราะวตัถุดิบมีความส าคัญมากในการให้ผลผลิตมีคุณภาพ 
และเน่ืองจากตอ้งใช้ปริมาณมาก  จึงจ าเป็นตอ้งตรวจสอบให้ดี ส่ิงท่ีเป็นแนวทางในการควบคุม
คุณภาพคือ การตรวจทางเคมี และชีวภาพ เช่น ปริมาณไนโตรเจน คาร์บอน เถา้ กล่ิน สี ความใส 
เป็นตน้  

3. หาไดส้ม ่าเสมอตลอดปี (availability)   และมีปริมาณมากเพื่อป้องกนัปัญหาการ
ขาดแคลน 

4. ความสะดวกหรือความยุ่งยากในการเก็บเก่ียวผลผลิต ซ่ึงต้องระวงัในเร่ือง
อุณหภูมิ แสง ความช้ืนและการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์ 

ส่วนการเลือกวตัถุดิบเพื่อเป็นอาหารในการเล้ียงเช้ือและผลิตสารสีแคโรทีนอยด์
นั้น ตอ้งท าการเลือกอาหารท่ีตอ้งไม่มีสีในตวัเอง เพื่อไม่ให้เป็นปัญหาในการเก็บเก่ียวสารสี หรือ
สกดัสารสีในภายหลงั ซ่ึงประเทศไทยควรมีการวิจยัใชป้ระโยชน์จากวตัถุดิบของเหลือจากโรงงาน
อุตสาหกรรม ต่างๆ โดยท าใหไ้ดม้าตรฐานการผลิตและส่งออก 
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2.2 กลเีซอรอล (Glycerol) 
 กลีเซอรอล (glycerol)  จดัเป็นสารประกอบประเภท trihydric alcohol โดยมีสูตรทัว่ไปคือ 
CH2OHCHOHCH2OH  ซ่ึงอาจรู้จกักนัแพร่หลายในช่ือ กลีเซอรีน (glycerin) และมีช่ือทางการว่า 
propane-1,2,3-triol หรือ 1,2,3-propanetriol หรืออาจเรียกวา่ 1,2,3-trihydroxypropane คุณสมบติั
ของ  กลีเซอรอลโดยทัว่ไป ไม่มีสี ไม่มีกล่ิน เป็นของเหลวท่ีมีความหนืดและมีความหวาน บางคร้ัง
อาจจดัเป็นน ้ าตาลแอลกอฮอล์  (sugar alcohol) เน่ืองในโครงสร้างมีหมู่ –OH (alcoholic hydroxyl 
groups)  3 หมู่อยูใ่นโมเลกุล ท าใหก้ลีเซอรอลมีความสามารถในการละลายน ้าได ้กลีเซอรอลมกัพบ
โดยทัว่ไปในธรรมชาติ เน่ืองจากเป็นองคป์ระกอบของสารประกอบประเภทไขมนัและน ้ ามนั  และ
ถือวา่เป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการย่อยสลายไขมนัหรือไตรกลีเซอไรด์ให้เป็นกรดไขมนัหรือ
เกลือของกรดไขมนั 

ส าหรับงานวิจยัน้ีไดมุ้่งเนน้ในการใชป้ระโยชน์กลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวน
ผลิตไบโอดีเซล โดยกลีเซอรอลเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีส าคญัชนิดหน่ึงท่ีเกิดข้ึนจากการเตรียมไบโอดีเซล
ดว้ยปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั กลีเซอรอลสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ต่าง ๆ ไดใ้นหลายอุต
สาหรรม เช่น ยา เคร่ืองส าอาง อาหาร    ส าหรับโรงงานไบโอดีเซล  ท่ีมีการใช้น ้ ามนัปาล์มดิบเป็น
วตัถุดิบวนัละ 10.6 ตนั  เพื่อผลิตเป็นน ้ ามนัไบโอดีเซล พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลไดเ้ดือนละ
ประมาณ250,000 ลิตร (3,000,000 ล้านลิตร/ปี) และสามารถผลิตกลีเซอรอลบริสุทธ์ิได้เดือนละ
17,500  กิโลกรัม  (210,000  กิโลกรัม/ปี) และปัจจุบนัการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทยพบว่า
ส านกังานนโยบายพลงังานแห่งชาติ ตั้งเป้าในการผลิตไบโอดีเซลให้ได ้600 ลา้นลิตรต่อปีภายในปี 
2554  ดงันั้นท าให้เกิดปัญหาส าคญัอยา่งหน่ึงคือ การเกิดกลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) ซ่ึงเป็นผล
พลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยพบวา่การผลิตไบโอดีเซล 100 ลิตรพบวา่จะไดก้ลี-         
เซอรอลดิบประมาณ  10 ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 10  เน่ืองจากการเพิ่มปริมาณการผลิตไบโอดีเซล
ใหม้ากข้ึน ท าใหป้ริมาณของกลีเซอรอลดิบเพิ่มข้ึนดว้ย ก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มโดยรวม
ได ้ นกัวิจยัในประเทศไทยไดพ้ยายามท่ีจะเพิ่มมูลค่าของกลีเซอรอลให้มากข้ึน โดยการแปรรูปให้
เป็นผลิตภณัฑม์ูลค่าเพิ่มได ้ทั้งน้ีเพื่อให้ผูผ้ลิตไดก้ าไรเพิ่มข้ึนและเป็นการลดตน้ทุนในการก าจดักลี
เซอรอลท่ีมีปริมาณมากเกินได ้

2.2.1 กระบวนกำรผลติไบโอดีเซล   
ไบโอดีเซล (Biodiesel)  เป็นพลังงานทดแทนชนิดหน่ึงท่ีรัฐบาลให้ความสนใจเป็น

พิเศษ  เน่ืองจากสามารถทดแทนการใชน้ ้ามนัดีเซล  ซ่ึงใชม้ากในการขนส่งอนัมีผลกระทบโดยตรง
ต่อปัจจยัการด าเนินธุรกิจ  โดยมีการก าหนดแผนพฒันาไบโอดีเซลระดบัประเทศตั้งเป้าทดแทนการ
ใชน้ ้ ามนัดีเซลวนัละ  8.5  ลา้นลิตรต่อวนั  ในปี  พ.ศ.2555  หรือ  ร้อยละ  10  ของความตอ้งการใช้
น ้ามนัดีเซล  ดว้ยการผลิตไบโอดีเซลจากน ้ามนัปาลม์  น ้ามนัใชแ้ลว้  เป็นวตัถุดิบหลกั 
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กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  เป็นกระบวนการเปล่ียนน ้ ามันพืชหรือสัตว์  ซ่ึงเป็น
สารประกอบไตรกลีเซอไรด์  โดยผ่านกระบวนการการเกิดปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน
(transesterification)  ในแอลกอฮอลล์ (alcohol)  เช่น  เมทานอล  (methanol)  หรือ  เอธานอล
(ethanol)  โดยมีด่าง  (sodium  hydroxide  หรือ  potassium  hydroxide)  เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา
(catalysts) ท่ีท าให้โมเลกุลมีขนาดเล็กลงอยูใ่นรูปของเอสเตอร์ ethyl ester หรือ methyl  esters)  ท่ี
เรียกวา่  ไบโอดีเซล  (biodiesel)  และมีกลีเซอรอล  (glycerol)  เป็นผลพลอยได้  (by-product)  ดงั
ไดแ้สดงในรูปท่ี 2.3 

 

ท่ีมา: http://web.mit.edu/biodiesel/img/chemical%20rxn2.jpg 

 

รูปที ่2.3  แผนผงักระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

ท่ีมา : http://www.afdc.energy.gov/afdc/fuels/images/flowchart_biodiesel_prod.gif 

http://web.mit.edu/biodiesel/img/chemical%20rxn2.jpg
http://www.afdc.energy.gov/afdc/fuels/images/flowchart_biodiesel_prod.gif
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  ไบโอดีเซลท่ีไดมี้คุณสมบติัใกลเ้คียงกบัน ้ามนัดีเซลมาก  สามารถใชท้ดแทนน ้ ามนัดีเซลได้
โดยตรง  หรือเติมเป็นส่วนผสมในดีเซลใช้ในเคร่ืองยนต์  โดยไม่ตอ้งปรับแต่เคร่ืองยนต์และให้
พลงังานเช่นเดียว  กบัน ้ ามนัดีเซลปกติ  ไบโอดีเซลไดรั้บการจดทะเบียนเป็นเช้ือเพลิงบริสุทธ์ิหรือ
สารเติมเช้ือเพลิง  โดยองคก์ร  Environmental  Protection  Agency  (EPA)  และจดัอยูใ่นเช้ือเพลิงท่ี
ถูกตอ้งตามกฎหมายการคา้ 

ส าหรับสัดส่วนของวตัถุดิบท่ีใช้และสารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการผลิต โดยประมาณ คือ 
น ้ ามนัพืช  100  ลิตร  ต้องใช้เมนทานอลในการท าปฏิกิริยา  20  กิโลกรัม  สารเร่ง
ปฏิกิริยา  1  กิโลกรัม  จะท าให้ไดผ้ลผลิตเป็นไบโอดีเซล  95  ลิตร  และมีผลพลอยไดเ้ป็นกลี        
เซอรอล  10  กิโลกรัม ไบโอดีเซลท่ีได้มีคุณสมบติัตามมาตรฐานสากลและมีการจดัการ  เพื่อ
ป้องกนัปัญหามลพิษและส่ิงแวดลอ้ม ผลพลอยไดเ้ป็นกลีเซอรอล  สามารถกลัน่เป็นกลีเซอรอล  
บริสุทธ์ิ  และใช้เป็นสารตั้งตน้ในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง  จุดส าคญัของการผลิตไบโอดีเซล 
เพื่อให้ได้คุณสมบัติตามมาตรฐานสากลต้องเป็นการผลิตท่ีมีปฏิกิริยา  ทรานเอสเทอริฟิเคชัน 
เกิดข้ึนอย่างสมบูรณ์  หลงัจากปฏิกิริยาส้ินสุดแล้ว  ตอ้งมีการก าจดัสารเร่งปฏิกิริยา  ก าจดักลี         
เซอรอล  ก าจดัแอลกอฮอลล์  และกรดไขมนัอิสระออกจึงจะได้ไบโอดีเซลท่ีไม่เกิดผลเสียต่อ
เคร่ืองยนต ์
 

2.2.2 ข้ันตอนกำรท ำกลเีซอรอลให้บริสุทธ์ิ 

1) กลีเซอรอลดิบจากขั้นตอนการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชนัจะถูกน ามาเติมกรดเกลือ 
(HCl) เพื่อเปล่ียนสบู่ท่ีมีอยูใ่หก้ลายเป็นกรดไขมนัและแยกชั้นสารอินทรียอ์อก 

2) จากนั้นกลีเซอรอลเหลวจะถูกเติมด้วยสารละลายโซดาไฟเพื่อท าให้เป็นกลางก่อนท่ีจะ
น าไปเขา้เคร่ืองระเหยเพื่อแยกคืนเมทานอลท่ีคงเหลือกลบัคืนมาอีกส่วนหน่ึง จากนั้นจะ
เป็นขั้นตอนการระเหยน ้าออกเพื่อใหข้ั้นตอนในการกลัน่ไม่ตอ้งท างานหนกัมาก 

3) การท าบริสุทธ์ิกลีเซอรอลจะท าดว้ยการกลัน่ภายใตสุ้ญญากาศ เพื่อป้องกนัการเกิดปฏิกิริยา
พอลิเมอไรเซชนั (polymerization) ของกลีเซอรอล  

4) กลีเซอรอลท่ีกลัน่ไดจ้ะถูกน าไปผา่นอุปกรณ์ฟอกสีดว้ยถ่านกมัมนัต ์ เพื่อให้เป็นผลผลิตท่ี
ไม่มีสีและมีความบริสุทธ์ิมากกวา่ 95.5 % ซ่ึงสามารถขายไดใ้นเกรดของยา 
 
ต่อมาไดมี้การศึกษาการใชป้ระโยชน์กลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบ

โอดีเซล  โดยจากรายงานการวิจยัของสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  
(วว.) ได้หาแนวทางในการแปรรูปกลีเซอรอลดิบให้เป็นสารประกอบมูลค่าเพิ่มต่าง ๆ พบว่า 
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สามารถผลิตสาร 1,3-propanediol ซ่ึงเป็นสาระส าคญัในการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายได ้โดยการใช้
แบคทีเรียสายพนัธ์ุพื้นเมืองของไทย คือ สายพนัธ์ุ Enterobacter radicincitans ท่ีคดัแยกไดจ้ากน ้ า
ทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  โดยสาร 1,3-propanediol เป็นสารโมโนเมอร์ท่ีมีการใช้
ประโยชน์อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น ใช้ในการสังเคราะห์โพลิเอสเทอร์  
(polyester) สารหล่อล่ืน (lubricant) ตวัท าละลาย หรือสามารถน ามาผลิตพลาสติกย่อยสลายได ้
(biodegradable plastic) นอกจากน้ีการผลิตสาร 1,3-propanediol พบว่าในต่างประเทศได้ให้
ความส าคัญและมีการพัฒนาการผลิตสารด้วยเช่นเดียว โดยพบว่าสามารถผลิตได้โดยใช้
เช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุอ่ืน เช่น Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae หรือ เช้ือจุลินทรียท่ี์อยู่
ใน genus Enterobacter, Clostridium, Lactobacillus และ Bacillus  (Gonzalez-Pajuelo และคณะ, 
2004; Lin และคณะ, 2005; Zhao และคณะ, 2006; Cheng และคณะ, 2006 และ Yazdani และ 
Gonzalez, 2007)   
 นอกจากน้ีกลีเซอรอลท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลสามารถน าไปประยุกต์ในการ
ผลิตพลงังานและสารเคมีอ่ืน ๆ ดว้ย โดย Biebl (2001) ไดผ้ลิตบิวทานอล (butanol) เป็นผลิตภณัฑ์
หลกัจากกลีเซอรอลโดยใชเ้ช้ือ Clostridium pasteurienum พบวา่สามารถผลิตบิวทานอลได ้17 กรัม
ต่อลิตร นอกจากน้ี Javis และคณะ (1997) ได้ผลิตเอธานอลและฟอร์เมท (formate) จาก
กระบวนการหมกักลีเซอรอลของเช้ือ Klebsiella planticola  ท่ีแยกจากกระเพาะของ red deer  พบวา่
สามารผลิตได ้2 กรัมต่อลิตรแต่ตอ้งใชเ้วลานานมาก  และต่อมา Ito และคณะ (2005) ไดมี้การผลิต
กาซไฮโดรเจน (H2) และเอธานอล จากกลีเซอรอลท่ีมีของเหลือจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
ร่วมดว้ยโดยใชเ้ช้ือ Enterobacter aerogenes  พบวา่สามารถผลิตเอธานอลไดสู้งถึง 10 กรัมต่อลิตร 
ซ่ึงจากการผลิตเอธานอลร่วมกับไฮโดรเจน หรือการผลิตเอธานอลร่วมกบัฟอร์เมทได้แสดงถึง
ศกัยภาพในการใช้ประโยชน์จากกลีเซอรอลท่ีเป็นของเหลือจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึง
เป็นแนวทางอีกทางหน่ึงท่ีเป็นเพิ่มมูลค่าของกลีเซอรอล 
 จากคุณสมบัติของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีเป็นสารท่ีมีความหนืด และไม่เป็นพิษต่อคน 
(Carey, 2002) ดงันั้นจึงไดมี้การประยุกตใ์ชก้ลีเซอรอลเป็นส่วนประกอบของผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ เช่น 
ผสมอาหาร ไอศกรีมไซรัป (syrups) เพื่อเพิ่มความหวานให้กบัอาหารและเพิ่มสีหรือความมนัวาว 
(shiny)ให้กบัอาหารเหมือนวานิลลา  และเป็นส่วนผสมของข้ึผึ้งหรือครีมต่าง ๆ  เป็นองคป์ระกอบ
หน่ึงในยา โดยเฉพาะยาแกไ้อ ซ่ึงใชเ้ป็นสารหล่อล่ืน (lubricant) ท าให้ทานยาง่ายข้ึนและท่ีส าคญั
เป็นส่วนประกอบหลกัในผลิตเคร่ืองส าอาง  personal care เช่น ครีมและโลชัน่บ ารุงผิว จะช่วยใน
การป้องกนัการสูญเสียความช้ืนของผิว ไม่ให้ผิวหนงัแห้งและแตก และยงัช่วยให้ผิวหนงัอ่อนนุ่ม
ดว้ย (Blichmann และคณะ, 1989; Orth และ Appa, 2000; Loden และ Wessman, 2001) ในยาสีฟัน
เป็นส่วนท่ีช่วยใหเ้น้ือของยาสีฟันเรียบเสมอกนัและมีความมนัวาว  นอกจากน้ียงัเป็นส่วนผสมของ
ยาสระผม เพื่อช่วยให้ง่ายต่อการเทออกจากขวด และผสมในสบู่เพื่อให้เน้ือสบู่โปร่งแสงแวววาว  
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ขณะเดียวกนัอนุพนัธ์ของกลีเซอรอลพบว่าสามารถน าไปประยุกต์ใช้ไดอ้ย่างกวา้งขวาง จากการ
ประยุกต์ใช้กลีเซอรอลอย่างกว้างขวาง จึงเป็นแนวทางหน่ึงในการแปรรูปของเหลือจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลในรูปกลีเซอรอลดิบ  ดงันั้นในงานวิจยัจึงไดใ้ห้ความส าคญัเก่ียวกบั
เทคนิค หรือวิธีการต่าง ๆ ในการท าให้กลีเซอรอลดิบท่ีไดจ้ากการบวนการดงักล่าวมีความบริสุทธ์ิ
สูงข้ึน เพื่อท่ีสามารถน าไปประยุกตท์างดา้นเคร่ืองส าอาง รวมถึงการเตรียมกลีเซอรอลให้อยูใ่นรูป
อนุพนัธ์ของกลีเซอรอล   ซ่ึงพบว่าสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้อย่างมากมายเช่นเดียวกับกลี        
เซอรอลบริสุทธ์ิ    
 
