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บทที่  1 

บทนํา 
 

คาโรทีนอยด์หลายชนิดมีบทบาทต่ออุตสาหกรรมต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นอุตสาหกรรม

เคร่ืองสําอาง เวชภณัฑ์ อาหาร และอาหารสตัว์ ซึ่งสารบางชนิดมีคณุสมบตัิเป็นสารตัง้ต้นในการ

สงัเคราะห์วิตามินเอท่ีสําคญั   และหลายๆชนิดเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ  รวมทัง้ใช้เป็นสารให้สีใน

อตุสาหกรรมอาหารสตัว์และใช้เป็นอาหารเสริมเพ่ือสขุภาพ  สารคาโรทีนอยด์หลายชนิดเป็นสารท่ี

มีราคาแพงและต้องนําเข้าจากต่างประเทศ สารคาโรทีนอยด์ท่ีมีบทบาทสําคญัในอุตสาหกรรม

เหล่านี ้ได้แก่ เบตาแคโรทีน และแอสตาแซนทีน การผลิตสารคาโรทีนอยด์โดยวิธีทางชีวภาพจาก   

จลุินทรีย์ถือเป็นวิธีทางเลือกใหม่ท่ีมีการพฒันาตอ่เน่ืองจนกระทัง่เป็นกระบวนการผลิตทางการค้า

ในปัจจบุนั ซึง่แหล่งท่ีมีศกัยภาพแหล่งหนึ่งท่ีนิยมนํามาผลิตก็คือ ยีสต์ ข้อดีของการผลิตจากยีสต์

คือ สามารถเลีย้งได้ง่าย ใช้เวลาและพืน้ท่ีในการผลิตน้อย มีความหลากหลายของสายพันธุ์ ท่ี

สามารถคดัเลือกเพ่ือนํามาผลิตคาโรทีนอยด์ชนิดจําเพาะได้ดี ท่ีสําคญัคือสามารถใช้ของเหลือทิง้

จากการเกษตรและอตุสาหกรรมอาหารมาเป็นแหล่งอาหารในการเพาะเลีย้งได้ทําให้มีต้นทุนใน

การผลิตต่ํา ชนิดของนํา้ทิง้ท่ีมีรายงานการนํามาใช้ในการเลีย้งยีสต์ในการผลิตคาโรทีนอยด์ได้แก่      

นํา้ทิง้จากโรงงานผลิตนํา้องุ่นเข้มข้น นํา้องุ่นเหลือทิง้จากการทําไวน์ วสัดุจากโรงงานผลิตแป้ง

ข้าวโพด นํา้ทิง้จากโรงงานผักดอง นํา้กะทิ นํา้ทิง้จากโรงงานผลิตมัสตาร์ด และนํา้ทะเลเทียม 

(Shih และ Hang, 1996; Parajo และคณะ, 1998; Buzzini และ Martini, 1999; Bhosale และ 

Gadre, 2001b; Dominguez-Bocanegra และ Torres-Munoz, 2004) ทําให้มีต้นทนุในการผลิต

ต่ําลง ซึ่งถือเป็นทางเลือกในการเพิ่มมูลค่าให้กับวัสดุเหลือทิง้เหล่านัน้ด้วย ปัจจุบันนอกจาก        

เบตาแคโรทีนและแอสตาแซนทินซึ่งเป็นสารคาโรทีนอยด์ท่ีมีบทบาทเชิงอุตสาหกรรมอย่าง

กว้างขวางแล้ว ยงัมีคาโรทีนอยด์อ่ืนๆ ท่ีน่าสนใจซึง่มีคณุสมบตัิโดดเด่นในแง่ของการเป็นสารต้าน

ออกซิเดชนัคือ โทรูลีนและโทรูลาโรดิน (บษุบา ยงสมิทธ์ิ, 2540; Bhosale, 2001) ซึง่ยีสต์กลุ่ม 

Rhodotorula  เป็นยีสต์กลุม่ท่ีมีความสามารถในการผลิตคาโรทีนอยด์ชนิดโทรูลีนสงูสดุ รองลงมา

คือ โทรูลาโรดนิ และเบตาแคโรทีน ตามลําดบั งานวิจยัสว่นใหญ่ท่ีศกึษาการผลิตคาโรทีนอยด์จาก

ยีสต์จะมุ่งเน้นไปท่ีการคดัเลือกและปรับสมบตัิของนํา้ทิง้สําหรับใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์เพ่ือเพิ่ม

ผลผลติคาโรทีนอยด์ในเชิงปริมาณเท่านัน้ ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาอิทธิพลของ

ชนิดนํา้ทิง้จากอตุสาหกรรมอาหารตอ่การผลิตคาโรทีนอยด์ทัง้เชิงคณุภาพและปริมาณ เพ่ือใช้เป็น

แนวทางในการคดัเลือกแหลง่อาหารเพาะเลีย้งยีสต์เพ่ือผลติคาโรทีนอยด์ชนิดจําเพาะท่ีต้องการได้ 
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บทที่  2 

วารสารปริทศัน์ 
 
2.1 คาโรทนีอยด์ (carotenoids)   
 

คาโรทีนอยด์ เป็นกลุม่รงควตัถท่ีุพบได้แพร่หลายตามธรรมชาติ ซึง่ให้สีเหลือง สีส้ม จนถึง

สีแดง พบได้ทั่วไปใน พืช สัตว์ และจุลินทรีย์ ร่างกายมนุษย์ไม่สามารถสร้างคาโรทีนอยด์ได้        

แต่คาโรทีนอยด์มีความสําคญัต่อสขุภาพของมนษุย์ (นิตยา ไชยเนตร, 2538 และ วีระศกัดิ์ สามี, 

2548) 
 

2.2 คุณสมบัตทิางเคมีและฟิสิกส์ของสารคาโรทนีอยด์ 
 

คาโรทีนอยด์ เป็นสารประกอบในกลุ่มเตตระเทอร์พีน (tetraterpenes) ท่ีมีคาร์บอนเป็น

องค์ประกอบ 40 อะตอม ประกอบด้วยหน่วยไอโซปรีน (isoprene unit) 8 หน่วยท่ีเกิดพนัธะ        

โควาเลนต์กัน  (รูปท่ี  2.1) และทําให้เกิดคอนจูเกชันของพันธะคู่ เ ป็นสายยาว  (extensive 

conjugated double bond) ในลกัษณะสมมาตรท่ีมีคาร์บอนข้างละ 20 อะตอม (รูปท่ี 2.2)         

(วีระศกัดิ ์สามี, 2548; Bhosale, 2001) 

 

 
 

    รูปท่ี 2.1  โครงสร้างโมเลกลุไอโซปรีน 

    ท่ีมา :  Packer (1992) 

 

 
 

รูปท่ี 2.2   โครงสร้างหลกัของคาโรทีนอยด์ 

    ท่ีมา : Bhosale (2001) 
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จากโครงสร้างพืน้ฐานของคาโรทีนอยด์ดงักลา่วสง่ผลให้คาโรทีนอยด์มีคณุสมบตัทิางเคมีและ

ฟิสกิส์ท่ีสําคญัดงันี ้   

1. มีความสามารถในการละลายได้ในไขมนั เน่ืองจากโมเลกลุของสารกลุม่คาโรทีนอยด์จะ

ประกอบไปด้วยสายไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) หรือมีอะตอมของออกซเิจนอยูใ่น

โมเลกลุ จงึมีผลทําให้เป็นสารไมมี่ขัว้และละลายได้ในไขมนั  

2. มีความสามารถในการละลายได้ในตวัทําละลายอินทรีย์ เช่น อะซีโตน (acetone) เฮกเซน 

(hexane) ปิโตรเลียมอีเธอร์ (petroleum ether) ไดเอทธิลอีเธอร์ (diethyl ether) ฯลฯ 

3. มีคณุสมบตัใินการดดูกลืนแสงสเปกตรัม สมบตักิารดดูกลืนแสงของคาโรทีนอยด์นีข้ึน้อยู่

กบัสายพนัธะคูค่อนจเูกต (conjugated double bonds) ภายในโมเลกลุ คณุสมบตัใินการ

ดดูกลืนแสงของคาโรทีนอยด์จะขึน้อยูก่บัชนิดของตวัทําละลายท่ีใช้ในการสกดั (บษุบา    

ยงสมทิธ์ิ, 2540; Goodwin, 1980; Bhosale, 2001) 

4. มีความไวตอ่แสง UV light  fluorescent white light อากาศ ความร้อน และความเป็นกรด 

(วีระศกัดิ ์สามี, 2548; Goodwin, 1980) 

 
2.3 ชนิดและประเภทของคาโรทนีอยด์ 
 

คาโรทีนอยด์สามารถแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ ตามโครงสร้างหลกัของโมเลกลุดงันี ้ 

(วีระศกัดิ ์สามี, 2548) 

1. Hydrogenated carotenoid derivatives หรือกลุม่แคโรทีน (carotene)  

เป็นโมเลกลุท่ีประกอบด้วยสายไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) (รูปท่ี 2.3 ) ดงันัน้

จงึทําให้สารคาโรทีนอยด์ในกลุม่นีไ้มมี่ขัว้ และสามารถละลายได้ในไขมนั  ตวัอยา่งคาโรทีนอยด์ใน

กลุม่นี ้ ได้แก่ เบตาแคโรทีน (beta-carotene) แอลฟาแคโรทีน (alpha-carotene) ไลโคพีน 

(lycopene) โทรูลีน (torulene) ฯลฯ 

 

   
รูปท่ี 2.3   โครงสร้างทางเคมีของสารคาโรทีนอยด์กลุม่แคโรทีน  

 ท่ีมา : บษุบา ยงสมทิธ์ิ (2540) 
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1.  Beta - Carotene  

 
  

2. Alpha – Carotene  

 

 
 

3.    Gamma - carotene 

    

 
 

 4.    Lycopene 

 

 
 5.     Torulene   

 
 

รูปท่ี 2.4  ตวัอยา่งโครงสร้างทางเคมีของสารคาโรทีนอยด์กลุม่แคโรทีน (carotene) 

ท่ีมา : Bhosale (2001) และ Sperstad และคณะ (2006) 
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2. Oxygenated carotenoid derivatives หรือกลุม่แซนโทฟิล (xanthophyll)  

เป็นโมเลกลุท่ีประกอบด้วยสายไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) และมีอะตอมของ

ออกซิเจนอยู่ในโมเลกุล  ดังนัน้จึงทําให้สารคาโรทีนอยด์ในกลุ่มนี มี้ความมีขัว้มากกว่า                

ดังนัน้จึงมีความสามารถละลายในไขมันได้น้อยกว่าคาโรทีนอยด์กลุ่มแคโรทีน  ตัวอย่าง              

คาโรทีนอยด์ในกลุ่มนีไ้ด้แก่ ลูทีน (lutein) ซีแซนทิน (zeaxanthin) แคนตาแซนทิน 

(canthaxanthin) โทรูลาโรดนิ (torularhodin) และแอสตาแซนทิน (astaxanthin) 

 

1. Lutein 

 
 

2. Zeaxanthin 

 
 

3. Canthaxanthin 

 

 
 

4. Torularhodin 
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5.   Astaxanthin 

 
 

 

รูปท่ี 2.5   ตวัอยา่งโครงสร้างทางเคมีของสารคาโรทีนอยด์กลุม่แซนโทฟิล (xanthophyll) 

 ท่ีมา : Bhosale (2001) และ Sperstad และคณะ (2006) 

 
2.4 คุณสมบัตแิละหน้าที่หลักของสารคาโรทนีอยด์ 
 

คาโรทีนอยด์หลายชนิดในปัจจุบนัมีบทบาทในอตุสาหกรรมหลายๆประเภทไม่ว่าจะเป็น

อตุสาหกรรมเคร่ืองสําอางและเวชภณัฑ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งอตุสาหกรรมอาหารและอาหารสตัว์   

ซึง่คณุสมบตัแิละหน้าท่ีหลกัของสารคาโรทีนอยด์มีดงันี ้

1. สารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์วติามินเอ  

คาโรทีนอยด์หลายชนิดมีโครงสร้างท่ีสามารถเปลี่ยนแปลงไปเพ่ือสงัเคราะห์วิตามินเอได้

เช่น เบตาแคโรทีน โทรูลีน โทรูลาโรดิน ฯลฯ (Bhosale, 2001) ซึ่งวิตามินเอเป็นสารท่ีมี

ความสําคัญต่อการมองเห็น การสร้างสเปิร์ม การซ่อมแซมเนือ้เย่ือ ฯลฯ เบตาแคโรทีนตาม

ธรรมชาติมี 2 ไอโซเมอร์ คือ all-trans isomers และ cis isomers (รูปท่ี 2.6) (วีระศกัดิ์ สามี, 

2548) ในการเปล่ียน all-trans isomers เป็นเรตินอลหรือวิตามินเอนัน้เป็นผลมาจากการตดัพนัธะ

คู่ของสายโมเลกุลเบตาแคโรทีนท่ีตําแหน่ง 8' 10' และ 12' ด้วยเอนไซม์หลายชนิด เช่น                

ß-carotene 15,15' dioxygenase เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ตดัพนัธะคู่ทําให้ได้ retinaldehyde โดย 

retinaldehyde 1 โมเลกลุ จะเปล่ียนไปเป็นเรตินอลด้วยเอนไซม์ retinal reductase และโมเลกลุ

อ่ืนในเบตาแคโรทีนจะถกูออกซิไดส์ไปเป็น retinoic acid (รูปท่ี 2.7) (Wang และคณะ, 1991; 

Hinds และคณะ, 1997; Bhosale, 2001) ทัง้นีมี้รายงานวิจยัพบว่าสารโทรูลีนและโทรูลาโรดินมี

คณุสมบตัิเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์วิตามินเอได้เช่นเดียวกบัเบตาแคโรทีน แตป่ระสิทธิภาพ

ยงัด้อยว่าเบตาแคโรทีนและคณุสมบตัิดงักล่าวยงัไม่เป็นท่ีทราบอย่างแพร่หลายเท่านัน้ และใน

ปัจจุบนัได้มีการนําสารโทรูลาโรดินมาใช้เป็นส่วนประกอบในยาหยอดตา (Ershov และคณะ, 

1992; Eugienia และคณะ, 1996; Bhosale, 2001) 
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รูปท่ี 2.6  โครงสร้างของ all-trans beta-carotene, 9-cis beta-carotene และ retinol (vitamin A) 

ท่ีมา : วีระศกัดิ ์สามี (2548) 

 

 

         
 

รูปท่ี 2.7   การตดัพนัธะคูใ่นโมเลกลุของเบตาแคโรทีนเปล่ียนไปเป็นเรตนิอลหรือวิตามินเอ 

ท่ีมา : Bhosale (2001) 
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2. สารต้านออกซเิดชนั (Antioxidant)  

ฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัถือเป็นหน้าท่ีหลกัๆและมีความสําคญัลําดบัต้นๆของประโยชน์ของ

คาโรทีนอยด์ สารในกลุม่คาโรทีนอยด์หลายชนิด เช่น เบตาแคโรทีน ไลโคพีน โทรูลีน โทรูลาโรดิน 

ลทีูน ซีแซนทิน แคนตาแซนทิน และแอสตาแซนทิน เป็นสารต้านออกซิเดชนัและอนมุลูอิสระตา่งๆ 

ท่ีมีผลตอ่ร่างกายมนษุย์ คาโรทีนอยด์ดงักลา่วมีบทบาทต่อการต้านออกซิเดชนัท่ีเกิดจากสารกลุ่ม 

reactive oxygen species (ROS) เช่น singlet oxygen และ oxygen radicals ซึง่สารกลุม่ ROS 

มีผลต่อการเปล่ียนแปลงการทํางานของสารต่างๆในร่างกาย เช่น คาร์โบไฮเดรต ไขมนั โปรตีน 

และการทําลาย DNA ในร่างกายมนษุย์ นําไปสูค่วามเส่ียงท่ีทําให้เกิดโรคหวัใจ มะเร็ง และเร่งการ

เส่ือมสภาพของระบบต่างๆในร่างกาย ปัจจยัภายนอกท่ีมีผลให้ปริมาณ ROS ในร่างกายเพิ่มขึน้

ได้แก่ ความเครียด การสบูบหุร่ี ควนัท่อไอเสียรถยนต์ ฯลฯ มีงานวิจยัทางการแพทย์หลายงานวิจยั

ได้ระบุว่าคาโรทีนอยด์เป็นสารต้านออกซิเดชนัท่ีมีประสิทธิภาพสงู โดยมีกลไกท่ีเป็นไปได้หลาย

กลไก เช่น สามารถกําจดั singlet oxygen (1O2) โดยใช้กลไกทางฟิสิกส์ เน่ืองจาก singlet oxygen 

สามารถถ่ายเทพลงังานให้กบัคาโรทีนอยด์ซึง่สามารถดดูกลืนพลงังานได้ดี (1Car) มีผลทําให้ได้ 

singlet oxygen เปล่ียนแปลงเป็นออกซิเจนท่ีมีพลงังานต่ําลงคือ tripet oxygen (3O2) ซึง่จะไม่ทํา

อนัตรายตอ่เซลล์ และได้คาโรทีนอยด์ท่ีมีพลงังานสงู (3Car) จากนัน้คาโรทีนอยด์จะคายพลงังาน

ออกมาในรูปความร้อน (heat) และได้คาโรทีนอยด์กลบัมาเหมือนเดิม (1Car) (วีระศกัดิ์ สามี, 

2548; Sakaki และคณะ, 2001; Cantrell และคณะ, 2003; Wertz และคณะ, 2004; Sperstad 

และคณะ, 2006) 

ตวัอยา่งสมการทางฟิสกิส์ของการเปล่ียนแปลง singlet oxygen ไปเป็นออกซเิจนพลงังาน

ต่ําท่ีไม่เป็นอนัตรายตอ่เซลล์และเนือ้เย่ือโดยอาศยัคาโรทีนอยด์ แสดงในสมการท่ี (1) และ (2) ใน

รูปท่ี 2.8 ดงันี ้
 

1O2 + 1Car    3O2 + 3Car*   (1) 
3Car     1Car + heat   (2) 

 

รูปท่ี 2.8   สมการการเปล่ียนแปลงออกซเิจนพลงังานสงูเป็นออกซเิจนพลงังานต่ําโดยคาโรทีนอยด์ 

ท่ีมา :  Cantrell และคณะ (2003) และ  Wertz และคณะ (2004) 

    

ส่วน peroxyl radicals ถือได้ว่าเป็น ROS อีกชนิดหนึ่งท่ีมีผลต่อร่างกายมาก                

คาโรทีนอยด์ชนิดเบตาแคโรทีนสามารถจับกับ peroxyl radicals (ROOo) ดังกล่าวแล้ว
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เปล่ียนแปลงไปเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีไม่เป็นอนัตรายต่อเซลล์ (inactive products) ได้ ดงัแสดงใน

สมการท่ี (1) (2) และ (3) ในรูปท่ี 2.9 (Packer และคณะ, 1992) 
  

  ß-carotene + ROO o     ß-carotene o + ROOH   (1) 
 

  ß-carotene o + O2   ß-carotene - OOo  (2) 
 

 ß-carotene - OOo + ROO o   inactive products  (3) 
 

รูปท่ี 2.9 การกําจดั peroxyl radicals (ROOo) ของเบตาแคโรทีน 

ท่ีมา :  Packer และคณะ (1992)  

 

3. สารลดความเสี่ยงตอ่การเกิดโรคมะเร็งชนิดตา่งๆ  

มีรายงานการศึกษาหลายงานวิจยัระบวุ่า คาโรทีนอยด์มีคณุสมบตัิในการลดความเสี่ยง

ต่อการเกิดโรคมะเร็งได้ ซึ่งคาโรทีนอยด์ชนิดท่ีมีความสามารถดังกล่าว ได้แก่ เบตาแคโรทีน  

แอลฟาแคโรทีน คริปโตแซนทีน ไลโคพีน โทรูลีน โทรูลาโรดิน ลทีูน ซีแซนทีน แคนตาแซนทิน และ

แอสตาแซนทีน ฯลฯ (วีระศกัดิ ์สามี, 2548; Youping และคณะ, 1997; Dawson, 2000; Yasuhiro 

และคณะ, 2000; Bhosale, 2001) สารคาโรทีนอยด์มีบทบาทในการลดความเส่ียงการเกิด

โรคมะเร็งชนิดตา่งๆ ดงันี ้ 

มะเร็งตบั คาโรทีนอยด์ท่ีมีบทบาทในการลดความเส่ียงการเกิดมะเร็งดงักล่าวได้ 

ได้แก่ เบตาแคโรทีน แอลฟาแคโรทีน คริปโตแซนทีน ไลโคพีน ลทีูน ซีแซนทีน และแอสตาแซนทีน 

มีผลในการลดระดบัของการเกิดอนมุลูอิสระ (free radical) ซึง่จะไปทําลาย DNA ในร่างกายเป็น

สว่นหนึ่งท่ีทําให้เกิดโรคมะเร็งตบั (Youping และคณะ, 1997; Dawson, 2000; Yasuhiro และ

คณะ, 2000)     

มะเร็งปอด  คาโรทีนอยด์ท่ีมีบทบาทในการลดความเส่ียงการเกิดมะเร็งดงักล่าวได้ 

ได้แก่ เบตาแคโรทีน แอลฟาแคโรทีน คริปโตแซนทีน ลทีูน และซีแซนทีน มีผลในการลดระดบัของ

การเกิดออกซิเจนพลงังานสูง (singlet oxygen) ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งในการเกิดมะเร็งปอด 

(Bhosale, 2001) แตอ่ย่างไรก็ตามมีงานวิจยัรายงานว่าเม่ือให้เบตาแคโรทีนกบัผู้ ท่ีสบูบหุร่ี พบว่า

อตัราการตายและอตัราการเกิดมะเร็งปอดเพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบัผู้สบูบหุร่ีท่ีไมไ่ด้รับเบตาแคโรทีน ซึง่

จากรายงานสามารถสรุปได้อย่างคร่าวๆ ว่าการสูบบุหร่ีร่วมกับการได้รับเบตาแคโรทีนจะมีผล       

ทําให้โอกาสการเกิดมะเร็งในปอดเพิ่มสงูขึน้ เน่ืองจากเบตาแคโรทีนจะไปมีผลเร่งการเปล่ียนแปลง
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โครงสร้างของสารก่อมะเร็งให้มีประสิทธิในการก่อมะเร็งเพิ่มขึน้  ซึง่ทําให้มีการสะสมของสารก่อ

มะเร็งท่ีปอดมากขึน้ (วีระศกัดิ ์สามี, 2548) 

มะเร็งตอ่มลกูหมาก คาโรทีนอยด์ท่ีมีบทบาทในการลดอตัราการเกิดมะเร็งดงักลา่วได้ 

ได้แก่ เบตาแคโรทีน แอลฟาแคโรทีน ไลโคพีน เป็นต้น (Williams และคณะ, 2000; Bhosale, 

2001) มีรายงานว่าไลโคพีนถือเป็นสารคาโรทีนอยด์ท่ีมีความสามารถในการลดการเกิดมะเร็ง

ดงักลา่วได้สงู (วีระศกัดิ ์สามี, 2548; Bhosale, 2001)   

นอกจากนีแ้ล้วในการศึกษาวิจัยทางการแพทย์พบว่า การบริโภคผักผลไม้ท่ีมีสาร           

คาโรทีนอยด์ในปริมาณสงูจะแปรผกผนักบัการเกิดโรคมะเร็งปอด หลอดลม กระเพาะอาหาร ลําไส้

ใหญ่ รังไข ่และคอ (วีระศกัดิ ์สามี, 2548) 

จากคณุสมบตัิและหน้าท่ีหลกัของคาโรทีนอยด์ดงักล่าวนี ้ปัจจบุนัจึงได้มีการพฒันาไปสู่

การผลิตในระดับอุตสาหกรรมมากขึน้ ไม่ว่าจะเป็นอุตสาหกรรมอาหารมนุษย์และสัตว์ และ

อตุสาหกรรมเคร่ืองสําอางและเวชภณัฑ์ 

 
2.5 การใช้คาโรทนีอยด์ในระดบัอุตสาหกรรม 
  
 2.5.1 อุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว์  

คาโรทีนอยด์ชนิดท่ีมีบทบาทต่ออุตสาหกรรมดังกล่าว ได้แก่ เบตาแคโรทีน 

แอลฟาแคโรทีน คริปโตแซนทีน ไลโคพีน ลูทีน ซีแซนทีน แคนตาแซนทิน แอสตาแซนทีน ฯลฯ 

ประโยชน์ของคาโรทีนอยด์ท่ีถูกนําไปใช้ในอุตสาหกรรมคือ ใช้เป็นสารให้สีในอาหาร เน่ืองจาก     

คาโรทีนอยด์เป็นกลุ่มรงควัตถุซึ่งให้สีเหลือง สีส้ม จนถึงสีแดง จึงได้มีการพัฒนานําไปใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหารมนุษย์ต่างๆมากมาย เช่น ผลิตภัณฑ์ขนมอบ ผลิตภัณฑ์นมและไขมัน 

ผลติภณัฑ์จากไข ่มาการีน เนยเหลว เนยแข็ง พาสต้า นํา้สลดั เคร่ืองด่ืมนํา้อดัลมโดยเฉพาะนํา้ส้ม 

ไอศกรีม ของหวาน ซุป ผลิตภณัฑ์เนือ้ ฯลฯ ในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์คาโรทีนอยด์ท่ีนิยมใช้คือ 

เบตาแคโรทีน แคนตาแซนทิน และแอสตาแซนทีน โดยใช้เป็นสารให้สีในเนือ้ปลาเทร้าท์ กุ้ ง กัง้ 

และอตุสาหกรรมสตัว์ปีกจําพวกไก่ไข่ ปัจจบุนัคาโรทีนอยด์กลุม่แซนโทฟิลล์ท่ีผลิตได้จากจลุินทรีย์

ได้เข้ามามีบทบาทในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ในการนําไปเป็นสารให้สีในเนือ้สตัว์กนัมาก เช่น การ

ใช้แอสตาแซนทินจากยีสต์เพ่ือเพิ่มสีของเนือ้ปลาแซลมอนจะใช้ได้ดีกว่าแอสตาแซนทินจากการ

สงัเคราะห์ทางเคมี และการใช้แซนโทฟิลล์จากจุลินทรีย์ในการเพิ่มสีของไข่ไก่ (บุษบา ยงสมิทธ์ิ, 

2540; Braeunlich, 1978) และในปัจจบุนักําลงัมีการพฒันาปรับปรุงการนําโทรูลีนไปใช้เป็นสาร

เพิ่มสีในไขไ่ก่ และเนือ้สตัว์ได้เช่นเดียวกนั (Harasawa และคณะ, 1984) 
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2.5.2 อุตสาหกรรมเคร่ืองสาํอางและเวชภณัฑ์ 
คาโรทีนอยด์ท่ีมีบทบาทต่ออุตสาหกรรมนี ้ได้แก่ เบตาแคโรทีน ไลโคพีน ลูทีน    

ไฟโตอีน ไฟโตฟูอีน แอสตาแซนทีน เป็นต้น ปัจจุบันจึงได้มีการผลิตในเชิงอุตสาหกรรมอย่าง

แพร่หลาย ไม่ว่าจะผลิตเป็นเคร่ืองสําอางบํารุงผิวหน้าชนิดตา่งๆ มีสว่นผสมของเบตาแคโรทีนซึง่มี

ผลช่วยป้องกนัผิวถกูทําลายจากแสงแดดและปฎิกิริยาออกซเิดชนั ตลอดจนช่วยในการชะลอความ

แก่ ซึง่เบตาแคโรทีนเป็นสารตอ่ต้านการเกิดอนมุลูอิสระในร่างกายซึง่อนมุลูอิสระเป็นสาเหตอุย่าง

หนึ่งท่ีทําให้เกิดริว้รอยมีผลทําให้แก่ก่อนวยัอนัควร (Frank และคณะ, 2000; Hong และ Jihong, 

1999; Nobuhiko และคณะ, 2000) นอกจากประโยชน์การนําไปใช้เป็นผลิตภณัฑ์บํารุงผิวพรรณ

ต่างๆแล้ว ยงัมีการนําประโยชน์ในด้านการเป็นสารต่อต้านอนุมลูอิสระไปใช้ผลิตเป็นอาหารเสริม