2.3 กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง  

นกัวจิยัหลายท่านไดมี้การศึกษาการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous อยา่ง
กวา้งขวาง รวมทั้งไดศึ้กษาแหล่งของอาหารต่าง ๆ ท่ีสามารถน ามาใชเ้ป็นอาหารหรือสับสเตรต  ของ
เช้ือเพื่อการเจริญเติบโต ซ่ึงไดมี้การศึกษาการผลิตสารแอสตาแซนทินซ่ึงเป็นสารในกลุ่มแซนโท
ฟิลล์จากเช้ือยีสต์ Phaffia rhodozyma หรือ Xanthophyllomyces dendrorhous โดยศึกษาผลของ
ออกซิเจนและปริมาณกลูโคสท่ีมีผลต่อการผลิตสารแอสตาแซนทิน โดยการเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียง
เช้ือ  YM medium (yeast extract/malt extract medium) ท่ีมีปริมาณคาร์บอนเท่ากบั 12.13 กรัมต่อ
ลิตร และปริมาณไนโตรเจน เท่ากบั 1.13  กรัมต่อลิตร พบวา่เช้ือสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได ้
16 มิลลิกรัมต่อลิตร  (Yamane และคณะ, 1997) และการศึกษาการเจริญเติบโตและการผลิตสาร
แอสตาแซนทินของเช้ือ  X. dendrorhous โดยการเล้ียงในอาหารท่ีเป็น alfalfa residue juice ซ่ึงมี
ปริมาณคาร์บอนรวม 25 กรัมต่อลิตรและปริมาณไนโตรเจน   1.45  กรัมต่อลิตรพบวา่สามารถผลิต
สารแอสตาแซนทินได ้2  มิลลิกรัมต่อลิตร (Okagbue และ  Lewis, 1996) และไดมี้การศึกษาโดยการ
น าเอา molasses มาประยุกต์ใช้เป็นสารตั้งตน้ในการเล้ียงเช้ือ X. dendrorhous โดย molasses 
แบ่งเป็น 2 ชนิด ชนิดท่ี 1  มีปริมาณคาร์บอนรวม 58.8   กรัมต่อลิตรและชนิดท่ี   2 มีปริมาณคาร์บอน
รวม 47   กรัมต่อลิตร และทั้งสองชนิดมีปริมาณไนโตรเจน 7.58   กรัมต่อลิตรและจากการทดลอง
พบว่าสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้เท่ากบั 15.3   และ 14.6 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
(Haard, 1988)  ต่อมาไดศึ้กษาโดยการเล้ียงเช้ือ X. dendrorhous ในอาหารท่ีเป็น sugarcane ซ่ึง
แบ่งเป็น stalk shell และ stalk pith ท่ีมีปริมาณคาร์บอน 44-32   มิลลิกรัมต่อลิตร เท่ากนั และ fresh 
sugarcane ท่ีมีปริมาณคาร์บอน 15 กรัมต่อลิตร พบวา่เช้ือสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินไดเ้ท่ากบั 
11.6, 10.8 และ 14.05 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั (Fontana และคณะ, 1996) ในการศึกษาการเล้ียง
เช้ือ  X. dendrorhous ในอาหารท่ีเป็น enzymatic wood hydrolysates ท่ีมีไซโลส (xylose)  กลูโคส 
(glucose) และเซลโลไบโอส (cellobiose) เป็นองคป์ระกอบ พบวา่เช้ือสามารถผลิตสารแอสตาแซน
ทินไดเ้ท่ากบั 2.14  มิลลิกรัมต่อลิตร (Cruz และ Parajό, 1998)    
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นอกจากน้ีไดมี้การศึกษาการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous สายพนัธ์ุเดิม 
TISTR 5730 โดยเล้ียงในอาหารท่ีเตรียมไดจ้ากของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิต AIT (Allylisothio 
cyanate)  พบว่าการผลิตสารแอสตาแซนทินจะข้ึนอยู่กบัชนิดและความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของอาหารท่ี
เตรียมไดจ้ากกากมสัตาร์ดจะไดว้า่อาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไดจ้ากการเติมกากมสัตาร์ดเป็นสาร
ตั้งตน้ท่ีดีท่ีสุดในการให้ปริมาณของมวลเซลล์และแอสตาแซนทินเท่ากบั   19.6 กรัมต่อลิตร  และ 
25.8  มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั ซ่ึงเป็นการปรับปรุงการผลิตแอสตาแซนทินใหเ้พิ่มข้ึนเป็น 11   เท่า
เม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงเช้ือโดยใช้อาหาร YM และเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีได้จากกาก
มสัตาร์ดประเภทอ่ืน  ๆ  จะพบว่าเพิ่มการผลิตแอสตาแซนทินได้ 2.1-1.3   เท่า  (Tinoi และคณะ, 
2006) 

ในการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous ได้มีการศึกษาการเพิ่ม
ความสามารถในการผลิตสารแอสตาแซนทิน โดยเติมสารอาหารหรือสารเคมีบางชนิดลงไปเพื่อ
กระตุน้ให้เช้ือสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้มากข้ึน สารท่ีเติมลงไป ไดแ้ก่ วาลีน สารสกดั
ยีสต์ กรดแอซิติก กรดมีวาโลนิกและเอทานอล พบว่าเม่ือเติมเอทานอล 0.2    เปอร์เซ็นต์ ลงใน
อาหารส าหรับเพาะเล้ียง X. dendrorhous พบวา่ การผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือเพิ่มข้ึน โดย
การเติมเอทานอลลงไปจะเติมในระยะการเจริญเติบโตของเช้ือ 

นอกจากน้ีในการผลิตสารแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous  สามารถน าวตัถุดิบท่ี
เหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมต่าง ๆ มาประยุกตใ์ชเ้พื่อเป็นสารตั้งตน้ในการผลิต ทั้งน้ีเพื่อเป็น
การลดตน้ทุนในการผลิต โดยใชท้ดแทนสารตั้งตน้สังเคราะห์ส าเร็จรูปท่ีมีราคาแพง และยงัเป็นการ
เพิ่มความสามารถในการผลิตสารแอสตาแซนทินด้วย ได้มีการน ากากน ้ าตาล  (Haard, 1998) 
ไฮโดรไลเสต ของพีช(Martin  และคณะ, 1993) น ้ าองุ่น (Meyer และคณะ, 1993) ไฮโดรไลเสตของ
เฮมิเซลลูโลสจาก    ยคูาลิปตสั (Parajo  และคณะ, 1998)  และน ้ าจากผลอินทผลมั (Ramirez และ
คณะ, 2001) มาใชใ้นการผลิตแอสตาแซนทินจากเช้ือ X. dendrorhous  ATCC 24228  นอกจากน้ีได้
น าไฮโดรไลเสตของไมยู้คาลิปตสัท่ีมีการสกดัลิกนินออกมาใช้เป็นสารตั้งตน้ โดยจากการผลิต
พบวา่การเตรียมอาหารดว้ยไฮโดรไลเสตของไมย้คูาลิปตสัไดส้ารท่ีประกอบดว้ย กลูโคสและเซลลู
ไบโอส และพบว่าสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได ้ 2.14   มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 74   ชัว่โมง 
(Fleorecio และคณะ, 1998)  และต่อมาไดมี้การประยุกตใ์ชน้ ้ าออ้ยในการผลิตสารแอสตาแซนทิน 
พบว่าสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้ 1300   ไมโครกรัมต่อกรัมน ้ าหนักแห้ง  หรือ 6500 
ไมโครกรัมต่อลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ ต่อมาไดมี้การปรับปรุงองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือและ
สภาวะของการหมกั โดยใช ้ factorial  design  เป็น 2   ขั้นตอน  โดยในขั้นแรกศึกษาการผลิตสาร
แอสตาแซนทินในระดบัความเขม้ขน้ของสารอาหารต่าง ๆ กนัและปฏิสัมพนัธ์ของสารอาหารพบวา่
การผลิตเพิ่มข้ึน  23    เปอร์เซ็นต ์แต่ปริมาณรงควตัถุในเซลล์ลดลง 16   เปอร์เซ็นต ์ในขั้นท่ีสองได้
ท าการผนัแปรค่ากรดด่างและระดบัการกวนท่ีมีผลต่ออตัราการถ่ายโอนออกซิเจน พบวา่เพิ่มข้ึนทั้ง
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ปริมาณรงควตัถุ (418 ไมโครกรัมแอสตาแซนทินต่อกรัมของยีสต์) และการผลิตรงควตัถุ (1987 
ไมโครกรัมต่อลิตร ) (Ramirez และคณะ , 2001)  ไดศึ้กษาการผลิตสารแอสตาแซนทินจากน ้ าผล
อินทผลมัโดยสายพนัธ์ุกลายของ  X. dendrorhous ท่ีมีการปรับปรุงสารพนัธุกรรมให้มีการผลิต
สูงข้ึน พบว่าเม่ือใช้อาหารท่ีประกอบด้วยน ้ าผลอินทผลมัเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิตสาร
แอสตาแซนทินไดสู้งสุด 6170  ไมโครกรัมต่อลิตร เม่ือมีปริมาณน ้ าตาลในอาหารซ่ึงไดจ้ากน ้ าผล
อินทผลมั 22.4   กรัมต่อลิตร การใชอ้าหารท่ีมีน ้ าผลอินทผลมัสามารถผลิตสารแอสตาแซนทินได้
สูงข้ึน 2.5   เท่า  เม่ือเทียบกบัการใชอ้าหาร Yeast extract-Malt extract นอกจากน้ีการออกแบบการ
ทดลอง  เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของสายพนัธ์ุส าหรับการผลิตสารแอสตาแซนทินจากการ
เล้ียงแบบฟาสก์เขยา่  (shaker flask) พบวา่สภาวะท่ีเหมาะท่ีสุดในการผลิตสารแอสตาแซนทินได้
สูงสุด  คือ ท่ีอุณหภูมิ 19.7   องศาเซลเซียส   ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน 11.25   กรัมต่อลิตร ค่า
ความเป้นกรดด่าง   6.0  ใชก้ลา้เช้ือ  5 เปอร์เซ็นตแ์ละความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 0.5    กรัมต่อลิตร 
ภายใตส้ภาวะเหล่าน้ีพบวา่สายพนัธ์ุ   25-  2  ของ  X. dendrorhous   สามารถผลิตสารแอสตาแซนทิน
ได้  8100 ไมโครกรัมต่อลิตร  ซ่ึงสูงกวา่การผลิตโดยใชส้ภาวะเดิม เป็นการเพิ่มปริมาณการผลิตสาร
แอสตาแซนทินวธีิหน่ึง   

จากการศึกษาพบวา่ ไดมี้การพฒันาและปรับปรุงคุณภาพการผลิตสารแอสตาแซนทินจาก
เช้ือ  X. dendrorhous  อยา่งกวา้งขวางทั้งน้ีเพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตให้สูงข้ึน โดยการน าการพฒันา
ดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุ การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตรวมถึงการน าของเหลือทิ้งจากโรงงาน       
อุตสาหกรรมต่าง ๆ มาใช้เป็นสารตั้งตน้ส าหรับการเจริญเติบโตและให้มีการกระตุน้การผลิตสาร     
แอสตาแซนทินใหสู้งข้ึนดงัไดก้ล่าวมาขา้งตน้ 

ขณะเดียวกนัในการศึกษาเก่ียวกบัการผลิตน ้ ามนัและไขมนัจากจุลินทรียพ์บว่าไดมี้การ
ประยุกตใ์ชข้องเหลือใชจ้ากกระบวนการแปรรูปอาหารต่าง ๆ หรือจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช้
เตรียมเพื่อเป็นแหล่งอาหารหรือสารตั้งตน้ในการเจริญเติบโตและการผลิตน ้ ามนัและไขมนัจาก
จุลินทรีย์ ซ่ึงอีกแนวทางหน่ึงในการลดต้นทุนในการในการผลิตน ้ ามนัและไขมนัจากจุลินทรีย ์
เน่ืองจากอาหารส าเร็จรูปมีราคาแพงมาก และเป็นการลดปัญหาส่ิงแวดลอ้มเป็นพิษเน่ืองจากของ
เหลือใชท่ี้มีปริมาณมากดว้ย โดยจากการศึกษาของ  Pananikolaou และ Aggelis (2002) ไดศึ้กษา
การผลิตไขมนัจากเช้ือ Yarrowia lipolytica  และไดป้ระยุกตใ์ชก้ลีเซอรอลท่ีเป็นของเหลือใชจ้าก
โรงงานอุตสาหกรรม (by-product) มาประยุกต์เป็นอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตไขมนั พบว่า
สามารถผลิตไขมนัได้ร้อยละ 43 ของน ้ าหนกัเซลล์แห้ง ซ่ึงจากการศึกษาวิจยัแสดงให้เห็นสามารถ
น ากลีเซอรอลท่ีเป็นของเหลือใช้จากอุตสาหกรรมต่าง ๆ มาใช้ได้  ท  าให้เห็นแนวทางในการ
ประยุกต์เอากลีเซอรอลดิบท่ีได้กระบวนการผลิตไบโอดีเซลต่าง ๆ มาประยุกต์ใช้เป็นแหล่ง
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คาร์บอนส าหรับเพื่อผลิตไขมนัเพื่อเตรียมเป็นไบโอดีเซลได ้ ซ่ึงเป็นการน ากลีเซอรอลกลบัมาใช้
ใหม่ได ้(renewable) ซ่ึงจะเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตไบโอดีเซลจากพืชน ้ามนัไดอี้กทางหน่ึงดว้ย 
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บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
3.1 เช้ือจุลนิทรีย์ 

เช้ือยีสต ์Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR 5730 จากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (TISTR) เก็บไวใ้นอาหารวุน้เอียง YM จากนั้นถ่ายเช้ือลงในอาหารวุน้
เอียง YM ทุกๆ 2 สัปดาห์  
 
3.2  กลเีซอรอลดิบ   

จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ของ บริษทั ปิโตรเลียมแห่งประเทศไทย จ ากดั 
 
3.3 อำหำรเลีย้งเช้ือยสีต์      

บริษัท 
 yeast extract     Biomark laboratories 
 malt extract     Britania laboratories 
 peptone      Biomark laboratories 
 glucose      Fluka Biochemical 
 
3.4 สำรเคมี        

สำรเคมี      บริษัท 
 Acetone      VWR International  

Acetronitrile     Brightchem SDN BHD 
Bromo thymal blue    Ajax Finechem Pty Ltd  
Dimethyl sulfoxide    Merck Schuchardt OHG 

 Ethanediol     VWR International 
 Hexane      Brightchem SDN BHD 
 Methanol      Brightchem SDN BHD 

Petroleum ether     Labscan Asia 
 Sodium chloride     Ajax Finechem Pty Ltd  
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Sodium hydroxide    Ajax Finechem Pty Ltd  
Sodium periodate    VWR International 
Standard astaxanthin    Dr.Ehrcnstonfar Gmblt 
Sulfuric acid     Ajax Finechem Pty Ltd  

 
3.5  เคร่ืองมือและอุปกรณ์      

อุปกรณ์และเคร่ืองมือ    บริษัท 
 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าแบบละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง Mettler-Todedo, Thailand 
 หมอ้น่ึงอดัความดนั    Tomy-Seiko ES-315 
 ตูป้ลอดเช้ือ     International Scientific Supply 
 เคร่ืองเขยา่ผสม     Scientific industries,Inc. 
 เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ   Unitron 
 เคร่ืองหมุนเหวีย่ง    Falcon Sunyo U.S.A. 
 ตูอ้บลมร้อน     Sheldon Manufacturing,Inc. 
 เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง   United Instrument 
 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง   Shimadzu 
 เคร่ืองแกว้     Pyrex 
 ชุดกรองระบบสุญญากาศ    Whatman  
 เคร่ืองระเหยระบบสุญญากาศ   Heidolph Germany 
 เตาเผาอุณหภูมิสูง    Carbolite Furnaces England 
 ถว้ยกระเบ้ือง (crucible)    HCT 
 กรวยแยก     Witeg W-Germany Preciso 
 ขวดวดัปริมาตร     Witeg Germany Diffico 
 Hot plate     E.G.O Germany 
 HPLC                                                                       Shimadzu,Japan,LC-20AD 
 คอลมัน์ HPLC                                                         GL Science Inc,Japan    
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3.6 วธีิด ำเนินกำรทดลอง 
3.6.1  กำรเตรียมกลเีซอรอลดิบเพือ่เป็นแหล่งคำร์บอน 

3.6.1.1  กำรวเิครำะห์หำองค์ประกอบต่ำง ๆ ในกลเีซอรอลดิบ 
 1  กำรวเิครำะห์หำปริมำณกลเีซอรอลดิบ  

ชั่งกลีเซอรอลดิบท่ีได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลประมาณ 0.50 กรัม 
จากนั้นเติมน ้ ากลัน่จนมีปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร และหยดโบรโมไทมอลบลู 5-7 หยด จากนั้นท า
ให้เป็นกรดโดยการเติมสารละลายกรดซดัฟุริกความเขม้ขน้ 0.2 โมลต่อลิตร จนสารละลายเป็นสี
เหลือง ซ่ึงค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 3.0 แล้วปรับสารละลายให้เป็นกลางด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์เขม้ขน้ 0.05 โมลต่อลิตร จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมเปอร์ไอโอเดต
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าส่วนผสมให้เขา้กนัเบาๆ แล้วปิดดว้ยกระจกนาฬิกาตั้งไวใ้นท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที และเติมสารละลายอีเทนไดออล 10 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั แลว้ตั้ง
ทิ้งไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที และเติมน ้ ากลัน่จนมีปริมาตร 300 มิลลิลิตร น าไป
ไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.125 โมลต่อลิตร โดย
สารละลายจะเปล่ียนเป็นสีฟ้าเม่ือถึงจุดยุติ ส่วนแบลงก์ใชน้ ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตรแทนตวัอยา่ง แลว้
บนัทึกปริมาตรสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช้ จากนั้นค านวณหาปริมาณร้อยละ  
กลีเซอรอล 

2  กำรวเิครำะห์หำปริมำณเถ้ำตำมมำตรฐำน ISO 2098-1972 
น าถว้ยกระเบ้ือง (crucible) ท่ีใช้ในการวิเคราะห์มาเผาในเตาเผา (Muffle furnace) ท่ี

อุณหภูมิ 750 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นปิดสวิตซ์เตาเผา รอจนอุณหภูมิลดลงเหลือ
ประมาณ 120-100 องศาเซลเซียส จึงน าถว้ยกระเบ้ืองออกมาใส่ในโถดูดความช้ืน รอจนเยน็แลว้ชัง่
น ้ าหนกัจนไดน้ ้ าหนกัคงท่ี  จากนั้นชัง่กลีเซอรอลดิบประมาณ 10 กรัม ใส่ลงในถว้ยกระเบ้ือง แลว้
น าไปเผาในเตาให้ความร้อนจนไม่มีควนัโดยท าในตู้ดูดควนั จากนั้นน าไปเผาต่อในเตาเผาท่ี
อุณหภูมิ 750 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมงหรือจนกระทัง่ไดเ้ถา้สีขาว จากนั้นปิดสวิทซ์เตาเผา รอ
จนอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 120-100 องศาเซลเซียส จึงน าถ้วยกระเบ้ืองออกมาใส่ใน
โถดูดความช้ืน รอจนเยน็แลว้ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอนและค านวณหาปริมาณร้อยละของเถา้ทั้งหมด 

3  กำรวเิครำะห์หำปริมำณเถ้ำซัลเฟตตำมมำตรฐำน ISO 1616-1976  
เผาถว้ยกระเบ้ืองดว้ยเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 850 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นปิด

สวทิซ์เตาเผา รอจนอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 120-100 องศาเซลเซียส น าออกจากเตาเผาแลว้ท า
ให้เยน็ลงในโถดูดความช้ืนและบนัทึกน ้ าหนกัท่ีแน่นอน จากนั้นชัง่กลีเซอรอลดิบ 10 กรัม ใส่ใน
ถว้ยกระเบ้ืองแล้วน าไปเผาไล่ควนัด้วยเตาให้ความร้อนจนกระทัง่ไม่มีควนั ตั้งทิ้งไวจ้นอุณหภูมิ
เท่ากบัอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 2 หยดและเผาไล่ควนัต่อจนไม่มีควนั แลว้
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น าไปเผาต่อในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ  850 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิดสวิทซ์เตาเผา รอ
จนอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 120-100 องศาเซลเซียส น าออกจากเตาเผาท าให้เย็นลงใน
โถดูดความช้ืน บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอนและค านวณหาร้อยละปริมาณเถา้ซลัเฟต 

3.6.1.2   กำรท ำกลเีซอรอลบริสุทธ์ิ 
น ากลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาปรับค่าความเป็นกรด

ด่างให้เท่ากบั 3 ดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้ร้อยละ 5 จนสารละลายแยกเป็น 3 ชั้น 
จากนั้นเทใส่กรวยแยก จะไดช้ั้นบนสุดเป็นส่วนของไขมนั ชั้นกลางเป็นตะกอนสบู่และสารอ่ืน ๆ  
ส่วนชั้นล่างสุดเป็นส่วนของกลีเซอรอล  จากนั้นน าส่วนของกลีเซอรอลท่ีแยกไดม้าปรับค่าความ
เป็นกรดด่างให้เป็นกลางดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 จากนั้นน าไป
ระเหยน ้ าออกดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วนัเพื่อให้เกลือ
เกิดการตกตะกอน หลงัจากนั้นแยกเกลือออกดว้ยการกรองผา่นกระดาษกรอง แลว้น าไปสกดัดว้ย 
เฮกเซนและตั้งทิ้งไวใ้ห้เกิดการตกตะกอนเกลืออีกเป็นเวลา 3 วนั  แลว้กรองตะกอนเกลือออกดว้ย
กระดาษกรอง จากนั้นน าไประเหยเฮกเซนออกจนได้กลีเซอรอลท่ีมีลกัษณะใส มีสีเหลือง แล้ว
น าไปฟอกสีกลีเซอรอลท่ีไดด้ว้ยผงถ่านกมัมนัตใ์นอตัราส่วนผงถ่านต่อกลีเซอรอลเท่ากบั 1 : 10 ท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แลว้กรองผงถ่านกมัมนัต์ออกดว้ยการกรอง จะได ้
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิใส ไม่มีสี และน าไปหาปริมาณกลีเซอรอล และสามารถน ากลีเซอรอลท่ีไดไ้ป
เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการการเจริญของเช้ือยีสต์ Xanthophyllomyces dendrorhous เพื่อผลิต
แอสตาแซนทินต่อไป 

 
3.6.2  กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตและกำรผลิตสำรแอสตำแซนทินจำกเช้ือ  X. dendrorhous  

ในอำหำร  YM  

3.6.2.1  กำรเตรียมหัวเช้ือ  X.  dendrorhous 
1  กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือส ำหรับหัวเช้ือ 
เตรียมอาหารส าหรับหัวเช้ือ YM  (Yeast extract - Malt extract medium) โดยมี

ส่วนประกอบของอาหาร (ต่อลิตร) กลูโคส 10 กรัม สารสกดัยีสต ์3 กรัม สารสกดัมอลต ์3 กรัม 
และเปปโตน 5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่จนครบ 1000 มิลลิลิตร โดยการตวงอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียม
ไดป้ริมาตร 50 มิลลิลิตรใส่ใน ขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงอดัความดนั 
(autoclave) อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ปล่อยให้เยน็ เพื่อใช้เป็นอาหาร
ส าหรับหวัเช้ือต่อไป 

2  กำรเตรียมหัวเช้ือ (preculture) 
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เข่ียเช้ือ X. dendrorhous ท่ีเจริญบนอาหารวุน้เอียงลงในขวดรูปชมพู่อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เตรียมไว ้1 ลูปเตม็ จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และเขยา่โดยใชค้วามเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 36 ชัว่โมง แลว้น าไปนบัจ านวนเซลล์ท่ีไดด้ว้ยฮีมาไซโตมิเตอร์และปรับความ
เขม้ขน้ของเซลลใ์หไ้ดจ้  านวนเซลล ์108 เซลลต่์อมิลลิลิตรดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้

3.6.2.2  กำรเพำะเลีย้งเช้ือ  X. dendrorhous เพือ่ผลติสำรแอสตำแซนทนิในอำหำร YM  
1  กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือ 
เตรียมอาหาร YM โดยมีส่วนประกอบของอาหาร (ต่อลิตร)กลูโคส 10 กรัม สารสกดัยีสต ์

3 กรัม สารสกดัมอลต ์3 กรัม และเปปโตน 5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่จนครบ 1000 มิลลิลิตร จากนั้น
ตวงอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร แลว้น าไปฆ่าเช้ือ
ในหมอ้น่ึงอดัความดนั (autoclave) ภายใตอุ้ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ปล่อย
ใหเ้ยน็เพื่อน าไปใชส้ าหรับการเพาะเล้ียงยสีตเ์พื่อผลิตแอสตาแซนทินต่อไป  

2  กำรเพำะเลีย้งเช้ือ  X. dendrorhous  เพือ่ผลติแอสตำแซนทนิในอำหำร YM  
ปิเปตหัวเช้ือ (preculture) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 10) ลงใน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที แลว้ท าการเก็บตวัอยา่งมาทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 144 ชัว่โมง 

3.6.2.3  กำรหำปริมำณเซลล์ยสีต์แห้ง (cell dry weight) 
ปิเปตอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ 10 มิลลิลิตรมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นลา้งเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 คร้ัง น า
เซลล์ท่ีไดใ้ส่ถว้ยอะลูมิเนียมฟอยล์ท่ีชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนแลว้ และน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงหรือจนกระทัง่ไดน้ ้ าหนกัคงท่ี ชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนและค านวณหา
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

3.6.2.4  กำรหำปริมำณสำรแอสตำแซนทินที่ผลิตได้จำก  X. dendrorhous  โดยใช้วิธีสกัด
ด้วย DMSO (Dimethylsulfoxide extraction) 

ปิเปตน ้ าหมกัปริมาตร 40 มิลลิลิตรมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นลา้งเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จ านวน 2 
คร้ัง แลว้เทสารละลายส่วนใสทิ้ง น าตวัเซลล์ท่ีไดม้าเติมสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยา่นาน 10 นาที แลว้เทใส่กรวยแยก จากนั้นเติมตวัท าละลายปิโตรเลียม
อีเทอร์ (petroleum ether) 30 มิลลิลิตร และอะซิโตน (acetone)  20 มิลลิลิตร เขย่านาน 5 นาที 
จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 20 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยา่และตั้งทิ้ง
ไวป้ระมาณ 15 นาที สารละลายจะแยกเป็น 2 ชั้น จากนั้นแยกชั้นปิโตรเลียมอีเทอร์และอะซิโตนท่ีมี
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แอสตาแซนทินออกมาสกดัซ ้ า 2  คร้ังหรือจนกระทัง่ตะกอนเซลล์ไม่มีสีและสารสกดัท่ีไดไ้ม่มีสี 
แลว้น าสารสกดัแอสตาแซนทินท่ีไดม้ารวมกนั และท าให้เขม้ขน้โยการระเหยตวัท าละลายออกดว้ย
การเป่าดว้ยก๊าซไนโตรเจน ระเหยจนเหลือปริมาณของสารสหกัแอสตาแซนทินเท่ากบั 3 มิลลิลิตร 
และน าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารแอสตาแซนทินท่ีผลิตด้วยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวแบบ
สมรรถภาพสูง (HPLC) ต่อไปและค านวณหาปริมาณสารแอสตาแซนทินในหน่ายไมโครกรัมต่อ
ลิตร และไมโครกรัมต่อกรัมเซลลแ์หง้ 

 
3.6.3  กำรประยุกต์ใช้กลีเซอรอลส ำหรับกำรเจริญเติบโตและกำรผลิตสำรแอสตำแซนทิน

ของเช้ือ X. dendrorhous  
3.6.3.1  กำรศึกษำกำรใช้กลเีซอรอลเพือ่ทดแทนกลูโคสในอำหำรเลีย้งเช้ือ YM   
เตรียมอาหารท่ีทดแทนกลูโคสดว้ยกลีเซอรอล โดยมีส่วนประกอบของอาหาร (ต่อลิตร)

กลีเซอรอลท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิแลว้ 10 กรัม สารสกดัยีสต ์3 กรัม สารสกดัมอลต์ 3 กรัม และ        
เปปโตน 5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่จนครบ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นตวงอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 
มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงอดัความดนั (autoclave) 
ภายใตอุ้ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ปล่อยให้เยน็  จากนั้นปิเปตหวัเช้ือลงไป 
10  มิลลิลิตรลงไป และบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
จากนั้นเก็บตวัอยา่งมาทุกๆ 12 ชัว่โมง แลว้น าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนกัเซลล์ยีสตแ์ห้งและสกดัสาร
แอสตาแซนทินออกจากเซลลแ์ละน าไปวเิคราะห์หาปริมาณสารแอสตาแซนทินต่อไป 

3.6.3.2 กำรศึกษำกำรใช้กลีเซอรอลเพื่อส่งเสริมกำรผลิตสำรแอสตำซนทินของเช้ือ                    

X. dendrorhous  
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ YM โดยมีส่วนประกอบของอาหาร (ต่อลิตร)กลูโคส  10  กรัม  

สารสกดัยีสต ์3 กรัม สารสกดัมอลต ์3 กรัม และเปปโตน 5 กรัม กลีเซอรอลท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ
แลว้ 10 กรัมละลายในน ้ ากลัน่จนครบ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นตวงอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 
มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงอดัความดนั (autoclave) 
ภายใตอุ้ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ปล่อยให้เยน็  จากนั้นปิเปตหวัเช้ือลงไป 
10  มิลลิลิตรลงไป และบ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
จากนั้นเก็บตวัอยา่งมาทุกๆ 12 ชัว่โมง แลว้น าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนกัเซลล์ยีสตแ์ห้งและสกดัสาร
แอสตาแซนทินออกจากเซลลแ์ละน าไปวเิคราะห์หาปริมาณสารแอสตาแซนทินต่อไป 

 
3.6.3.3  กำรศึกษำกำรใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอนส ำหรับกำรผลิตสำรแอสตำ-     

แซนทนิของเช้ือ X. dendrorhous  
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กลีเซอรอลท่ีไดจ้ากการท าให้บริสุทธ์ิแลว้ น ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ 
และใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนโดยใช้ปริมาณความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลร้อยละ 20 และ    
เปปโตน  ร้อยละ 5 โดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร  จากนั้น ปิเปตหัวเช้ือลงไป 10  มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส โดยเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จากนั้นเก็บตวัอยา่งมาทุก ๆ 12 ชัว่โมง น าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนกั
เซลลย์สีตแ์หง้และสกดัสารแอสตาแซนทินออกจากเซลล์และน าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารแอสตา
แซนทินต่อไป 