สําหรับมนษุย์ซึง่ผลติจากแหลง่ผลติทางชีวภาพ (บษุบา ยงสมิทธ์ิ, 2540) 

 
2.6 การผลิตและการสังเคราะห์คาโรทนีอยด์ 
 

การผลิตคาโรทีนอยด์ในปัจจุบันแบ่งการผลิตออกเป็น 2 วิธี คือ การผลิตโดยการ

สงัเคราะห์ทางเคมี และการผลติโดยวิธีทางชีวภาพ  
 

2.6.1 การผลิตคาโรทนีอยด์โดยการสังเคราะห์ทางเคมี 

ตวัอยา่งการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์ชนิด ε-group   (Pfander และคณะ,1997) 

การสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์ชนิด ε-group นีเ้ร่ิมจากการใช้คาโรทีนอยด์ท่ีเป็น

อีแนนทิโอเมอร์ (Enantiomer) ของ (S-(-))-α-ionone (หรือ (R)-1) และ (R-(+))-α-ionone (หรือ 

(S)-1) เป็นสารตัง้ต้น นําอีแนนทิโอเมอร์ของสารทัง้สองชนิดนีม้าสงัเคราะห์ร่วมกับ (6'R)-α-

carotene โดยใช้เมทิลไฮดราโซน (Methylhydrazone) ทําให้ได้ racemic α-ionone (rac-1)       

ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็น C12-acid rac-3 หลังจากนัน้จึงเติมฟีนิลอะทิลามีน ((R)-(+)-1-

phenylathylamine : ((R)-4) ได้สารเคมีท่ีมีคณุสมบตัิเป็นเกลือ ทําให้ตกผลกึซํา้ (Recrystallize) 

10 ครัง้ แล้วจึงเติมกรดซลัฟริูก (Sulfuric acid) จะเกิดเป็น C-12 acid (R)-3 ซึง่จะถกูเปล่ียนเป็น 

(R-(+))-α-ionone ((R)-1 แสดงในรูปท่ี 2.10 
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รูปท่ี 2.10  การสงัเคราะห์ (R-(+))-α-ionone ((R)-1 ซึง่เป็นสารตวักลาง (Intermediate)  

  ในกระบวนการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์โดยวิธีทางเคมี 

ท่ีมา :    Pfander และคณะ (1997) 

 

ถ้าสงัเคราะห์ด้วย (S-(-))-α-ionone ((S)-1) จะใช้ (S)-(-)-1-phenylethylamine ในการ

ทําปฎิกิริยาภายหลงัจากได้ (R)-1 หรือ (S)-1 ต่อความยาวของ α-ionone ทัง้สองชนิดให้

กลายเป็น C15-phosphonium salts ชนิด (R)-7 หรือ (S)-7 ทําปฎิกิริยาได้เป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย

ได้แก่ (6'R)-α-carotene หรือ (R)-2 และ (6'S)- α-carotene หรือ (S)-2 และสามารถเกิดสเตอริ

โอไอโซเมอร์ได้เป็นคาโรทีนอยด์สามชนิดได้แก่ (6R,6'R)-ε,ε-carotene (หรือ (R,R)-8), (6S,6'S)-

ε,ε-carotene (หรือ (S,S)-8) และ (6R,6'S)-ε,ε-carotene (หรือ (R,S)-8)  แสดงในรูปท่ี 2.11 

 

 
 

รูปท่ี 2.11   กระบวนการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์โดยวิธีทางเคมี โดยเร่ิมต้นจาก (R)-1  

                และ (S)-1 

ท่ีมา :   Pfander และคณะ (1997) 

 

การผลิตคาโรทีนอยด์ในระดบัอุตสาหกรรมส่วนใหญ่จะผลิตโดยการสงัเคราะห์ทางเคมี 

เน่ืองจากต้นทนุการผลิตท่ีต่ํากว่า จึงสามารถผลิตได้เป็นจํานวนมากเพียงพอต่อความต้องการใน
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แตล่ะครัง้การผลติ แตใ่นการผลิตดงักลา่วยงัมีปัญหาและข้อจํากดัในการใช้อยู่มาก เช่น มีขัน้ตอน

ในการผลิตท่ียุ่งยากซบัซ้อน และมีรายงานว่าคาโรทีนอยด์ท่ีผลิตโดยการสงัเคราะห์ทางเคมีจะมี

ความแตกต่างกับคาโรทีนอยด์ท่ีผลิตได้โดยวิธีทางชีวภาพในด้านโครงสร้าง ซึ่งจะทําให้มีผลต่อ

ประสิทธิภาพในการนําไปใช้ไม่ดีเท่าท่ีควร เช่น เม่ือนําไปผสมในอาหารเพาะเลีย้งสตัว์นํา้ สตัว์นํา้

จะดดูซมึได้ไม่ดีเท่ากบัคาโรทีนอยด์ท่ีผลิตโดยวิธีทางชีวภาพ (นฤมล ใบพดั, 2546) อีกทัง้ปัจจบุนั

ผู้บริโภคมีแนวโน้มในการระมดัระวงัในการบริโภคสารสงัเคราะห์มากขึน้ 

 
2.6.2 การผลิตคาโรทนีอยด์โดยวิธีทางชีวภาพ 
การผลิตสารคาโรทีนอยด์ในทางชีวภาพนัน้ ถือเป็นวิธีการผลิตท่ีเป็นทางเลือกท่ีนิยมและ

เป็นท่ีสนใจกันมากในปัจจุบนั เน่ืองจากการผลิตทางชีวภาพมีแหล่งการผลิตหลากหลายชนิด 

ได้แก่ แหลง่จากพืช สตัว์ สาหร่าย และจลุนิทรีย์  

 

1. การผลติคาโรทีนอยด์จากพืช  
 

คาโรทีนอยด์ท่ีพบมากในพืช คือ เบตาแคโรทีน ถือว่าเป็นคาโรทีนอยด์ท่ีมีมากในพืชผกั

ผลไม้ทัว่ไป  คาโรทีนอยด์จะพบทัว่ไปในพืชผกัผลไม้ท่ีมีสี ไม่ว่าจะเป็นสีส้ม แดง เหลือง ฯลฯ เช่น 

แครอท มะเขือเทศ มะละกอ ส้ม มะมว่ง กล้วย บร็อคโคล่ี มนัเทศ แตงโม องุ่นแดง ผกัโขม ฟักทอง 

เป็นต้น ซึง่ถือวา่เบตาแคโรทีนเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์วิตามินเอท่ีสําคญั ผกัผลไม้สว่นใหญ่

จะมีเบตาแคโรทีนอยู่ประมาณ 40-615 ไมโครกรัมตอ่ 100 กรัมนํา้หนกัผลสด (Bhosale, 2001)  

นอกจากเบตาแคโรทีนจะเป็นคาโรทีนอยด์ท่ีพบได้สว่นใหญ่ในพืชแล้ว ยงัพบคาโรทีนอยด์ชนิดอ่ืนๆ

ได้แก่ แอลฟาแคโรทีน ไลโคพีน ลทีูน ซีแซนทิน คริปโตแซนทีน เป็นต้น 

 

2. การผลติคาโรทีนอยด์จากสตัว์ 
 

คาโรทีนอยด์ในสตัว์มีปริมาณน้อย เน่ืองจากสตัว์ไม่สามารถสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์ได้   

แต่จะสะสมคาโรทีนอยด์ได้จากอาหารท่ีกินไปเท่านัน้ คาโรทีนอยด์ชนิดท่ีพบมากในสตัวนํา้ได้แก่   

ลูทีน ซีแซนทิน และแคนตาแซนทิน คาโรทีนอยด์ชนิดท่ีพบมากในสัตว์พวกครัสตาเซียนคือ     

แอสตาแซนทิน เบตาแคโรทีน และคริปโตแซนทิน สตัว์พวกครัสตาเซียนได้แก่ กุ้ ง กัง้ ป ูฯลฯ สตัว์

จําพวกนีไ้ม่สามารถสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์ขึน้เองได้ แต่สามารถสะสมจากอาหาร เม่ืออาหารถกู

ย่อยคาโรทีนอยด์จะถูกดูดซึมผ่านผนังอาหารร่วมกับไขมัน ส่งผ่านไปสะสมในส่วนต่างๆของ

ร่างกาย ทําให้เกิดสีท่ีตา เลือด ไข่ เปลือก ตับ รังไข่ และอวัยะสืบพันธุ์  คาโรทีนอยด์ชนิด      

แอสตาแซนทินเป็นคาโรทีนอยด์ท่ีพบในครัสตาเซียนเกือบทุกชนิด โดยเฉพาะกุ้ งทะเลพบ    
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แอสตาแซนทินสงูถึง 65-98% ของปริมาณคาโรทีนอยด์ทัง้หมด และยงัเป็นรงควตัถุสําคญัท่ี        

ทําให้กุ้ งมีสีส้มแดงเม่ือต้มสุก เบตาแคโรทีนเป็นคาโรทีนอยด์อีกชนิดท่ีสําคัญ และพบในสัตว์     

ครัสตาเซียนในปริมาณท่ีน้อยกว่าแอสตาแซนทิน โดยจะแพร่กระจายอยู่ทั่ว ร่างกายพบ               

เบตาแคโรทีนท่ีเปลือกของกุ้งกลุาดําประมาณ 3.6 เปอร์เซ็นต์ของคาโรทีนอยด์รวม สว่นแซนโทฟิล

ชนิดอ่ืนๆท่ีไมใ่ช่แอสตาแซนทินท่ีพบในสตัว์พวกครัสตาเซียนคือ คริปโตแซนทิน พบในปริมาณน้อย 

และสะสมในเลือด ไข่ และท่ีตา กลุ่มท่ีพบมากพบได้ใน isopod (Asellus aquaticus) และท่ี

เปลือกของ Carcinus maenas  (มทิุตา ธรรมสงัคม, 2545; Goodwin, 1980) 

 

3. การผลติคาโรทีนอยด์จากสาหร่าย 
 

การผลิตคาโรทีนอยด์ด้วยวิธีนีไ้ด้มีการนําไปใช้ทางค้า ซึง่ถือว่าเป็นแหล่งท่ีมีศกัยภาพท่ีดี

แหล่งหนึ่ง  คาโรทีนอยด์ท่ีสามารถผลิตได้จากสาหร่ายได้แก่ เบตาแคโรทีน และแอสตาแซนทิน  

สาหร่ายชนิดท่ีสามารถผลิตเบตาแคโรทีนคือ Dunaliella sp. ซึง่ Dunaliella เป็นสาหร่ายเซลล์

เดียว ไม่มีผนงัเซลล์ สามารถผลิตเบตาแคโรทีนได้ในระดบัสงูเม่ือเลีย้งภายใต้สภาวะท่ีมีเกลือและ

แสงในระดบัท่ีเหมาะสม  ปัจจบุนัมีการเพาะเลีย้งสาหร่าย Dunaliella sp. ทางการค้าในสภาวะ

เปิดใกล้ทะเลสาบนํา้เค็มในประเทศออสเตรเลีย และท่ี Nucara True Aroma Therapy รัฐไอโอวา

ในประเทศสหรัฐอเมริกา (Bhosale, 2001)  นอกจากนีย้งัมีสาหร่าย Haematococcus sp. ซึง่มี

ความสามารถในการผลิตแอสตาแซนทิน  ถือว่าเป็นสาหร่ายชนิดท่ีมีศักยภาพสูงในการผลิต

แอสตาแซนทินมีปริมาณสงูท่ีสดุเม่ือเปรียบเทียบกบัสิง่มีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ในการเพาะเลีย้งสาหร่ายใน

ระดบัอุตสาหกรรม  ปัจจุบนัหลายประเทศได้ให้ความสนใจในเร่ืองนีโ้ดยผลิตเพ่ือการค้า และ

ตลาดใหญ่ท่ีต้องการสินค้าประเภทนีก็้คือ อุตสาหกรรมการผลิตปลาแซลมอน ปลาเทราท์ และ

อตุสาหกรรมสตัว์ปีก (นฤมล ใบพดั, 2546)  

4. การผลติคาโรทีนอยด์จากจลุนิทรีย์  

ปัจจบุนัคาโรทีนอยด์ท่ีผลติจากจลุนิทรีย์ถือเป็นแหลง่ท่ีมีบทบาทแหลง่หนึง่ โดยท่ีจลุนิทรีย์

แตล่ะชนิดก็มีความสามารถในการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์แตกตา่งชนิดกนัไป จลุนิทรีย์ท่ีสามารถ

นํามาผลติคาโรทีนอยด์ได้แก่ แบคทีเรีย รา และยีสต์ ดงัแสดงตารางท่ี 2.1 ดงันี ้
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ตารางท่ี 2.1 คาโรทีนอยด์ท่ีผลติได้จากแหลง่จลุนิทรีย์ชนิดตา่งๆ 

 

ชนิดของคาโรทีนอยด์ แหลง่จลุนิทรีย์ 

เบตาแคโรทีน 

(Beta-carotene) 

Blakeslea trispora  Phycomyces blakesleeanus  *               

Rhodotorula  spp.  Phaffia rhodozyma                   

Sporobolomyces  pararoseus  S. shibatanus   S. pararoseus      

Rhodosporidium diobovatum  Candida utilis  **               

Rhodobacter sphaeroides  Agrobacterium aurantiacum        

Zymomonas mobilis  Escherichia coli  *** 

แอลฟาแคโรทีน

(Alfha-carotene) 

P. rhodozyma ** 

แอสตาแซนทิน

(Astaxanthin) 

P. rhodozyma   Rhodotorula sp. **                          

Mycobacterium lacticola  Brevibacterium sp. *** 

แคนตาแซนทิน 

(Canthaxanthin) 

P. rhodozyma  **                                          

Corynebacterium  michiganese  Brevibacterium  sp.   

Rhodococcus  maris  *** 

ไลโคพีน         

(Lutein) 

P. rhodozyma  C.  utilis  **                               

Rhodopseudomonas capsulate   A.  aurantiacum                

E. coli   Streptomyces  chrestomyceticus  *** 

โทรูลาโรดนิ

(Torularhodin) 

Rhodotorula spp.   P. rhodozyma   Rhodosporidium diobovatum , 

S.  pararoseus ** 

*   หมายถงึ จลุนิทรีย์จําพวกรา     **   หมายถึง จลุนิทรีย์จําพวกยีสต์                                                            

***   หมายถงึ จลุนิทรีย์จําพวกแบคทีเรีย                                                                         

ท่ีมา : Bhosale (2001)  
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ในปัจจุบันการผลิตคาโรทีนอยด์ในทางการค้าจากจุลินทรีย์ มักจะนิยมผลิตจากยีสต์              

คาโรทีนอยด์ชนิดท่ียีสต์สามารถผลิตได้ทางการค้า คือ แอสตาแซนทิน และเบตาแคโรทีน  โดยท่ี

ยีสต์ชนิด P. rhodozyma เป็นยีสต์สีแดงท่ีสามารถผลิตแอสตาแซนทินและถกูนํามาใช้ผลิตในทาง

การค้าเป็นอย่างมาก จากการประมาณการของ Johnson และ Schroeder (1995) คาดว่าในปี 

ค.ศ.2000 จะมีการใช้แอสตาแซนทินไปในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ต่างๆ ทัว่ทัง้โลกมีมลูค่าสงูถึง 

455 ล้านเหรียญสหรัฐ ในท่ีนีเ้ป็นแอสตาแซนทินท่ีได้จากการสงัเคราะห์ทางเคมีอยู่สงูถึง 305 ล้าน

เหรียญสหรัฐ แต่เม่ือพิจารณาถึงแนวโน้มการบริโภคในปัจจุบนั พบว่าผู้คนส่วนใหญ่เร่ิมมีความ

ระมดัระวงัใส่ใจในการบริโภคอาหารท่ีมีสารเคมีสงัเคราะห์เจือปน ดงันัน้การใช้แอสตาแซนทินท่ี

ผลิตได้จากธรรมชาติซึ่งก็คือยีสต์น่าจะปลอดภัยและได้รับความไว้ใจจากผู้ บริโภคมากกว่า     

แอสตาแซนทินท่ีได้จากการสงัเคราะห์ทางเคมี เน่ืองจากราคาขายของแอสตาแซนทินท่ีผลิตจาก

แหลง่ธรรมชาติมีมลูคา่สงูมากถึง 2500-3000 ดอลลาร์สหรัฐตอ่ 1 กิโลกรัม (นฤมล ใบพดั, 2546) 

จึงเป็นท่ีสนใจให้ผู้วิจยัพฒันาสายพนัธุ์ยีสต์ดงักลา่วให้มีความสามารถในการผลิตแอสตาแซนทิน

ได้มากขึน้ นอกจากนีแ้ล้วยังมียีสต์อีกชนิดหนึ่งท่ีได้รับการนํามาผลิตเชิงการค้าเช่นเดียวกับ                 

P. rhodozyma คือ Rhodotorula spp. ซึ่งเป็นยีสต์สีแดงสามารถเจริญได้อย่างอิสระตาม

สิ่งแวดล้อมทัว่ไป ไม่สามารถหมกันํา้ตาลได้ และเป็นยีสต์เซลล์เด่ียว โดยทางพนัธุกรรมทัว่ไปของ

ยีสต์ R. glutinis  และยีสต์ในกลุม่ Rhodotorula  อ่ืนๆ จะสามารถผลิตคาโรทีนอยด์ชนิดโทรูลีน 

โทรูลาโรดิน และเบตาแคโรทีน นอกจากนีย้งัสามารถผลิตแกมมาแคโรทีนได้แต่ผลิตในปริมาณ

น้อย (Perrier และคณะ, 1995) จากข้อมลูรายงานการวิจยัตา่งๆ สามารถชีบ้ง่ได้ว่ายีสต์ตา่งสาย

พนัธุ์กนัย่อมมีความสามารถในการผลิตคาโรทีนอยด์ได้แตกต่างกนัไปทัง้เชิงคณุภาพและปริมาณ 

ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 ดงันี ้

ตารางท่ี 2.2 องค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ีสามารถผลติได้จากยีสต์ชนิดตา่งๆ 

 

ชนิดของยีสต์ องค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ผลติได้ 

P. rhodozyma Astaxanthin  ,  Echinenone ,                       

3 - Hydroxyplectaniaxanthin  ,  Phoenicoxanthin  

Rhodosporidium diobovatum γ- carotene , Torulene , ß – carotene,  

Torularhodin , Neurosporene ,                     

Phytoene , Phytofluene  
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ชนิดของยีสต์ องค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ผลติได้ 

R.  aurantiaca γ- carotene , Torulene , ß – carotene , 

Torularhodin , Neurosporene ,                     

Phytoene , Phytofluene , Echinenone 

R.  glutinis γ- carotene , Torulene ,  ß – carotene , 

Torularhodin  ,  Neurosporene ,  Phytoene , 

Phytofluene  ,δ- carotene ,  ß – zeaxanthin  

 

R.  gracilis γ- carotene , Torulene , Neurosporaxanthin ,        

ß – carotene  , Torularhodin  ,  Phytoene , 

Phytofluene  ,δ- carotene ,  ß – zeaxanthin 

ท่ีมา : Goodwin (1980) 

2.7 ยีสต์ 
 

ยีสต์ คือ จุลินทรีย์เซลล์เด่ียวมีรูปร่างหลายแบบ เช่น รูปร่างกลม รี สามเหล่ียม เป็นต้น 

ขนาดของเซลล์ยีสต์มีความแปรผนัมาก บางชนิดมีความยาวของเซลล์ 2-3 ไมโครเมตร ในขณะท่ี

บางชนิดยาว 20-50 ไมโครเมตร ส่วนความกว้างของเซลล์ผันแปรน้อยกว่าคือ ระหว่าง 1-10 

ไมโครเมตร  ภายในเซลล์ยีสต์ประกอบด้วยโครงสร้างตา่งๆ ดงันีคื้อ ผนงัเซลล์ (cell wall) เย่ือหุ้ม

เซลล์ (cell membrane หรือ plasma membrane) เพอริพลาสซมึ (periplasm) ไซโทพลาสซมึ 

(cytoplasm)  นิวเคลียส (nucleus) ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) แวคิวโอล (vacuole) และ                        

เอนโดพลาสมิกเรทิคิวลมั (endoplasmic reticulum) (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549) ส่วนใหญ่มีการ

สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยวิธีการแตกหน่อ พบทั่วไปในธรรมชาติในดิน นํา้ และส่วนต่างๆ   

ของพืช 

การผลติคาโรทีนอยด์จากยีสต์ถือวา่เป็นแหลง่ท่ีมีศกัยภาพแหลง่หนึ่งท่ีมีความน่าสนใจนํา  

มาผลิต ซึ่งการผลิตคาโรทีนอยด์จากยีสต์มีข้อดีท่ีแตกต่างจากการผลิตโดยจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนและ

สาหร่ายดงันี ้ 
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1. ยีสต์เป็นสิง่มีชีวิตเซลล์เดียว จงึสามารถเลีย้งได้งา่ย สง่ผลให้สามารถขยายขนาดการ

ทดลองได้กว้างขึน้ 

2. ยีสต์มีอตัราการเจริญเตบิโตรวดเร็ว สง่ผลให้ได้ปริมาณผลผลติสงู 

3. ยีสต์สามารถทนตอ่สภาวะแวดล้อมตา่งๆได้ดี 

4. สามารถนํายีสต์ในรูปเซลล์แห้งไปใช้ในอตุสาหกรรมเวชภณัฑ์ และอตุสาหกรรมอาหาร

สตัว์ได้ดี 

นอกจากนีย้งัพบว่ายีสต์ใช้พืน้ท่ีน้อยในการผลิต สามารถผลิตคาโรทีนอยด์ได้ในปริมาณ

สงู และมีลกัษณะเดน่คือ สามารถในการใช้วสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรและอตุสาหกรรมเป็นแหลง่

อาหารในการเพาะเลีย้ง และยังพบว่ายีสต์แต่ละสายพันธุ์ จะมีความสามารถในการผลิต            

คาโรทีนอยด์ได้ต่างชนิดกนั ยีสต์ท่ีได้รับความสนใจนํามาใช้ในการผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีสําคญัอีก

ชนิดหนึ่งคือ R. mucilaginosa  ซึง่ยีสต์สายพนัธุ์ดงักลา่วมีความสามารถในการผลิตคาโรทีนอยด์ 

(Shih และ Hang, 1996; Parajo และคณะ, 1998; Buzzini และ Martini, 1999; Dominguez-

Bocanegra และ Torres-Munoz, 2004; Tinoi และคณะ, 2005) 

 
2.8 Rhodotorula   mucilaginosa 
 จดัอยูใ่นวงศ์และสกลุดงัแสดงในตารางท่ี 2.3 ดงันี ้
 

ตารางท่ี 2.3 วงศ์และสกลุของยีสต์  R.  mucilaginosa 
 

Kingdom: Fungi 

Phylum: Basidiomycota 

Class: Urediniomycetes 

Order: Sporidiales 

Family: Sporidiobolaceae 

Genus: Rhodotorula 

 ท่ีมา :   Barnett และคณะ (2000) 

 

R. mucilaginosa  เป็นยีสต์สายพนัธุ์หนึ่งซึ่งเดิมสามารถพบได้ในแหล่งนํา้เค็ม จึง

สามารถทนเค็มได้ มีช่ือเดิมคือ R. rubra สามารถพบได้ในอากาศ ดิน ทะเลสาบ มหาสมทุร ฯลฯ 

เซลล์ยีสต์สายพนัธุ์นีจ้ะมีเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 2.5-10 ไมโครเมตร สามารถเจริญในอาหาร
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เลีย้งเชือ้ได้หลากหลายเช่น SDA (Sabaroud’s Dextrose Agar)  Malt extract   Malt agar  PDA 

(Plate count agar) Corn meal agar ฯลฯ สามารถเจริญได้ดีในอณุหภมูิช่วง 25-37 องศา

เซลเซียส โคโลนีของยีสต์ชนิดนีจ้ะมีสีส้ม สีชมพจูนถึงสีแดงเข้ม ท่ีผิวของโคโลนีบางชนิดจะเรียบ

หรือยน่ และมีลกัษณะด้านจนถึงเป็นเงา มีรูปร่างหลากหลายเช่น รูปร่างกลม กลมรี รูปแพร์ ฯลฯ มี

การสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศโดยการแตกหน่อ และไม่มีความสามารถในการหมกันํา้ตาล (Rose 

และคณะ, 1977; Barnett และคณะ, 2000) 

ยีสต์ชนิดนีมี้ความสามารถในการใช้แหลง่คาร์โบไฮเดรตชนิดตา่งๆ เป็นแหลง่คาร์บอนได้

ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4 

 

ตารางท่ี 2.4 ความสามารถในการใช้คาร์โบไฮเดรตเป็นแหลง่คาร์บอนของยีสต์  

R. mucilaginosa  เพ่ือการเจริญเตบิโต 

 

แหลง่คาร์โบไฮเดรต ความสามารถในการ

ใช้เป็นแหลง่คาร์บอน 

แหลง่คาร์โบไฮเดรต ความสามารถในการ

ใช้เป็นแหลง่คาร์บอน 

D-Glucose + Xylitol + 

D-Galactose +,- D-Mannitol +,- 

L-Sorbose +,- Ribitol +,- 

D-Glucosamine - Erythritol - 

D-Ribose + L-Arabinitol +,- 

D-Xylose + D-Glucitol +,- 

D และ L-Arabinose  D (+) , L(+,-) Galactitol +,- 

L-Rhamnose +,- Salicin +,- 

Sucrose + Arbutin +,- 

Maltose +,- Melibiose - 

α , α-Trehalose + Melezitose +,- 

Cellobiose +,- Inulin - 

Lactose - myo - Inositol - 

Raffinose + Starch - 

+ หมายถงึ ยีสต์สามารถใช้แหลง่คาร์โบไฮเดรตนีไ้ด้  

- หมายถึง ยีสต์ไมส่ามารถใช้แห่งคาร์โบไฮเดรตนีไ้ด้ 

ท่ีมา : Barnett และคณะ (2000) 
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นอกจากคาร์โบไฮเดรตมีความจําเป็นต่อการเจริญเติบโตของยีสต์แล้ว ยีสต์ยงัต้องการ

แหลง่ไนโตรเจนเพ่ือการเจริญเช่นเดียวกนัซึง่แหลง่ไนโตรเจนทัว่ไปท่ี R. mucilaginosa  สามารถ

ใช้ในการเจริญได้เช่น ไนเตรต ไนไตรท์ เปปโตน ฟอสเฟต ฯลฯ นอกจากแหล่งคาร์บอนและ

ไนโตรเจนท่ียีสต์ต้องการแล้ว ยีสต์ยงัต้องการแร่ธาตแุละวิตามินต่างๆ เพ่ือเสริมการเจริญให้ได้ดี

ยิ่งขึน้ ได้แก่ Biotin Pyridoxine และ Niacin ฯลฯ  (Barnett และคณะ, 2000)  

ยีสต์ชนิดนีจ้ะสร้างรงควัตถุคือคาโรทีนอยด์เพ่ือป้องกันอันตรายของรังสีและแสง            

ซึ่งองค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ชนิดนีส้ามารถผลิตได้คือ โทรูลีน โทรูลาโรดิน และ    

เบตาแคโรทีน ซึง่ปัจจบุนัโทรูลีนมีการยอมรับนํามาใช้เป็นสีในไข่ไก่ และเนือ้สตัว์ (Harasawa และ

คณะ, 1984)  สว่นโทรูลาโรดินปัจจบุนัใช้เป็นสว่นประกอบในยาหยอดตา (Setsuo และ Sakaki, 

1996) ซึง่คาโรทีนอยด์ทัง้สองชนิดดงักลา่วมีรายงานวา่มีคณุสมบตัเิป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์

วิตามินเอ (Ershov และคณะ, 1992 และ Eugienia และคณะ, 1996)  
 
2.9 ขัน้ตอนการสังเคราะห์คาโรทนีอยด์ 
 

ในขัน้ตอนการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์จากยีสต์จะเกิดขึน้ภายในเซลล์ยีสต์ โดยสารตัง้ต้นท่ี

เป็นกุญแจสําคัญสําหรับการสังเคราะห์คาโรทีนอยด์ของจุลินทรีย์ในกลุ่มฟังก์ไจ และพืช           

สงัเคราะห์แสงคือ อะซติลิ โคเอ (Acetyl CoA) ชีวสงัเคราะห์ของคาโรทีนอยด์สามารถแบง่ออกเป็น 

3 ขัน้ตอนหลกัๆ ดงันี ้

 

1. การสงัเคราะห์ isopentyl pyrophosphate  (IPP) (บษุบา ยงสมทิธ์ิ, 2549; Goodwin, 1980; 

Bhosale, 2001; Frengova และคณะ, 2008)   

ขัน้ตอนแรกเป็นขัน้ตอนการเปลี่ยน Acetyl – CoA  เป็น  3–hydroxyl–3–methyl  glutaryl  

CoA ด้วยเอนไซม์ HMG-CoA synthase สารเทอร์ปีนอยด์ทัง้หลายรวมทัง้คาโรทีนอยด์จะถกู

สงัเคราะห์มาจาก Mevalonic acid (MVA) ซึง่เปลีย่นแปลงมาจาก HMG-CoA และจาก MVA จะ

เปล่ียนแปลงไปเป็น Isopentenyl pyrophosphate (IPP) และ Dimethyl allyl pyrophosphate 

(GPP) ซึง่เป็นไอโซเมอร์กนั โดยปฎิกิริยา phosphorylation และ decarboxylation แสดงดงัรูปท่ี 

2.12 
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รูปท่ี 2.12   วิถีการสงัเคราะห์ของ IPP (Iso pentenyl pyrophosphate)                                     

ท่ีมา : Bhosale (2001)   
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2. การสงัเคราะห์ Phytoene  (บษุบา ยงสมิทธ์ิ, 2549; Bhosale, 2001; Frengova และคณะ, 

2008)   

จากนัน้มีการรวมตวั (condensation) หวัท้ายของไอโซปรีน ของ 2  ไอโซเมอร์คือ  IPP 

และ GPP ได้เป็นสาร Geranyl pyrophosphate (GPP)  และมีการเติม IPP ไป 2 ครัง้ระหว่าง

ปฏิกิริยาโดยมีเอนไซม์ prenyl transferase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้เป็นสาร Farnesyl 

pyrophosphate (FPP) และ Geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) ตามลําดบั จากนัน้ 

GGPP เกิดการรวมตวักนั 2 โมเลกลุได้ Phytoene  แสดงดงัรูปท่ี 2.13 

 
 

รูปท่ี 2.13     วิถีการสงัเคราะห์ของ Lycopene                                     

ท่ีมา : Bhosale (2001)   
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3. การสงัเคราะห์สารคาโรทีนอยด์ตา่งๆ (บษุบา  ยงสมิทธ์ิ, 2549; Bhosale, 2001 ; Frengova 

และคณะ, 2008) 

Phytoene ในจลุนิทรีย์กลุม่ฟังก์ไจพบในรูปการจดัหมูท่ี่ตําแหนง่  15  เป็นแบบซีส (15-cis  

Confriguration) และจะเปล่ียนหมูเ่ป็นแบบทรานส์ (trans configuration) โดยผา่นปฏิกิริยา 

isomerization และได้ทรานส์คาโรทีนอยด์ (trans carotenoids) ปฏิกิริยาการเกิดวง (cyclization) 

ของแคโรทีนไมอ่ิ่มตวัและไมเ่ป็นวง (unsaturated acyclic carotenes) ทําให้วงบีตา (ß-rings)   

ความสมัพนัธ์ชีวสงัเคราะห์ระหวา่งสารคาโรทีนอยด์ ดงัลําดบัดงันี ้(แสดงดงัรูปท่ี 2.14) 

3.1 การเปล่ียนรูปสารเป็น  Lycopene   จาก Phytoene โดยปฏิกิริยา dehydrogenation 

4  ขัน้ตอน  

3.2 การเปล่ียนรูปสารเป็น Spheroidene  จาก  Lycopene  โดยมีการเตมิโมเลกลุของนํา้ 

ท่ีพนัธะคูท่ี่ตําแหน่งท่ี 1 และ 2   ปฏิกิริยา dehydrogenation ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 3 และ 4 

ปฏิกิริยา methylation ของหมู ่OH ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 1   และจากนัน้สาร Spheroidene จะถกู

เปล่ียนรูปเป็นสาร Spheroidenone โดยปฏิกิริยาการเตมิหมูคี่โตท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 2 

 3.3 การเปล่ียนรูปสารเป็น Gamma – carotene,  Beta – carotene และ Alpha – 

carotene  จาก  Lycopene  โดยปฏิกิริยาการเกิดวง (cyclization) ท่ีปลาย 1 และ 2  ได้สารท่ีมี

ปลายบีตาท่ีตําแหนง่ 1   (1 ß end group) ได้สาร  Gamma – carotene      ปฏิกิริยาการเกิดวง 

ได้สารท่ีมีปลายบีตาท่ีตําแหน่ง 2  (2 ß end group) ได้สาร Beta – carotene  และปฏิกิริยาการ

เกิดวง ได้สารท่ีมีปลายบีตาท่ีตําแหน่ง 1 และปลายซีตาท่ีตําแหนง่ 1  (1 ß – และ ε end group) 

 3.4 การเปล่ียนรูปสารเป็นสาร Torulene    จาก Gamma – carotene โดยปฏิกิริยา 

dehydrogenation  ท่ีคาร์บอนตําแหนง่ 3' และ 4' และ Torulene จะถกูเปล่ียนรูปเป็น 

Torularhodin  โดยปฏิกิริยาการเตมิออกซเิจนท่ีปลายโครงสร้าง 

 3.5 การเปล่ียนรูปสารเป็น 4-keto- γ -carotene  จาก  Gamma – carotene              

โดยปฏิกิริยาการเตมิหมูคี่โตท่ีคาร์บอนตําแหน่ง 4, hydroxylation และ dehydrogenation 

ตามลําดบั 

 3.6 การเปล่ียนรูปสารเป็นสาร Zeaxanhin จาก Beta – carotene โดยปฏิกิริยา 

hydroxylation ท่ีคาร์บอนตําแหนง่ 3 และ 3'    และปฏิกิริยาสามารถพบในการเปลี่ยนรูปเป็นสาร 

Lutein จาก  Alpha – carotene 

3.7 การเปล่ียนรูปสารเป็น Rhodoxanthin  จาก  Zeaxanthin  โดยการเตมิหมู ่ OH 

ตําแหนง่ท่ี 5, การสญูเสียไฮโดรเจนท่ีมีคาร์บอนตําแหนง่ท่ี 4', การสญูเสียโมเลกลุของนํา้  และการ

เกิดปฏิกิริยา Hydroxylation ท่ีคาร์บอนตําแหนง่ท่ี 3 และ 3'  ตามลําดบั 
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3.8 การเปล่ียนรูปสารเป็น Canthaxanthin จาก Beta – carotene  โดยการเตมิหมู ่        

คีโตท่ีตําแหน่งท่ี 4 และ 4', hydroxylation และ dehydrogenation ตามลําดบั 

3.9 การเปล่ียนรูปสารเป็น Astaxanthin  จาก  Beta – carotene  โดยปฏิกิริยา 

hydroxylation ท่ีคาร์บอนตําแหนง่ 3 และ 3', การเตมิหมู ่OH ตําแหนง่ท่ี 5, การสญูเสียไฮโดรเจน

ท่ีมีคาร์บอนตําแหนง่ท่ี 4'  และการสญูเสียโมเลกลุของนํา้ท่ีคาร์บอนตําแหนง่ 3 และ 3'   

   

 
 

รูปท่ี 2.14     ชีวสงัเคราะห์ของสารคาโรทีนอยด์ตา่งๆ จากสาร Phytoene                                     

ท่ีมา : บษุบา  ยงสมทิธ์ิ (2540)   

 

โดยทัว่ไปยีสต์ R. mucilaginosa จะสามารถผลิตคาโรทีนอยด์เพ่ือป้องกนัอนัตรายของ

รังสีและแสงท่ีสามารถทําลายเซลล์ยีสต์ได้ ซึง่รูปแบบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ชนิดนีส้ามารถ

ผลิตได้คือ โทรูลีนมากท่ีสดุ  เบตาแคโรทีน และโทรูลาโรดิน ตามลําดบั  (Simpson และคณะ, 

1964; Perrier และคณะ, 1995; Bhosale, 2001; Aksu และ Eren, 2005; Sperstad และคณะ, 

2006)  ซึง่องค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์นีไ้ด้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน 
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Yeast malt extract (YM Broth) และแหลง่อาหารตา่งๆท่ีมีปริมาณสารอาหารคือ คาร์โบไฮเดรต 

และโปรตีนในปริมาณท่ีเพียงพอเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ R. mucilaginosa     

องค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์คาโรทีนอยด์จะเปล่ียนแปลงไปได้ก็ตอ่เม่ือมีการเพาะเลีย้งยีสต์ 

R. mucilaginosa  ในภาวะท่ีแตกต่างจากปกติหรือภาวะท่ีทําให้ยีสต์เกิดความเครียด เช่น การ

เพาะเลีย้งยีสต์ท่ีให้อากาศสงูกว่าปกติ  หรือการเพาะเลีย้งยีสต์ในสภาวะท่ีมีอนมุลูอิสระตา่งๆ  ซึง่

อนุมลูอิสระดงักล่าวนีเ้กิดขึน้ได้จากการเติมสาร duroquinone  H2O2  และเอทานอลระหว่าง

เพาะเลีย้ง รวมถึงเกิดจากการฉายแสงขาวระหวา่งการเพาะเลีย้ง     

 
2.10 การใช้นํา้ทิง้จากอุตสาหกรรมอาหารต่างๆสําหรับเพาะเลีย้งยีสต์เพื่อผลิตสาร

กลุ่มคาโรทนีอยด์ 
 

การเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ในระดบัห้องปฎิบตัิการจะ

นิยมใช้อาหารสงัเคราะห์ เช่น malt extract  และ yeast  malt extract (YM) มีงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง

กบัการพฒันาการนําวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรและจากโรงงานอตุสาหกรรมอาหารตา่งๆมาเป็น

แหลง่อาหารในการเพาะเลีย้งยีสต์เพ่ือผลติสารคาโรทีนอยด์สูร่ะดบัอตุสาหกรรม เน่ืองจากเป็นการ

ลดต้นทนุคา่ใช้จ่ายในด้านวตัถดุบิ และยงัเป็นการเพิ่มมลูคา่ให้กบัวสัดเุหลือทิง้ดงักลา่ว วสัดเุหลือ

ทิง้ทางการเกษตรและนํา้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมจะมีสารอาหารท่ียีสต์สามารถนําไปใช้เพ่ือ

การเจริญเติบโต ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั และแร่ธาตตุ่างๆ ซึ่งสารเหล่านีจ้ะมีปริมาณ

มากน้อยแตกตา่งกนัไปขึน้อยูก่บัประเภทของอตุสาหกรรมอาหาร วสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรและ

โรงงานอุตสาหกรรมอาหารต่างๆท่ีนํามาใช้ได้แก่ นํา้ทิง้จากโรงงานผลิตนํา้องุ่นเข้มข้น นํา้องุ่น

เหลือทิง้จากการทําไวน์ กลโูคสไซรัป โมลาสจากบีท นํา้ทิง้จากโรงงานวุ้นเส้น วสัดจุากโรงงานผลิต

แป้งข้าวโพด นํา้ทิง้จากโรงงานกะหล่ําปลีดองผักดอง นํา้กะทิ โมลาสเกรดตํ่า นํา้ทิง้จาก

โรงงานผลิตมัสตาร์ด นํา้ตาลไซโลส นํา้ทะเลเทียม นํา้ทิง้จากโรงงานผลิตผงชูรส และ whey 

ultrafitration  เป็นต้น (Haard, 1988; Shih และ Hang, 1996; Frengova  และคณะ, 1997; 

Parajo และคณะ, 1998; Buzzini และ Martini, 1999; Bhosale และ Gadre, 2001b; 

Dominguez-Bocanegra และ Torres-Munoz, 2004; Simova และคณะ, 2004; Aksu และ 

Eren, 2005; Tinoi และคณะ, 2005; Xue และคณะ, 2008)  

มีผู้ ศึกษาการนําวัสดุเหลือทิง้จากอุตสาหกรรมการเกษตรและนํา้ทิง้จากโรงงาน

อตุสาหกรรมต่างๆ ท่ีมีคาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบหลกัมาใช้ดงันี ้ Aksu และ Eren (2005) 

ศกึษาการใช้  Molasses sucrose เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์  R. mucilaginosa  เพ่ือผลิต          



 26 

คาโรทีนอยด์ โดยท่ีไม่มีการปรับสตูรอาหาร   มีผลทําให้ได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งเท่ากับ         

4 กรัมตอ่ลติร  และผลติสารคาโรทีนอยด์รวม (Total carotenoids) เท่ากบั 89 มิลลกิรัมตอ่ลติร      

Buzzini และ Martini (1999)   ศกึษาการใช้วสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรคือ นํา้ทิง้จากการ

ผลิตนํา้องุ่นเข้มข้น (concentrated grape must) นํา้องุ่นเหลือทิง้จากการทําไวน์  (grape must)  

กลโูคสไซรัป (glucose syrup) โมลาสจากบีท (beet molasses) วสัดจุากโรงงานผลิตแป้งถัว่

เหลือง (soybean flour extract) และวสัดจุากโรงงานผลิตแป้งข้าวโพด (maize flour extract) มา

ใช้เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์ R. Glutinis จากการทดลองมีผลทําให้ได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์

แห้งดงันี ้6.5, 7.4, 7.5, 9.3, 4.8 และ 5.2 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบัของแหลง่อาหาร และผลิตสาร  

คาโรทีนอยด์รวมเท่ากบั 5.95, 3.37, 1.80, 3.09, 4.24 และ 3.82 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามลําดบัของ

แหลง่อาหาร     

Parajo และคณะ (1998) ศึกษาการใช้นํา้ตาลไซโลสเป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์               

P. Rhodozyma โดยมีการปรับสตูรอาหารโดยการเติม yeast extract, malt extract, peptone 

และ KNO3 มีผลทําให้ได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งเท่ากบั 9.1 กรัมต่อลิตร และผลิตสาร       

คาโรทีนอยด์รวมเท่ากบั 5.8 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึง่คาโรทีนอยด์ชนิดท่ียีสต์ P. rhodozyma ผลิตได้

ในนํา้ตาลไซโลสคือ แอสตาแซนทีน โดยสามารถผลติได้ถึง 5.2 มิลลกิรัมตอ่ลติร   

Tinoi และคณะ (2005)  ศึกษาการนํานํา้ทิง้แป้งถัว่เขียวจากโรงงานผลิตวุ้นเส้นใช้เป็น

แหลง่ไนโตรเจน และสารสกดัจากมนัเทศ (Ipomoea batatas  Lamk) เป็นแหลง่คาร์บอนสําหรับ

เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์ R. glutinis โดยมีการนํานํา้ทิง้แป้งถัว่เขียวมาย่อยด้วยกรดซลัฟูริก 

(H2SO4 ) ความเข้มข้น  0.2 โมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และนําไปฆ่าเชือ้ด้วยความร้อนท่ี

อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที สว่นสารสกดัจากมนัเทศได้จากการนํามนัเทศ 100 กรัมมา

สกดัด้วยนํา้กลัน่ 200 มิลลิลิตรท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนัน้นํามาป่ันเหว่ียง

แยกตะกอนออกด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ีงท่ีความเร็วรอบ 8000xg  นําสว่นใสท่ีได้ไปใช้ จากการทดลอง

พบว่า ณ สภาวะท่ีดีท่ีสดุจะมีผลทําให้ได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์เท่ากบั 10.35 กรัมตอ่ลิตร และ

ผลติสารคาโรทีนอยด์รวมเท่ากบั 3.48 มิลลกิรัมตอ่ลติร   

มีผู้ ศึกษาการนําวัสดุเหลือทิง้จากอุตสาหกรรมการเกษตร และนํา้ทิง้จากโรงงาน            

อตุสาหกรรมตา่งๆ ท่ีมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลกัมาใช้ดงันี ้Aksu และ Eren (2005) ศกึษาการ

ใช้ Whey lactose sugars เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์ R. Mucilaginosa เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์  

โดยมีการปรับสตูรอาหารให้ใกล้เคียงอาหารสงัเคราะห์โดยเติม yeast extract malt extract 

(NH4)2SO4, KH2PO4 และ MgSO4·7H2O มีผลทําให้ได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งเท่ากับ         

2 กรัมตอ่ลติร และผลติสารคาโรทีนอยด์รวมเท่ากบั 35 มิลลกิรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง   
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Simova และคณะ (2004)  ศกึษาการใช้ whey ultrafitrate  เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์     

R. rubra GED2, R. rubra GED4, R. rubra GED5, R. rubra GED6 และ R. rubra GED8 

ร่วมกบักล้าเชือ้ผลิตโยเกิร์ตชนิดต่างๆคือ Lactobacillus bulgaricus 2-11, L. bulgaricus         

2-12, L. bulgaricus 1-9, Streptococcus thermophilus 15HA, S. thermophilus 15a  และ    

S. thermophilus 18a โดยท่ีไม่มีการปรับสตูรอาหาร  จากผลการทดลองมีผลทําให้ผลผลิต     

เซลล์แห้งสงูสดุเม่ือเพาะเลีย้งด้วย R. rubra GED6 ร่วมกบั L. bulgaricus 2-11 และ                    

S. thermophilus 15HA เท่ากบั 15.3 กรัมตอ่ลิตร และสามารถผลิตคาโรทีนอยด์รวมได้สงูสดุ

เท่ากบั 4.72 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และจากการศกึษาองค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ีเพาะเลีย้ง

ยีสต์ร่วมกบัแบคทีเรียกลุ่มสร้างกรดแลคติกเหล่านีพ้บว่ามีปริมาณสารเบตาแคโรทีนเพิ่มขึน้ 47.2  

%  จากปกติท่ีเพาะเลีย้งยีสต์เพียงชนิดเดียว เน่ืองจากยีสต์ R. rubra ไม่สามารถใช้นํา้ตาลแลค

โตสเป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญเติบโตแต่แบคทีเรียกลุ่มสร้างกรดแลคติกสามารถใช้นํา้ตาล

แลคโตสเป็นแหลง่คาร์บอนเพ่ือสร้างกรดแลคตกิ และยีสต์ R. rubra สามารถนํากรด       แลคตกิท่ี

แบคทีเรียสร้างขึน้มาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนเพ่ือการเจริญเตบิโตและสร้างคาโรทีนอยด์ได้  

Frengova และคณะ (1997) ศกึษาการใช้ cheese whey ultrafitrate เป็นอาหาร

เพาะเลีย้ง R. glutinis  ร่วมกบั  L. helveticus โดยท่ีไมมี่การปรับสตูรอาหาร  จากการทดลองมีผล

ทําให้ได้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้งเท่ากับ 8.2 กรัมต่อลิตร และผลิตสารคาโรทีนอยด์รวม 

เท่ากบั 248 ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง ในการทดลองได้ศกึษาองค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์

ท่ีเพาะเลีย้งยีสต์ร่วมกับแบคทีเรียพบว่ามีปริมาณสารโทรูลาโรดินสูงถึง 171 ไมโครกรัมต่อกรัม

เซลล์แห้ง โทรูลีนและ เบตาแคโรทีนเท่ากับ 37.20 และ 25.50 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง 

รองลงมาตามลําดบั  

มีผู้ ศึกษาการนําวัสดุเหลือทิง้จากอุตสาหกรรมการเกษตร และนํา้ทิง้จากโรงงาน            

อตุสาหกรรมตา่งๆ ท่ีมีไขมนัเป็นองค์ประกอบหลกัมาใช้ดงันี ้  Dominguez - Bocanegra และ 

Torres -Munoz (2004) ศกึษาการใช้นํา้กะทิท่ีมีไขมนัเป็นองค์ประกอบหลกัเป็นอาหารเพาะเลีย้ง

ยีสต์ P. rhodozyma สายพนัธุ์ mutant R1 เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์  ซึง่ในประเทศเม็กซิโกจะนิยมใช้

กาบมะพร้าวไปใช้ในอตุสาหกรรมแชมพ ูลกูกวาด และอาหาร อย่างกว้างขวาง จึงมีของเหลือทิง้

จากอุตสาหกรรมดังกล่าวเป็นจํานวนมาก ซึ่งก็คือ นํา้กะทิ  ดังนัน้นํา้กะทิจึงเป็นสิ่งท่ีไม่ได้ใช้

ประโยชน์ในอุตสาหกรรมดังกล่าว ด้วยเหตุนีจ้ึงได้มีการนํามาเป็นแหล่งอาหารสําหรับการ

เพาะเลีย้งยีสต์เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ เน่ืองจากในองค์ประกอบทางเคมีของนํา้กะทิมีความ

เหมาะสมตอ่การเจริญเตบิโตของยีสต์เพ่ือผลติคาโรทีนอยด์ได้เป็นอยา่งดีดงัแสดงในตารางท่ี 2.5 
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ตารางท่ี 2.5  องค์ประกอบทางเคมีของอาหารสงัเคราะห์ YM broth  และนํา้กะทิ     
 

องค์ประกอบของอาหาร 

 

อาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน  

YM broth (กรัมตอ่ลติร) 

นํา้กะทิ 

(กรัมตอ่ลติร) 

Glucose 10  - 

Carbohydrates total - 16  

Yeast extract 3  - 

Peptone 5  - 

Malt extract 3  - 

Sodium - 0.25  

Magnesium - 0.1    

Potassium - 2.94  

Chlorite - 1  

Distilled water 1  - 

ท่ีมา :  Dominguez - Bocanegra และ Torres -Munoz (2004) 

 

โดยในการทดลองดงักล่าวจะไม่มีการปรับสูตรอาหาร จากการทดลองมีผลทําให้ได้ผล

ผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้งเท่ากับ 8.2 กรัมต่อลิตร และผลิตสารคาโรทีนอยด์รวม ซึ่งเป็น       

แอสตาแซนทินเท่ากบั  1850  ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง 

นอกจากนีย้ังมีผู้ ศึกษาการนําวัสดุเหลือทิง้และนํา้ทิง้ท่ีมีแร่ธาตุเป็นองค์ประกอบหลัก      

แร่ธาตท่ีุสําคญัคือ โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  เช่น   Shih และ Hang (1996) ศกึษาการใช้นํา้ทิง้จาก

โรงงานกะหล่ําปลีดอง ซึง่มีเกลือเป็นองค์ประกอบหลกั 2.25 % และนํา้ทิง้จากโรงงานดงักล่าวมี

ผลทําให้ค่า BOD (Biochemical oxygen demand) มากกว่า 11000 มิลลิกรัมต่อลิตร มาใช้

เพาะเลีย้งยีสต์ R. rubra เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์  โดยไม่มีการปรับสตูรอาหาร จากการทดลองมีผล

ทําให้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้งเท่ากับ 8 กรัมต่อลิตร และผลิตสารคาโรทีนอยด์รวมเท่ากับ 

1041 ไมโครกรัมต่อลิตร หรือ 131 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง นอกจากนีย้งัพบว่าในนํา้ทิง้

ดังกล่าวมีปริมาณกรดแลคติกอยู่สูง ซึ่งกรดแลคติกเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีสําคัญสําหรับการ

เจริญเติบโตของยีสต์ R. rubra และเน่ืองจากการใช้กรดแลคติกของยีสต์ดงักลา่วจะมีผลทําให้คา่ 

BOD ในนํา้ทิง้ลดลงน้อยกว่า 3200 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ปริมาณเกลือในนํา้ทิง้ภายหลงัการ

เพาะเลีย้งไม่การเปล่ียนแปลง ซึ่งจากปริมาณ BOD ท่ีลดลงดงักล่าวถือเป็นการลดปัญหา

สิง่แวดล้อมได้ทางหนึง่  
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Bhosale และ Gradre (2001b)  ศกึษาการใช้นํานํา้ทะเลเทียมซึง่มีองค์ประกอบดงันี ้

NaCl 23.1 กรัม Na2SO4 1 กรัม KCl 0.61 กรัม H3BO4  0.021 กรัม MgCl2· 2H2O  10.1 กรัม 

CaCl2· 2H2O 1.41 กรัม NaHCO3 0.191 กรัม Na2SiO3· 9H2O 0.031 กรัม และ Na4EDTA 

0.0003 กรัม เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์ R. glutinis จากผลการทดลองมีผลทําให้ได้ผลผลิต

นํา้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 16 กรัมต่อลิตร และผลิตสารคาโรทีนอยด์รวมได้เท่ากบั 86 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ซึ่งเกลือในนํา้ทะเลเทียมดงักล่าวมีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของยีสต์ R. glutinis  

(Komemushi และคณะ, 1994) 
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บทที่  3 

การดาํเนินการวจิัย 
 
วตัถดุบิท่ีใช้ในงานวิจยั 

 

นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม และนํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน ได้จากบริษัท ผลไม้แปรรูปวรพร จํากดั    

จงัหวดัฉะเชิงเทรา เก็บตวัอย่างเม่ือวนัท่ี 26 มิถนุายน 2550 โดยการดองมะม่วงในนํา้ดองเค็มของ

โรงงานนีจ้ะใช้เวลา 1 -12 เดือน โดยแบ่งดองในบ่อดองเค็มจํานวน 12 บ่อ เม่ือสิน้สดุการดองใน

แต่ละเดือนจะทิง้นํา้ดองเค็มดงักล่าว และนํามะม่วงท่ีผ่านการดองเค็มแล้วไปดองหวานเป็นเวลา   

6 วนัในบ่อท่ีเตรียมไว้ต่อไป ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกนํา้มะม่วงดองเค็มท่ีได้จากการดองเค็มเป็นเวลา 

6 เดือน ซึง่ถือเป็นช่วงกลางของการหมกัมะม่วงดองเค็มเป็นตวัแทนนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มและเป็น

ช่วงท่ีโรงงานมีความสะดวกในการให้ไปเก็บตัวอย่างนํา้ทิง้เพ่ือมาใช้ในงานวิจัย ในขณะท่ี           

นํา้มะม่วงดองหวานท่ีนํามาเป็นตวัแทนของนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานเป็นนํา้ดองท่ีได้จากการดอง

หวานเป็นเวลา 6 วัน ซึ่งเป็นนํา้ดองหวานในวนัสุดท้ายท่ีรอการกําจัดทิง้ เก็บตวัอย่างนํา้ทิง้ใน

กล่องควบคุมความเย็นระหว่างการเดินทางมายังห้องปฎิบัติการจุลชีววิทยาทางอาหาร              

นําตวัอย่างไปตรวจวิเคราะห์สมบตัิทางเคมี คือ BOD (Biochemical Oxygen Demand) และ

สมบตัิทางจลุินทรีย์โดยทนัทีดงันี ้ปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) และปริมาณยีสต์

และรา (Yeast-Mold count) และเก็บตวัอย่างนํา้ทิง้ในตู้แช่เยือกแข็งอณุหภมูิ -30 องศาเซลเซียส 

ก่อนนํามาใช้วิจยัในขัน้ตอนตอ่ๆไป 

นํา้ทิง้นํา้นมได้จากโรงงานผลิตนมพาสเจอร์ไรซ์ในวันท่ีผลิตนํา้นมพาสเจอร์ไรซ์รสจืด 

โครงการสว่นพระองค์ สวนจิตรลดา เก็บตวัอย่างเม่ือวนัท่ี 17 สิงหาคม 2550 โดยนํา้ทิง้นํา้นมเป็น

นํา้ทิง้ท่ีได้จากการล้างท่อหลงัจากเสร็จกระบวนการผลิตทนัที เก็บตวัอย่างในกล่องควบคมุความ

เย็นระหว่างการเดินทางมายงัห้องปฎิบตัิการจุลชีววิทยาทางอาหาร นําไปตรวจวิเคราะห์สมบตัิ

ทางเคมี คือ BOD (Biochemical Oxygen Demand) และสมบตัิทางจุลินทรีย์โดยทนัทีดงันี ้

ปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) และ ปริมาณยีสต์และรา (Yeast-Mold count) และ

เก็บตวัอย่างนํา้ทิง้ในตู้แช่เยือกแข็งอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส ก่อนนํามาใช้วิจัยในขัน้ตอน

ตอ่ๆไป 

นํา้กะทิ ใช้นํา้กะทิเข้มข้น UHT ตราชาวเกาะ นํา้หนักสทุธิ 250 มิลลิลิตร ของบริษัท        

อําพลฟดูส์ จํากดั มาทําเจือจางเพ่ือประเมินในการเลีย้งยีสต์ โดยเป็นตวัแทนของนํา้ทิง้จากโรงงาน