 
3.6.4  กำรพสูิจน์เอกลกัษณ์สำรแอสตำแซนทนิทีผ่ลติได้จำกเช้ือ X. dendrorhous  

3.6.4.1 กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอสตำแซนทินด้วยกำรหำสเปกตรัมค่ำกำร
ดูดกลนืแสง (Absorption spectra) 

น าสารละลายแอสตาแซนทินมาตรฐาน สารสกัดแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตได้เม่ือ
เพาะเล้ียงในอาหาร YM และอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน  มาท าการสแกนเพื่อหาค่า
การดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืนในช่วง  350 – 700 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโต
มิเตอร์ Shimadzu UV-1601 จะไดส้เปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงของแอสตาแซนทิน 

3.6.4.2 กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอสตำแซนทินและหำปริมำณสำรแอสตำแซน
ทินด้วยเทคนิคโครมำโทรกรำฟีของเหลวแบบสมรรถภำพสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 

น าสารมาตรฐานแอสตาแซนทิน 0.25 กรัม ท่ีมีความบริสุทธ์ิ 95.8% มาละลายใน
คลอโรฟอร์มปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมในขวดวดัปริมาตรสีชาขนาด 50 มิลลิลิตรความ
เขม้ขน้เท่ากบั 5 กรัมต่อลิตร  เพื่อเตรียมเป็นสารละลายแอสตาแซนทินมาตรฐาน จากนั้นปิเปตสาร
มาตรฐานแอสตาแซนทินและเตรียมให้มีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนัเท่ากบั 20 40  60  80 และ 100  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC โดยวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC  
Agilent  HP 1100 series  คอลมัน์ C18  วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 474 นาโนเมตร เฟสเคล่ือนท่ีเป็นตวั
ท าละลายผสมระหว่างอะซิโตไนไตรล์กบัเมทานอลในอตัราส่วน 90:10 และอตัราการไหล 1 
มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นน าสารสกดัแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือ X. dendrorhous เม่ือเพาะเล้ียง
ในอาหาร YM อาหารกลีเซอรอลทดแทนกลูโคส อาหารกลีเซอรอลเสริมการผลิตแอสตาแซนทิน 
และอาหารกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน  มาวิเคราะห์หาปริมาณแอสตาแซนทินโดยค านวณเทียบ
กบักราฟมาตรฐานของสารแอสตาแซนทิน 
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 3.6.5 กำรหำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลิตแอสตำแซนทินเมื่อใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่ง
คำร์บอน 
  3.6.5.1 ผลของปริมำณกลเีซอรอลเร่ิมต้นต่อกำรผลติแอสตำแซนทนิ 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลท่ีได้จากการท าให้บริสุทธ์ิแล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอนความเขม้ขน้ร้อยละ 10, 20, 30 และ 50 โดยมีเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนร้อยละ 5 โดย
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร  น าไปฆ่าเช้ือ
ภายใตห้มอ้น่ึงอดัความดนัเป็นเวลา 15 นาที จากนั้น ปิเปตหวัเช้ือท่ีเตรียมไวล้งไป 10 มิลลิลิตร บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส โดยเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จากนั้นเก็บตวัอยา่งมาทุก ๆ 
12 ชัว่โมงเป็นเวลา 144 ชัว่โมง แลว้น าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนกัเซลล์ยีสตแ์ห้งและสกดัสารแอสตา
แซนทินออกจากเซลลแ์ละน าไปวเิคราะห์หาปริมาณสารแอสตาแซนทินต่อไป 
  3.6.5.2 ผลของค่ำควำมเป็นกรดด่ำงต่อกำรผลติแอสตำแซนทนิ 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลท่ีได้จากการท าให้บริสุทธ์ิแล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอนความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม โดยมีเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนร้อยละ 5 โดย
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็น
กรดด่างของอาหารท่ีเตรียมไดมี้ค่าเท่ากบั 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 น าไปฆ่าเช้ือภายใตห้มอ้น่ึงอดัความ
ดนัเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปิเปตหัวเช้ือท่ีเตรียมไวล้งไป 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส โดยเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จากนั้นเก็บตวัอยา่งมาทุก ๆ 12 ชัว่โมงเป็นเวลา 
144 ชัว่โมง แลว้น าไปวเิคราะห์หาน ้าหนกัเซลลย์สีตแ์หง้และสกดัสารแอสตาแซนทินออกจากเซลล์
และน าไปวเิคราะห์หาปริมาณสารแอสตาแซนทินต่อไป 
  3.6.5.3 ผลของเวลำในกำรผลติแอสตำแซนทินของ X. dendrorhous เมื่อเพำะเลีย้ง
ในอำหำรทีม่ีกลเีซอรอลเป็นแหล่งไนโตรเจน 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลท่ีได้จากการท าให้บริสุทธ์ิแล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอนความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม โดยมีเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนร้อยละ 5 โดยเตรียมอาหาร
เล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างของ
อาหารท่ีเตรียมไดใ้ห้มีค่าท่ีเหมาะสม น าไปฆ่าเช้ือภายใตห้มอ้น่ึงอดัความดนัเป็นเวลา 15 นาที จาก
นั้นปิเปตหวัเช้ือท่ีเตรียมไวล้งไป 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส โดยเขยา่ท่ีความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที จากนั้นเก็บตวัอย่างมาทุก ๆ 12 ชัว่โมงเป็นเวลา 144 ชัว่โมง แลว้น าไป
วเิคราะห์หาน ้าหนกัเซลลย์สีตแ์หง้และสกดัสารแอสตาแซนทินออกจากเซลล์และน าไปวิเคราะห์หา
ปริมาณสารแอสตาแซนทินต่อไป 

 



29 
 

3.6.6 กำรปรับปรุงคุณภำพของอำหำรที่มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอนเพื่อกำรผลิต

แอสตำแซนทนิของ X. dendrorhous  
 การหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ     

X. dendrorhous เม่ือกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยไดเ้ลือกใช้แหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่ง
อินทรียแ์ละอนินทรีย ์ไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่งอินทรีย ์คือ  สารสกดัยีสต์ สารสกดัมอลล์ เปปโตน 
และยูเรีย ส่วนแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ คือ แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) 
แอมโมเนียมคลอไรด์ (ammonium chloride) และแอมโมเนียมไนเตรต (ammonium nitrate) โดยใช้
ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหมาะสม และปริมาณของแหล่งไนโตรเจนโดยใช้สัดส่วนปริมาณ
คาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N) เท่ากบั 85 ซ่ึงเป็นสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการ
เจริญและการผลิตแอสตาแซนทิน  
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บทที ่4 
ผลกำรวจิยัและอภปิรำยผล 

 
 4.1  กำรศึกษำองค์ประกอบของกลเีซอรอลดิบและกำรท ำบริสุทธ์ิบำงส่วนของกลเีซอรอล 
 จากกลีเซอรอลดิบเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล มีลกัษณะขน้หนืด มีสี
น ้าตาลเขม้ โดยกลีเซอดิบเป็นส่วนท่ีเหลือจากการแยกเมธิลเอสเทอร์ของกรดไขมนัหรือไบโอดีเซล
ออกแลว้ ดงันั้นจึงมีส่วนผสมอ่ืนท่ีนอกเหนือจากกลีเซอรอลปนอยูด่ว้ย ดงันั้นจึงตอ้งวิเคราะห์ถึง
องคป์ระกอบต่าง ๆ ก่อน ทั้งน้ีเพื่อสามารถทราบปริมาณสารท่ีเป็นองคป์ระกอบและปริมาณของกลี
เซอรอล ซ่ึงส่งผลถึงขั้นตอนและวิธีการในการท าบริสุทธ์ิกลีเซอรอลเพื่อสามารถน ากลีเซอรอลท่ี
ไดม้าใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญของเช้ือและเพื่อใชใ้นการผลิตสารแอสตาแซนทินของ
เช้ือ X. dendrrhous ต่อไป 

4.1.1 องค์ประกอบของกลเีซอรอลดิบ 
จากการวเิคราะห์หาองคป์ระกอบต่าง ๆ ในกลีเซอรอลดิบ ซ่ึงไดว้เิคราะห์องคป์ระกอบต่าง ๆ 

คือ ปริมาณกลีเซอรอล เถ้า เถ้าซัลเฟต  น ้ าและสารประกอบอินทรียอ่ื์นๆ โดยหาปริมาณของกลี     
เซอรอลในกลีเซอรอลดิบดว้ยการไทเทรตดว้ยสารละลายโซเดียมเปอร์ไอโอเดตตามมาตรฐาน BS 
5711 : Part 3  พบว่ากลีเซอรอลดิบประกอบดว้ยกลีเซอรอล คิดเป็นร้อยละ 40.37  จากนั้นได้
วิเคราะห์หาปริมาณเถ้าและเถ้าซัลเฟต ตามมาตรฐาน ISO 2098-1972 และ ISO 1616-1976 
ตามล าดับ  โดยพบว่ามีปริมาณเถ้าร้อยละ 6.25 และเถ้าซัลเฟตร้อยละ 4.45  เป็นองค์ประกอบ 
นอกจากน้ีในกลีเซอรอลดิบยงัประกอบไปดว้ยน ้ า และสารอินทรียอ่ื์นๆ ท่ีไม่ใช่กลีเซอรอลคิดเป็น
ร้อยละ 53.98  และเม่ือวดัค่าความเป็นกรดด่างของกลีเซอรอลดิบพบวา่มีค่าเท่ากบั 9.0 ดงัแสดงผล
ในตารางท่ี 4.1 
ตำรำงที ่4.1  แสดงองคป์ระกอบของกลีเซอรอลดิบ 

องค์ประกอบ ปริมำณ (ร้อยละ) 
กลีเซอรอล 42.35 0.20 
เถา้ 6.25  0.12 
เถา้ซลัเฟต 4.45  0.10 
น ้าและสารอินทรียอ่ื์น ๆ 46.950.34 
ค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 
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เน่ืองจากลกัษณะของกลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็น
ของเหลวหนืด ขน้ สีน ้าตาลเขม้ด า และไม่เป็นเน้ือเดียวกนั ทั้งน้ีเพราะวา่มีส่วนผสมของไบโอดีเซล 
กรดไขมนัอิสระ กลีเซอไรด์ เศษตะกอน และสบู่ปนรวมมาดว้ย จึงท าให้ปริมาณของกลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิในส่วนผสมน้ีมีปริมาณนอ้ย โดยมีค่าคิดเป็นร้อยละ 42.35 เท่านั้น ซ่ึงยงัไม่สามารถน าไปใช้
ประโยชน์ได้ ยกเวน้เพื่อเป็นเช้ือเพลิงเท่านั้น และจากการวิเคราะห์พบว่ามีปริมาณเถ้าและเถ้า
ซัลเฟต และสารอินทรียห์ลงเหลืออยู่ในปริมาณมาก อาจเน่ืองมาจากในกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลมีการใช้สารอินทรีย์และตวัเร่งปฏิกิริยาในปริมาณมาก ท าให้บางคร้ังปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนไม่
สมบูรณ์ ไม่สามารถใช้สารอินทรีย์หรือตวัท าละลายได้หมด นอกจากน้ียงัพบสารประกอบสบู่
รวมทั้งกรดไขมนัอิสระในปริมาณมาก และเม่ือวดัค่าความเป็นกรดด่างของกลีเซอรอลดิบพบวา่มี
ค่าเท่ากบั 9.0 ซ่ึงเป็นเบส ซ่ึงเป็นผลมาจากยงัคงมีตวัเร่งปฏิกิริยาหลงเหลืออยูด่ว้ย ดงันั้นในการจะ
ใช้ประโยชน์กลีเซอรอลเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับเพาะเล้ียงเช้ือนั้น จึงตอ้งท ากลีเซอรอลให้
บริสุทธ์ิก่อน เพื่อส่วนผสมอ่ืนท่ีปนมามีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือยีสตไ์ด ้ซ่ึงส่งผลต่อการผลิต
สารแอสตาแซนทินของเช้ือดว้ย 

4.1.2 กำรท ำบริสุทธ์ิกลเีซอรอลดิบ 
จากการน ากลีเซอรอลดิบท่ีเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล มาท าให้

บริสุทธ์ิตามวิธีการของ อมร และคณะ (2550) โดยใช้กรดซัลฟิวริกในการท าปฏิกิริยาเพื่อให้กลี     
เซอรอลเกิดการแยกชั้น โดยปรับให้ค่า pH เท่ากบั 3 เพื่อก าจดัสบู่ท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการเตรียม
เป็นไบโอดีเซลใหอ้ยูใ่นรูปกรดไขมนัและเกลือ พบวา่สารผสมจะแยกออกเป็น 3 ชั้น ดงัแสดงในรูป
ท่ี 4.1 และองคป์ระกอบของสารผสมท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิกลีเซอรอล แสดงในตารางท่ี 4.2 

 

 
 
รูปที่ 4.1 แสดงการแยกชั้นขององค์ประกอบของกลีเซอรอลดิบในขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิกลี-        

เซอรอล 
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ตำรำงที ่4.2 องคป์ระกอบของส่วนผสมในขั้นตอนการท ากลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 
องค์ประกอบ ปริมำณ (ร้อยละ) 

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 86.530.25 
ชั้นกรดไขมนัอิสระ 5.350.42 
ชั้นตะกอนสบู่ 62.980.20 
ชั้นกลีเซอรอล 29.590.72 

 
จากรูปท่ี 4.1 และจากตารางท่ี 4.2  จะไดว้า่ชั้นล่างสุดเป็นส่วนของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีแยก

ได้ คิดเป็นร้อยละ 29.590.72 ของส่วนผสมทั้งหมด ซ่ึงมีลักษณะเป็นของเหลว มีความหนืด
เล็กนอ้ย สีเหลืองใส  ส่วนชั้นของตะกอนสบู่จะเป็นส่วนชั้นกลางซ่ึงมีลกัษณะเป็นคอลลอยด์ซ่ึงปน
อยูก่บัสารเจือปนอ่ืนดว้ย (charred substance) คิดเป็นร้อยละ 62.980.20 ของส่วนผสมทั้งหมดและ
ชั้นบนสุด คือชั้ นของกรดไขมันอิสระท่ีเหลือจากการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล คิดเป็นร้อยละ 
5.350.42 ของส่วนผสมทั้งหมด และจากนั้นท าการแยกส่วนของกลีเซอรอลเพื่อน าไปให้บริสุทธ์ิ
โดยท าให้เป็นกลางดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์แลว้น าไปก าจดัน ้ าออกดว้ยเคร่ืองระเหย
สุญญากาศ  จากนั้นกรองเพื่อแยกกลีเซอรอลออก  แลว้เติมเฮกเซนเพื่อก าจดักรดไขมนั น ้ ามนั โม
โนกลีเซอไรดแ์ละไดกลีเซอไรด์ท่ีหลงเหลือใหแ้ยกออกจากชั้นของกลีเซอรอล เพื่อให้กลีเซอรอลมี
ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน จากนั้นก าจดัสีของกลีเซอรอลดว้ยผงถ่านกมัมนัตพ์บวา่กลีเซอรอลท่ีไดเ้ป็น
ของเหลวใส และเม่ือผา่นขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิแลว้พบวา่จะไดป้ริมาณของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคิด
เป็นร้อยละ 86.530.25  

ซ่ึงความบริสุทธ์ิของกลีเซอรอลท่ีไดพ้บวา่มีค่าท่ีใกลเ้คียงกนักบัการศึกษาของอมร และคณะ 
(2550) ท่ีได้น ากลีเซอรอลจากกระบวนผลิตไบโอดีเซลท่ีเตรียมจากน ้ ามันพืช โดยได้ศึกษา
องคป์ระกอบในกลีเซอรอลดิบพบวา่ มีปริมาณกลีเซอรอล เถา้ น ้ าและสารอินทรียอ่ื์น ๆ เท่ากบัร้อย
ละ 31.45  55.77 และ 12.44 ตามล าดบั  และมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 9.2 และจากนั้นไดศึ้กษา
ผลของค่าความเป็นกรด่างและอุณหภูมิในการท าบริสุทธ์ิกลีเซอรอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรดด่าง
ในช่วง 2-4 และอุณหภูมิเท่ากบั 20 องศาเซลเซียส จะท าใหไ้ดก้ลีเซอรอลบริสุทธ์ิคิดเป็นร้อยละ 82-
86  ซ่ึงกลีเซอรอลท่ีบริสุทธ์ิท่ีแยกไดน้ี้สามารถน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมสบู่ได ้

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาการท ากลีเซอรอลให้บริสุทธ์ิดว้ยวิธีการต่างๆ ซ่ึงจากการศึกษาของ       
ปิยนาฏ (2547) ไดน้ ากลีเซอรอลท่ีไดจ้ากการผลิตน ้ ามนัดีเซลชีวภาพของน ้ ามนัพืชใชแ้ลว้มาท าให้
บริสุทธ์ิ ดว้ย 4 ขั้นตอน คือ การระเหยเมทานอล การก าจดัเบสโดยการท าให้เป็นกลางดว้ย
สารละลายกรดซัลฟิวริกและการสกัดส่ิงเจือปนอินทรีย์ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ การกลั่น
สุญญากาศ และการก าจดัสีและกล่ินดว้ยผงถ่านกมัมนัตพ์บว่า กลีเซอรอลท่ีผ่านการบ าบดัทั้ง 4 
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ขั้นตอน จะมีความเขม้ขน้ ประมาณ  ร้อยละ 98 โดยน ้ าหนกั และมีสมบติัเป็นไปตามท่ีมาตรฐาน
อุตสาหกรรมก าหนด ต่อมาภายหลงัพนิดา และคณะ (2550)  ไดท้  าการเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซ
อรอลท่ีเหลือทิ้งจากการผลิตไบโอดีเซลดว้ยกระบวนทางเคมี  โดยก าจดัเมทานอลดว้ยการกลัน่ท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และก าจดัสบู่ให้อยู่ในรูปของกรดไขมนัด้วยกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 7 โดยปริมาตร ท าให้กลีเซอรอลเขม้ข้นจากร้อยละ 49 เป็นร้อยละ 86  
นอกจากน้ี นพวรรณ และคณะ (2552) ไดท้  าการศึกษาในขั้นตอนการแยกองค์ประกอบของกลีเซ
อรอลจากเดิมแยกดว้ยกรด พบวา่ใชร้ะยะเวลานาน จึงศึกษาการแยกดว้ยเคร่ืองป่ันความเร็วสูง โดย
ใช้ความเร็วรอบ 720 รอบต่อนาที พบว่าสามารถลดเวลาในการแยกองค์ประกอบแต่ละชั้น 
นอกจากน้ียงัไดก้ลีเซอรอลบริสุทธ์ิสูงข้ึนจากร้อยละ 82 เป็นร้อยละ 92 ซ่ึงการใชเ้ทคนิคป่ันดว้ย
ความเร็วสูง ซ่ึงท าใหไ้ดก้ลีเซอรอลบริสุทธ์ิมากข้ึนร้อยละ 12 

 
4.2 กำรเจริญเติบโตและกำรผลิตแอสตำแซนทินของเช้ือ  Xanthophyllomyces dendrorhous  
TISTR 5730 

4.2.1  กำรเจริญเติบโตและกำรผลิตสำรแอสตำแซนทินจำกเช้ือ X. dendrorhous  ในอำหำร 
YM  

จากการเล้ียงเช้ือยีสต์ X. dendrorhous TISTR 5730 ในอาหาร YM  โดยเล้ียงในสภาวะ
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และเก็บเช้ือทุกๆ 12 ชัว่โมงเป็นเวลา 
144 ชัว่โมง  จากนั้นหาน ้ าหนกัเซลล์แห้ง และน าไปสกดัหาปริมาณแอสตาแซนทินโดยท าให้เซลล์
แตกดว้ยสารละลายไดเมทิลซลัฟอกไซด์ และสกดัดว้ยตวัท าละลายผสมปิโตรเลียมอีเทอร์และอะซิ
โตนอตัราส่วน 3 ต่อ 2 จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาปริมาณแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี HPLC 
และค านวณหาปริมาณสารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตได ้ โดยค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณสาร
แอสตาแซนทินท่ีไดแ้สดงดงัตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.2 

การเจริญของเช้ือ  X. dendrorhous TISTR 5730 พบว่าในช่วงแรกของการเจริญท่ีชัว่โมง
เร่ิมตน้ถึงชัว่โมงท่ี 36 เช้ือมีการเจริญเติบโตอยา่งชา้ๆ มีค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งประมาณ 0.04 - 0.25 
กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเช้ือยงัอยูใ่นสภาวะของการปรับตวัหรือการเตรียมการ (lag phase) เพื่อเตรียม
ความพร้อมส าหรับการเพิ่มจ านวนเซลลแ์ละปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้มและอาหาร ส่งผลให้มี
น ้ าหนกัเซลล์แห้งค่อนขา้งต ่า คือ มีค่าประมาณ 0.04 - 0.25 กรัมต่อลิตร และหลงัจากชัว่โมงท่ี 36 
เช้ือมีการเจริญเติบโตอย่างต่อเน่ืองและรวดเร็ว เพราะเร่ิมท่ีจะเขา้สู่ระยะท่ีสองของการเจริญเป็น
ระยะของการเพิ่มจ านวน เซลล์เพิ่มมากข้ึนเร่ือยๆ (log phase) จนถึงการเจริญชัว่โมงท่ี 84 น ้ าหนกั
ของเซลล์แห้งเท่ากบั 3.93 กรัมต่อลิตร  โดยเช้ือจะเขา้สู่ระยะของการเจริญคงท่ีในช่วงชั่วโมงท่ี    
84-120  เม่ือน าขอ้มูลของน ้าหนกัเซลลแ์หง้มาวเิคราะห์ผลทางสถิติแลว้ จึงกล่าวไดว้า่เช้ือมีการ 
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ตำรำงที ่4.3 แสดงการเจริญและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous 

ช่ัวโมง 
น ำ้หนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
แอสตำแซนทิน 

(ไมโครกรัมต่อลติร) 

12 0.04h 18.00k 

24 0.03i 21.64j 

36 0.25g 33.97i 

48 0.57f 66.94h 

60 2.74d 180.03g 

72 3.39c 229.52f 
84 3.93a 563.47d 

96 3.72b 614.58c 

120 3.94a 777.07b 

132 3.38c 918.72a 

144 0.77e 817.14e 

หมายเหตุ 1. ตวัอกัษรเหมือนกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P >0.05) 
2. ตวัอกัษรต่างกนั แสดงวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) 

 
รูปที ่4.2  แสดงการเจริญและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous ในอาหาร YM    

โดยเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  
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การเจริญเติบโตสูงท่ีสุดในชัว่โมงท่ี 84 เน่ืองจากชัว่โมงท่ี 84 และ ชัว่โมงท่ี 120 ไม่มีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P > 0.05)  เม่ือเช้ือเจริญเขา้สู่ชัว่โมงท่ี 132 น ้ าหนกัของเซลล์แห้งจะ
ลดลงเหลือ 3.38 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเช้ือเร่ิมเขา้สู่ระยะสุดทา้ยของการเจริญ (death phase) อตัรา
การตายสูงกวา่อตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ ทั้งอาจเน่ืองมาจากการสารอาหารถูกใชจ้นหมด และเห็น
ไดช้ดัเจนมากข้ึนเม่ือเช้ือเจริญถึงชัว่โมงท่ี 144  ซ่ึงจะพบวา่ มีน ้าหนกัแหง้ของเซลล์ลดลงเหลือเพียง  
0.77  กรัมต่อลิตร                                                                                  

ส าหรับการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ  X. dendrorhous TISTR 5730  โดยในช่วงแรก
ของการเจริญท่ีชัว่โมงเร่ิมตน้ถึงชัว่โมงท่ี 12 เช้ือผลิตสารแอสตาแซนทินไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ยมาก 
คือสามารถผลิตไดอ้ยู่ท่ีประมาณ 18 ไมโครกรัมต่อลิตรเท่านั้น ทั้งน้ีเน่ืองจากอยู่ในช่วงของการ
เจริญของเช้ือ และการสร้างองค์ประกอบต่าง ๆ ภายในเซลล์  จึงท าให้สารแอสตาแซนทินถูกผลิต
ข้ึนในปริมาณท่ีนอ้ย และเม่ือเล้ียงเช้ือต่อไปจนถึงชัว่โมงท่ี 24 พบวา่เช้ือเร่ิมท่ีจะมีการผลิตแอสตา
แซนทินไดเ้พิ่มข้ึน มีค่าเท่ากบั  21.64 ไมโครกรัมต่อลิตร และเช้ือสามารผลิตแอสตาแซนทินได้
เพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ และเพิ่มข้ึนในอตัราท่ีค่อนขา้งเร็ว ในช่วงของการเจริญคงท่ี จนปริมาณสารแอสตา
แซนทินผลิตไดม้ากท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญั (P < 0.05) ในชัว่โมงท่ี 132 โดยเช้ือสามารถผลิตสาร
แอสตาแซนทินไดเ้ท่ากบั 918.72 ไมโครกรัมต่อลิตร และหลงัจากนั้นพบว่าการสะสมของสาร
แอสตาแซนทินในเซลล์ยีสตมี์ปริมาณท่ีลดลง จนมีค่าเท่ากบั  317.14 ไมโครกรัมต่อลิตร เน่ืองจาก
เช้ือเขา้สู่ระยะของการตายของเช้ือ  ท าใหป้ริมาณของสารแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดมี้ค่าลดลง   
 

4.2.2 กำรเจริญและกำรผลติแอสตำแซนทนิในอำหำรทีม่ีกลเีซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอน 

 4.2.2.1  กำรเจริญเติบโตและกำรผลิตสำรแอสตำแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous 
TISTR 5730 เมื่อใช้กลเีซอรอลทดแทนกลูโคสในอำหำร YM   

จากการเล้ียงเช้ือยีสต ์X. dendrorhous TISTR 5730 ในสูตรอาหาร YM โดยใชก้ลี
เซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนกลูโคส โดยใชป้ริมาณกลีเซอรอลเทียบเท่ากบัปริมาณกลูโคส
ในอาหาร YM คือ  10 กรัมต่อลิตร โดยเล้ียงในเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และเก็บเช้ือทุกๆ 12 ชัว่โมงเป็นเวลา 144 ชัว่โมง จากนั้น
น าไปหาน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) และสกดัหาปริมาณแอสตาแซนทิน (ไมโครกรัมต่อลิตร)  
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ตำรำงที่ 4.4  แสดงการเจริญและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous ในอาหาร 
YM ท่ีใชก้ลีเซอรอลทดแทนกลูโคส   

ช่ัวโมง 
น ำ้หนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
แอสตำแซนทิน 

(ไมโครกรัมต่อลติร) 

ปริมำณ 
กลเีซอรอลที่เหลอื 
(กรัมต่อลติร) 

0 0.00 0.00 1.3058 
12 0.07i 16.97i 1.3003 
24 0.18h 38.07h 1.2695 
36 0.33g 74.66g 1.2663 
48 0.74f 116.91d 1.2189 
60 1.11e 144.79b 0.8187 
72 1.42d 144.34b 0.7932 
84 2.12c 141.66c 0.6356 

108 2.89a 170.41a 0.2067 
120 2.89a 104.08f 0.2046 
132 2.44b 112.82e 0.0000 

         หมายเหตุ  1. ตวัอกัษรเหมือนกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P >0.05) 
     2. ตวัอกัษรต่างกนั แสดงวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) 

 
การเจริญเติบโตของเช้ือ  X. dendrorhous TISTR 5730 ท่ีเล้ียงในอาหารท่ีใชก้ลีเซอรอล

ทดแทนกลูโคสในสูตร YM พบว่าชัว่โมงท่ี 12 ของการเจริญเช้ือมีการเจริญค่อนขา้งน้อยโดยมี
น ้ าหนกัเซลล์แห้งเพียง 0.07 กรัมต่อลิตรเท่านั้น เน่ืองจากเช้ือยงัไม่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นทนัที
ตอ้งมีการเตรียมตวัและปรับตวัให้เขา้กบัอาหารใหม่และสภาพแวดล้อมใหม่ เม่ือเวลาผ่านไปถึง
ชัว่โมงท่ี 24  พบว่าน ้ าหนกัของเซลล์แห้งมีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 0.18 กรัมต่อลิตร และหลงัจากนั้นจาก
ชัว่โมงท่ี 36 - 108 พบวา่เช้ือเขา้สู่ระยะของการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (exponential phase) ท าให้มี
การเพิ่มจ านวนเซลล์มากข้ึนอย่างรวดเร็ว และน ้ าหนักเซลล์แห้งท่ีไดมี้ค่า 0.33-2.89 กรัมต่อลิตร  
และพบวา่ท่ีชัว่โมงท่ี  108  เช้ือมีการเจริญสูงท่ีสุด โดยมีค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 2.89 กรัมต่อ
ลิตร และพบวา่เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่น ้ าหนกัเซลล์แห้งของชัว่โมงท่ี 108 และ 120 นั้น
ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P > 0.05) ซ่ึงเป็นช่วงท่ีเช้ือมีการเจริญคงท่ี  และเม่ือ
เล้ียงเช้ือต่อไปเร่ือยๆจนถึงชัว่โมงท่ี 132  พบวา่ เช้ือเขา้สู่ระยะสุดทา้ยของการเจริญแลว้  เช้ือมีการ
เจริญลดลง โดยพบวา่ค่าน ้าหนกัเซลลมี์ค่าลดลงเหลือ 2.44 กรัมต่อลิตร  
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รูปที ่4.3  แสดงการเจริญและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous ในอาหารท่ีมีกลี-
เซอรอลทดแทนกลูโคส  โดยเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150
รอบต่อนาที 

 
การผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous TISTR 5730 โดยเล้ียงในอาหาร YM ท่ีมี

กลีเซอรอลทดแทนกลูโคส  โดยสารแอสตาแซนทินถูกผลิตข้ึนตั้งแต่ช่วงแรกของการเจริญ ซ่ึง
พบวา่เช้ือสามารถผลิตสารไดม้ากข้ึนเร่ือย ๆ เป็น 2 เท่า โดยในชัว่โมงท่ี 12 พบวา่เช้ือสามารถผลิต
แอสตาแซนทินไดเ้ท่ากบั 16.97 ไมโครกรัมต่อลิตร จากนั้นเพาะเล้ียงต่อไปในชัว่โมงท่ี 24 เช้ือมี
การเจริญท่ีเพิ่มข้ึนท าให้สามารถผลิตแอสตาแซนทินเพิ่มข้ึนเป็น 38.07 ไมโครกรัมต่อลิตร และ
สามารถผลิตเพิ่มข้ึนอีกเป็น 74.66 ไมโครกรัมต่อลิตรในชัว่โมงท่ี 36  และหลงัจากนั้นพบวา่การ
ผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ ในชัว่โมงท่ี 60 – 84 พบวา่การผลิตสารแอสตาแซนทินค่อนขา้ง
คงท่ี โดยพบปริมาณสารแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดป้ระมาณ 144.34 -144.79 ไมโครกรัมต่อลิตร ซ่ึง
เม่ือวิเคราะห์ทางสถิติไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P > 0.05)  และเม่ือเวลาผา่น
ไปจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 108 พบวา่เช้ือมีการผลิตสารแอสตาแซนทินไดสู้งสุดมีค่าเท่ากบั 170.41 
ไมโครกรัมต่อลิตร ซ่ึงจากการวิเคราะห์ผลทางสถิติพบวา่เป็นเวลาท่ีเช้ือมีการผลิตสารแอสตาแซน
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ทินสูงท่ีสุดอย่างมีนัยส าคญั (P < 0.05)  และหลังจากนั้นในชั่วโมงท่ี 108 – 120 พบว่า                    
X. dendrorhous  ผลิตสารแอสตาแซนทินไดใ้นปริมาณท่ีลดลง  