กะทิ 
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ในขัน้ตอนการวิเคราะห์สมบตัิทางเคมี คือ ปริมาณวตัถกุนัเสีย (โพแทสเซียมซอร์เบตและ 

โซเดียมเมตาไบซลัไฟต์) จะตรวจวิเคราะห์เฉพาะในนํา้ทิง้มะมว่งดองหวานและดองเคม็    

      

สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ในงานวิจยั 

 

 1. Absolute ethanol (C2H5OH) (Mallinckrodt, Mexico)  AR grade 

2. Acetone ((CH3)2CO) (Merck, Germany)   AR grade 

 3. Acetonitrile (CN3CN) (Merck, Germany)   HPLC grade 

 4. Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) (Fluka, Switzerland)  AR grade 

 5. Boric acid (H3BO3) (Merck, Germany)   AR grade 

 6. Hydrochloric acid (HCl) (Ajax Finechem, New Zealand) AR grade 

 7. D-glucose (C6H12O6) (Merck, Germany)   AR grade 

 8. Diethy ether (C4H10O) (BDH, England)   AR grade 

 9. Dimethoxy sulfoxide (DMSO)(Riedei-de Haen, Germany) AR grade 

 10. Hexane (C6H14) (Merck, Germany)    HPLC grade 

 11. Iso-propanol (CH3CHOHCH3) (Merck, Germany)  HPLC grade 

 12. Silver nitrate (AgNO3) (Merck, Germany)   AR grade 

 13. Sodium hydroxide (NaOH) (Merck, Germany)  AR grade 

 14. Sulfuric acid (H2SO4) (J.T Baker, USA)   AR grade 

 15. Methanol (CH3OH) (Merck, Germany)   HPLC grade 

16. Potassium Chromate (K2CrO4) (Fluka, Switzerland) AR grade 

17. Selenium reagent mixture (Merck, Germany)  AR grade  

 18. Petroleum ether (Merck, Germany)    AR grade 

 19. Beta-carotene (Sigma, USA)    AR grade  

21. Peptone from casine (Merck, Germany)   AR grade 

 22. Plate dextose agar (PDA) (Merck, Germany)  AR grade 

 23. Yeast malt extract broth (YM broth) (Himedia, India) AR grade  

 

อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในงานวิจยั 

 

1.  Autoclave (SS-320 TOMY, Japan) 
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2. Centrifuge (Hettich, ROTANTA 460R, Germany และ Hettich, MIKKO 22R,   

Germany) 

3.  Colony counter (Suntex 560, China) 

4.  Digestion unit  สําหรับวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (BUCHI, K-424, Switzerland) 

5.  Distillation unit สําหรับวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (BUCHI, B-324, Switzerland)  

6.  Hot air oven (Memmert, USA และ WTC binder 78532 Tuttlingen, Germany) 

7.  Furnace (Carbolite, CWF 1200, England) 

8.  Hand-Held Refractometer (ATAGO N-1α Brix 0-32%, Japan) 

9.  High performance liquid chromatography (Agilent รุ่น 1100, Agilent 

technologies, USA, Detector คือ  Mutiple UV-Visible, Software ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลูคือ 

HP Chemstation software, Hewlett-Packard, Germany) 

10. HPLC column (Luna C18 (2) 100A. 150 × 4.6 mm,  Phenomenex, USA)  

11. pH meter (Mettler Toledo, 204) 

12. Micropipette P 200 และ P 1000 (Gilson, France) 

13. Weight balance (Sartorius BP 310, Germany) 

14. Rotary evaporator (Eyela, SB 651, Japan) 

15. Security guard semi-prep guard cartridge system 10mm ID รุ่น KJO - 4282

สําหรับ HPLC column (Phenomenex, USA) 

16. Shaker (New Brunswick Scientific, USA) 

17. Spectophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA และ V-350 PCY Jasco, 

Korea) 

18. TLC Chamber และแผน่ TLC 20 × 20 cm alminium silica gel plate (Merck, 

Germany) 

19.  Vortex mixer (CTL, CTL-107, Germany) 

20.  Water bath (Memmert, USA) 

21. 0.45 μm filter membrane (Nylon) (Kanto Chemical, Japan) 

 

 

จลุนิทรีย์ 

 1. Rhodotorula  mucilaginosa  FRR 5980  (AWRI, Australia) 
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ขัน้ตอนและวธีิการดําเนินงานวิจยั 

 
3.1 การประเมินหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์คาโรทนีอยด์จากยีสต์                

R.  mucilaginosa FRR 5980  
  

3.1.1 การสกดัคาโรทีนอยด์จากเซลล์ยีสต์ และวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมด้วย 

UV-Vis Spectrophotometry 

ดดัแปลงจากวิธีของ Tinoi และคณะ (2005) และ Park และคณะ (2007) 

เพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa ในอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน Yeast malt 

extract (YM Broth) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร  และผ่านการทําให้

ปลอดเ ชื อ้ ด้วย เค ร่ืองนึ่ งฆ่ า เ ชื อ้ ด้วยความดันไอนํ า้  (autoclave) จากนั น้ เติมก ล้า เ ชื อ้                 

R. mucilaginosa อาย ุ20 ชัว่โมง 1 % หรือเซลล์เร่ิมต้น 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร เพาะเลีย้งภายใต้

สภาวะการเลีย้งแบบ orbital shaking 200 รอบต่อนาทีท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 144 ชัว่โมง 

จากนัน้นําอาหารไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 10000xg 

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และล้างเซลล์ยีสต์ด้วยนํา้กลัน่ 2 ครัง้ นําเซลล์เปียกท่ี

ได้ไปสกดัคาโรทีนอยด์โดยใช้ตวัทําละลายอินทรีย์เป็นสารท่ีใช้สกดั (วิธีการแสดงในภาคผนวก ค) 

นําสารสกัดคาโรทีนอยด์ท่ีได้ไปตรวจวัดปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณเทียบเท่า                   

เบตาแคโรทีนด้วย UV-Vis Spectrophotometry ตามวิธีของ Peterson และคณะ (1957) และ 

Tinoi และคณะ (2005) นําเซลล์ท่ีเหลือมาสกัดซํา้และนําไปวัดหาปริมาณคาโรทีนอยด์ท่ีเหลือ

จนกระทัง่ได้คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัใกล้เคียง 0 ทําการทดลอง 3 ซํา้  

ในระหว่างขัน้ตอนการสกดัจะต้องทําในท่ีมืด ตลอดจนอปุกรณ์และเคร่ืองแก้วท่ี

ใช้ในระหวา่งขัน้ตอนการสกดัจะหุ้มด้วยอะลมูิเนียมฟอยล์เพ่ือป้องกนัการสมัผสัแสง  

 

3.1.2 การวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย Reversed Phase High – Performance Liquid   

Chromatography (RP-HPLC)   

ดดัแปลงจากวิธีของ Bhosale (2001) และ Tinoi และคณะ (2005) 

นําสารสกดัคาโรทีนอยด์จากยีสต์มาไลอ่ากาศออกด้วยก๊าซไนโตรเจน นํามากรอง

ผ่านแผ่นกรองชนิดไนลอนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และใส่ในขวดสีชาขนาด 2 มิลลิลิตร เก็บ

ตวัอยา่งใสตู่้ควบคมุอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือวิเคราะห์ตอ่ไป  
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  การศกึษาสภาวะตา่งๆของการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย RP-HPLC มีดงัตอ่ไปนี ้

3.1.2.1 ตรวจสอบ Mobile phase และคา่ความยาวคล่ืน (λ)  

ทดสอบหาตวัทําละลายอินทรีย์ท่ีเหมาะสมเพ่ือใช้เป็น Mobile phase 

และแปรอตัราสว่นท่ีเหมาะสม โดยทดลองปรับอตัราสว่นของ Mobile phase ชนิดตา่งๆ จนกระทัง่

แยกพีคของสารคาโรทีนอยด์ (โทรูลีน โทรูลาโรดิน และเบตาแคโรทีน) ออกจากกนัได้อย่างชดัเจน 

และมีพีคของสารอ่ืนท่ีไมต้่องการปรากฏอยูน้่อยท่ีสดุ  

Mobile phase และอตัราสว่นของ Mobile phase ท่ีนํามาใช้ศกึษาคือ 

Acetonitrile : Methanol : Hexane (54 : 40 : 6)  ดดัแปลงมาจาก Bhosale (2001) และ Tinoi 

และคณะ (2005) 

ทัง้นีจ้ึงต้องมีการหาค่าความยาวคล่ืนท่ีจะนํามาใช้ในการวิเคราะห์ชนิด

ของคาโรทีนอยด์ด้วย HPLC จะนําสารคาโรทีนอยด์อ้างอิงแตล่ะชนิด คือ เบตาแคโรทีนมาตรฐาน 

(Sigma, USA)  โทรูลีน และโทรูลาโรดินจาก R. mucilaginosa ท่ีแยกได้ด้วยเทคนิค Thin layer 

chromatography (TLC) (วิธีแยกสารแสดงในภาคผนวก ค) มาใช้ในการประเมิน โดยการหา

ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่พืน้ท่ีใต้กราฟสงูสดุสําหรับสารคาโรทีนอยด์แตล่ะชนิด 

ประเมินและเลือกช่วงความยาวคล่ืน โดยอ้างอิงจากรายงานการวิจัย

ตา่งๆแสดงในตารางท่ี 3.1 ดงันี ้

 

ตารางท่ี 3.1 คา่ความยาวคล่ืนตา่งๆจากงานวิจยัอ้างอิงท่ีเลือกมาประเมินในงานวิจยันี ้

 

คา่ความยาวคล่ืน (λ) งานวิจยัอ้างอิง 

457 Bhosale (2001) 

489 Bhosale และGadre (2001a) 

498 Bhosale และGadre (2001a)  

515 Perrier และคณะ (1995) 

 
3.2 การตรวจวเิคราะห์สมบตัทิางกายภาพ ทางเคมี และทางจุลชีววิทยาของนํา้ทิง้จาก

โรงงานอุตสาหกรรมอาหาร   
 

3.2.1  ตรวจวิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพ    

3.2.1.1  pH โดยใช้เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด ดา่ง (pH  meter) (AOAC, 2005) 

3.2.1.2  ปริมาณของแข็งทัง้หมด โดยใช้ Hand Refractometer (AOAC, 2005) 
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 3.2.2  ตรวจวิเคราะห์สมบตัทิางเคมี 

  3.2.2.1  BOD โดยวิธี In-house Method (ISO 5815-1989) 

  3.2.2.2 ปริมาณคาร์โบไฮเดรต โดยวิธี Phenol-sulfuric acid (AOAC, 2005) 

  3.2.2.3 ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2005) 

  3.2.2.4  ปริมาณไขมนั โดยวิธี Mojonnier (AOAC, 2005) 

  3.2.2.5 ปริมาณเถ้า โดยวิธี Dry ashing (AOAC, 2005) 

  3.2.2.6 ปริมาณกรดทัง้หมด โดยวิธี Titratable acidity (AOAC, 2005) 

  3.2.2.7 ปริมาณเกลือ โดยวิธีของ Mohr (AOAC, 2005) 

 3.2.2.8 ปริมาณวตัถกุนัเสีย โพแทสเซียมซอร์เบต (Stafford, 1976) และโซเดียม-

เมตาไบซลัไฟด์ (Li และ Zhao, 2006) โดยวดัคา่การดดูกลืนแสง (วดัเฉพาะตวัอย่างนํา้ทิง้มะม่วง

ดองหวานและนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็)  

3.2.3  ตรวจวิเคราะห์สมบตัทิางจลุชีววทิยา 

  3.2.3.1 ปริมาณจลุนิทรีย์ทัง้หมด (Total plate count) (AOAC, 2005) 

3.2.3.2 ปริมาณยีสต์และรา (Yeast-Mold count) (AOAC, 2005) 

วิธีการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ก และภาคผนวก ข 

 
3.3 การคัดเลือกนํา้ทิง้เพื่อคัดเลือกสูตรสาํหรับเพาะเลีย้งยีสต์เพื่อผลิตสารกลุ่ม    

คาโรทนีอยด์ 
 

 ปรับเตรียมนํา้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร 4 ชนิดคือ นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ นํา้ทิง้

มะมว่งดองหวาน นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้กะทิเข้มข้น สําหรับเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa โดย

แปรสดัสว่นของนํา้ทิง้กบันํา้กลัน่ดงัตอ่ไปนี ้

1. ) นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็จะแปรสตูรทัง้หมด 5 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้ดองเคม็ : นํา้กลัน่

ดงันีคื้อ 1 : 4, 1 : 3, 1 : 2, 1 : 1 และสตูร 1 : 0 (สตูรครบสว่น) 

2. ) นํา้ทิง้มะมว่งดองหวานจะแปรสตูรทัง้หมด 5 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้ดองหวาน : นํา้

กลัน่ดงันีคื้อ 1 : 4, 1 : 3, 1 : 2, 1 : 1 และสตูร 1 : 0 (สตูรครบสว่น) 

3. ) นํา้ทิง้นํา้นมจะแปรสตูรทัง้หมด 5 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้นม : นํา้กลัน่ ดงันีคื้อ 1 : 4, 

1 : 3, 1 : 2, 1 : 1 และสตูร 1 : 0 (สตูรครบสว่น) 

4. )  นํา้กะทิเข้มข้นจะแปรสตูรทัง้หมด 6 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้กะทิเข้มข้น : นํา้กลัน่ 

ดงันีคื้อ 1 % (1 : 99), 5 % (1 : 19), 10 % (1 : 9), 15 % (1 : 5.7), 20 % (1 : 4) และ 25 

% (1 : 3) 
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นํานํา้ทิง้ทุกสูตรมาปรับปริมาณสารอาหารหลกัได้แก่ สารอาหารท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจน 

และแหลง่คาร์บอนให้ได้ปริมาณขัน้ต่ําท่ีเพียงพอตอ่การเจริญของยีสต์ รวมถึงคา่ pH ให้เหมาะสม 

ดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 สารอาหารขั น้ ต่ํ า ท่ี ต้องป รับ เต รียมใ ห้ เ พียงพอต่อการ เจ ริญของ ยีส ต์                   

R. mucilaginosa  

 

การปรับ คา่การปรับ แหลง่อ้างอิง 

แหลง่คาร์บอน 

ใช้นํา้ตาลกลโูคส 

1 % อ้างอิงตามสตูรอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน 

(Yeast malt extract ,YM broth) 
 

แหลง่ไนโตรเจน 

ใช้แอมโมเนียมซลัเฟต 
 

0.2 % Aksu และ Eren (2005) 

พีเอช (pH) 6.0 ± 0.2 Tinoi และคณะ (2005) 

 

 

นํานํา้ทิง้ท่ีปรับสตูรแล้ว 100 มิลลิลิตร ใสใ่นฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร และทําให้ปลอด

เชือ้มาใช้ในการทดลองเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa โดยเติมกล้าเชือ้ R. mucilaginosa อาย ุ20 

ชัว่โมง ให้มีเซลล์เร่ิมต้น 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เพาะเลีย้งภายใต้ภาวะการเลีย้งแบบ orbital 

shaking 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 144 ชัว่โมง ทําการทดลอง 2 ซํา้ 

การทดลองควบคมุคือ การเลีย้งยีสต์ด้วย Yeast malt extract (YM broth) ภายใต้สภาวะ

การเลีย้งเดียวกนั 

 

ตรวจสอบผลการเพาะเลีย้งยีสต์ดงัตอ่ไปนี ้

3.3.1 ตรวจสอบปริมาณนํา้หนกัเซลล์แห้ง (Dry cell weight)  

เก็บตัวอย่างคัลเจอร์ท่ีเวลา 144 ชั่วโมง นําไปตกตะกอนเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ัน

เหว่ียง (Centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 10000xg อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที ล้างด้วย       

นํา้กลัน่ 3 ครัง้ และนําไปอบท่ีอณุหภมูิ 105 องศาเซลเซียส จนกระทัง่นํา้หนกัคงท่ี (Bhosale, 

2001) 

3.3.2 วิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีนด้วย UV-Vis 

Spectrophotometry (วิธีการแสดงในภาคผนวก ค) 
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ทํ าการทดลอง  2  ซํ า้  วางแผนการทดลองทางส ถิติ แบบ  Completely 

Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of variance) ของ

ข้อมลูและเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยด้วยวิธี Duncan‘s New Multiple Range Test  

คดัเลือกสตูรท่ีดีท่ีสดุโดยพิจาณาจากผลนํา้หนกัเซลล์แห้งท่ีได้โดยต้องไม่ต่ํากว่า

คา่ท่ีได้จากรายงานจากงานวิจยัท่ีใช้อ้างอิง  

งานวิจยัท่ีใช้อ้างอิงแสดงดงัตอ่ไปนี ้

1.) นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ อ้างอิงจาก Shih และ Hang (1996)  

2.) นํา้ทิง้มะมว่งดองหวานนํา้ตาลทราย อ้างอิงจาก Aksu และ Eren (2005) 

3.) นํา้ทิง้นํา้นม อ้างอิงจาก Aksu และ Eren (2005) 

4.) นํา้กะทิเข้มข้น อ้างอิงจาก Dominguez - Bocanegra และ Torres - Munoz (2004)  

 
3.4.1 การศึกษาอัตราการเจริญและการผลิตคาโรทนีอยด์ของยีสต์ที่เลีย้งในนํา้ทิง้สูตร

คัดเลือกชนิดต่างๆ  
 

นํานํา้ทิง้สตูรท่ีคดัเลือกทัง้  4  ชนิดจากข้อ  3.3  ปริมาตร 300 มิลลลิติร มาใช้เพาะเลีย้ง

ยีสต์ R. mucilaginosa ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลลิติร ภายใต้สภาวะเดียวกนัเป็นเวลา 288 

ชัว่โมง  การทดลองควบคมุคือ การเลีย้งยีสต์ด้วย YM broth ภายใต้สภาวะการเลีย้งเดียวกนั 

ประเมินผลการเพาะเลีย้งดงัตอ่ไปนี ้

3.4.1 ตรวจสอบปริมาณนํา้หนกัเซลล์แห้ง (Dry cell weight)   

โดยเก็บตวัอย่างคลัเจอร์ทกุๆ 24 ชัว่โมง โดยนําไปตกตะกอนเซลล์และนําไปอบ

วิธีการทดลองเหมือนข้อ 3.3.1  

3.4.2 ตรวจสอบจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตโดยวธีิ Yeast  Mold  count  ทกุๆ 24 ชัว่โมง 

(วิธีการแสดงในภาคผนวก ข) 

3.4.3 วิเคราะห์ปริมาณและรูปแบบของคาโรทีนอยด์ 

นําเซลล์ยีสต์ในทกุชนิดนํา้ทิง้ท่ีเจริญในช่วงระยะ stationary phase ของยีสต์มา

วิ เ ค ร าะ ห์ป ริมาณคา โ ร ทีนอย ด์ ร วม ท่ี คํ านวณเ ทียบ เท่ า เบตาแค โ ร ทีน ด้ วย  UV-Vis 

Spectrophotometry (วิธีแสดงในภาคผนวก ค) และวิเคราะห์รูปแบบของคาโรทีนอยด์ด้วย  

Reversed phase HPLC ตามสภาวะท่ีประเมินได้จากข้อ 3.1 (วิธีแสดงในภาคผนวก ค) 

ทํ าการทดลอง  2  ซํ า้  วางแผนการทดลองทางส ถิติ แบบ  Completely 

Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of variance) ของ

ข้อมลูและเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยด้วยวิธี Duncan‘s New Multiple Range Test  
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3.5 การศึกษาอิทธิพลของชนิดนํา้ทิง้ต่อคุณสมบัติของเซลล์ยีสต์ และการผลิต       
คาโรทนีอยด์ทัง้เชิงคุณภาพและปริมาณ 

 

เพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้สูตรท่ีคดัเลือกตามท่ีประเมินในข้อ 3.4 ให้ได้ผลผลิตเซลล์ยีสต์

ประมาณ 20 กรัม (เซลล์เปียก) เพ่ือนําเซลล์ยีสต์ท่ีได้ไปใช้ในการวิเคราะห์ดงัตอ่ไปนี ้

3.5.1 ศกึษาองค์ประกอบทางเคมี ขนาดรูปร่างของเซลล์ยีสต์    และการใช้สารอาหาร

ของยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ตา่งๆ  

3.5.1.1 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ยีสต์โดยการวิเคราะห์ ปริมาณ

โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมนั เถ้า และความชืน้ (วิธีการแสดงในภาคผนวก ก) 

3.5.1.2 วิเคราะห์ขนาดและรูปร่างของเซลล์ยีสต์ วิธีการดดัแปลงจากวิธีของ Hari 

และคณะ (1992) (วิธีการแสดงในภาคผนวก ง) 

3.5.1.3 วิเคราะห์สมบตัิทางกายภาพ และทางเคมี ของนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดท่ีเหลือ

จากการเพาะเลีย้งยีสต์  R.  mucilaginosa  ดงันี ้

3.5.1.3.1  ตรวจวิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพ    

3.5.1.3.1.1 pH โดยใช้เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด ด่าง (pH  

meter) (AOAC, 2005) 

3.5.1.3.1.2 ป ริม าณของแ ข็ ง ทั ง้ หมด  โ ดย ใ ช้  Hand 

Refractometer (AOAC, 2005) 

3.5.1.3.2 ตรวจวิเคราะห์สมบตัทิางเคมี 

3.5.1.3.2.1 ปริมาณคาร์โบไฮเดรต โดยวิธี Phenol sulfuric 

acid (AOAC, 2005) 

3.5.1.3.2.2 ปริมาณโปรตีน  โดยวิ ธี  Kjeldahl (AOAC, 

2005) 

3.5.1.3.2.3 ปริมาณไขมนั โดยวิธี Soxhlet (AOAC, 2005) 

3.5.1.3.2.4 ปริมาณเถ้า โดยวิธี Dry ashing  (AOAC, 

2005) 

3.5.1.3.2.5 ปริมาณเกลือ โดยวิธีของ Mohr (AOAC, 

2005) 

    วิธีการทดลองแสดงในภาคผนวก ก 
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3.5.2 วิเคราะห์ปริมาณและรูปแบบของคาโรทีนอยด์ 

นําเซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในทุกชนิดนํา้ทิง้เป็นเวลาดังท่ีประเมินในข้อ 3.4 มา

วิ เ ค ราะ ห์ป ริมาณคา โ ร ทีนอย ด์ ร วม ท่ี คํ านวณเ ทียบ เท่ า เบตาแค โ ร ทีน ด้ วย  UV-Vis 

Spectrophotometry (วิธีแสดงในภาคผนวก ค) และวิเคราะห์รูปแบบของคาโรทีนอยด์ด้วย 

Reversed phase HPLC ตามสภาวะท่ีประเมินได้จากข้อ 3.1 (วิธีแสดงในภาคผนวก ค) 

ทํ าการทดลอง  2  ซํ า้  วางแผนการทดลองทางส ถิติ แบบ  Completely 

Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of variance) ของ

ข้อมลูและเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยด้วยวิธี Duncan‘s New Multiple Range Test  
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บทที่  4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

งานวิจยันีศ้กึษาอิทธิพลของชนิดนํา้ทิง้จากอตุสาหกรรมอาหารท่ีนํามาใช้ในการเพาะเลีย้ง

ยีสต์ตอ่สมบตัิเชิงปริมาณและรูปแบบของคาโรทีนอยด์จากยีสต์ R. mucilaginosa โดยขัน้ตอน

แรกเป็นขัน้ตอนตรวจวิเคราะห์สมบตัิทางกายภาพ ทางเคมี และทางจลุชีววิทยาของนํา้ทิง้ 4 ชนิด 

คือ นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม นํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน  นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้กะทิ จากนัน้จึงปรับเตรียม

นํา้ทิง้ดงักล่าวสําหรับเพาะเลีย้งยีสต์ โดยคดัเลือกสตูรท่ีดีท่ีสดุและประเมินช่วงการเจริญและการ

ผลิตคาโรทีนอยด์ของยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ชนิดต่างๆ เพ่ือประเมินหาเวลาท่ีเหมาะสมในการเลีย้ง

ยีสต์เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ จากนัน้จึงเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้เพ่ือศกึษาอิทธิพลของชนิดนํา้ทิง้ต่อ

คณุสมบตัขิองเซลล์ยีสต์และการผลติคาโรทีนอยด์ทัง้เชิงปริมาณและคณุภาพ  

 
4.1 การประเมินสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์คาโรทนีอยด์จากยีสต์  

R. mucilaginosa FRR 5980   
 
ในงานวิจยันีจ้ะต้องศึกษาคาโรทีนอยด์ของยีสต์ทัง้ในเชิงปริมาณและคณุภาพ ดงันัน้จึง

ต้องมีการประเมินสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัคาโรทีนอยด์จากเซลล์ยีสต์ก่อนทําการวิเคราะห์         

ตลอดจนการประเมินหาสภาวะต่างๆในการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย Reversed Phase High 

Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) ดงันี ้

 

4.1.1  การสกดัคาโรทีนอยด์จากเซลล์ยีสต์ 

ในการทดลองนีเ้ป็นการประเมินหาจํานวนรอบการสกดัท่ีเหมาะสมท่ีสดุท่ีมีผลทํา 

ให้สกดัคาโรทีนอยด์ออกจากเซลล์ยีสต์ได้ปริมาณมากท่ีสดุ โดยการนําสารสกดัจากเซลล์ยีสต์ใน

แตล่ะรอบไปวิเคราะห์หาปริมาณคาโรทีนอยด์ด้วย UV-Vis Spectrophotometry ท่ีความยาวคล่ืน 

452 นาโนเมตร (แสดงผล absorption spectum ของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งยีสต์ใน

นํา้ทิง้ชนิดต่างๆ ในภาคผนวก ซ) ซึ่งเป็นค่าความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสําหรับวิเคราะห์ปริมาณ        

คาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณในคา่ของเบตาแคโรทีน ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 

จากการประเมินรอบการสกดัสารคาโรทีนอยด์โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 452 นาโนเมตร ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 พบว่าในการสกัดรอบท่ี 1 สามารถสกัด           

คาโรทีนอยด์ โดยวดัคา่การดดูการกลืนแสงได้เท่ากบั 0.40 ในขณะท่ีเม่ือวิเคราะห์การสกดัในรอบ

ท่ี 2 พบว่ายงัคงเหลือสารคาโรทีนอยด์อยู่ภายในเซลล์ยีสต์ทัง้นีพ้ิจารณาจากค่าการดดูกลืนแสงท่ี
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ยงัสามารถ    วดัได้เท่ากบั 0.04 แต่ในการสกดัรอบท่ี 3 ตรวจไม่พบคาโรทีนอยด์ในสารสกดั โดย

คา่การดดูกลืนแสงมีคา่เท่ากบั 0  

 

ตารางท่ี 4.1  คา่การดดูกลืนแสงของสารคาโรทีนอยด์ท่ีสกดัจากยีสต์ท่ีความยาวคล่ืน          

452 นาโนเมตรในแตล่ะรอบการสกดั  

 

รอบของการสกดั คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

 452 นาโนเมตร 

รอบท่ี 1 0.40± 0.02 

รอบท่ี 2 0.04 ± 0.01 

รอบท่ี 3 0.00 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 3 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

เม่ือนําคา่การดดูกลืนแสงมาคํานวณหาปริมาณคาโรทีนอยด์รวม และแปลงเป็น 

ค่าเปอร์เซ็นต์ของปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีสกัดได้ในแต่ละรอบการสกัด แสดงในตารางท่ี 4.2 

พบว่าปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีสกัดได้โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ในการสกัดรอบท่ีหนึ่งมีค่าสูงถึง 

78.87% ซึง่ถือวา่เป็นคาโรทีนอยด์สว่นใหญ่ท่ีสกดัได้ และคาโรทีนอยด์สว่นท่ีเหลือสามารถสกดัได้

เกือบทัง้หมดภายในรอบการสกดัท่ี 2 ดงันัน้สภาวะในการสกดัคาโรทีนอยด์จากเซลล์ยีสต์สําหรับ

ใช้ตลอดการทดลองนีคื้อ การสกดัคาโรทีนอยด์จากตะกอนเซลล์ยีสต์ใน DMSO ด้วยตวัทําละลาย

อินทรีย์ไดเอทิลอีเธอร์จํานวน 2 รอบการสกดั 

 

ตารางท่ี 4.2 เปอร์เซน็ต์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีสามารถสกดัได้จากยีสต์ในแตล่ะรอบ 

การสกดั  

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 3 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

รอบของการสกดั ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมโดยคํานวณเทียบเท่า 

เบตาแคโรทีนท่ีสกดัได้   (%) 

รอบท่ี 1 78.87 ± 0.65 

รอบท่ี 2 21.13 ± 0.65 

รอบท่ี 3 0.00 ± 0.00 



 42 

4.1.2 การวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย Reversed Phase High Performance Liquid 

Chromatography (RP-HPLC) 

การวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย RP-HPLC เป็นการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ทัง้ในเชิง

ปริมาณและคณุภาพ ในงานวิจยัส่วนใหญ่จะวิเคราะห์คาโรทีนอยด์โดยใช้เทคนิค HPLC ซึง่การ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิคนีเ้ป็นการวิเคราะห์สารท่ีมีปริมาณน้อยได้ เป็นวิธีท่ีวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว 

และมีความถกูต้องแม่นยําสงู (Parajo และคณะ, 1997; Buzzini และ Martini, 1999; Bhosale, 

2001; Dominguez-Bocanegra และ Torres-Munoz, 2004; Tinoi และคณะ, 2005) จาก

การศกึษาหาตวัทําละลายอินทรีย์ท่ีเหมาะสมเพ่ือใช้เป็น Mobile phase ในการทดลองพบว่าตวั  

ทําละลายอินทรีย์ท่ีเหมาะสมท่ีสดุคือ Acetonitrile : Methanol : Hexane ท่ีอตัราสว่น 40 : 54 : 6 

ท่ีสภาวะนีส้ามารถแยกพีคของสารคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดคือ เบตาแคโรทีน โทรูลีน และ            

โทรูลาโรดิน ออกจากกนัได้อย่างชดัเจน และมีการรบกวนของพีคท่ีไม่ต้องการน้อยท่ีสดุ โดยทัง้ 3 

พีคสามารถถกูชะออกจากคอลมัน์ภายในเวลาประมาณ 17 นาที ดงัแสดงในรูปท่ี 4.1 ดงันัน้จึงใช้

สภาวะนีใ้นการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์แตล่ะชนิดตอ่ไป  

 

 

 
 

รูปท่ี 4.1  ตวัอยา่งโครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้มาตรฐาน   

YM  broth โดยใช้ Acetonitrile : Methanol : Hexane ท่ีอตัราสว่น 40 : 54 : 6 เป็น 

Mobile phase 

489 nm 

515 nm 
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และเม่ือศกึษาหาคา่ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์ ได้แก่ 

เบตาแคโรทีนมาตรฐาน โทรูลีน และโทรูลาโรดนิจาก R. mucilaginosa สําหรับใช้อ้างอิง โดยใช้คา่

ความยาวคล่ืนท่ี 457 489  498 และ 515 นาโนเมตร ผลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 4.2  4.3  4.4 

และตารางท่ี 4.3  

 

 

 
 

รูปท่ี 4.2   พืน้ท่ีใต้กราฟของพีคของสารเบตาแคโรทีนมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ คือ 

457  489  498 และ 515 นาโนเมตร 

 

 

 

 

457 nm 

489 nm 

498 nm 

515 nm 
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รูปท่ี 4.3   พืน้ท่ีใต้กราฟของพีคของสารโทรูลีนอ้างอิงท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ คือ 457  489  

498 และ 515 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

457 nm 

489 nm 

498 nm 

515 nm 
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รูปท่ี 4.4   พืน้ท่ีใต้กราฟของพีคของสารโทรูลาโรดนิอ้างอิงท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ คือ 457  

489  498 และ 515 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

457 nm 

489 nm 

498 nm 

515 nm 
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ตารางท่ี 4.3 คา่พืน้ใต้กราฟและ Retention time ของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดท่ีคา่ความยาว

คล่ืนตา่งๆ 
 

ชนิดของสารคาโรทีนอยด์ 

 

คา่ความยาวคล่ืน 

(นาโนเมตร)   

Retention time  พืน้ท่ีใต้กราฟ (Area) 

เบตาแคโรทีน 457 15.2080 388.82 ± 7.33 

 489 15.2080 287.27 ± 3.86 

 498 15.2080 175.45 ± 0.70 

 515 15.2080 36.51 ± 0.77 

โทรูลีน 457 9.2190 49.66 ± 0.66 

 489 9.2190 59.16 ± 1.52 

 498 9.2190 55.05 ± 1.90 

 515 9.2190 50.41 ± 0.41 

โทรูลาโรดนิ 457 3.2320 2.18 ± 0.31 

 489 3.2320 3.37 ± 0.59 

 498 3.2320 3.50 ± 0.04 

 515 3.2300 5.63 ± 0.48 

 หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

จากตารางท่ี 4.3 เป็นการสรุปคา่ Retention time และพืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้จากรูปท่ี 4.2-4.4  

คา่ความยาวคล่ืนท่ีให้รูปร่างของพีคของสารเบตาแคโรทีนและโทรูลีนสมบรูณ์ท่ีมีลกัษณะแคบและ

สมมาตร รวมถึงให้ค่าพืน้ท่ีใต้กราฟสงูสดุคือ 457 นาโนเมตร และ 489 นาโนเมตร ตามลําดบั 

ในขณะท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตรเป็นความยาวคล่ืนท่ีให้พืน้ท่ีใต้กราฟของสารโทรูลาโรดิน

สูงสุด แต่ทัง้นีเ้ม่ือนําสารสกัดคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม ดองหวาน 

นํา้นม และนํา้กะทิเจือจางมาวิเคราะห์สดัส่วนของโทรูลาโรดินท่ีความยาวคล่ืนทัง้ 4 (ดงัแสดงใน

ภาคผนวก ฉ) พบว่าท่ีความยาวคล่ืน 489 นาโนเมตรเป็นความยาวคล่ืนท่ีทําให้ได้พืน้ท่ีใต้กราฟ

สงูสดุ และมีพีคท่ีไมต้่องการรบกวนน้อยท่ีสดุ ดงันัน้ในการตรวจสอบคา่ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม

ตอ่การนําไปใช้วิเคราะห์โทรูลาโรดินในสารสกดัคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ตา่งๆ จึงต้อง

พิจารณาจากคา่ความยาวคล่ืนท่ีให้พืน้ท่ีใต้กราฟสงูสดุ และมีปริมาณสารรบกวนอ่ืนอยู่ในปริมาณ

น้อย ซึ่งความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปใช้วิเคราะห์โทรูลาโรดินในสารสกัดตวัอย่างจาก   

นํา้ทิง้คือความยาวคล่ืนท่ี 489 นาโนเมตร และเม่ือพิจารณาค่า Retention time พบว่าสาร           
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โทรูลาโรดินถกูชะออกจากคอลมัน์ได้เร็วท่ีสดุ และสารเบตาแคโรทีนถกูชะออกจากคอลมัน์ได้ช้า

ท่ีสดุ เน่ืองจากการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ในงานวิจยันีใ้ช้ Separation mode เป็น Reversed 

phase chromatography ดงันัน้ตวัทําละลายอินทรีย์ท่ีนํามาใช้เป็น Mobile phase จึงต้องมีความ

เป็น polar สงู และเม่ือพิจารณาจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารโทรูลาโรดินถกูชะออกจาก

คอลมัน์ก่อนดงันัน้จึงมีค่าความเป็น polar สงูกว่าตวัอ่ืนๆ จึงถกูชะออกจากคอลมัน์เร็วท่ีสดุ ซึ่ง

สมัพนัธ์กับโครงสร้างของโทรูลาโรดินในรูปท่ี 2.5 ท่ีมีหมู่ COOH อยู่ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 1' 

(อ้างอิงการระบุตําแหน่งคาร์บอนในโมเลกุลคาโรทีนอยด์ตามรูปท่ี 2.3 หน้า 3) ในขณะท่ี             

เบตาแคโรทีนมีคา่ความเป็น polar ต่ํา หรือเป็น non - polar สงูท่ีสดุเม่ือเทียบในสารทัง้ 3 ชนิด จึง

ถูกชะออกมาจากคอลมัน์ช้าท่ีสดุซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างของเบตาแคโรทีนท่ีมีวงแหวนเบตา      

2 วงภายในโมเลกลุโดยอยู่ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 1-6 และ 1'-6' (หวัและท้ายของโมเลกลุ) จึงทําให้

มี polarity ต่ํากว่าโทรูลีนท่ีมีวงแหวนเบตาเพียงวงเดียวภายในโมเลกลุ (อยู่ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 

1-6 ของโมเลกุล) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 เม่ือพิจารณาผลของค่าความยาวคล่ืนต่างๆ ท่ีวิเคราะห์      

คาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดพบว่าไม่มีผลตอ่ Retention time ท่ีเกิดขึน้แตมี่ผลตอ่พืน้ท่ีใต้กราฟ ดงันัน้

ค่า Retention time สามารถใช้ในการยืนยนัตําแหน่งสารคาโรทีนอยด์แต่ละชนิดจากยีสต์            

R. mucilaginosa ในการทดลองนีไ้ด้  

ดงันัน้จากการศึกษาสภาวะต่างๆของการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย RP-HPLC ท่ีจะใช้

ตลอดในงานวิจยัสามารถสรุปได้ในตารางท่ี 4.4 ดงันี ้

 

ตารางท่ี 4.4 ตารางสรุปสภาวะตา่งๆของการวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ด้วย RP-HPLC 

 

สภาวะในการวิเคราะห์ 

 

คา่สภาวะการวิเคราะห์ 

Column Reversed phase C18 (Luna C18 (2) 100A. 150 × 4.6 mm, 

Phenomenex, USA 

Column temperature 25 องศาเซลเซียส 

Mobile phase Acetonitrile : Methanol : Hexane  40 : 54 : 6 (Isocratic mode) 

Injection volume 10 ไมโครลติร 

Flow rate 1.0 มิลลลิติรตอ่นาที 

Detector  Mutiple UV-Visible 

ความยาวคล่ืนท่ี 457 นาโนเมตร ใช้วิเคราะห์เบตาแคโรทีน 

ความยาวคล่ืนท่ี 489 นาโนเมตร ใช้วิเคราะห์โทรูลีนและโทรูลาโรดนิ 
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4.2 การตรวจวเิคราะห์สมบตัทิางกายภาพ ทางเคมี และทางจุลชีววิทยาของนํา้ทิง้จาก
โรงงานอุตสาหกรรมอาหาร   

 
จากผลการวิเคราะห์สมบตัขิองนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ แสดงในตารางท่ี 4.5  พบว่าในนํา้ทิง้

ชนิดนีมี้เกลือเป็นสารอาหารท่ีมีปริมาณสงูสดุเท่ากบั 9.50% รองลงมาคือ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน 

และไขมนั เท่ากบั 0.80%  0.15% และ 0.09%  ตามลําดบั  และมีเถ้าสงูถึง 6.20% นอกจากนีย้งั

พบกรดซึง่คํานวณในรูปกรดแอซีติกและกรดแลคติก  0.53% และ 0.79% ตามลําดบั ทําให้นํา้ทิง้

ชนิดนีมี้ค่า BOD สงูถึง 14500 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึง่องค์ประกอบเหล่านีบ้่งชีว้่านํา้ทิง้มะม่วงดอง

เคม็นีน้่าจะสามารถนํามาใช้ในการเพาะเลีย้ง R. mucilaginosa เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ได้ ถึงแม้ว่า

นํา้ทิง้ชนิดนีมี้เกลืออยู่สงูถึงประมาณ 10% ซึ่งถือว่าเข้มข้นเกินกว่าท่ียีสต์โดยทัว่ไปจะสามารถ

เจริญได้ แต่อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยท่ีนํานํา้ทิง้ท่ีมีเกลือเป็นองค์ประกอบหลกั ได้แก่ นํา้ทิง้จาก

โรงงานกะหล่ําปลีดอง และนํา้ทะเลเทียม ซึง่มีเกลือ 2.25% และ 34% ตามลําดบั มาใช้เป็นแหลง่

อาหารเพาะเลีย้งยีสต์กลุม่ Rhodotorula เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ได้ (Bhosale และ Gadre, 2001b; 

Shih และ Hang, 1996) ประกอบกบัมีรายงานว่ายีสต์ R. mucilaginosa  เป็นยีสต์ท้องถ่ินใน

นํา้เค็ม และมีความสามารถในการใช้เกลือเป็นสารอาหารในการเจริญจึงช่วยเพิ่มผลผลิตได้        

คาโรทีนอยด์ได้ (Bhosale และ Gadre, 2001b) ดงันัน้นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มท่ีมีเกลืออยู่ประมาณ 

10%  ก็น่าจะมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใช้เพาะเลีย้งยีสต์ชนิดนีไ้ด้ แต่อย่างไรก็ตามในนํา้ทิง้

มะม่วงดองเค็มมีวัตถุกันเสียเจือปนอยู่ คือ โพแทสเซียมซอร์เบตและโซเดียมเมตาไบซัลไฟต์ 

เท่ากบั 416 ppm และ 98 ppm ตามลําดบั  ซึง่มีปริมาณสงูพอท่ีจะยบัยัง้การเจริญของยีสต์ได้  

และมีรายงานระบวุ่า R. mucilaginosa ไม่สามารถเจริญในแหลง่อาหารท่ีมีปริมาณโพแทสเซียม

ซอร์เบตเกิน 200 ppm (Dharmadhikari, 2007) ดงันัน้จึงหาแนวทางในการลดแอคติวิตีของวตัถุ

กนัเสียเหลา่นีด้้วยวิธีการตา่งๆ เช่น การปรับ pH ประมาณ 6  ซึง่ถือเป็นวิธีท่ีเหมาะสมท่ีนํามาใช้ใน

การลดแอคตวิิตีของวตัถกุนัเสียในนํา้ทิง้นีเ้พ่ือใช้ในการเลีย้งยีสต์ ทัง้นี ้pH ดงักลา่วยงัเป็นช่วง pH 

ท่ีมีประสิทธิภาพเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ในกลุ่ม Rhodotorula  อีกด้วย (Campos 

และคณะ, 2000; Aksu และ Eren, 2005; Tinoi และคณะ, 2005; Li และ Zhao, 2006; 

Dharmadhikari, 2007) จากผลการศกึษานีจ้ึงใช้นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มเป็นตวัแทนของนํา้ทิง้ท่ีมี

เกลือเป็นองค์ประกอบหลกัในการใช้เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa ให้ผลิต               

คาโรทีนอยด์เพ่ือใช้ในการประเมินผลของเกลือต่อรูปแบบการสร้างคาโรทีนอยด์ของยีสต์ แต่ทัง้นี ้

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ียีสต์ใช้เป็นแหลง่คาร์บอนและปริมาณโปรตีนท่ีใช้เป็นแหลง่ไนโตรเจนมีคา่

ต่ํากวา่คา่ความต้องการพืน้ฐานของยีสต์  ดงันัน้จึงควรมีการปรับแหลง่คาร์บอนให้เพียงพอตอ่การ

เจริญของยีสต์ด้วยนํา้ตาลกลูโคส 1% (Govindaswamy และคณะ, 1999) และปรับแหล่ง
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ไนโตรเจนด้วยแอมโมเนียมไนเตรต 0.2% ก่อนการนํานํา้ทิง้มาเพาะเลีย้งยีสต์ในขัน้ตอนต่อไป 

(Aksu และ Eren, 2005) 

จากผลการวิเคราะห์สมบตัิของนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานในตารางท่ี 4.5 พบว่าในนํา้ทิง้ชนิด

นีมี้คาร์โบไฮเดรตรวมเป็นสารอาหารสงูสดุเท่ากบั 11.06% (โดยคาร์โบไฮเดรตหลกัคือนํา้ตาล

ซูโครส) รองลงมาคือ เกลือ โปรตีน และไขมนั เท่ากบั 4.33% 0.22%  และ 0.09%  ตามลําดบั 

รวมถึงมีเถ้าเท่ากบั 4.06%  ทําให้นํา้ทิง้ชนิดนีมี้คา่ BOD สงูถึง 18850 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํา้ทิง้มี

ปริมาณกรดในนํา้ทิง้ซึง่คํานวณในรูปของกรดซิตริก 1.25% (เป็นกรดท่ีใช้ในการปรับในระหว่าง

การดองมะม่วง) จากคณุสมบตัิเหล่านีนํ้า้ทิง้ชนิดนีน้่าจะสามารถนํามาใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์                

R. mucilaginosa ได้เช่นกนั  แตค่วามเข้มข้นของคาร์โบไฮเดรตในนํา้ทิง้ชนิดนีมี้ปริมาณสงูอาจมี

ผลทําให้นํา้ทิง้มีค่าออสโมลาริตีสูง (osmolarity) ซึ่งจะทําให้ยีสต์เกิดความเครียดในขณะ

เพาะเลีย้งได้ มีงานวิจัยระบุว่าปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ียีสต์สามารถเจริญได้คือ ช่วง 1-10 %  

(Govindaswamy และคณะ, 1999) โดยมีรายงานท่ีบ่งชีถ้ึงค่าความเข้มข้นของคาร์โบไฮเดรตท่ี

เหมาะสมตอ่การเจริญของ R. mucilaginosa  ได้แก่ งานวิจยัของ Aksu และ Eren (2005) พบว่า

การใช้โมลาสท่ีปรับความเข้มข้นนํา้ตาลเท่ากบั 2% สําหรับเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa จะ

ให้ผลผลิตคาโรทีนอยด์สงูสดุ ซึง่ข้อมลูนีส้ามารถใช้เป็นแนวทางในการพิจารณาปรับช่วงคา่ความ

เข้มข้นของคาร์โบไฮเดรตในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานสําหรับใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์ในการทดลอง

ตอ่ไปได้ แตใ่นการปรับลดคา่ความเข้มข้นของคาร์โบไฮเดรตในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานนีใ้ห้มีคา่อยู่

ในช่วงท่ีเหมาะสมจะส่งผลให้โปรตีนท่ียีสต์ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนลดลงต่ํากว่าปริมาณแหล่ง

ไนโตรเจนขัน้ต่ํา (< 0.2%) ท่ียีสต์จะเจริญได้ ดงันัน้จึงต้องมีการปรับแหลง่ไนโตรเจนให้เพียงพอ

ก่อนนําไปใช้เพาะเลีย้งยีสต์ต่อไป เม่ือวิเคราะห์มีวตัถุกันเสียในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานพบว่ามี

โพแทสเซียมซอร์เบตสงูถึง 578.42 และโซเดียมเมตาไบซลัไฟต์สงูถึง 289.52 ppm ดงันัน้จึงต้อง

หาแนวทางในการลดแอคติวิตีของวัตถุกันเสียในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานก่อนนําไปใช้ในการ

เพาะเลีย้งยีสต์เช่นเดียวกบันํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม และในการศกึษานีจ้ะใช้นํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน

เป็นตัวแทนของนํ า้ ทิ ง้ ท่ี มีคาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบหลักสําหรับเพาะเลี ย้ง ยีสต์                

R. mucilaginosa  เพ่ือผลติคาโรทีนอยด์   

ผลการวเิคราะห์สมบตัขิองนํา้กะทิเข้มข้นในตารางท่ี 4.5 พบวา่มีไขมนัเป็นสารอาหารมาก

ท่ีสดุเท่ากบั 15.61% รองลงมาคือ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และเกลือ เท่ากบั 1.95% 1.11% และ 

0.74% ตามลําดบั และมีเถ้าเท่ากับ 0.32%  ส่วนปริมาณกรดท่ีวิเคราะห์มีค่าน้อยมาก แต่ใน

การศึกษานีมี้จุดประสงค์ในการประเมินนํา้ทิง้ท่ีมีองค์ประกอบหลักคือไขมันสําหรับใช้ในการ

เพาะเลีย้งยีสต์เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ เพ่ือประเมินผลของไขมนัต่อรูปแบบการสร้างคาโรทีนอยด์

ของยีสต์ R. mucilaginosa  จึงต้องมีเจือจางนํา้กะทิเข้มข้นดงักลา่วให้อยู่ในช่วง 1-25% เพ่ือให้
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เจือจางความเข้มข้นลงพร้อมกบัปรับแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนให้มีปริมาณขัน้ต่ําเพียงพอต่อ

การเจริญของยีสต์สําหรับใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa   

ส่วนผลการวิเคราะห์สมบัติของนํา้ทิง้นํา้นมในตารางท่ี 4.5 พบว่าในนํา้ทิง้ชนิดนีมี้

คาร์โบไฮเดรตสงูท่ีสุดเท่ากับ 1.58% รองลงมาคือ โปรตีน เท่ากับ 0.77% เกลือและไขมนั มี

ปริมาณเท่ากนัคือ 0.07%  และมีเถ้าเท่ากบั 0.26% มีปริมาณกรดท่ีไทเทรตได้ซึง่คํานวณในรูป

กรดแลคติกอยู่ 0.06% และนํา้นีมี้ค่า BOD เท่ากับ 29800 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือพิจารณาท่ี

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในนํา้ทิง้นํา้นมจึงจดัได้ว่าเป็นนํา้ทิง้ท่ีมีสารอาหารท่ีใช้เป็นแหล่ง

คาร์บอนและไนโตรเจนอยู่ในปริมาณสงูกว่าขัน้ต่ําท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์โดยทัว่ไปได้ ดงันัน้จึง

ไม่ต้องปรับแหล่งอาหารทัง้สองชนิดก่อนนําไปเพาะเลีย้ง R. mucilaginosa (Govindaswamy 

และคณะ, 1999; Aksu และ Eren, 2005)  และเม่ือเปรียบเทียบองค์ประกอบของนํา้ทิง้นํา้นมกบั

นํา้ทิง้ทัง้ 3 ชนิดข้างต้น พบว่านํา้ทิง้นํา้นมมีโปรตีนสงูกว่านํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม 5 เท่า นํา้ทิง้

มะม่วงดองหวาน 4 เท่า และนํา้กะทิ 3 เท่า ดงันัน้ในการศกึษานีจ้ึงใช้นํา้ทิง้นํา้นมเป็นตวัแทนของ

นํา้ทิง้ท่ีมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบท่ีแตกตา่งจากนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนทัง้เชิงคณุภาพและปริมาณสําหรับใช้

เป็นอาหารเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa เพ่ือสร้างคาโรทีนอยด์     
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ตารางท่ี 4.5 ผลการวิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพ ทางเคมี และทางจลุชีววทิยาของนํา้ทิง้ 

ทัง้ 4 ชนิด 
 

 

สมบตัทิางกายภาพ 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองหวาน 

นํา้ทิง้นํา้นม นํา้กะทิ 

1. pH 3.35 3.42 6.21 6.49 

2. ปริมาณของแข็ง 

ละลายนํา้ทัง้หมด 

7 O Brix 9 O Brix 2 O Brix 1 O Brix 

สมบตัทิางเคมี  

3. BOD (mg/l) 14500 18850 29800 NA 

4. คาร์โบไฮเดรต (%) 0.80 ± 0.03 11.06 ± 0.35 1.58 ± 0.13 1.95 ± 0.13 

5. โปรตีน (%) 0.15 ± 0.01 0.22 ± 0.02 0.77 ± 0.08 1.11 ± 0.04 

6. ไขมนั (%) 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.07 ± 0.01 15.61 ± 0.38 

7. เถ้า (%) 6.20 ± 0.04 4.06 ± 0.04 0.26 ± 0.01 0.32 ± 0.03 

8. กรดทัง้หมด (%) Acetic acid 

0.53 ± 0.00 

Lactic acid 

0.79 ± 0.01 

Citric acid 

1.25 ± 0.01 

ND ND 

9. เกลือ (%) 9.50 ± 0.53 4.33 ± 0.00 ND ND 

10. Potassium -

sorbate (ppm) 

416 ± 20.83 578 ± 26.03 NA NA 

11. Sodium - 

metabisulphite 

(ppm) 

98 ± 2.24 290 ± 3.37 NA NA 

สมบตัทิางจลุนิทรีย์     

12. Total Plate 

Count  (log cfu/ml) 

2.01 ± 0.15 1.77 ± 0.10 4.09 ± 0.12 NA 

13. Yeast and Mold 

Count  (log cfu/ml) 

0.50 ± 0.71 0.00 ± 0.00 1.80 ± 0.14 NA 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 3 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  NA หมายถึง ไมต่รวจวิเคราะห์  และ ND หมายถงึ ไมส่ามารถตรวจสอบได้ 
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4.3 การคัดเลือกนํา้ทิง้เพื่อคัดเลือกสูตร สําหรับเพาะเลีย้งยีสต์เพื่อผลิตสารกลุ่ม     
คาโรทนีอยด์ 

 

จากข้อมลูท่ีได้จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางกายภาพ เคมี และจลุนิทรีย์ของนํา้ทิง้ทัง้ 

4 ชนิดคือนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม นํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้กะทิเข้มข้น               

มีสารอาหารพืน้ฐานท่ีน่าจะสามารถนํามาใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ แต่ทัง้นี ้

ควรมีการปรับสภาพของนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดเพ่ือให้มีความเหมาะสมโดยทดลองทําเจือจางนํา้ทิง้ด้วย

การเติมนํา้กลั่นในสัดส่วนต่างๆ เพ่ือให้สามารถใช้เพาะเลีย้งยีสต์ให้มีประสิทธิภาพสูงสุด 

ดงัตอ่ไปนี ้

1. ) นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็แปรสตูรทัง้หมด 5 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้ดองเคม็ : นํา้

กลัน่ดงันีคื้อ 1 : 4, 1 : 3, 1 : 2, 1 : 1 และ 1 : 0 

2. ) นํา้ทิง้มะมว่งดองหวานแปรสตูรทัง้หมด 5 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้ดองหวาน : นํา้

กลัน่ดงันีคื้อ 1 : 4, 1 : 3, 1 : 2, 1 : 1 และ 1 : 0 

3. ) นํา้ทิง้นํา้นมแปรสตูรทัง้หมด 5 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้นม : นํา้กลัน่ ดงันีคื้อ 1 : 

4, 1 : 3, 1 : 2, 1 : 1 และ 1 : 0 

4. ) นํา้กะทิเข้มข้นแปรสตูรทัง้หมด 6 สตูร โดยแปรสดัสว่นของนํา้กะทิเข้มข้น : นํา้กลัน่ 

ดงันีคื้อ 1 % (1 : 99), 5 % (1 : 19), 10 % (1 : 9), 15 % (1 : 5.7), 20 % (1 : 4) และ 25 %        

(1 : 3) 

นํานํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดท่ีมีการแปรสดัส่วนของนํา้ทิง้ต่างๆกับนํา้กลัน่มาปรับปริมาณแหล่ง

คาร์บอนและไนโตรเจนให้มีปริมาณขัน้ต่ําเหมาะสมเพียงพอต่อการเจริญของยีสต์คือ นํา้ตาล

กลโูคส 1% และแอมโมเนียมไนเตรต 0.2%  (Aksu และ Eren,2005)  ดงันี ้

1. นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็  เป็นนํา้ทิง้ท่ีมีเกลือเป็นองค์ประกอบหลกัซึง่มีปริมาณสงูถงึ 

9.50%  แตเ่ม่ือพิจารณาท่ีปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในนํา้ทิง้ชนิดนีพ้บวา่มีปริมาณเทา่กบั 

0.80% และ 0.15%  ซึง่มีปริมาณน้อยกวา่ขัน้ต่ําพืน้ฐาน ดงันัน้จงึต้องมีการปรับปริมาณแหลง่

คาร์บอนและไนโตรเจนให้เหมาะสมเพียงพอตอ่การเจริญของยีสต์ R. mucilaginosa 

2. นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน    มีนํา้ตาลเป็นสารอาหารหลกัเทา่กบั 11.06%  และมีโปรตีน

เท่ากบั 0.22%  ซึง่มีปริมาณเพียงพอตอ่การเจริญของยีสต์ได้ ดงันัน้ในนํา้ทิง้นีส้ตูรครบสว่นจงึไม่

ต้องปรับสารอาหารใดๆ แตใ่นสตูรเจือจางพบวา่มีแหลง่ไนโตรเจนน้อยกวา่ปริมาณขัน้ต่ําท่ียีสต์จะ