ในการใชก้ลีเซอรอลของเช้ือ X. dendrorhous TISTR 5730 ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอล
ทดแทนกลูโคสในอาหาร YM  พบวา่เช้ือมีการน ากลีเซอรอลไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน 
โดยเช้ือมีการน ากลีเซอรอลไปใชเ้พื่อการเจริญเติบโตและผลิตสารแอสตาแซนทิน โดยปริมาณกลี
เซอรอลเร่ิมตน้ท่ีใช้ทดแทนกลูโคส มีปริมาณ  1.3058  กรัมต่อลิตร  และจากการเพาะเล้ียงเช้ือ       
X. dendrorhous พบวา่ในระยะแรกของการเจริญ   กลีเซอรอลถูกน าไปใชไ้ดเ้พียงเล็กนอ้ย หลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 36 พบวา่เช้ือสามารถน ากลีเซอรอลไปใชไ้ดใ้นปริมาณท่ีมากข้ึนเน่ืองจากเช้ืออยูร่ะยะการ
เจริญแบบทวีคูณ จึงมีการน าเอากลีเซอรอลไปใชใ้นการแบ่งเซลล์และผลิตสารแอสตาแซนทิน ซ่ึง
พบวา่เช้ือสามารถน ากลีเซอรอลไปใชไ้ดอ้ยา่งต่อเน่ือง จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 120 เหลือกลีเซอรอล
อยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือเพียง 0.2046 กรัมต่อลิตรเท่านั้น และเม่ือท าการเล้ียงเช้ือต่อไปอีกจนถึงชัว่โมง
สุดทา้ย คือ ชัว่โมงท่ี 132 ไม่พบปริมาณกลีเซอรอลท่ีเหลืออยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ เน่ืองจากเช้ือน ากลี
เซอรอลไปใชไ้ดจ้นหมด  

 
4.2.2.2 กำรเจริญเติบโตและกำรผลิตสำรแอสตำแซนทินจำกเช้ือ X. dendrorhous TISTR 

5730   โดยใช้กลเีซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอน  
จากการเล้ียงเช้ือยีสต ์X. dendrorhous TISTR 5730 ในอาหารกลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีเตรียมได้

จากกลีเซอรอลดิบจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีเปปโตนเป็นแหล่ง

ไนโตรเจน โดยความเขม้ขน้ของกลีแซอรอลบริสุทธ์ิเร่ิมตน้ร้อยละ 20 โดยน ้ าหนกั จากนั้นเล้ียงเช้ือ

ภายใตส้ภาวะความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และท าการเก็บเช้ือทุกๆ 

12 ชัว่โมงเป็นเวลา 288 ชัว่โมง   

จากการทดลองไดน้ ากลีเซอรอลไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนของเช้ือ X. dendrorhous TISTR 

5730 ร่วมกบัการใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมมีปริมาณกลีเซ

อรอลเร่ิมตน้อยู ่13.6911 กรัมต่อลิตร ตามตารางท่ี 4.5 และจากรูปท่ี 4.4 แสดงให้เห็นถึงการน ากลี

เซอรอลไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนของเช้ือ โดยพบวา่เช้ือ X. dendrorhous  มีการน ากลีเซอรอลไปใช้

เพียงเล็กน้อยอย่างต่อเน่ือง จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 288 ซ่ึงเป็นชัว่โมงสุดทา้ย เม่ือวิเคราะห์ปริมาณ

กลีเซอรอลยงัพบว่ามีกลีเซอรอลเหลืออยู่ในอาหาร  4.4394 กรัมต่อลิตร แสดงว่าเช้ือยงัไม่มี

ความสามารถน ากลีเซอรอลไปใชไ้ดห้มด  
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ตำรำงที่ 4.5 แสดงการเจริญและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous ในอาหารท่ีมี           
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 

ช่ัวโมง 
น ำ้หนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

แอสตำแซนทิน 
(ไมโครกรัมต่อลติร) 

ปริมำณ 
กลเีซอรอลที่เหลอื 
(กรัมต่อลติร) 

0 - - 13.6911 
12 0.06o 0.00t 12.6268 
24 0.18n 0.00t 12.0332 
36 0.97m 281.66s 8.8444 
48 0.99m 332.94r 8.4348 
60 1.68l 541.25q 8.4348 
72 2.70k 649.20p 8.1819 
96 3.76j 1,415.77o 7.6663 

120 4.58h 1,496.60n 7.6062 
132 4.77f 1,630.35m 7.5764 
144 4.40i 1,657.03l 7.2440 
156 4.68g 1,741.09k 7.2153 
168 4.70gf 1,969.88i 7.2153 
180 5.50e 1,903.02j 6.8183 
192 5.93d 2,005.75h 6.6851 
204 5.93d 2,067.32g 6.6851 
216 6.81b 2,241.30f 6.2394 
228 6.75b 2,544.40d 5.9328 
240 6.75b 2,451.42e 5.9092 
264 6.66c 3,406.66a 5.8394 
276 6.94a 3,243.33b 4.9216 
288 6.64c 2,922.61c 4.4394 

หมายเหตุ 1. ตวัอกัษรเหมือนกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P >0.05) 
            2. ตวัอกัษรต่างกนั แสดงวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) 
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รูปที่ 4.4   แสดงการเจริญและการผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous  ในอาหารท่ีมี     

กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที 

 
 จากการทดลองไดเ้ปรียบเทียบการเจริญและปริมาณแอสตาแซนทินจากอาหารท่ีใชใ้นการ

เล้ียงเช้ือทั้ง 3 ชนิด คือ อาหาร YM อาหารท่ีใชก้ลีเซอรอลทดแทนกลูโคส อาหารท่ีใชก้ลีเซอรอล
เป็นแหล่งคาร์บอน แสดงดงัตารางท่ี  4.6 พบวา่เม่ือใชป้ริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ร้อยละ 20  ร่วมกบั
การใชเ้ปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน เช้ือยสีต ์ X. dendrorhous สามารถเจริญเติบโตและผลิตแอสตา
แซนทินไดดี้ท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญั (P < 0.05) มีค่าเท่ากบั 6.66 กรัมต่อลิตร และ 3.407  มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 264 และ 276 ชัว่โมง ตามล าดบั ส่วนการเล้ียงเช้ือในอาหาร YM  พบว่า
น ้าหนกัเซลลแ์ห้งและปริมาณแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตไดมี้ค่าเท่ากบั 3.94  กรัมต่อลิตรและ 0.919  
มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 120 และ132 ชัว่โมง ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ปริมาณแอสตาแซน
ทินท่ีเล้ียงในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนมีค่าสูงกว่าปริมาณแอสตาแซนทินท่ีเล้ียงใน
อาหาร YM และอาหารท่ีใชก้ลีเซอรอลทดแทนกลูโคสสูงถึง 3.71 และ 19.99 เท่า ตามล าดบั การ
เล้ียงเช้ือในอาหารท่ีใชก้ลีเซอรอลทดแทนกลูโคสพบวา่เช้ือ X. dendrorhous  สามารถเจริญและผลิต
สารแอสตาแซนทินไดเ้พียง 2.90 กรัมต่อลิตร และ 0.170 มิลลิกรัมต่อลิตร  ตามล าดบั เม่ือเล้ียงเป็น
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เวลา 108 ชัว่โมง  ซ่ึงมีการเจริญและปริมาณแอสตาแซนทินน้อยมาก เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหาร
ชนิดอ่ืนๆ เน่ืองมาจากวา่ปริมาณกลีเซอรอลท่ีใช้ทดแทนกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณท่ีนอ้ย
เกินไป ไม่เพียงพอต่อความตอ้งการของเช้ือ จึงมีการเจริญและผลิตแอสตาแซนทินไดค้่อนขา้งนอ้ย 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณกลีเซอรอลท่ีเหลือในอาหาร จะเห็นไดว้า่เช้ือมีการใชก้ลีเซอรอลค่อนขา้ง
เร็วและต่อเน่ือง จนกระทัง่ใช้ไดห้มดในชัว่โมงท่ี 132  อย่างไรก็ตามปริมาณกลีเซอรอลท่ีพบใน
อาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนเร่ิมตน้มีประมาณ 13.69 กรัมต่อลิตร หลงัจากการเล้ียงเช้ือ
เป็นเวลา 288 ชัว่โมงพบวา่มีปริมาณกลีเซอรอลเหลืออยู ่ 4.44 กรัมต่อลิตร จากปริมาณกลีเซอรอลท่ี
เหลืออยู่น้ี ท  าให้สามารถคาดการณ์ได้ว่าในการศึกษาคร้ังต่อไป ควรจะใช้ปริมาณกลีเซอรอลท่ี
ลดลง เพื่อใหเ้ช้ือสามารถน ากลีเซอรอลไปใชไ้ดอ้ยา่งคุม้ค่าและมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด  
 
ตำรำงที ่4.6  แสดงน ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณแอสตาแซนทินสูงสุดท่ีเช้ือ X. dendrorhous ผลิต  
             ไดใ้นอาหารทั้ง 3 สูตร 
 

ชนิดของอำหำร 
 

น ำ้หนักแห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมำณแอสตำแซนทิน 
(มิลลกิรัมต่อลติร)  

YM 3.94b 0.919b 
กลีเซอรอลทดแทน
กลูโคสในอาหาร YM 

2.89c 0.170c 

กลีเซอรอลเป็นแหล่ง
คาร์บอน 

6.66a 3.407a 

หมายเหตุ 1. ตวัอกัษรเหมือนกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P >0.05) 
2. ตวัอกัษรต่างกนั แสดงวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) 

 
จากการศึกษาของ Endang และคณะ (1998)  ท่ีมีการน ากลีเซอรอลมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน

ของเช้ือยีสต์ X. dendrorhous  เพื่อผลิตสารแอสตาแซนทิน โดยน ากลีเซอรอลทางการคา้มาเป็น
แหล่งคาร์บอนร่วมกับยีสต์สกัดและเปปโตน เพื่อผลิตสารแอสตาแซนทินโดยเช้ือ Phaffia 
rhodozyma PR 190 พบวา่อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดมีค่าเท่ากบั 0.25±0.02 ต่อชัว่โมง มีปริมาณ
ของสารแอสตาแซนทินทั้งหมดมีค่าเท่ากบั 0.76 มิลลิกรัมต่อกรัม ผลไดข้องมวลชีวภาพจากกลี-   
เซอรอลเพียงอยา่งเดียวมีค่าเท่ากบั 0.5±0.02 กรัมต่อกรัม เม่ือเปรียบเทียบอตัราการผลิตสารแอสตา
แซนทินจ าเพาะกบัอตัราการเจริญสูงสุด พบวา่มีอตัราการเจริญจ าเพาะมีค่าเท่ากบั 0.075 ต่อชัว่โมง  
มีปริมาณแอสตาแซนทินมากสุดมีค่าเท่ากบั 33.7 มิลลิกรัมต่อลิตร หลงัจากกระบวนการหมกัเป็น
เวลา 168 ชัว่โมง   
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นอกจากจะมีการน ากลีเซอรอลมาใชเ้ป็นแหล่งของคาร์บอนเพื่อผลิตสารแอสตาแซนทินแลว้ 
ยงัมีการน ากลีเซอรอลมาเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อผลิตสารอ่ืน อาทิเช่น 
การศึกษาของ Eda และคณะ (2008)  ท่ีศึกษาการผลิต recombinant human erythropoietin 
(rHuEPO) โดยน ากลีเซอรอลดิบท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาเป็นแหล่งคาร์บอนให้กบั
เช้ือ Pichia pastoris  โดยใชว้ตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลท่ีแตกต่างกนั เช่น ดอกคาโนล่า (canola) 
ขา้วโพด  ถัว่เหลือง และดอกทานตะวนั ผสมกบัเมทานอลบริสุทธ์ิในอตัราส่วน 1 ต่อ 6 หรือ 1 ต่อ 3 
โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 หรือ ร้อยละ 5 (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาใน
การทดลองพบว่ากลีเซอรอลท่ีไดจ้ากคาโนลาเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีท่ีสุด โดยใชค้าโนลาต่อเมทา
นอล ในอตัราส่วน 1 ต่อ 6 โมลาร์ และความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 (น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ไดผ้ลผลิตสูงสุดเท่ากบั 31 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของเซลล์มีค่าเท่ากบั 10.5 กรัม
ต่อลิตร ผลผลิตท่ีไดจ้ากสับสเตรตมีค่าเท่ากบั 1.48 มิลลิกรัมต่อกรัม ผลไดข้องเซลล์ต่อสับสเตรตมี
ค่าเท่ากบั 0.57 มิลลิกรัมต่อกรัม และพบว่าอตัราส่วนของการใชก้ลีเซอรอลดิบให้ค่าต่างๆสูงกว่า
การใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ถึง 4 เท่า  นอกจากน้ีกมลดารา (2552) ได้ศึกษาการเล้ียงเช้ือ Pichia 
pastoris GS115 เพื่อการผลิตมวลเซลล์และสารเมทาบอไลซ์  โดยใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งอาหาร
คาร์บอน พบวา่เช้ือมารถผลิตกรดอะซิติก  เอทานอลและ กรดซิตริกได ้ โดยชนิดและปริมาณของ
สารเมทาบอไลท์ท่ีผลิตได ้ข้ึนอยูก่บัแหล่งไนโตรเจนและเกลือท่ีเติมลงไป เม่ือศึกษาส่วนประกอบ
ของอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตมวลเซลล์โดยใช้วิธี Central Composite Design (CCD) 
พบวา่สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตมวลเซลล์ประกอบดว้ยกลีเซอรอลมีค่าเท่ากบั 28.33 กรัม
ต่อลิตร เปปโตนมีค่าเท่ากบั 8.5 กรัมต่อลิตร  แอมโมเนียมซลัเฟตมีค่าเท่ากบั 5.0 กรัมต่อลิตร และ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมีค่าเท่ากบั 0.5 กรัมต่อลิตร ท าให้สามารถผลิตมวลเซลล์ไดมี้ค่า
เท่ากบั 8.66 กรัมต่อลิตร และเม่ือศึกษาผลของสภาวะในการเพาะเล้ียงในฟลาสก์ต่อการผลิตมวล
เซลล์ พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียง คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระดบัพีเอชเร่ิมตน้  
เท่ากบั 5.5  อตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที หลงัจากการศึกษาส่วนประกอบของอาหารและสภาวะ
ในการเพาะเล้ียง พบว่ามวลเซลล์ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในถงัหมกัมีค่าเพิ่มข้ึนเป็นสองเท่าจากการ
เพาะเล้ียงในฟลาสก ์โดยไดม้วลเซลลสู์งสุด 18.93 กรัมต่อลิตร และประสิทธิภาพในการผลิตเท่ากบั 
0.67 กรัมของมวลเซลลต่์อกรัมของกลีเซอรอลท่ีเกิดข้ึนจากการเพาะเล้ียงในถงัหมกั 

 ในปัจจุบันพบว่าได้มีการน าของเหลือทิ้งหรือผลพลอยได้จากกระบวนการต่างๆ มา
ประยุกต์ใช้เพื่อน ามาเป็นแหล่งคาร์บอนให้กบัเช้ือจุลินทรียเ์พื่อผลิตสารแอสตาแซนทิน จาก
การศึกษาของ Ramirez และคณะ (2006) ท่ีมีการน าสายพนัธ์ุกลายของเช้ือยีสต ์Phaffia rhodozyma 
ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร Yucca ท่ีมีการเพาะเล้ียงแบบก่ึงกะ โดยมีการเปล่ียนแปลงพีเอชพบวา่การ
เพิ่มปริมาณยีสตส์กดัและออกซิเจนมีผลท าให้การผลิตแอสตาแซนทินและมวลชีวภาพเพิ่มมากข้ึน
อย่างมีนัยส าคญั  มีการผลิตแอสตาแซนทินสูงสุดเป็น 23.810 มิลลิกรัมกรัมต่อลิตร และมีมวล
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ชีวภาพเป็น 39 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาของ Tinoi และคณะ (2006) ไดศึ้กษาการผลิตสารแอสตา
แซนทินโดยเช้ือยสีต ์ Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR 5730 ท่ีน าของเหลือทิ้งจากการผลิต
มสัตาร์ดท่ีแตกต่างกนัมาท าเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ  พบว่ามีการเจริญเติบโตและการผลิตสารแอสตา
แซนทินไดดี้ท่ีสุดในอาหาร MPH (mustard waste precipitated hydrolysate) ซ่ึงพบว่าผลไดข้อง
มวลชีวภาพมีค่าเท่ากบั 19.6 กรัมต่อลิตร และปริมาณสารแอสตาแซนทินท่ีผลิดไดมี้ค่าเท่ากบั 25.8 
กรัมต่อลิตร การใช้อาหาร MPH จะท าให้ได้ผลผลิตสารแอสตาแซนทินท่ีสูงกว่าอาหาร YM 
ธรรมดา และเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีมาจากของเหลือทิ้งจากการผลิตมสัตาร์ดชนิดอ่ืนๆ พบวา่มี
ค่ามากกวา่เป็น 1.3-2.1 เท่า ต่อมา Jirasripongpun (2007) ไดศึ้กษาการผลิตแคโรทีนอยด์โดยเช้ือ
ยีสต ์X. dendrorhous ท่ีกลายพนัธ์ุโดยรังสีแกมม่า (GM807)  หรือรังสีนิวตรอน (n485) ท่ีสามารถ
เจริญเติบโตได้ในกากน ้ าตาล พบว่าผลิตแคโรทีนอยด์ได้ร้อยละ 5 ปริมาตรต่อปริมาตรของ
กากน ้ าตาล โดยท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 วนั ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 4 พบว่าสายพนัธ์ุ 
GM807 สามารถผลิตแคโรทีนอยดไ์ดม้ากกวา่สายพนัธ์ุ N485 ถึง 1.5 เท่า และยงัพบวา่ความเขม้ขน้
ของกากน ้ าตาลไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของยีสต์แต่มีผลต่อการสร้างแคโรทีนอยด์ซ่ึงสามารถ
ผลิตไดมี้ค่าเท่ากบั 450 ไมโครกรัมต่อกรัมยสีต ์จากการศึกษาขา้งตน้ พบวา่มีการน าของเหลือทิ้งมา
ประยุกต์ใช้เพื่อเป็นสับสเตรตในการผลิตสารแอสตาแซนทิน ซ่ึงจากการทดลองคร้ังน้ีไดมี้การน า
กลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาเป็นสับสเตรตเพื่อผลิตแอสตา-
แซนทินโดยเช้ือ Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR 5730 เช่นเดียวกนั   