เจริญได้ ดงันัน้จงึต้องปรับแหลง่ไนโตรเจนให้เพียงพอก่อนนําไปใช้เพาะเลีย้งยีสต์ตอ่ไป 

3. นํา้ทิง้นํา้นม   ถือได้วา่เป็นตวัแทนของนํา้ทิง้ท่ีมีโปรตีนอยูส่งูและมีความหลากหลาย ซึง่

มีโปรตีนอยู ่0.77% และมีคาร์โบไฮเดรตอยูท่ัง้หมด  1.58%  ในการแปรสดัสว่นสตูรนํา้ทิง้พบวา่นํา้
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ทิง้นํา้นมสตูรครบสว่นมีสารอาหารเพียงพอตอ่การเจริญของยีสต์ จงึไมต้่องมีการปรับสารอาหาร

พืน้ฐานใดๆ แตพ่บวา่ในสตูรอ่ืนๆท่ีมีการแปรสดัสว่นนํา้ทิง้ด้วยการเจือจางตา่งๆมีแหลง่คาร์บอนไม่

เพียงพอตอ่การเจริญของยีสต์ ดงันัน้จงึต้องมีการปรับแหลง่คาร์บอนให้เพียงพอตอ่การเจริญของ

ยีสต์ R. mucilaginosa   

4. นํา้กะทิ  เป็นแหลง่อาหารท่ีมีไขมนัเป็นองค์ประกอบสงูถึง 15.61%   แตใ่นการนําไปใช้

เพาะเลีย้งจะต้องเจือจางนํา้กะทิให้มีความใกล้เคียงกับนํา้ทิง้จากโรงงานนํา้กะทิ จึงเป็นผลให้

แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนมีปริมาณน้อยกว่าขัน้ต่ําสําหรับการเจริญของยีสตก่อนนําไป

เพาะเลีย้งยีสต์จงึต้องปรับสารอาหารทัง้สองชนิด 

ในระหวา่งการเพาะเลีย้งต้องควบคมุสภาวะการเพาะเลีย้งตา่งๆให้มีความเหมาะสม และ

เป็นรูปแบบเดียวกนั คือมีการปรับคา่ pH  เป็น 6.0 ± 0.2 (Tinoi และคณะ, 2005)  และควบคมุ

สภาวะตา่งๆตามวธีิการทดลองท่ีแสดงในข้อ 3.3  

 ปริมาณสารอาหารหลกัคือคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมนัของนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดหลกัการ

ปรับสตูรแล้วแสดงในตารางท่ี 4 .6 
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ตารางที่ 4.6 ปริมาณสารอาหารหลกัในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดหลกัการปรับสตูร 

 

ชนิดนํา้ทิง้ สตูรนํา้ทิง้ ปริมาณคาร์โบไฮเดรต (%) ปริมาณโปรตีน (%) ปริมาณไขมนั (%) 
 

นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 
    

 ครบสว่น 1.00 0.20 0.08 

 เจือจาง 1: 1 1.00 0.20 0.04 

 เจือจาง 1: 2 1.00 0.20 0.03 

 เจือจาง 1: 3 1.00 0.20 0.02 

 เจือจาง 1: 4 1.00 0.20 0.02 
 

นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 
    

 ครบสว่น 11.05 0.22 0.09 

 เจือจาง 1: 1 5.53 0.20 0.04 

 เจือจาง 1: 2 3.68 0.20 0.03 

 เจือจาง 1: 3 2.76 0.20 0.02 

 เจือจาง 1: 4 2.21 0.20 0.02 
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ตารางที่ 4.6 ปริมาณสารอาหารหลกัในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดหลกัการปรับสตูร (ตอ่) 

 

ชนิดนํา้ทิง้ สตูรนํา้ทิง้ ปริมาณคาร์โบไฮเดรต (%) ปริมาณโปรตีน (%) ปริมาณไขมนั (%) 
 

นํา้ทิง้นํา้นม 
    

 ครบสว่น 1.58 0.76 0.06 

 เจือจาง 1: 1 1.00 0.38 0.03 

 เจือจาง 1: 2 1.00 0.25 0.02 

 เจือจาง 1: 3 1.00 0.19 0.02 

 เจือจาง 1: 4 1.00 0.15 0.01 
 

นํา้กะทิเข้มข้น 
    

 เจือจาง 1: 3 (นํา้กะทิ 1%) 1.00 0.20 3.90 

 เจือจาง 1: 4 (นํา้กะทิ 5%) 1.00 0.20 3.12 

 เจือจาง 1: 5.7 (นํา้กะทิ 10%) 1.00 0.20 2.34 

 เจือจาง 1: 9 (นํา้กะทิ 15%) 1.00 0.20 1.56 

 เจือจาง 1: 19 (นํา้กะทิ 20%) 1.00 0.20 0.78 

 เจือจาง 1: 99 (นํา้กะทิ 25%) 1.00 0.20 0.16 
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นํานํา้ทิง้ท่ีปรับสตูรแล้วมาใช้ในการเพาะเลีย้ง R. mucilaginosa  และผลตรวจสอบการ

เพาะเลีย้งยีสต์แสดงในตารางท่ี 4.7 - 4.10 

จากการตรวจสอบผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

มะม่วงดองเค็มสตูรต่างๆในตารางท่ี 4.7 พบว่าการเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้สตูรครบส่วนเป็นสตูรท่ีได้

ผลผลิตนํา้หนักเซลล์แห้งสูงสุดอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)คือ 9.25 กรัมต่อลิตร  

รองลงมาคือ นํา้ทิง้สตูรเจือจาง 1:1 ให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุคือ 7.60 กรัมตอ่ลิตร นํา้ทิง้

สตูรเจือจาง 1:2 1:3 และ 1.4 ให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งในปริมาณท่ีไม่แตกต่างกนัอย่างมี

นยัสําคญั (p>0.05) คือ 6.55  6.55 และ 5.75 กรัมตอ่ลติร  จากผลการทดลองถึงแม้ว่าให้ปริมาณ

แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนขัน้ต่ําเพียงพอต่อการเจริญของยีสต์เท่ากัน แต่ผลการทดลองบ่งชี ้

แสดงให้เห็นวา่นํา้ทิง้สตูรครบสว่นเป็นสตูรท่ีได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุ ทัง้นีเ้น่ืองมาจากนํา้

ทิง้สูตรครบส่วนมีปริมาณสารอาหารอ่ืนๆ คือ เกลือ และกรด ในปริมาณท่ีสูงกว่าสูตรอ่ืนๆ  

ประกอบกบัยีสต์ในกลุม่ Rhodotorula จดัเป็นยีสต์ท้องถ่ินในแหล่งนํา้เค็ม จึงทําให้ยีสต์ชนิดนีจ้ึง

ใช้เกลือเป็นสารอาหารเพ่ือการเจริญเติบโตได้ดี  จึงมีผลในการส่งเสริมการเจริญของยีสต์          

R. mucilaginosa ได้ดี ซึง่มีรายงานวา่เกลือเป็นตวักระตุ้นการเจริญของยีสต์ชนิดนีไ้ด้ดี โดยเฉพาะ

เกลือท่ีมีไอออนประจบุวกสอง (divalent cation) เช่น ฟอสเฟต ซึง่เป็นตวัควบคมุการนําเข้าไอออน

ท่ีมีประจุบวกสองท่ีส่งผลต่อการนําสารอาหารเข้าสู่เซลล์ยีสต์ นอกจากนีเ้กลือยังมีอิทธิพลต่อ

ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์โปรตีนและเมทาบอลิซมึของคาร์โบไฮเดรต และเกลือท่ีมีไอออนประจบุวก

หนึง่หรือบวกสองยงัมีผลร่วมในการทํางานของเอนไซม์ท่ีสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์ได้เช่นเดียวกนั ซึง่

สง่เสริมการเจริญของยีสต์ให้เพิ่มสงูขึน้ (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549; Komemushi และคณะ, 1994; 

Bhosale และ Gadre 2001b; Frengova และคณะ, 2008) จึงอาจสง่ผลให้ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้

ทิง้สตูรครบสว่นสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนเซลล์ได้มากกวา่สตูรอ่ืนๆ 

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัมเซลล์แห้ง (คํานวณเทียบเท่า                 

เบตาแคโรทีน) ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม พบว่าจะมีความสอดคล้องกบัผลผลิตนํา้หนกั

เซลล์ยีสต์แห้งคือ ในนํา้ทิง้สตูรครบส่วนยีสต์สามารถเจริญได้ดีท่ีสดุและให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์

แห้งสงูสดุอย่างมีนยัสําคญั (p≤0.05) มีผลให้ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมสะสมอยู่ภายในเซลล์ยีสต์

สงูสดุอย่างมีนยัสําคญั(p≤0.05) เช่นเดียวกนัคือ 69 ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง รองลงมาคือนํา้

ทิง้สตูรเจือจาง 1:1 1:2 1:3 และ 1:4  ซึง่มีปริมาณคาโรทีนอยด์รวมเท่ากบั 49 31 26 และ 16 

ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้งตามลําดบั ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัมเซลล์แห้งท่ีผลิตได้จาก

ยีสต์ซึ่งเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มจะแปรผนัตรงกับผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้ง ทัง้นี ้

เน่ืองจากว่าเม่ือยีสต์มีการเจริญเติบโตได้ดีทําให้สามารถสะสมคาโรทีนอยด์ไว้ภายในเซลล์ได้สงู

เช่นเดียวกนั  
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ตารางท่ี 4.7 ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) และปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง) ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็  
 

สตูรนํา้ทิง้ นํา้หนกัเซลล์แห้ง  

(กรัมตอ่ลติร) 

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

 (ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

ครบสว่น 9.25 ± 0.21 a 69 ± 3.18 a 

เจือจาง 1:1 7.60 ± 0.42 b 49 ± 3.35 b 

เจือจาง 1:2 6.55 ± 0.35 c 31 ± 1.78 c 

เจือจาง 1:3 6.55 ± 0.50 c 26 ± 0.04 c 

เจือจาง 1:4 5.75 ± 0.21 c 16 ± 3.10 d 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b c และ d คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

ผลการตรวจสอบปริมาณผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

มะม่วงดองหวานจากตารางท่ี 4.8 พบว่ายีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ท่ีมีการแปรสดัส่วนของนํา้ทิง้

มะม่วงดองหวาน : นํา้กลัน่ เจือจาง 1:1 เป็นสตูรท่ีให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุคือ 9.00 กรัม

ตอ่ลิตร แตไ่ม่สงูกว่าสตูรเจือจาง 1:2 อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) รองลงมาคือ นํา้ทิง้สตูร

เจือจาง 1:3 และ 1:4  ลดลงตามลําดบัอยา่งมีนยัสําคญั (p≤0.05) และในนํา้ทิง้สตูรครบสว่นยีสต์

จะมีอัตราการเจริญเม่ือตรวจสอบในรูปผลผลิตนํา้หนักเซลล์แห้งน้อยท่ีสุดอย่างมีนัยสําคัญ 

(p≤0.05) ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากนํา้ทิง้สตูรครบส่วนมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสงูถึง 11.05%  ซึง่ทําให้

นํา้ทิง้สตูรนีมี้ความเข้มข้นในระดบัท่ีทําให้นํา้ทิง้มีค่าออสโมลาริตีสงูเกินกว่าช่วงท่ียีสต์สามารถ

เจริญได้คือ 1-10%  (Govindaswamy และคณะ, 1999) สว่นนํา้ทิง้สตูรเจือจาง 1:1 เป็นสตูรท่ีให้

ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเน่ืองจากนํา้ทิง้ได้ถกูปรับให้มีค่าออสโมลาริตีท่ีเหมาะสมแต่ยงัมี

แหลง่คาร์บอนอยูใ่นปริมาณสงู รวมถึงสารอ่ืนๆ ได้แก่ โปรตีน เกลือ และกรด ยงัคงมีอยู่ในปริมาณ

ท่ีเพียงพอตอ่การเจริญของยีสต์  ดงันัน้จึงมีผลให้ยีสต์สามารถเจริญในนํา้ทิง้สตูรเจือจาง 1:1 ได้ดี 

แตเ่ม่ือเจือจางทําให้สารอาหารตา่งๆ น้อยลงจะมีผลทําให้การเจริญของยีสต์ลดลงตามลําดบั  

สว่นปริมาณคาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งท่ีได้จากการเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้มะม่วง

ดองหวานจะเป็นไปในรูปแบบเดียวกบัผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งท่ีได้เช่นเดียวกบันํา้ทิง้มะม่วง

ดองเคม็ โดยพบวา่เม่ือเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้สตูรเจือจาง 1:1 จะให้ผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้ง

สงูสดุ และสร้างคาโรทีนอยด์รวมสะสมภายในเซลล์ได้สงูสดุอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) 



 58 

เท่ากบั 66 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง และสร้างคาโรทีนอยด์รวมลดลงตามการเจือจางคือ สตูร

นํา้ทิง้เจือจาง 1:2 1:3 1:4 และ 1:1 ตามลําดบั 

 

ตารางท่ี 4.8 ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) และปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง)  ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 

 

สตูรนํา้ทิง้ นํา้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมตอ่ลติร) 

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

 (ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

ครบสว่น 2.45 ± 0.07 d 27 ± 0.18 e 

เจือจาง 1:1 9.00 ± 0.14 a 66 ± 1.03 a 

เจือจาง 1:2 8.45 ± 0.64 a 60 ± 1.72 b 

เจือจาง 1:3 7.55 ± 0.35 b 47 ± 1.05 c 

เจือจาง 1:4 5.40 ± 0.42 c 32 ± 1.59 d 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b c และ d คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

ในการเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้นํา้นมสตูรตา่งๆแสดงในตารางท่ี 4.9 พบวา่นํา้ทิง้นํา้นมสตูร

ครบสว่นเป็นสตูรท่ีให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุคือ 5.65 กรัมตอ่ลิตร และสงูกว่าจากสตูรอ่ืน

อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p≤0.05) รองลงมาคือนํา้ทิง้สตูรเจือจาง 1:1 1:2  1:3 และ 1:4  

ตามลําดบั  ทัง้นีเ้น่ืองจากนํา้ทิง้สูตรครบส่วนมีสารอาหารมากท่ีสุด และสภาพของนํา้ทิง้นีไ้ม่มี

ปัจจัยใดๆท่ีไปรบกวนการเจริญของยีสต์ เช่น ค่าออสโมลาริตีของนํา้ทิง้ท่ีเกิดจากนํา้ตาล เม่ือ

เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้งในนํา้ทิง้นํา้นมสตูรท่ีดีท่ีสดุกับนํา้ทิง้

มะม่วงดองเค็มและดองหวาน พบว่ายีสต์เจริญในนํา้ทิง้นํา้นมได้น้อยกว่าในนํา้ทิง้ทัง้ 2 ชนิด ทัง้นี ้

เม่ือพิจารณาถึงนํา้ทิง้ทัง้ 3 ชนิดท่ีให้ผลผลติเซลล์แห้งสงูสดุพบวา่ในนํา้ทิง้นํา้นมสตูรครบสว่นไมไ่ด้

มีการปรับปริมาณแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน  แต่เน่ืองจากคาร์โบไฮเดรตในนํา้ทิง้นีส้่วนใหญ่

เป็นนํา้ตาลแลคโตส ซึง่ยีสต์ R. mucilaginosa ไม่สามารถใช้นํา้ตาลดงักลา่วเป็นแหลง่คาร์บอน

เพ่ือการเจริญได้ (Barnett และคณะ, 2000; Simova และคณะ, 2004; Aksu และ Eren, 2005)  

จงึมีผลทําให้ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุน้อยกวา่ในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็และดองหวาน 
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ผลการวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัมเซลล์แห้งท่ีได้จากการเพาะเลีย้งยีสต์ใน

นํา้ทิง้นํา้นม  พบวา่ในนํา้ทิง้สตูรครบสว่นนัน้ยีสต์สามารถเจริญและผลิตคาโรทีนอยด์รวมสะสมใน

เซลล์ได้มากท่ีสดุเท่ากับ 23 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง ซึ่งมีปริมาณมากกว่าคาโรทีนอยด์ท่ีได้

จากการเลีย้งในสตูรนํา้ทิง้เจือจาง 1:1 อย่างมีนยัสําคญั (p≤0.05) สว่นนํา้ทิง้สตูรเจือจาง 1:2 1:3 

และ 1:4 ไมส่ามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์ได้ เน่ืองจากปริมาณเซลล์ยีสต์ท่ีผลิตได้ไม่

เพียงพอต่อการนํามาสกัดเพ่ือวิเคราะห์คาโรทีนอยด์ จะเห็นได้ว่านํา้ทิง้นํา้นมท่ีทําเจือจางสูตร

ตา่งๆ ถึงแม้จะมีการปรับแหล่งคาร์บอนให้มีเพียงพอตอ่การเจริญขัน้ต่ําของยีสต์คือ 1% แล้ว แต่

ทัง้นีก้ารปรับดงักล่าวเป็นการปรับจากปริมาณคาร์โบไฮเดรตทัง้หมดท่ีมีอยู่เดิมให้เพิ่มขึน้เป็น 1%  

ดงันัน้จงึทําให้นํา้ตาลกลโูคสซึง่เป็นสารท่ีใช้ในการปรับมีไม่ถึง 1% ในขณะท่ีคาร์โบไฮเดรตหลกัใน

นํา้นมคือนํา้ตาลแลคโตส ซึง่ R. mucilaginosa ไม่สามารถใช้เป็นแหลง่คาร์บอนได้ เม่ือพิจารณา

กลโูคสท่ีปรับเติมลงไปในนํา้ทิง้นํา้นมสตูรเจือจางต่างๆ จะมีปริมาณท่ีมากขึน้ตามระดบัการเจือ

จาง แต่การเจริญของยีสต์ก็ไม่เพิ่มขึน้ตามปริมาณกลโูคสท่ีเติมลงไป แต่กลบัลดลงตามปริมาณ

การเจือจางแสดงให้เห็นว่าสารอาหารหลกัท่ียีสต์ใช้ในการเจริญเพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์น่าจะเป็น

แหลง่ไนโตรเจนในนํา้ทิง้ชนิดนี ้

 

ตารางท่ี 4.9 ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) และปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง)  ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นม 

 

สตูรนํา้ทิง้ นํา้หนกัเซลล์แห้ง  

(กรัมตอ่ลติร) 

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

 (ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

ครบสว่น  5.65 ± 0.07 
a

 23 ± 1.46 a 

เจือจาง 1:1 5.05 ± 0.07 
b

  17 ± 1.34 b 

เจือจาง 1:2 1.60 ± 0.14
 c

 ND 

เจือจาง 1:3  1.45 ± 0.07 
cd

 ND 

เจือจาง 1:4 1.30 ± 0.14 
d

 ND 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  ND หมายถงึ ไมส่ามารถตรวจสอบได้ 

a b c และ d คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   
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จากตารางท่ี 4.10 ในนํา้กะทิเข้มข้นสตูรนํา้กะทิ : นํา้กลัน่ เจือจาง 1:5.7 (นํา้กะทิ 15%) 

เป็นสูตรท่ีให้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์แห้งสูงสุดคือ 10.70 กรัมต่อลิตร ซึ่งสูงกว่าสูตรอ่ืนอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิติ (p≤0.05)  รองลงมาคือนํา้กะทิสตูรเจือจาง 1:4  1:3   1:9   1:19  และ 1:99  

จะเห็นได้วา่ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิสตูรเจือจาง 1:5.7 ถึง 1:99 จะ

มีปริมาณลดลงตามลําดบั แต่ทัง้นีเ้ม่ือพิจารณาสูตรนํา้กะทิท่ีมีความเข้มข้นสูงกว่าสูตร 1:5.7 

ได้แก่ สตูร 1:4 และ 1:3  จะมีผลให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์แห้งลดลงตามลําดบั  ทัง้นีเ้น่ืองจาก

นํา้กะทิในสตูร 1:4 และ 1:3 มีปริมาณกะทิมากเกินไปจึงทําให้มีความข้นหนืดทําให้การส่งผ่าน

ออกซิเจนไปสูเ่ซลล์ยีสต์ภายใต้สภาวะท่ีให้อากาศแบบ orbital shaking ลดลง ทําให้ยีสต์สามารถ

เจริญได้น้อยลง จงึพบวา่นํา้กะทิสตูรเจือจาง 1:3  ให้ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งน้อยกวา่สตูรเจือจาง 

1:4  และ 1:5.7 ตามลําดบั  

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัมเซลล์แห้งท่ีได้จากการเลีย้งยีสต์ในนํา้กะทิเจือจางจะมี

ความแปรผนัตรงกบัผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งท่ีได้คือ นํา้กะทิสตูรเจือจาง 1:5.7 ยีสต์สามารถ

เจริญได้ดีท่ีสดุและมีปริมาณคาโรทีนอยด์รวมเท่ากบั 95 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง และสงูกว่า

สตูรอ่ืนๆ อย่างมีนยัสําคญั (p≤0.05) สว่นนํา้กะทิสตูรเจือจาง 1:4 1:3 1:9 1:19  และ 1:99 จะมี

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งรองลงมาตามลําดบั 

 

ตารางท่ี 4.10 ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) และปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัม) ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจาง 

 

สตูรนํา้ทิง้ นํา้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมตอ่ลติร) 

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง 

 (ไมโครกรัมตอ่กรัม) 

เจือจาง 1:3 (นํา้กะทิ 25%) 9.30 ± 0.42 b 82 ± 1.65 b 

เจือจาง 1:4 (นํา้กะทิ 20%) 9.55 ± 0.21 b 84 ± 6.26 b 

เจือจาง 1:5.7 (นํา้กะทิ 15%) 10.70 ± 0.14 a 95 ± 6.31 a 

เจือจาง 1:9 (นํา้กะทิ 10%) 7.55 ±0.21 c 65 ± 2.64 c 

เจือจาง 1:19 (นํา้กะทิ 5%) 6.40 ±0.28 d 24 ± 1.72 d 

เจือจาง 1:99 (นํา้กะทิ 1%) 2.65 ± 0.07 e 21 ± 0.59 d 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b c d  และ e คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่ง

กนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   
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เม่ือเปรียบเทียบผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งสงูสดุจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ทัง้ 4 

ชนิด พบว่ายีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มให้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งสงูสดุ ส่วนยีสต์ท่ี

เพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน นํา้กะทิเจือจาง และนํา้ทิง้นํา้นมมีผลผลิตเซลล์ยีสต์แห้งต่ํา

กว่าตามลําดบั  และเม่ือพิจารณาปริมาณคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ผลิตได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

ตา่งๆ พบวา่ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มสามารถสร้างคาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งได้

สูงสุด ส่วนยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน นํา้กะทิ และนํา้ทิง้นํา้นมสามารถสร้าง       

คาโรทีนอยด์ท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีนได้ต่ํากวา่ตามลําดบั 

จากการศึกษาผลผลิตของนํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) และปริมาณคาโรทีนอยด์รวม

ต่อกรัมเซลล์แห้ง (ไมโครกรัมต่อกรัม) แสดงผลในตารางท่ี 4.11 จากผลการทดลองดงักล่าว

สามารถนํามาใช้ในการคดัเลือกสตูรได้ดงันี ้

นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มสูตรท่ีเลือกคือ นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มสูตรครบส่วน เน่ืองจากสูตร

ดงักลา่วให้ผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งและปริมาณคาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งสงูสดุอยา่ง

มีนยัสําคญั (p≤0.05) ผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งท่ีได้เท่ากบั 9.25 กรัมตอ่ลิตร และไม่น้อยกว่า

ผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งจากงานวิจยัการใช้นํา้กะหล่ําปลีดองเลีย้งยีสต์ของ Shih และ Hang 

(1996)  และยงัถือได้ว่าการใช้นํา้ทิง้สตูรครบสว่นดงักลา่วนีเ้ป็นการใช้ประโยชน์ของนํา้ทิง้ได้อย่าง

เตม็รูป แบบโดยไมต้่องมีการเจือจาง 

นํา้ทิง้มะมว่งดองหวานสตูรท่ีเลือกคือ นํา้ทิง้มะมว่งดองหวานสตูรเจือจางนํา้ทิง้ : นํา้ 1 : 1     

นํา้ทิง้สูตรนีใ้ห้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้งรวมถึงปริมาณคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัมเซลล์แห้ง

สงูสุดอย่างมีนยัสําคญั (p≤0.05) ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งท่ีได้จะมีค่ามากกว่าผลผลิต

นํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งงานวิจยัการใช้โมลาสเลีย้งยีสต์ของ Aksu และ Eren (2005) ซึง่ได้เท่ากบั 

9.00 กรัมตอ่ลติร 

นํา้ทิง้นํา้นมสูตรท่ีเลือกคือ นํา้ทิง้นํา้นมสูตรครบส่วน ให้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้ง

สงูสดุอย่างมีนยัสําคญั (p≤0.05) เท่ากบั 5.65 กรัมตอ่ลิตร ซึง่ปริมาณไม่น้อยกว่าผลผลิตนํา้หนกั

เซลล์ยีสต์แห้งงานวิจยัการใช้หางนมเลีย้งยีสต์ของ Aksu และ Eren (2005) รวมถึงปริมาณ         

คาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งท่ีได้สงูสดุเช่นเดียวกนั  

นํา้กะทิเจือจางสตูรท่ีเลือกคือ นํา้กะทิเข้มข้นสตูรเจือจางนํา้กะทิ : นํา้ 1 : 19 (นํา้กะทิ

เข้มข้น 5%) ถึงแม้ว่านํา้กะทิสูตรดงักล่าวจะไม่ได้ให้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์ยีสต์แห้งและปริมาณ     

คาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งสงูสดุ แตนํ่า้ทิง้สตูรนีถื้อได้ว่าเป็นนํา้กะทิสตูรเจือจางมากท่ีสดุท่ี

ให้ผลผลิตนํา้หนักเซลล์แห้งเท่ากับ 6.40 กรัมต่อลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยอ้างอิงของ 

Dominguez - Bocanegra และ Torres - Munoz (2004) ท่ีใช้นํา้กะทิเป็นอาหารเลีย้งยีสต์ให้

ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 6 กรัมตอ่ลติร  
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ตารางท่ี 4.11 ปริมาณนํา้หนกัเซลล์แห้งท่ีได้จากการทดลอง และจากงานวิจยัอ้างอิงท่ีใช้นํา้ทิง้

ชนิดใกล้เคียงกนักบังานวิจยั 

 

ชนิดนํา้ทิง้ 

ท่ีใช้ในการทดลอง 

ปริมาณนํา้หนกั

เซลล์ยีสต์แห้งท่ีได้  

(กรัมตอ่ลติร) 

งานวิจยัอ้างอิง ปริมาณนํา้หนกั 

เซลล์ยีสต์แห้ง

อ้างอิง            

(กรัมตอ่ลติร) 

นํา้ทิง้มะมว่ง        

ดองเคม็สตูรครบสว่น 
 

9.25 Shih และ Hang (1996) 

(นํา้ทิง้กะหล่ําปลีดอง) 

8 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองหวาน 

สตูรเจือจาง 1:1 
 

9.00 Aksu และ Eren (2005) 

(โมลาส) 

4 

นํา้ทิง้นํา้นม 

สตูรครบสว่น 
 

5.65 Aksu และ Eren (2005) 

(หางนม) 

2 

นํา้กะทิ 

สตูรเจือจาง 1:19 

(นํา้กะทิ 5%) 

6.40 Dominguez - Bocanegra  

และ Torres - Munoz 

(2004)    (นํา้กะทิ) 

6 

 
4.4 การศึกษาอัตราการเจริญและการผลิตคาโรทนีอยด์ของยีสต์ที่เลีย้งในนํา้ทิง้สูตร

คัดเลือกชนิดต่างๆ  
 

ในขัน้ตอนนีเ้ป็นการนํานํา้ทิง้สตูรท่ีเลือกจากข้อ 4.3 มาศกึษาอตัราการเจริญของยีสต์ 

และการผลติคาโรทีนอยด์ของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้สตูรคดัเลือกชนิดตา่งๆ 

ประเมินผลโดยตรวจสอบผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (Dry cell weight)  และจํานวนเซลล์ท่ี

มีชีวิต วิเคราะห์คาโรทีนอยด์รวมด้วย UV-Vis Spectrophotometry และรูปแบบของคาโรทีนอยด์

ด้วย  RP-HPLC 
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4.4.1 นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 
 

จากผลการตรวจสอบอตัราการเจริญของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเค็ม

ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5 พบว่ายีสต์มีการเจริญในระยะ log phase เป็นเวลา 7 วนั (วนัท่ี 0-6)  และมี

อัตราการเจริญเม่ือวิเคราะห์ในรูปความชันของกราฟ (m) เท่ากับ 0.32 และเจริญในระยะ 

stationary phase เป็นเวลา  5 วนั (วนัท่ี 6-10) ในขณะท่ียีสต์เข้าสูร่ะยะ death phase ในวนัท่ี 10 

ของการเพาะเลีย้ง (วันท่ี 10-12) ทัง้นีผ้ลผลิตนํา้หนักเซลล์แห้งจะมีความสมัพนัธ์กับระยะการ

เจริญของยีสต์โดยท่ีนํา้หนกัเซลล์แห้งจะเพิ่มขึน้ตลอดช่วงการเจริญของยีสต์ โดยในวนัสดุท้ายของ

ระยะ stationary phase จะให้ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเท่ากบั 11.2 กรัมตอ่ลติร และคงท่ีไป

จนถึงวนัท่ี 2 ของระยะ death phase หรือวนัท่ี 12 ของการเพาะเลีย้ง 
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รูปท่ี 4.5 อตัราการเจริญ (log CFU/ml) และผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) 

ของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 

 

ผลการทดลองจากตารางท่ี 4.12 พบว่ายีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม

จะผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีมีรูปแบบท่ีประกอบด้วยโทรูลีนในปริมาณสูงสุด โทรูลาโรดิน และ             

เบตาแคโรทีน รองลงมาตามลําดับ แต่แนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือลดลงของสารคาโรทีนอยด์ทัง้         

m = 0.32 
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3 ชนิดตลอดช่วงการเพาะเลีย้งยีสต์ไม่ชัดเจน ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมคํานวณเทียบเท่า                

เบตาแคโรทีนท่ีวิเคราะห์ได้ด้วย UV-Vis Spectrophotometry มีปริมาณไม่แตกต่างกนัอย่างมี

นยัสําคญั (p>0.05) ตลอดช่วงการเจริญในระยะ stationary phase โดยท่ีแนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือ

ลดลงของคาโรทีนอยด์รวมตลอดการเจริญในเชิงปริมาณก็มีความไม่ชัดเจนเช่นเดียวกับการ

เปล่ียนแปลงสดัส่วนขององค์ประกอบของคาโรทีนอยด์ท่ีวิเคราะห์ด้วย RP-HPLC เช่นเดียวกนั 

ดงันัน้ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีนเพียงอย่างเดียวดงัแสดงในตาราง

ดงักลา่วจึงไม่สามารถบง่ชีถ้ึงการผลิตคาโรทีนอยด์รวมทัง้หมดในช่วงระยะ stationary phase ได้ 

ทัง้นีไ้ม่มีงานวิจัยใดท่ีศึกษาเก่ียวกับรูปแบบของคาโรทีนอยด์ท่ีเปล่ียนแปลงตลอดช่วงการ

เพาะเลีย้ง ดงันัน้จงึไมมี่ข้อมลูท่ีจะใช้ในการอธิบายหรือบง่ชีถ้ึงสาเหตท่ีุเกิดขึน้ได้ 

 

ตารางท่ี 4.12 ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง) และรูปแบบของ           

คาโรทีนอยด์ในรูปเปอร์เซ็นต์พืน้ท่ีใต้กราฟจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วง

ดองเคม็ 

 

นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 

 

วนัท่ี ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมวิเคราะห์

ด้วย UV - vis Spectrophotometry 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

อตัราสว่น (เปอร์เซน็ต์) ของรูปแบบ 

คาโรทีนอยด์ วิเคราะห์ด้วย RP-HPLC  

Torulene : Torularhodin : Beta-carotene 

6 65 ± 5.53 a 63 : 31 : 6 

8 76 ± 2.79 a 53 : 43 : 4 

10 76 ± 3.20 a 42 : 36 : 22 

12 68 ± 7.29 a 63 : 31 : 6 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรเหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมี

นยัสําคญัทางสถิต ิ(p>0.05)   

 

4.4.2 นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 

 

ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานจะมีการเจริญในช่วงระยะ log phase 

เป็นเวลา 8 วนั (วนัท่ี 0-7)  มีความชนัเท่ากบั  0.26  ดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 และมีระยะการเจริญ
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ในช่วง stationary phase  4 วนั (วนัท่ี 7-10)  และเข้าสูร่ะยะ death phase ในวนัท่ี 11 ผลผลิต

นํา้หนกัเซลล์แห้งของยีสต์สงูสดุในช่วงต้นระยะ death phase เท่ากบั  10.2 กรัมตอ่ลติร 

 

6

6.5

7

7.5

8

8.5

9

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

เวลา (วัน)

อัต
รา
กา
รเ
จริ

ญ
 (C

FU
/m

l)

0

2

4

6

8

10

12

นํา้
หนั

กเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (g
/l)

viable cell cell dry weight

 
 

รูปท่ี 4.6 อตัราการเจริญ (log CFU/ml) และผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) ของ

ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 

 

ผลการวิเคราะห์รูปแบบของคาโรทีนอยด์ท่ีแสดงในตารางท่ี 4.13 พบว่ายีสต์ท่ี

เพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานสามารถสร้างคาโรทีนอยด์สะสมไว้ภายในเซลล์ยีสต์ท่ีมี

รูปแบบคล้ายกบัเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มคือประกอบด้วยโทรูลีนในปริมาณสงูสดุ 

รองลงมาคือ โทรูลาโรดิน และเบตาแคโรทีน ตามลําดบั เม่ือพิจารณาสดัสว่นของคาโรทีนอยด์แต่

ละชนิดพบว่า ตลอดระยะเวลาการเจริญในช่วง stationary phase ไม่พบแนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือ

ลดลงของสารโท รู ลีน  และโทรูลาโรดิน  ในขณะท่ีแนวโ น้มการเป ล่ียนแปลงของสาร                      

เบตาแคโรทีนพบว่ามีการลดลงอย่างต่อเน่ืองตลอดช่วงการเพาะเลีย้งจนถึงวนัท่ี 10 ของการ

เพาะเลีย้ง และตรวจไม่พบสารเบตาแคโรทีนเม่ือเพาะเลีย้งยีสต์จนถึงวนัท่ี 12 ส่วนปริมาณ          

คาโรทีนอยด์รวมนัน้มีค่าลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p≤0.05) ตลอดช่วงการเพาะเลีย้ง ซึ่ง

สอดคล้องกบัการลดลงของเบตาแคโรทีนเม่ือวิเคราะห์ด้วย RP-HPLC 

m = 0.26 
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ตารางท่ี 4.13 ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง) และรูปแบบของ            

คาโรทีนอยด์ในรูปเปอร์เซ็นต์พืน้ท่ีใต้กราฟจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วง

ดองหวาน 

 

นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 
 

วนัท่ี ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมวิเคราะห์

ด้วย UV - vis Spectrophotometry 

(ไมโครกรัมตอ่กรัม) 

อตัราสว่น (เปอร์เซน็ต์) ขององค์ประกอบ 

คาโรทีนอยด์ วิเคราะห์ด้วย RP-HPLC 

      Torulene : Torularhodin : Beta-carotene 

6 77 ± 6.26 a 56 : 22 : 22 

8 64 ± 3.38 ab 71 : 10 : 19 

10 59 ± 7.11 bc 66 : 29 : 5 

12 46 ± 6.02 c 53 : 47 : 0 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b และ c เป็นคา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่ง

กนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

4.4.3 นํา้กะทิเจือจาง 

 

ระยะเวลาการเจริญของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจางดงัแสดงในรูปท่ี 4.7 

จะมีความคล้ายคลึงกับยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน คือมีการเจริญในระยะ log 

phase นาน   8 วนั  แต่อตัราการเจริญต่ํากว่าโดยมีค่าความชนัเท่ากบั  0.21 และยีสต์เจริญใน

ระยะ stationary phase เป็นเวลา 4 วนั  และเข้าสู่ระยะ death phase ในวนัท่ี 11 ของการ

เพาะเลีย้ง ซึง่เป็นวนัท่ีได้ผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งสงูสดุเท่ากบั  6.0 กรัมตอ่ลติร 
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รูปท่ี 4.7   อตัราการเจริญ (log CFU/ml) และปริมาณนํา้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) 

ของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจาง 

 

จากการวิเคราะห์รูปแบบของคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจาง

ดงัแสดงในตารางท่ี 4.14 พบว่ามีรูปแบบคล้ายกับคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้

มะมว่งดองเคม็ และดองหวาน  โดยพบวา่ตลอดช่วงการเพาะเลีย้งในระยะ stationary phase สาร

ทัง้ 3 ชนิดไมมี่แนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือลดลงอยา่งชดัเจนเช่นเดียวกบัการเปล่ียนแปลงปริมาณของ             

คาโรทีนอยด์รวมก็ไม่พบแนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือลดลงอย่างชัดเจน แต่เม่ือพิจารณาความ

สอดคล้องของปริมาณคาโรทีนอยด์รวม  พบว่ามีความสัมพันธ์กับการเปล่ียนแปลงของ                

เบตาแคโรทีนท่ีวิเคราะห์ด้วย RP-HPLC กลา่วคือ ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมมีปริมาณสงูสดุในวนัท่ี 

10 ของการเพาะเลีย้งและลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ในวันท่ี 12 ซึ่งเป็นไปใน

ทิศทางเดียวกบัการเพิ่มขึน้และลดลงของเบตาแคโรทีนท่ีวิเคราะห์ด้วย RP-HPLC ในวนัดงักลา่ว 

 

 

 

m = 0.21 



 68 

ตารางท่ี 4.14 ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง) และรูปแบบของ           

คาโรทีนอยด์ในรูปเปอร์เซน็ต์พืน้ท่ีใต้กราฟจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจาง 

 

นํา้กะทิเจือจาง 
 

วนัท่ี ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมวิเคราะห์

ด้วย UV - vis Spectrophotometry 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

อตัราสว่น (เปอร์เซน็ต์) ขององค์ประกอบ 

คาโรทีนอยด์ วิเคราะห์ด้วย RP-HPLC 

      Torulene : Torularhodin : Beta-carotene 

6 27 ± 2.05 c 56 : 38 : 6 

8 46 ± 2.04 b 54 : 40 : 6 

10 66 ± 6.52 a 47 : 41 : 12 

12 61 ± 9.38 ab 55 : 40 : 5 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b และ c เป็นคา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่ง

กนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

4.4.4 นํา้ทิง้นํา้นม 

 

จากการเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้นํา้นมในรูปท่ี 4.8 พบว่ายีสต์มีการเจริญในระยะ 

log phase เป็นเวลา 8 วนั (วนัท่ี 0-7)  มีอตัราการเจริญต่ําท่ีสดุเม่ือเทียบกบันํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆ 

(ความชนัเท่ากบั  0.20) และยีสต์มีการเจริญในช่วงระยะ stationary phase มีระยะเวลา 4 วนั 

โดยได้ผลผลิตนํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้งสงูสดุในวนัสดุท้ายของระยะ stationary phase คือวนัท่ี 10 

ของการเพาะเลีย้งเท่ากบั 5.6  กรัมตอ่ลติร  และเข้าสูร่ะยะ death phase  ในวนัท่ี 11  
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รูปท่ี 4.8     อตัราการเจริญ (log CFU/ml) และปริมาณนํา้หนกัเซลล์แห้งกรัมตอ่ลติร

ของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นม 

 

รูปแบบของคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นมนีแ้สดงในตารางท่ี 4.15 

จะมีรูปแบบท่ีแตกต่างจากนํา้ทิง้ทัง้ 3 ชนิดข้างต้น โดยพบว่าคาโรทีนอยด์ท่ีได้จะประกอบด้วย           

โทรูลาโรดินสูงสุด รองลงมาคือ โทรูลีน และเบตาแคโรทีน ตามลําดับ และไม่พบแนวโน้มการ

เปล่ียนแปลงของสารโทรูลาโรดินและโทรูลีนท่ีเพิ่มขึน้หรือลดลงอย่างชัดเจน แต่พบว่าสาร           

เบตาแคโรทีนจะมีแนวโน้มท่ีเพิ่มขึน้ตลอดระยะการเพาะเลีย้งยีสต์ เม่ือพิจารณาปริมาณของสาร

คาโรทีนอยด์รวมพบว่า มีแนวโน้มการเพิ่มขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p≤0.05) เม่ือเพาะเลีย้ง

ถึงวนัท่ี 8 และเพิ่มขึน้อยา่งไมมี่นยัสําคญั (p>0.05) ในวนัท่ี 10 และ 12 ของการเพาะเลีย้ง  

 

 

 

 

 

 

m = 0.20 
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ตารางท่ี 4.15 ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง) และรูปแบบของ           

คาโรทีนอยด์ในรูปเปอร์เซน็ต์พืน้ท่ีใต้กราฟจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นม 

 

นํา้ทิง้นํา้นม 

 

วนัท่ี ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมวิเคราะห์

ด้วย UV - vis Spectrophotometry 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

อตัราสว่น (เปอร์เซน็ต์) ขององค์ประกอบ 

คาโรทีนอยด์ วิเคราะห์ด้วย RP-HPLC 

      Torulene : Torularhodin : Beta-carotene 

6 32 ± 3.99 b 0 : 91 : 9 

8 63 ± 4.41 a 14 : 77 : 9 

10 70 ± 3.64 a 12 : 79 : 9 

12 72 ± 1.47 a 9 : 77 : 14 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a และ b คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

จากผลการทดลองบง่ชีไ้ด้วา่ชนิดของนํา้ทิง้มีผลตอ่อตัราการเจริญ การสะสมคาโรทีนอยด์

ภายในเซลล์ รวมถึงรูปแบบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ R. mucilaginosa สร้างขึน้ โดยเม่ือ

เปรียบเทียบอตัราการเจริญของยีสต์ในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด พบวา่ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดอง

เค็มจะมีอตัราการเจริญในช่วงระยะ log phase สงูสดุ รองลงมาคือ นํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน 

นํา้กะทิเจือจาง และนํา้ทิง้นํา้นมตามลําดบั ระยะเวลาการเจริญของยีสต์ในช่วงระยะ stationary 

phase ในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มมีระยะนานท่ีสดุคือ  5 วนั สว่นนํา้ทิง้อ่ืนๆจะมีระยะเวลา 4 วนั ซึง่

อตัราการเจริญท่ีคํานวณในรูปความชนัของกราฟในระยะ log phase และระยะเวลาในการเจริญ

ของยีสต์ระยะ stationary phase อาจเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีบง่ชีถ้ึงความเหมาะสมของแหลง่อาหารตอ่

การสร้างคาโรทีนอยด์จากยีสต์  ซึ่งถ้าค่าความชนัท่ีแสดงถึงอตัราการเจริญของยีสต์มีค่าสงูและ

ระยะเวลาการเจริญของยีสต์ในช่วงระยะ stationary phase ยาว แสดงถึงความสมบรูณ์ของแหลง่

อาหารท่ีมีผลทําให้ยีสต์สามารถเจริญได้ดี อาจมีผลทําให้ยีสต์สามารถสร้างคาโรทีนอยด์สะสมไว้

ภายในเซลล์ได้ปริมาณสงู โดยยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองหวานสามารถสร้างคาโรทีนอยด์รวม

ท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีนสะสมไว้ในเซลล์ได้สงูท่ีสดุในวนัท่ี 1 ของระยะ stationary phase 

(วนัท่ี 6 ของการเพาะเลีย้ง) เท่ากบั 77 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง ในขณะท่ีการเลีย้งยีสต์ในนํา้

ทิง้มะมว่งดองเคม็ นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้กะทิเจือจางสามารถสร้างคาโรทีนอยด์รวมสะสมไว้ในเซลล์
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ได้สงูท่ีสดุเท่ากับ 76 72 และ 66 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้งตามลําดบั โดยท่ีการเปล่ียนแปลง    

คาโรทีนอยด์รวมในระหว่างการเลีย้งระยะ stationary phase ของยีสต์ในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม 

และนํา้กะทิเจือจางไมมี่แนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือลดลงของสารท่ีแน่ชดั สว่นคาโรทีนอยด์รวมท่ียีสต์

ผลิตได้ในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานมีแนวโน้มท่ีลดลงตลอดระยะการเจริญ ในขณะท่ียีสต์ท่ีเลีย้งใน

นํา้ทิง้นํา้นมจะผลิตคาโรทีนอยด์เพิ่มขึน้ตลอดระยะการเจริญช่วง stationary phase ทัง้นีไ้ม่มี

งานวิจัยใดท่ีศึกษาเก่ียวกับการเปล่ียนแปลงปริมาณของคาโรทีนอยด์ตลอดช่วงการเพาะเลีย้ง      

จงึไมมี่ข้อมลูท่ีจะนํามาอธิบายหรือบง่ชีถ้ึงสาเหตดุงักลา่วได้ แตอ่ยา่งไรก็ตามปริมาณคาโรทีนอยด์

รวมท่ีวิเคราะห์ได้เป็นการคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีน ซึ่งเป็นการแสดงถึงสัดส่วนของ            

เบตาแคโรทีนท่ียีสต์ผลิตขึน้ในแต่ละช่วงระยะการเจริญเท่านัน้ ดงันัน้ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมต่อ

กรัมเซลล์แห้งท่ีใช้ปริมาณของเบตาแคโรทีนเป็นตวัแทนจึงไม่สามารถใช้ในการบ่งชีถ้ึงปริมาณ     

คาโรทีนอยด์รวมทัง้หมดท่ีแท้จริงได้ แต่เม่ือเปรียบเทียบผลของปริมาณคาโรทีนอยด์รวมกับการ

เปล่ียนแปลงสดัสว่นของเบตาแคโรทีนซึง่เป็นสาร 1 ใน 3 ขององค์ประกอบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ี

สร้างจากยีสต์ R. mucilaginosa เม่ือวิเคราะห์ด้วย RP-HPLC จะพบวา่มีความสมัพนัธ์กนั 

การวิเคราะห์คาโรทีนอยด์เชิงคณุภาพด้วย RP-HPLC พบวา่รูปแบบหลกัของคาโรทีนอยด์

ไม่มีการเปลี่ยนแปลงตลอดช่วงระยะการเจริญคือ ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม ดองหวาน 

และนํา้กะทิเจือจาง จะผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีมีโทรูลีนในปริมาณสูงสุด รองลงมาคือโทรูลาโรดิน 

และเบตาแคโรทีน ตามลําดบั  ในขณะท่ีเม่ือเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้นํา้นมจะให้รูปแบบของคาโรที

นอยด์ท่ีแตกตา่งจากนํา้ทิง้ทัง้ 3 ชนิดคือยีสต์จะผลติโทรูลาโรดนิในปริมาณสงูสดุ โทรูลีน และเบตา

แคโรทีน รองลงมาตามลําดบั โดยท่ีอตัราสว่นของสารทัง้ 3 ชนิดมีการเปลี่ยนแปลงตลอดช่วงการ

เพาะเลีย้ง ซึ่งยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม และนํา้กะทิเจือจางจะผลิตคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 

ชนิดท่ีไม่มีแนวโน้มการเพิ่มขึน้หรือลดลงของสารเหล่านีท่ี้ชัดเจน ในขณะท่ีเม่ือเลีย้งในนํา้ทิง้

มะม่วงดองหวานและนํา้นมไม่พบแนวโน้มการเปล่ียนแปลงของสารโทรูลีนและโทรูลาโรดินท่ี

ชดัเจนแต่ในส่วนของค่าเบตาแคโรทีนท่ีได้มีแนวโน้มการลดลงตลอดระยะการเพาะลีย้งในนํา้ทิง้

มะม่วงดองหวาน และจะเพิ่มขึน้อย่างต่อเน่ืองตลอดช่วงการเจริญเม่ือเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้นํา้นม  

ทัง้นีจ้ะเห็นได้ว่าสดัส่วนของเบตาแคโรทีนท่ีวิเคราะห์ด้วย RP-HPLC มีแนวโน้มการเปล่ียนแปลง

เป็นไปในทิศทางเดียวกับการวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรที

นด้วย UV-Vis Spectrophotometry 
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4.5. อทิธิพลของชนิดนํา้ทิง้ต่อคุณสมบัตขิองเซลล์ยสีต์ และการผลิตคาโรทนีอยด์ทัง้
เชิงคุณภาพและปริมาณ 

 
4.5.1 อิทธิพลของชนิดนํา้ทิง้ตอ่องค์ประกอบทางเคมี ขนาดรูปร่างของเซลล์ยีสต์ และ 

การใช้สารอาหารของยีสต์     

ในขัน้ตอนนีเ้ป็นการนํานํา้ทิง้สตูรคดัเลือกทัง้ 4 ชนิดจากข้อ 4.3 มาใช้ในการ

เพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa และเก็บเก่ียวเซลล์ยีสต์ในวนัท่ี 10  ซึง่ถือเป็นช่วงเวลาในการ

เพาะเลีย้งท่ีดีท่ีสุดโดยนํามาใช้ศึกษาต่อในขัน้นี ้โดยพิจาณาเลือกเวลาในช่วงปลายของระยะ 

stationary phase ของการเจริญของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ทุกชนิด คือวนัท่ี 10 ของการ

เพาะเลีย้ง  โดยท่ีช่วงปลายของระยะการเจริญดงักล่าวถือได้ว่าเป็นช่วงท่ียีสต์สามารถสะสมคาโร

ทีนอยด์รวมไว้ภายในเซลล์ได้สงูสดุ (Libkind และ Broock, 2006) ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบ

ทางเคมีของเซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด เปรียบเทียบกบัการเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้

มาตรฐาน YM broth แสดงในตารางท่ี 4.16   

จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ยีสต์ในตารางท่ี 4.16  เซลล์

ยีสต์ท่ีได้จากการเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มเม่ือเปรียบเทียบกบั YM broth พบว่าองค์ประกอบ

หลกัของเซลล์ ได้แก่ โปรตีนและคาร์โบไฮเดรตไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญั (p>0.05) 

และรูปทรงของเซลล์ยีสต์มีลกัษณะเป็นทรงกลมเช่นเดียวกนั ตลอดจนขนาดของเซลล์ก็ไม่มีความ

แตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) ดงัในรูปท่ี 4.9 4.10 และตารางท่ี 4.17 ซึ่ง

คุณสมบตัิเหล่านีข้องเซลล์ยีสต์บ่งชีใ้ห้เห็นว่านํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ

เจริญของยีสต์เช่นเดียวกบัใน YM broth  โดยเม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงของสารอาหารหลกัใน

ตารางท่ี 4.20  แสดงให้เห็นวา่ยีสต์สามารถนําคาร์โบไฮเดรตไปใช้เป็นแหลง่พลงังานเพ่ือการเจริญ

ได้มากกวา่ 60% และนําแหลง่ไนโตรเจนไปใช้ในการสร้างองค์ประกอบของเซลล์ยีสต์และกิจกรรม

ทางพนัธุกรรมได้มากกว่า 50% ซึง่การใช้แหล่งคาร์บอนได้สงูกว่า 50% บ่งชีไ้ด้ว่ายีสต์สามารถ

เจริญเติบโตในอาหารชนิดนัน้หรือในสิ่งแวดล้อมนัน้ได้ดี (Phaf และคณะ, 1978) รวมทัง้มีการใช้

สารอาหารอ่ืนๆ เช่น เกลือซึ่งถกูใช้ไปประมาณ 40%  และเกลือเป็นโคแฟคเตอร์ท่ีสําคญัใน

กระบวนการเมแทบอลซิมึท่ีเก่ียวข้องกบัการเจริญของยีสต์ (สมใจ ศิริโภค, 2547; Greasham และ 

Herber, 1997) 

ส่วนยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานจะมีองค์ประกอบทางเคมีคล้าย

กบัในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มคือมีปริมาณโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตไม่แตกต่างจากใน YM broth 

อย่างมีนยัสําคญั (p>0.05) รวมถึงรูปทรงของเซลล์ยีสต์มีรูปทรงกลมเช่นเดียวกบัในนํา้ทิง้มะม่วง

ดองเคม็และ YM broth คือ ดงัรูปท่ี 4.11 และพืน้ท่ีผิวของเซลล์ยีสต์ไม่มีความแตกตา่งกบัในนํา้ทิง้
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มะมว่งดองเคม็ และ YM broth อย่างมีนยัสําคญั (p>0.05)  ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ชนิดนีส้ามารถใช้

คาร์โบไฮเดรตซึง่เป็นสารอาหารหลกัในนํา้ทิง้นีไ้ปได้มากกว่า 80%  และโปรตีนประมาณ 60%  จึง

กล่าวได้ว่านํา้ทิง้ดองหวานเป็นนํา้ทิง้นีส้ามารถใช้ในการเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa ได้ดี

เช่นเดียวกนันํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 

  เม่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้กะทิเจือจาง พบว่า

ไขมนัภายในเซลล์ยีสต์จะมีปริมาณสงูสดุ ซึง่สงูกว่าไขมนัของยีสต์ท่ีเลีย้งใน YM broth ถึง 9 เท่า         

รวมถึงรูปทรงของเซลล์ยีสต์ในรูปท่ี 4.12 มีแนวโน้มเป็นทรงกลมและมีขนาดเล็กกว่าเซลล์ยีสต์ท่ี

เลีย้งในนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆอย่างมีนัยสําคญั (p≤0.05) เม่ือประกอบกับการนําแหล่งคาร์บอนและ

ไนโตรเจนในนํา้ทิง้ไปใช้บ่งชีไ้ด้ว่าการเจริญของยีสต์ในนํา้ทิง้ชนิดนีอ้ยู่ภายใต้ภาวะท่ีแตกต่างจาก

ภาวะปกติ กล่าวคือเป็นภาวะท่ีไม่เอือ้ต่อการเจริญเพ่ือแบ่งเซลล์ของยีสต์ แสดงให้เห็นว่าถึงแม้

นํา้กะทิเจือจางจะมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนอยู่ในปริมาณเพียงพอต่อการเจริญของยีสต์ แต่

ปริมาณของสารอาหารอ่ืนๆ ท่ีเป็นโคแฟคเตอร์และโกรทแฟคเตอร์ ได้แก่ เกลือ กรดอะมิโน หรือ 

วิตามิน อาจไม่เพียงพอต่อกระตุ้ นเจริญของยีสต์ได้ จึงมีผลทําให้ยีสต์มีขนาดเล็ก และเม่ือ

พิจารณาถึงการใช้สารอาหารของยีสต์ พบว่ายีสต์จะใช้ไขมนัในนํา้กะทิเจือจางมากท่ีสดุถึง 76%  

ซึ่งไขมันยีสต์สามารถนําไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและเพ่ือการเจริญเติบโตได้อีกแหล่งหนึ่ง 

(Greasham และ Herber, 1997) แตจ่ะเห็นได้ว่ายีสต์ไม่ได้นําสารอาหารดงักลา่วนีไ้ปใช้ในการ

เจริญได้อย่างเต็มท่ี แต่กลบันําเข้าสู่เซลล์เพ่ือสะสมไว้มากกว่า ซึ่งบ่งชีไ้ด้จากการมีปริมาณไขมนั

ภายในเซลล์สงูกวา่ในนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนอยา่งมีนยัสําคญั  

  จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นม 

พบว่ามีความแตกต่างจากในนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆ คือเซลล์มีองค์ประกอบของคาร์โบไฮเดรตภายใน

เซลล์ยีสต์น้อยท่ีสดุ และมีโปรตีนในสดัสว่นสงูท่ีสดุแตไ่ม่แตกต่างกบัปริมาณโปรตีนของเซลล์ยีสต์

ท่ีเลีย้งใน YM broth อย่างมีนยัสําคญั (p>0.05) พืน้ท่ีผิวของยีสต์ในนํา้ทิง้นีไ้ม่มีความแตกตา่งกบั

นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม ดองหวาน และ YM broth อย่างมีนยัสําคญั (p>0.05) แต่รูปร่างของเซลล์

ยีสต์มีความแตกต่างจากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆอย่างเห็นได้ชัดคือ ยีสต์มีรูปร่างเป็นวงรี 