อยา่งไรก็ตามกลีเซอรอลดิบท่ีเป็นผลพลอยไดน้ั้นมีความเป็นพิษต่อเซลล์จุลินทรียเ์น่ืองจากมี    
เมทานอลหรือเอทานอลหลงเหลืออยู ่ดงันั้นจุลินทรียท่ี์สามารถจะเจริญไดต้อ้งทนต่อแอลกอฮอล์ได ้ 
ฉะนั้นจึงจ าเป็นตอ้งน ากลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดม้าผา่นกระบวนการแยกกลีเซอรอลให้บริสุทธ์ิ 
เพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมต่างๆไดม้ากกวา่กลีเซอรอลดิบ ซ่ึงจากผลการทดลองในการ
ใช้กลีเซอรอลท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิมาเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อใช้เล้ียงเช้ือยีสต์ X. dendrorhous 
ตอ้งใชร้ะยะเวลาในการเล้ียงเพื่อให้สามารถผลิตแอสตาแซนทินไดสู้งสุดท่ียาวนานกวา่สูตรอาหาร
YM และอาหารท่ีใชก้ลีเซอรอลทดแทนกลูโคส ซ่ึงในการทดลองคร้ังน้ียงัไม่ไดท้  าการศึกษาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการทดลอง ดงันั้น จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาในเร่ืองของสภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือ อาทิ
เช่น ความเร็วรอบ อุณหภูมิ ระยะเวลา ความเป็นกรดด่าง ปริมาณกลีเซอรอล เป็นตน้ เพื่อให้เช้ือ  X. 
dendrorhous สามารถผลิตแอสตาแซนทินไดสู้งสุดในระยะเวลาท่ีสั้ นลง ซ่ึงตอ้งท าการศึกษากนั
ต่อไปในอนาคต 
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4.3  กำรพสูิจน์เอกลกัษณ์ของแอสตำแซนทนิทีผ่ลติได้จำกเช้ือ X. dendrorhous  TISTR 5730  
4.3.1   กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอสตำแซนทินด้วยกำรหำสเปกตรัมค่ำกำรดูดกลืนแสง  
(Absorbtion spectra) 
การวิเคราะห์หาสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารแอสตาแซนทินดว้ยเคร่ืองสเปก

โตโฟโทมิเตอร์ Shimadzu UV-1601โดยน าสารละลายแอสตาแซนทินท่ีเช้ือ X. dendrorhous 
TISTR 5730 ผลิตไดเ้ม่ือเล้ียงในอาหาร YM และในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน มา
วเิคราะห์ท่ีความยาวคล่ืน 300-700 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกบัสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงของ
สารมาตรฐานแอสตาแซนทิน ไดผ้ลดงัแสดงในรูปท่ี 4.4  พบว่าสเปกตรัมค่าการดูดกลืนของสาร
แอสตาแซนทินท่ีผลิตไดมี้ลกัษณะเหมือนกบัสารมาตรฐานแอสตาแซนทิน โดยพบวา่ค่าความยาว
คล่ืนท่ีสารแอสตาแซนทินดูดกลืนแสงมากท่ีสุดคือ 474 นาโนเมตร  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5   แสดงสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงของสารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือ X. dendrorhous ผลิต 

ได้ท่ีความยาวคล่ืน 300-700 นาโนเมตร  ก.) สารมาตรฐานแอสตาแซนทิน  ข.) สาร 
แอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตไดเ้ม่ือเล้ียงในอาหาร YM  ค.) สารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตได้
เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 
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4.3.2   กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอสตำแซนทินด้วยเทคนิคโครมำโทรกรำฟีของเหลวแบบ   
สมรรถภำพสูง  (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

น าสารมาตรฐานแอสตาแซนทิน สารแอสตาแซนทินท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือท่ีผลิตข้ึนในอาหาร 
YM และอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC Shimadzu, Japan, 
LC-20AD โดยใชค้อลมัน์ GL Science Inc., Japan C18 ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 474 นาโน
เมตร โดยมีเฟสเคล่ือนท่ีเป็นตวัท าละลายผสมอะซิโตไนไตรลก์บัเมทานอลอตัราส่วน 9 ต่อ 1  อตัรา
การไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที  ไดโ้ครมาโทแกรมดงัแสดงในรูปท่ี 4.4  จากโครมาโทแกรมท่ี
ไดพ้บวา่สารมาตรฐานแอสตาแซนทินใช้เวลาในการเคล่ือนท่ีผา่นคอลมัน์นบัจากเวลาเร่ิมตน้ของ
การวิเคราะห์ถึงต าแหน่งเวลาท่ีดีเทคเตอร์อ่านสัญญาณสูงสุด หรือค่าเวลารีเทนชนั (retention time, 
Rt) มีค่าเท่ากบั 8.42 นาที  และเม่ือวิเคราะห์สารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือ X. dendrorhous ผลิตไดใ้น
อาหาร YM และในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่ามีค่าเวลารีเทนชนัเท่ากบั  8.42 
และ 8.40 นาที ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบค่าเวลารีเทนชนัท่ีไดจ้ากสารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตได้
กบัสารมาตรฐานแอสตาแซนทินพบวา่มีค่าใกลเ้คียงกนั 

ในการศึกษาเพื่อพิ สูจน์เอกลักษณ์โดยเทคนิคการหาสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสง 
(Absorption spectra) ดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโทมิเตอร์ เพื่อหาสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงท่ีจ าเพาะ
ของสารแอสตาแซนทิน พบวา่สารแอสตาแซนทินมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุดเท่ากบั 
474 นาโนเมตร จากนั้นไดพ้ิสูจน์เอกลกัษณ์สารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตข้ึนอีกคร้ังด้วยเทคนิค 
HPLC  จากโครมาโทแกรมแสดงให้เห็นว่าพีคหลกัท่ีพบคือสารแอสตาแซนทินมีค่าเวลารีเทนชนั
ประมาณ 8.4 นาที  ซ่ึงพีคอ่ืนท่ีพบอาจเป็นสารแคโรทินอยด์ชนิดอ่ืน คาดวา่อาจเป็น เบตา-แคโรทีน 
เน่ืองจากแบตา-แคโรทีนเป็นสารตั้งต้นในการเปล่ียนเป็นแอสตาแซนทินในวิถีของเช้ือ  X.  
dendrorhous  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Parajo และคณะ (1997) พบวา่การผลิตแคโรทินอยด์
โดยเช้ือยสีต ์ X.  dendrorhous  การเจริญข้ึนอยูก่บัปริมาณความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของไซโลสในอาหาร
เล้ียงเช้ือ  ซ่ึงแคโรทีนอยด์ท่ี X.  dendrorhous  สร้างข้ึนส่วนใหญ่คือแอสตาแซนทิน นอกจากน้ียงั
พบเอคไคนีโนน 3-ไฮดรอกซีเอคไคนีโนนและแคน-ตาแซนทินอีกดว้ย ต่อมา Vazquez (2001) ได้
ศึกษาอิทธิพลของแสงท่ีมีผลต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ของเช้ือ Xanthophyllomyces dendrorhousใน 
6 สายพนัธ์ุ (ATCC 24202, ATCC24203, ATCC 24228, ATCC 24229, ATCC 24261 และ  NRRL 
Y-10921) ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีไซโลส แคโรทีนอยด์ถูกผลิตข้ึนจากในสภาวะท่ีมีแสงหรือไม่มีแสง 
จากนั้นจะถูกสกดัออกจากมวลชีวภาพ และพิสูจน์เอกเอกลกัษณ์และปริมาณดว้ยเทคนิค HPLC ซ่ึง
สายพนัธ์ุทั้งหมดสามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดีในสภาวะท่ีมีแสงสว่าง พบว่าสายพนัธ์ุ ATCC 
24202 สามารถผลิตแคโรทีนอยดห์ลกัคือแอสตาแซนทิน โดยความเขม้ขน้แอสตาแซนทินท่ีผลิตใน
สภาวะท่ีมีแสงพบว่ามีปริมาณเพิ่มข้ึนร้อยละ 65 เม่ือเปรียบเทียบกบัการเจริญในสภาวะไม่มีแสง  
นอกจากน้ียงัมีการผลิตแคโรทีนอยดช์นิดอ่ืนอีก อาทิ 
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รูปที่ 4.6  แสดงโครมาโทแกรมของสารแอสตาแซนทิน ก) สารมาตรฐานแอสตาแซนทิน                      

ข) สารสกดัแอสตาแซนทินจากอาหาร YM ค) สารสกดัแอสตาแซนทินจากอาหารท่ีใช้
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน  

 
 
 

ก.) 

ข.) 

ค.) 
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เช่น แคนตาแซนทิน (canthaxanthin) 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร เอคไคนีโนน  0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบวา่มีความเขม้ขน้นอ้ยมากเม่ืออยูใ่นสภาวะไม่มีแสง โดยเฉพาะเอคไคนีโนนไม่สามารถตรวจพบ
ไดใ้นสภาวะท่ีมีแสง  นอกจากน้ียงัมีการศึกษาของ Ukibe และคณะ (2008) โดยใชเ้ทคนิคโฟรไซโต
เมททรี  (flow cytometry, FCM) มาใชใ้นการตรวจหาเช้ือ X. dendrorhous สายพนัธ์ุกลาย ซ่ึงผลิต
แอสตาแซนทินไดใ้นปริมาณท่ีมากข้ึน โดยทดสอบความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณแอสตาแซนทิน
ภายในเซลลก์บัความเขม้ของฟลูออเรสเซนตท่ี์เปล่งออกมาจากเซลล ์พบวา่ความยาวคล่ืนสูงสุดของ
แอสตาแซนทินท่ีละลายในอะซิโตนจะมีค่าเท่ากบั 570 นาโนเมตร แต่ปริมาณแอสตาแซนทิน
ภายในเซลล์มีการเปล่งแสงท่ีความยาวคล่ืน 675 นาโนเมตร ซ่ึงแตกต่างกนัตามสายพนัธ์ุของ X. 
dendrorhous จึงใชก้ารเปล่งแสงท่ีความยาวคล่ืน 675 นาโนเมตร ในการทดสอบ แลว้ตรวจหาเซลล์
ท่ีท าให้กลายพนัธ์ุดว้ยเอทิลมีเทนซัลโฟเนต พบว่าประสบความส าเร็จในการคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ี
สามารถผลิตแอสตาแซนทินไดสู้งถึง 1.5-3.8 เท่าเม่ือเทียบกบัสายพนัธ์ุเดิม ซ่ึงจากงานวิจยัดงักล่าว
ขา้งตน้ พบวา่ เช้ือยสีต ์X. dendrorhous สามารถผลิตแคโรทีนอยดห์ลกัคือแอสตาแซนทิน 

 
 4.4 กำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิตแอลตำแซนทินเมื่อใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่ง
คำร์บอน 
  4.4.1 ควำมเข้มข้นเร่ิมต้นทีเ่หมำะสมของกลเีซอรอลในกำรผลติแอสตำแซนทนิ 
   ในการเพาะเล้ียงเช้ือ X. dendrorhous ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้
ปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ต่างกนั โดยแปรผนัปริมาณกลีเซอรอลในช่วง 5 – 50 กรัมต่อลิตร พบวา่
ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 4.7  โดยจะพบว่าเม่ือเพิ่มปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมต้นให้มากข้ึน เช้ือ
สามารถเจริญและผลิตแอสตาแซนทินไดม้ากข้ึน  และแต่ละความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกลีเซอรอลพบ
ว่าความสามารถในการผลิตแอสตาแซนทินจะแตกต่างกนั และ โดยปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ท่ี
พบวา่เช้ือมีการเจริญและสามารถผลิตแอสตาแซนทินไดม้ากท่ีสุดคือ 50 กรัมต่อลิตร  โดยมีน ้ าหนกั
เซลล์แห้งเท่ากบั 13.3 กรัมต่อลิตร และปริมาณแอสตาแซนทินเท่ากบั 19.2 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ
คิดเป็นผลผลิตเทียบกบัปริมาณกลีเซอรอลเท่ากบั 0.60 มิลลิกรัมต่อกรัมกลีเซอรอลท่ีถูกใชไ้ป โดยมี
อตัราในการผลิตแอสตาแซนทินเท่ากบั 0.16 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง แต่ร้อยละของกลีเซอรอล
ถูกใช้ไปเท่ากับร้อยละ 64 เท่านั้นท าให้เหลือกลีเซอรอลปริมาณร้อยละ 36  ดังนั้นในการผลิต
แอสตาแซนทินเพื่อให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด พบว่าปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ท่ีความเขม้ขน้ 30  
กรัมต่อลิตร สามารถผลิตแอสตาแซนทินไดมี้ประสิทธิภาพสูงสุดเทียบเท่ากบัการใชก้ลีเซอรอลท่ี
ความเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตรโดยใชเ้วลาในการเพาะเล้ียง 120  ชัว่โมง ซ่ึงพบวา่ความสามารถในการ
ใชก้ลีเซอรอลในอาหารไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ดงันั้นในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแอสตาแซน
ทินใหไ้ดป้ระสิทธิภาพสูงสุดจะใชป้ริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ 20 กรัมต่อลิตร 
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ตำรำงที ่4.7  แสดงผลของปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ในกระบวนการผลิตแอสตาแซนทินของ         

X. dendrorhous  

ตัวแปร (Parameters)          ปริมำณกลเีซอรอลเร่ิมต้น (กรัมต่อลติร) 
 

5 10 20 30 50 
Cultivation time (h) 
Glycerol consumption (g/L) 
Glycerol consumption (%) 
Astaxanthin content (mg/L) 
Astaxanthin yield coefficient (mg/g glycerol 
consumed) 
Astaxanthin production rate (mg/L.h) 
Cell dry weight (g/L) 
Cell yield coefficient (g /g glycerol  consumed) 
Cell production rate (g/L.h) 

 96 
5 

100 
2.25 
0.45 

 
0.02 
2.10 
 0.42 
0.02 

 108 
10 

100 
6.54 
0.62 

 
0.06 
4.15 
0.42 
0.04 

120 
20 

100 
12.15 
0.61 

 
0.10 
8.45 
0.42 
0.07 

120 
30 

100 
18.6 
0.62 

 
0.16 
12.7 
0.42 
0.11 

120 
32 
64 

19.2 
0.60 

 
0.16 
13.3 
0.42 
0.11 

   
4.4.2  ค่ำควำมเป็นกรดด่ำงของอำหำรเลีย้งเช้ือที่มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอน

ในกำรผลติแอสตำแซนทนิ 
ในการศึกษาค่าความเป็นกรดด่างของอาหารท่ีมีกลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้ 30 กรัม

ต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous โดยไดป้รับค่า
ความเป็นกรดด่างของอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 และเพาะเล้ียงเป็นเวลา 120 
ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสเซียส จากนั้นวดัการเจริญและปริมาณแอสตาแซนทินท่ีผลิตได้
พบวา่ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 4.8 จากการผลการทดลองพบวา่ในช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 – 
7.0 พบเช้ือ  X. dendrorhous มีการเจริญและผลิตแอสตาแซนทินไดใ้นปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนั แต่ค่า
ความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 6.0 เช้ือมีการเจริญและผลิตแอสตาแซนทินไดม้าก
ท่ีสุด โดยในการเจริญของเช้ือ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6.0 พบมีน ้าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 
13.4 กรัมต่อลิตร โดยมีอตัราการเจริญเท่ากบั 0.11 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง คิดเป็นผลผลิตเซลลล์ท่ีได้
เทียบกบัปริมาณกลีเซอรอลท่ีใชเ้ท่ากบั 0.45 กรัมต่อกรัมกลีเซอรอล ส่วนการผลิตแอสตาแซนทิน
ของ  X. dendrorhous พบวา่เช้ือสามารถผลิตแอสตาแซนทินไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 19.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ผลผลิตแอสตาแซนทินท่ีได้เม่ือเทียบกับปริมาณกลีเซอรอลท่ีถูกใช้ไปมีค่าเท่ากบั  0.65  
มิลลิกรัมต่อกรัมกลีเซอรอล โดยมีอตัราในการผลิตแอสตาแซนทินเท่ากบั 0.16 กรัมต่อลิตรต่อ
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ชัว่โมง นอกจากน้ีพบวา่เม่ืปรับค่าความเป็นกรดด่างให้นอ้ยกวา่หรือมากกวา่ 6.0 พบวา่เช้ือจะมีการ
เจริญและผลิตแอสตาแซนทินไดน้อ้ยลง  
 
ตำรำงที ่4.8  ผลของค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนในการ

ผลิตแอสตาแซนทินของ  X. dendrorhous  

ตัวแปร (Parameters)                  ค่ำควำมเป็นกรดด่ำงเร่ิมต้น 
 

4.0 5.0 6.0 7.0 
Glycerol consumption (g/L) 
Glycerol consumption (%) 
Astaxanthin content (mg/L) 
Astaxanthin yield coefficient (mg/g glycerol 
consumed) 
Astaxanthin production rate (mg/L.h) 
Cell dry weight (g/L) 
Cell yield coefficient (g /g glycerol  consumed) 
Cell production rate (g/L.h) 

27.2 
86 

15.2 
0.56 

 
0.13 
10.8 
 0.40 
0.09 

28.5 
92.5 
17.2 
0.61 

 
0.14 
11.6 
0.41 
0.10 

30 
100 
19.5 
0.65 

 
0.16 
13.4 
0.45 
0.11 

28.4 
90 

16.4 
0.58 

 
0.14 
11.2 
0.39 
0.09 

 
 

4.4.3 กำรเจริญและกำรผลิตแอสตำแซนทินของ X. dendrorhous  ในอำหำรเลีย้ง
เช้ือทีม่ีกลเีซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอนภำยใต้สภำวะทีเ่หมำะสม 

เม่ือเพาะเล้ียง X. dendrorhous เพื่อศึกษาการเจริญและผลิตแอสตาแซนทินโดยใช้
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 4.9  พบว่าเม่ือ
ศึกษาการเจริญของเช้ือโดยติดตามน ้ าหนกัเซลล์แห้ง พบว่าเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีสุดเม่ือ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 144 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 14.7 กรัมต่อลิตร และเทียบค่าประสิทธิภาพของผลผลิต
เซลล์ท่ีไดเ้ทียบกบักลีเซอรอลท่ีใช้ไปมีค่าเท่ากบั 0.49 กรัมต่อกรัมกลีเซอรอล โดยพบว่าเช้ือมีการ
เจริญเพิ่มข้ึนเม่ือเพาะเล้ียงนานข้ึน โดยมีช่วงของการเจริญดีท่ีสุดท่ีเวลาในการเพาะเล้ียง 72 – 120  
ชั่วโมงโดยมีค่าอตัราในการเจริญสูงท่ีสุดเท่ากับ 0.12 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  ส าหรับการผลิต
แอสตาแซนทินพบวา่เช้ือสามารถผลิตแอสตาแซนทินไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 19.8 มิลลิกรัมต่อลิตรเม่ือ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 144 ชัว่โมง โดยคิดเทียบต่อปริมาณกลีเซอรอลท่ีถูกใชไ้ปเท่ากบั 0.66 มิลลิกรัม
ต่อกรัมกลีเซอรอล  
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ตำรำงที ่4.9  การเจริญและการผลิตแอสตาแซนทินของ X. dendrorhous ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอล

เป็นแหล่งคาร์บอนเม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสม  

ตัวแปร (Parameters) เวลำในกำรเพำะเลีย้ง (ช่ัวโมง)               
 

24 48 72 96 120 144 168 192 
Glycerol consumption (g/L) 
Glycerol consumption (%) 
Astaxanthin content (mg/L) 
Astaxanthin yield coefficient (mg/g 
glycerol consumed) 
Astaxanthin production rate 
(mg/L.h) 
Cell dry weight (g/L) 
Cell yield coefficient (g /g glycerol  
consumed) 
Cell production rate (g/L.h) 

4.2 
14.0 
1.80 
0.43 

 
0.07 

 
1.40 
0.33 

 
0.06 

11.8 
39.0 
6.40 
0.54 

 
0.13 

 
4.60 
0.39 

 
0.09 

20.3 
81.0 
11.2 
0.55 

 
0.16 

 
8.40 
0.41 

 
0.12 

27.5 
91.7 
15.4 
0.56 

 
0.16 

 
11.3 
0.41 

 
0.12 

30 
94.6 
19.5 
0.65 

 
0.16 

 
13.7 
0.46 

 
0.11 

30 
100 
19.8 
0.66 

 
0.14 

 
14.7 
0.49 

 
0.10 

30 
100 
19.5 
0.65 

 
0.12 

 
14.0 
0.47 

 
0.08 

30 
100 
18.9 
0.63 

 
0.09 

 
13.8 
0.46 

 
0.07 

 
 
 4.5 กำรปรับปรุงคุณภำพของอำหำรที่มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคำร์บอนเพื่อเพิ่มกำรผลิต

แอสตำแซนทนิของเช้ือ X. dendrorhous  
 ในการเพิ่มปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินโดยการปรับปรุงคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ไดศึ้กษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ ซ่ึงส่งผล
ต่อการผลิตแอสตาแซนทินดว้ย โดยไดเ้ลือกแหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์ไดแ้ก่ สารสกดัยีสต ์สารสกดั
มอลล์ เปปโตนและยูเรีย ส่วนแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์ไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียม
ไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด์ โดยปริมาณท่ีเติมจะใช้ค่าสัดส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจน (C/ 
N) ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous เท่ากบั 85 ซ่ึงผลการทดลองดงั
แสดงในตารางท่ี 4.10 
 จากการศึกษาการเพิ่มแหล่งไนโตรเจนลงในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่
แหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่งอินทรียส์ามารถเพิ่มปริมาณการเจริญและการผลิตแอสตาทินของเช้ือ   
X. dendrorhous ไดดี้กวา่แหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นอนินทรีย ์โดยสารสกดัยีสตแ์ละเปปโตน พบเช้ือมี
การเจริญและผลิตแอสตาแซนทินได้ใกล้เคียงกนัและได้ปริมาณมากท่ีสุด โดยมีค่าอตัราในการ
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เจริญของเช้ือเท่ากบั 0.11 และเม่ือเทียบต่อปริมาณกลีเซอรอลท่ีถูกใชมี้ค่าเท่ากบั 0.53 กรัมต่อกรัม
กลีเซอรอล  ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัการเจริญของเช้ือในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเพียงอย่างเดียวพบว่า
เพิ่มข้ึนร้อยละ 7.5  นอกจากน้ีส าหรับแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่งอนินทรียพ์บว่าแอมโมเนียม
ซัลเฟตสามารถเพิ่มการเจริญของเช้ือได้ใกล้เคียงกับสารสกัดยีสต์และเปปโตน โดยพบเช้ือมี
น ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 15.5 กรัมต่อลิตรดว้ย ส าหรับการเพิ่มปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินของ
เช้ือ พบวา่สารสกดัยสีตส์ามารถเพิ่มปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินไดดี้ท่ีสุด โดยเช้ือสามารถผลิต
แอสตาแซนทินไดเ้ท่ากบั 20.4 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 0.68 กรัมต่อกรัมกลีเซอรอล โดยมีอตัราการ
ผลิตแอสตาแซนทินเท่ากบั 0.14 รองลงมาคือ เปปโตนและแอมโมเนียมซัลเฟต โดยพบปริมาณ
แอสตาแซนทินใกลเ้คียงกนัและเช้ือมีอตัราในการผลิตแอสตาแซนทินไดใ้กลเ้คียงกนัดว้ย  
 
ตำรำงที ่4.10 การปรับปรุงคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการ

เพิ่มการเจริญและผลิตแอสตาแซนทินดว้ยแหล่งไนโตรเจน  

ตัวแปร                 Cell dry weight  Astaxanthin 

 (Parameters)  
Cell dry 
weight 
(g/L) 

 

Cell yield 
coefficient 

(g /g 
glycerol) 

 

Cell 
production 

rate  
g/L.h) 

 

Astaxanthin 
content 
(mg/L) 

 

Astaxanthin 
yield 

coefficient 
(mg/g 

glycerol) 

Astaxanthin 
production rate 

(mg/L.h) 

สารสกดัยสีต ์
สารสกดัมอลล ์
เปปโตน 
ยเูรีย 
(NH4)2SO4 
NH4NO3 
NH4Cl 

15.8 
12.3 
15.4 
11.5 
15.5 
12.4 
10.7 

0.53 
0.41 
0.51 
0.38 
0.52 
0.41 
0.36 

0.11 
0.08 
0.11 
0.08 
0.11 
0.09 
0.07 

20.4 
18.6 
19.6 
14.4 
19.2 
15.8 
12.8 

0.68 
0.62 
0.65 
0.48 
0.64 
0.53 
0.43 

0.14 
0.13 
0.14 
0.10 
0.13 
0.11 
0.09 

   
 ดงันั้นจะเห็นไดว้า่การประยกุตใ์ชก้ลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลนั้น สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญและการผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ X. 
dendrorhous เม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสมและสามารถเพิ่มการผลิตได้เม่ือเลือกใช้แหล่ง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแอสตาแซนทินได ้
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บทที ่5 
สรุปผลงำนวจิยั 

 
จากการวเิคราะห์หาองคป์ระกอบต่าง ๆ ในกลีเซอรอลดิบ ซ่ึงไดว้เิคราะห์องคป์ระกอบต่าง ๆ 

คือ ปริมาณกลีเซอรอล เถ้า เถ้าซัลเฟต  น ้ าและสารประกอบอินทรียอ่ื์นๆ พบว่ากลีเซอรอลดิบ
ประกอบดว้ยกลีเซอรอล คิดเป็นร้อยละ 40.37 ปริมาณเถ้าและเถา้ซัลเฟต ร้อยละ 6.25 และ 4.45 
ตามล าดับ  นอกจากน้ีในกลีเซอรอลดิบยงัประกอบไปด้วยน ้ า และสารอินทรียอ่ื์นๆ ท่ีไม่ใช่กลี      
เซอรอลคิดเป็นร้อยละ 53.98  และเม่ือวดัค่าความเป็นกรดด่างของกลีเซอรอลดิบพบวา่มีค่าเท่ากบั 
9.0 ซ่ึงปริมาณกลีเซอ รอลท่ีวิเคราะห์ไดน้ี้มีปริมาณน้อยมากส าหรับการน าไปใช้ประโยชน์ได ้จึง
ตอ้งท าบริสุทธ์ิกลีเซอรอลด้วยการท าให้เป็นกรด พบว่าจะไดช้ั้นของกลีเซอรอลท่ีมีลกัษณะเป็น
ของเหลวใส และมีปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคิดเป็นร้อยละ 86.5 และส่วนท่ีเหลือเป็นส่วนของ
กรดไขมนัอิสระและตะกอนสบู่ท่ีปนมาดว้ย 

เม่ือศึกษาความเป็นไปไดใ้นการน ากลีเซอรอลดิบท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากการผลิตไบโอดีเซลท่ี
ท าให้บริสุทธ์ิแลว้มาเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือและการผลิตสารแอสตา
แซนทินของเช้ือ X. dendrorhous TISTR5730 พบวา่จากการทดลองไดเ้ปรียบเทียบการเจริญและ
ปริมาณแอสตาแซนทินจากอาหารท่ีใช้ในการเล้ียงเช้ือทั้ง 3 ชนิด คือ อาหาร YM อาหารท่ีใช้กลี    
เซอรอลทดแทนกลูโคส และอาหารท่ีใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน จะไดว้า่เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือใน
อาหารท่ีใชป้ริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตน้ร้อยละ 20  ร่วมกบัการใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน เช้ือ
ยีสต ์  X. dendrorhous สามารถเจริญเติบโตและผลิตแอสตาแซนทินไดดี้ท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญั (P < 
0.05) มีค่าเท่ากบั 6.66 กรัมเซลล์แห้งต่อลิตร เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 264 ชัว่โมง และ 3.407  มิลลิกรัม
แอสตาแซนทินต่อลิตรเม่ือเพาะเล้ียงเช้ือเป็นเวลานาน  276 ชัว่โมง ตามล าดบั  ส่วนการเล้ียงเช้ือใน
อาหาร YM  พบวา่น ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตไดมี้ค่าเท่ากบั 3.94  กรัม
ต่อลิตรและ 0.919  มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 120 และ132 ชัว่โมง ตามล าดบั และการเล้ียง
เช้ือในอาหารท่ีใชก้ลีเซอรอลทดแทนกลูโคสพบวา่เช้ือ X. dendrorhous สามารถเจริญละผลิตสาร
แอสตาแซนทินไดเ้พียง 2.90 กรัมต่อลิตร และ 0.170  มิลลิกรัมต่อลิตร  ตามล าดบั เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 
108 ชัว่โมง เท่านั้น  

ส าหรับการพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยเทคนิคการหาสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสง (Absorption 
spectra) ด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโทมิเตอร์ เพื่อหาสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงท่ีจ าเพาะของสาร
แอสตาแซนทิน พบว่าสารแอสตาแซนทินมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุดเท่ากบั 474  
นาโนเมตร จากนั้นไดพ้ิสูจน์เอกลกัษณ์สารแอสตาแซนทินท่ีเช้ือผลิตข้ึนอีกคร้ังดว้ยเทคนิค HPLC  
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จากโครมาโทแกรมแสดงให้เห็นวา่พีคหลกัท่ีพบคือสารแอสตาแซนทินมีค่าเวลารีเทนชนัประมาณ 
8.4 นาที   
 ส าหรับการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแอสตาแซนทินของเช้ือ X. dendrorhous ใน
อาหารท่ีมีกลีเซอรอลท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิแลว้เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่เช้ือสามารถเจริญและผลิต
แอสตาแซนทินไดม้ากท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลความเขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร ค่า
ความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และเพาะเล้ียงเป็นเวลา 144 ชัว่โมง และ
เช้ือสามารถเพิ่มปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินไดม้ากข้ึนเม่ือเพิ่มแหล่งไนโตรเจนไดแ้ก่ สารสกดั
ยสีต ์เปปโตนหรือ แอมโมเนียมซลัเฟตได ้

ดงันั้นจากการวิจยัน้ีพบวา่กลีเซอรอลดิบท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
นั้น สามารภน ามาเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือยีสต ์X. dendrorhous เพื่อผลิตสาร
แอสตาแซนทินได ้โดยกลีเซอรอลท่ีน ามาใชน้ั้นตอ้งผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิก่อนเพราะว่า
ส่วนผสมอ่ืนมีผลต่อการเจริญของเช้ือยีสต์ และในการผลิตสารแอสตาแซนทอนจากเช้ือ X. 
dendrorhous ในอาหารท่ีใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น สามารถน ามาใช้ดีเม่ือเป็นส่วน
ส่งเสริมหรือเป็นแหล่งคาร์บอนเสริมส าหรับการเจริญของเช้ือและการผลิตสารแอสตาแซนทิน ทั้ง
จึงเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตสารแอสตาแซนทิน เน่ืองจากกลีเซอรอลเป็นส่วนช่วยเพิ่มปริมาณ
การผลิตสารแอสตาแซนทินของเช้ือ  X. dendrorhous เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารสังเคราะห์ 
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