(oval) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.13  ซึ่งบ่งชีถ้ึงการเจริญของยีสต์ท่ีแตกต่างจากปกติ มีรายงานว่าหาก

ยีสต์เจริญในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม ยีสต์จะมีการแบง่เซลล์ในลกัษณะท่ีไม่สมมาตรทําให้เซลล์ยีสต์

มีรูปทรงแตกตา่งจากยีสต์ในแหลง่อาหารอ่ืนๆ (สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549; Spencer และ Spencer, 

1997)  ทัง้นีเ้ม่ือพิจารณาจากสารอาหารท่ียีสต์ใช้ในระหวา่งการเจริญ พบวา่ยีสต์นําคาร์โบไฮเดรต

ต่างๆในนํา้ทิง้ไปใช้ได้น้อยท่ีสุดคือ 22%  เน่ืองจากแหล่งคาร์บอนท่ีสําคัญในนํา้ทิง้นํา้นมคือ

นํา้ตาล   แลคโตสซึง่ยีสต์  R. mucilaginosa ไม่สามารถนําไปใช้ได้ (Frengova และคณะ, 1997; 

Barnett และคณะ, 2000; Simova และคณะ, 2004; Aksu และ Eren, 2005) จึงมีผลทําให้แหลง่
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คาร์บอนท่ียีสต์สามารถนําไปใช้ได้ไม่เพียงพอต่อการนําไปใช้เพ่ือการเจริญ ดงันัน้ยีสต์จึงต้องใช้

สารอาหารอ่ืนๆ ท่ีมีอยูใ่นนํา้ทิง้นํา้นมแทน ได้แก่ โปรตีน และไขมนั จึงพบว่ายีสต์จึงใช้โปรตีนได้สงู

ถึง 84% ซึ่งสงูกว่านํา้ทิง้ชนิดอ่ืนอย่างเห็นได้ชดั ทัง้นีอ้าจนําไปใช้ทัง้ในการสร้างโครงสร้างของ

เซลล์ และกิจกรรมทางพนัธุกรรมของยีสต์ การท่ียีสต์ไม่สามารถใช้แหลง่คาร์บอนในการเจริญเพ่ือ

สร้างพลงังานหรือแบง่เซลล์ได้เม่ือเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นม แตก่ารท่ียีสต์สามารถนําโปรตีนไปใช้ในการ

สร้างโครงสร้างของเซลล์ จึงอาจมีผลทําให้พืน้ท่ีผิวของเซลล์ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นมยังคงมี

ขนาดไมแ่ตกตา่งจากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ และดองหวาน 

 

ตารางท่ี 4.16 องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดเปรียบเทียบ

กบัอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน YM broth  
 

องค์ประกอบ

ทางเคมีของ

เซลล์ยีสต์ 

อาหารท่ีใช้เพาะเลีย้ง 

 

YM broth นํา้ทิง้มะมว่ง

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง

ดองหวาน 

นํา้กะทิ 

เจือจาง 

 

นํา้ทิง้นํา้นม 

ความชืน้ 78.19b± 0.06 74.15e± 0.13 75.91d± 0.11 77.34c± 0.17 83.97a± 0.22 

คาร์โบไฮเดรต 52.48 ab± 0.00 54.21 ab± 0.73 52.86 ab± 5.84 57.83 a± 0.50 43.71 b± 1.77 

โปรตีน 42.61a± 0.24 40.39a± 1.20 38.53ab± 6.31 31.32b± 0.86 43.35a± 1.22 

ไขมนั 1.02d ± 0.41 3.91c ± 0.38 4.64c ± 0.49 9.50a ± 0.34 7.94b ± 0.79 

เถ้า 3.89b ± 0.16 1.49c ± 0.09 3.97b ± 0.01 1.35c ± 0.02 5.00a ± 0.24 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉล่ียจากการวิเคราะห์ 3 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b c และ d คา่เฉล่ียในแถวท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัท่ีสถิติ 

(p≤0.05)   

 

สว่นการผลวิเคราะห์ขนาดและรูปร่างของเซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด แสดง

รูปท่ี 4.9 -4.13  และขนาดของเซลล์ยีสต์แสดงในคา่พืน้ท่ีผิวของเซลล์ยีสต์ ดงัตารางท่ี 4.18 
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รูปท่ี 4.9     รูปร่างเซลล์ยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ YM broth 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.10    รูปร่างเซลล์ยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 

 

 

 

1 μm 

1 μm 
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รูปท่ี 4.11     รูปร่างเซลล์ยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 
 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.12     รูปร่างเซลล์ยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจาง 

 

1 μm 

1 μm 
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รูปท่ี 4.13     รูปร่างเซลล์ยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นม 

 

 

ตารางท่ี 4.17 พืน้ท่ีผิวของเซลล์ยีสต์แสดงในคา่พืน้ท่ีผิวของยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้ง

ในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดเปรียบเทียบกบัอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน YM broth 

 

แหลง่อาหาร 
 

พืน้ท่ีผิวของเซลล์ยีสต์ R. mucilaginosa 

(ตารางเมตร × 10-12) 

YM broth  8.08 ± 0.85 a 

นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 7.63 ± 0.50 a 

นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 7.56 ± 0.36 a 

นํา้ทิง้นํา้นม 7.59 ± 0.40 a 

นํา้กะทิเจือจาง 6.01 ± 0.46 b 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 10  ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a และ b คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

 

1 μm 
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ส่วนการวิเคราะห์สมบตัิทางกายภาพ และทางเคมี ของนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดท่ีเหลือจากการ

เพาะเลีย้งยีสต์  R.  mucilaginosa  นํานํา้ทิง้ท่ีเหลือจากการเพาะเลีย้งยีสต์มาตรวจวิเคราะห์

สมบตัทิางกายภาพ และทางเคมี แสดงดงัตารางท่ี 4.18 

 

ตารางท่ี 4.18 ผลการวิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพ เคมี และจลุชีววทิยาของนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด 

ภายหลงัการเพาะเลีย้งยีสต์ 

 

สมบตัทิางกายภาพ นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองหวาน 

นํา้กะทิ      

เจือจาง 

นํา้ทิง้นํา้นม 

1. pH 6.27 4.58 6.30 6.53 

2. ปริมาณของแข็ง 

ละลายนํา้ทัง้หมด 

4.2 O Brix 5 O Brix 0 O Brix 2 O Brix 

 

สมบตัทิางเคมี 

 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองหวาน 

นํา้กะทิ      

เจือจาง 

นํา้ทิง้นํา้นม 

 

3. คาร์โบไฮเดรต (%) 0.36 ± 0.03 0.86 ± 0.04 0.46 ± 0.03 1.23 ± 0.04 

4. โปรตีน (%) 0.10 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.14 ± 0.04 0.12 ± 0.01 

5. ไขมนั (%) 0.06 ± 0.03 0.03 ± 0.41 0.19 ± 0.02 0.04 ± 0.30 

6. เถ้า (%) 4.91 ± 0.17 1.61 ± 0.08 0.02 ± 0.02 0.21 ± 0.02 

7. เกลือ (%) 5.54 ± 0.07 1.97 ± 0.04 ND ND 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 3 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  ND หมายถึง ไมส่ามารถตรวจสอบได้ 

 

ทัง้นีไ้ด้นําสารอาหารท่ีถูกใช้มาคํานวณค่าการเปล่ียนแปลงสารอาหารหลัก ได้แก่ 

คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั และเกลือ โดยคํานวณเป็นเปอร์เซ็นต์สารอาหารท่ีลดลงภายหลงัจาก

การเพาะเลีย้งยีสต์ใน นํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด แสดงผลดงัตารางท่ี 4.19 ดงันี ้
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ตารางท่ี 4.19 การเปล่ียนแปลงของปริมาณสารอาหารหลกัภายหลงัจากการเพาะเลีย้งยีสต์ใน 

นํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด 

 

 

ชนิดของสารอาหาร 

อาหารท่ีใช้เพาะเลีย้ง 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง 

ดองหวาน 

นํา้กะทิ       

เจือจาง 

นํา้ทิง้นํา้นม 

คาร์โบไฮเดรต (%) - 64.37% - 84.40% - 54.41% - 22.35%

โปรตีน (%) - 50.40% - 59.15% - 30.00% - 84.68%

ไขมนั (%) - 29.99% - 41.18% - 76.16% - 43.28%

เกลือ (%) - 41.72% - 9.01% ND ND

หมายเหต ุ: -  หมายถึง การลดลงของสารอาหาร 

  ND หมายถึง ไมส่ามารถตรวจสอบได้ 

 

4.5.2 อิทธิพลของชนิดนํา้ทิง้ตอ่การผลติคาโรทีนอยด์เชิงคณุภาพและปริมาณ 

ขัน้ตอนนีเ้ป็นการศกึษารูปแบบของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์สร้างขึน้เม่ือเลีย้งในนํา้ทิง้

ทัง้ 4 ชนิด และอาหารมาตรฐาน YM broth ทัง้ในเชิงปริมาณและคุณภาพ ซึ่งการศึกษา             

คาโรทีนอยด์ในเชิงปริมาณวิเคราะห์ผลในรูปของคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัมเซลล์แห้งดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4.20  

ในการวิเคราะห์ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมจากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ชนิดตา่งๆ ดงัใน

แสดงในตารางท่ี 4.20 พบว่ายีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้แต่ละชนิดจะผลิตคาโรทีนอยด์รวมต่อกรัม

เซลล์แห้งได้ในปริมาณสงูตามลําดบัคือ นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ อาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน YM broth 

นํา้กะทิเจือจาง นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานโดยผลิตได้เท่ากบั 86 79 69 63 และ 24 

ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้งตามลําดับ แต่ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีวิเคราะห์ได้เป็นเพียง            

คาโรทีนอยด์ท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีน และเน่ืองจากยีสต์ R. mucilaginosa สามารถผลิต

คาโรทีนอยด์มีสารท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัอยู่ 3 ชนิดคือ โทรูลีน โทรูลาโรดิน และเบตาแคโรทีน     

ดังแสดงในรูปท่ี 4.14 ดังนัน้ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมดังกล่าวจึงบ่งชี เ้ฉพาะปริมาณของ             

เบตาแคโรทีน  ซึ่งเม่ือพิจารณาท่ีสดัส่วนของเบตาแคโรทีนเปรียบเทียบกับสารอีก 2 ชนิดท่ีสร้าง

จากเซลล์ยีสต์ท่ีเลีย้งในอาหารแต่ละชนิดดงัแสดงในรูปท่ี 4.14  พบว่าเบตาแคโรทีนจากยีสต์เม่ือ

เลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็คดิเป็นร้อยละ 22 ของสารคาโรทีนอยด์ทัง้หมด  รองลงคือนํา้กะทิเจือ

จาง อาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน YM broth นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานจะผลิต           

เบตาแคโรทีนคิดเป็นร้อยละ  14 11 10 และ  6 ตามลําดับ  ซึ่งจะเห็นได้ว่าสัดส่วนของ                  
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เบตาแคโรทีนมีความสอดคล้องกับปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีวิเคราะห์ได้ด้วย UV-Visible 

Spectrophotometry บ่งชีไ้ด้ว่าปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีใช้ในการประเมินขึน้อยู่กับสัดส่วน

ของเบตาแคโรทีนท่ีมีอยูใ่นสารคาโรทีนอยด์ทัง้หมด 

เม่ือวิเคราะห์ถึงรูปแบบคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิด

ในช่วงปลายระยะ stationary phase คือวนัท่ี 10 ของการเพาะเลีย้ง พบวา่คาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ี

เลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม ดองหวาน และนํา้กะทิเจือจางจะประกอบด้วยโทรูลีนในสดัส่วนท่ี

สงูสดุ โทรูลาโรดนิ และเบตาแคโรทีน รองลงมาตามลําดบั (โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ท่ีสกดั

จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ชนิดต่างๆ เป็นเวลา 10 วนัแสดงในภาคผนวก ช) ซึ่งรูปแบบของ     

คาโรทีนอยด์นีเ้ป็นรูปแบบปกติท่ีสร้างได้จากยีสต์ R. mucilaginosa  และเป็นลกัษณะทาง

พนัธุกรรมอย่างหนึ่งของยีสต์ชนิดนี ้(Peterson และคณะ, 1957; Simpson และคณะ, 1964; 

Perrier และคณะ, 1995; Sperstad  และคณะ, 2006) ซึง่ผลการทดลองนีส้อดคล้องกบั

ผลการวิจยัของ Sguina และคณะ (2002) ท่ีใช้ sugar cane juice ซึง่เทียบได้กบัการเป็นอาหาร

เลีย้งยีสต์ท่ีมีนํา้ตาลเป็นองค์ประกอบหลกัสําหรับใช้ในการเลีย้งยีสต์ พบว่าคาโรทีนอยด์ท่ีได้มี

รูปแบบเป็นแบบปกติ แตย่งัไม่มีรายงานผลของการใช้นํา้ทิง้ท่ีเป็นตวัแทนของอาหารท่ีมีเกลือและ

ไขมนัเป็นองค์ประกอบหลกัในการเลีย้งยีสต์ตอ่รูปแบบของคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ผลิตขึน้ นอกจากนี ้

พบว่าสดัส่วนของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดจะแปรผนัตามอาหารท่ีใช้เพาะเลีย้ง โดยพบว่าสาร         

โทรูลีนท่ีผลิตได้จากยีสต์ท่ีเลีย้งใน YM broth สงูกว่าโทรูลีนในนํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน นํา้กะทิเจือ

จาง นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม และนํา้ทิง้นํา้นม 1.1 1.4 1.6 และ 4.9 เท่า ตามลําดับ  และเม่ือ

เปรียบเทียบสดัส่วนของโทรูลีนกบัคาโรทีนอยด์อีก 2 ชนิดท่ีผลิตได้จากยีสต์ท่ีเลีย้งใน YM broth 

พบว่าโทรูลีนสงูกว่าคาโรทีนอยด์ 2 ชนิดอย่างน้อย 3 เท่า ส่วนยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดอง

หวาน ดองเค็ม และนํา้กะทิเจือจางจะมีโทรูลีนสงูกว่าคาโรทีนอยด์อีก 2 ชนิดอย่างน้อย 1.2 เท่า 

ในขณะยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นมนัน้จะมีรูปแบบท่ีแตกตา่งจากนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆ คือมีโทรูลาโรดนิใน

ปริมาณสงูสดุ รองลงมาคือ โทรูลีน และเบตาแคโรทีน ตามลําดบั ซึ่งโทรูลาโรดินท่ียีสต์ผลิตได้มี

สดัสว่นท่ีสงูกว่าคาโรทีนอยด์อีก 2 ชนิดอย่างน้อย 5 เท่า ซึง่ผลจากการทดลองเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้

นํา้นมนีจ้ะมีความสอดคล้องกบังานวิจยัของ Frengova  และคณะ (1997) ท่ีศึกษาการใช้เวย์ 

(whey) ในการเพาะเลีย้งยีสต์ R. glutinis ซึง่เป็นยีสต์ท่ีมีสายพนัธุ์ใกล้เคียงกบั R. mucilaginosa  

ซึ่งปกติจะผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีมีโทรูลีนในสัดส่วนท่ีสูงสุด รองลงมาคือ โทรูลาโรดิน และ              

เบตาแคโรทีน ตามลําดบัเช่นเดียวกนั แตเ่ม่ือเลีย้งยีสต์ชนิดนีใ้นเวย์พบว่ายีสต์ผลิตโทรูลาโรดินใน

สดัสว่นท่ีสงูกวา่คาโรทีนอยด์อีก 2 ชนิดถึง 5 เท่าเช่นเดียวกบัเม่ือเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้นํา้นม และเม่ือ

พิจารณาท่ีสดัสว่นของเบตาแคโรทีนจากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มพบว่ามีปริมาณสงูสดุ 
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รองลงมาคือ อาหารมาตรฐาน YM broth นํา้กะทิเจือจาง นํา้ทิง้นํา้นม และนํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน 

รองลงมาตามลําดบั  

 

ตารางท่ี 4.20 ปริมาณคาโรทีนอยด์รวมท่ีได้จากการเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa ในนํา้ทิง้

ทัง้ 4 ชนิดและอาหารมาตรฐาน YM broth 
 

ชนิดนํา้ทิง้ท่ีใช้เพาะเลีย้ง ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

YM broth  79 ± 9.37 ab 

นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 86 ± 0.18 a 

นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 24 ± 1.09 d 

นํา้กะทิเจือจาง 69 ± 0.43 bc 

นํา้ทิง้นํา้นม 63 ± 0.91 c 

หมายเหต ุ: ตวัเลขในตารางเป็นคา่เฉลีย่จากการวเิคราะห์ 2 ซํา้ ± สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

a b และ c คา่เฉลี่ยในคอลมัน์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรท่ีตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p≤0.05)   

 

สว่นการวิเคราะห์รูปแบบของคาโรทีนอยด์จะวิเคราะห์ผลในรูปเปอร์เซ็นต์พืน้ท่ีใต้

กราฟของพีคของคาโรทีนอยด์แตล่ะชนิดคือ เบตาแคโรทีน  โทรูลีน และโทรูลาโรดิน แสดงในรูปท่ี 

4.14   
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รูปท่ี 4.14 รูปแบบของคาโรทีนอยด์จากยีสต์ R. mucilaginosa   ท่ีเพาะเลีย้งใน 

นํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดและอาหารมาตรฐาน YM broth 

จากผลการทดลองทัง้หมดบ่งชีว้่าองค์ประกอบหลักของนํา้ทิง้มีอิทธิพลต่อการเจริญ 

องค์ประกอบทางเคมี ขนาดและรูปร่างของเซลล์ยีสต์ ตลอดจนสง่ผลไปถึงการผลิตคาโรทีนอยด์ทัง้

เชิงปริมาณและคณุภาพในเร่ืองรูปแบบของคาโรทีนอยด์ โดยพบวา่ในนํา้ทิง้ท่ีมีแหลง่คาร์บอน และ

ไนโตรเจน รวมถึงสารอาหารอ่ืนๆ ท่ีเป็นโคแฟคเตอร์และโกรทแฟคเตอร์ท่ีมีผลต่อการกระตุ้นและ

ช่วยเสริมการเจริญของยีสต์ เช่น เกลือ วิตามิน และแร่ธาตตุ่างๆ ได้แก่ นํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม และ

ดองหวาน  เม่ือนํามาใช้เพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa  ยีสต์จะสามารถใช้แหล่งคาร์บอนและ

ไนโตรเจนท่ีมีได้อย่างเหมาะสม โดยนําไปใช้ในการเจริญเติบโตและเป็นโครงสร้างของเซลล์ยีสต์  

ส่งผลให้ยีสต์เจริญแบบมีรูปทรงกลมและสามารถแบ่งเซลล์ได้ดี ตลอดจนกระตุ้นให้เซลล์ยีสต์

สงัเคราะห์สารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิเช่น คาโรทีนอยด์ ได้ในปริมาณสูง (สมใจ ศิริโภค, 2547; 

Greasham และ Herber, 1997) และสร้างคาโรทีนอยด์ท่ีมีรูปแบบปกติ กล่าวคือคาโรทีนอยด์ท่ี

ผลติได้มีคณุภาพใกล้เคียงกบัการเลีย้งในอาหาร YM broth    

 ส่วนยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจางจะมีอตัราการเจริญต่ํา ทัง้นีเ้กิดจากการท่ีนํา้กะทิ

เจือจางเป็นแหล่งอาหารท่ีอาจจะขาดโคแฟคเตอร์และโกรทแฟคเตอร์สําหรับการเจริญของยีสต์  

จึงเป็นผลให้ยีสต์ผลิตคาโรทีนอยด์ได้น้อยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆ แต่เน่ืองจาก

ยีสต์มีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเพียงพอต่อการเจริญ จึงทําให้ยีสต์ยงัคงมีรูปทรงกลมคล้าย

กบัเม่ือเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ ดองหวาน และ YM broth แตมี่ขนาดเล็กกว่า แตอ่ย่างไร
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ก็ตามจากภาวะการขาดโคแฟคเตอร์และโกรทแฟคเตอร์ในนํา้ทิง้นํา้นมนีไ้ม่มีผลต่อการ

เปล่ียนแปลงรูปแบบคาโรทีนอยด์ของยีสต์ซึง่ยีสต์ยงัสามารถผลิตคาโรทีนอยด์ในรูปแบบปกติคือ

โทรูลีนในปริมาณสงูสดุ  โทรูลาโรดนิ และเบตาแคโรทีน รองลงมาตามลําดบั 

ในขณะท่ียีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นมจะมีองค์ประกอบทางเคมี ขนาดและรูปร่างของ

เซลล์ยีสต์ ตลอดจนคาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ผลิตได้มีรูปแบบท่ีแตกต่างจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

ชนิดอ่ืนๆ อย่างเห็นได้ชดั  เน่ืองจากดงัท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นว่าในนํา้ทิง้นีมี้นํา้ตาลแลคโตสเป็น

คาร์โบไฮเดรตท่ีสําคญั ซึง่ยีสต์ R. mucilaginosa  ไม่สามารถนํานํา้ตาลดงักลา่วไปใช้เป็นแหล่ง

คาร์บอนภายในเซลล์ยีสต์ได้  ทําให้เซลล์ยีสต์มีรูปทรงเป็นวงรี  ถึงแม้ว่านํา้ทิง้นํา้นมนีจ้ะขาดแหลง่

คาร์บอนสําหรับการเจริญของยีสต์ แตยี่สต์ยงัมีความสามารถในการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์ได้ใน

ระดบัท่ีสูงกว่าในนํา้กะทิเจือจาง ซึ่งบ่งชีไ้ด้ว่ากรดอะมิโนซึ่งเป็นโกรทแฟคเตอร์ท่ีมีอยู่ในนํา้ทิง้นี ้

อาจมีผลเหน่ียวนําให้เกิดการสร้างคาโรทีนอยด์ไปพร้อมกบัการเจริญของยีสต์ จากภาวะการขาด

แหล่งคาร์บอนดังกล่าวอาจมีอิทธิพลต่อการเปล่ียนแปลงกระบวนการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์     

ทําให้ยีสต์ผลติคาโรทีนอยด์ท่ีมีรูปแบบแตกตา่งจากปกติ ซึง่มีรายงานเก่ียวกบัภาวะท่ีเก่ียวข้องกบั

การเหน่ียวนําการสร้างโทรูลาโรดินจากยีสต์ R. mucilaginosa โดยกล่าวว่าภาวะท่ีก่อให้เกิด 

oxidative stress ในระหว่างการเพาะเลีย้ง ได้แก่ การเพาะเลีย้งยีสต์ท่ีให้อากาศสงูกว่าปกติ การ

ฉายแสงขาวในระหว่างเพาะเลีย้งยีสต์ เป็นต้น ซึง่ภาวะ oxidative stress ดงักลา่วจะสง่ผลให้เกิด 

reactive oxygen species (ROS) เช่น singlet oxygen (1O2) ในระหว่างการเพาะเลีย้งท่ีชกันําให้

ยีสต์ในกลุ่ม Rhodotorula  ผลิตสารคาโรทีนอยด์ชนิดโทรูลาโรดินในสดัส่วนท่ีมากขึน้กว่าปกต ิ  

เพ่ือกําจดั singlet oxygen ดงักล่าว เน่ืองจากโทรูลาโรดินไม่มีวงแหวน ß-ionone แต่มีหมู ่             

คาร์บอกซิลอยู่ในโมเลกลุ  รวมทัง้มีสาย polyene ท่ียาวกว่าสายของเบตาแคโรทีนและโทรูลีน ซึง่

จากการท่ีสาย polyene มีความยาวมากกว่าจึงมีผลทําให้โทรูลาโรดินจบั singlet oxygen ได้

ดีกว่าคาโรทีนอยด์ชนิดอ่ืน  (Sakaki และคณะ, 2000; Sakaki และคณะ, 2001; Sperstad และ

คณะ, 2006; Herz และคณะ, 2007)  ซึ่งมีงานวิจัยระบุว่าเม่ือยีสต์เจริญอยู่ในภาวะท่ีมี

ความเครียดจะมีผลทําให้ยีสต์เร่งสร้างเอนไซม์บางชนิดเพ่ือเปล่ียนสารโทรูลีนให้อยู่ในรูปสาร      

โทรูลาโรดิน โดยมีสารตวักลางเพ่ือเปล่ียนเป็นโทรูลาโรดินคือ  16' – hydroxytorulene และ 

torularhodinaldehyde แต่ยังไม่ได้มีศึกษาถึงชนิดของเอนไซม์ท่ีเ ก่ียวข้องกับกระบวนการ

สงัเคราะห์ดงักลา่ว  (Sakaki และคณะ, 2000; Sakaki และคณะ, 2001; Sperstad และคณะ, 

2006; Herz และคณะ, 2007) ถึงแม้ว่ารูปแบบของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้

นํา้นมในการศึกษานีจ้ะคล้ายกับคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเลีย้งยีสต์ภายใต้สภาวะ oxidative 

stress  แต่ภาวะในการเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้นํา้นมนีไ้ม่มีปัจจยัท่ีจะนําไปสู่ภาวะ oxidative 

stress  จึงอาจกล่าวได้ว่าปริมาณโทรูลาโรดินท่ียีสต์ผลิตขึน้น่าจะมาจากสาเหตอ่ืุน เน่ืองจากมี
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งานวิจยัท่ีมีการนําเวย์มาใช้เพาะเลีย้งยีสต์ R. glutinis เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ โดยนําเวย์มาเลีย้ง

แบคทีเรีย L. helveticus ให้สร้างเอนไซม์ ß- galactosidase เพ่ือย่อยนํา้ตาลแลคโตสในเวย์ให้

เป็นนํา้ตาลกลโูคสและกาแลคโตส จากนัน้จึงนําเวย์ท่ีผ่านการย่อยนํา้ตาลดงักล่าวมาใช้ในการ

เลีย้งยีสต์ แต่จากผลการทดลองพบว่ายีสต์ยงัคงผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีมีรูปแบบของโทรูลาโรดินใน

สดัส่วนท่ีสงูสดุ (Frengova  และคณะ, 1997) ซึ่งจากการทดลองดงักล่าวบ่งชีไ้ด้ว่า การสร้าง        

คาโรทีนอยด์ท่ีมีรูปแบบของโทรูลาโรดนิในสดัสว่นท่ีสงูท่ีสดุของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในเวย์ไม่น่าจะเกิด

จากการความเครียดท่ีเกิดจากการขาดสารอาหารโดยเฉพาะคาร์บอน  แต่น่าจะเกิดจากอิทธิพล

ของกรดอะมิโนตา่งๆท่ีมีอยู่ในเวย์ ซึง่สอดคล้องผลการเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa ในนํา้ทิง้

นํา้นม โดยท่ีเม่ือพิจารณาองค์ประกอบของนํา้ทิง้นํา้นม พบว่าการขาดแหล่งคาร์บอนจะส่งผลต่อ

อัตราการเจริญตลอดจนขนาดและรูปร่างของเซลล์ยีสต์ แต่ภาวะดังกล่าวอาจทําให้เกิดการ

เหน่ียวนําการใช้โปรตีนในการเจริญเติบโตมากกว่าในนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆ  ซึ่งในนํา้ทิง้นํา้นมถือได้ว่า

เป็นแหล่งโปรตีนท่ีมีความหลากหลายของกรดอะมิโนท่ีนอกจากจะนําไปใช้ในการสร้าง

องค์ประกอบต่างๆของเซลล์แล้ว  กรดอะมิโนเหล่านีอ้าจยงัถกูนําไปใช้ในกระบวนการสงัเคราะห์

สารพนัธุกรรมภายในเซลล์ยีสต์เพ่ือสร้างเอนไซม์ต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการสงัเคราะห์สาร

ปฐมภูมิ และสารทุติยภูมิ จากภาวะดังกล่าวนีอ้าจมีผลในการเร่งการผลิตเอนไซม์บางชนิดท่ี

สามารถเหน่ียวนําให้เกิดกระบวนการสร้างโทรูลาโรดินในสัดส่วนท่ีมากกว่าปกติ ดังนัน้หาก

ต้องการพิสจูน์สมมตุฐิานดงักลา่วควรต้องมีการศกึษาถึงชนิดของเอนไซม์และกรดอะมิโนตา่งๆท่ีมี

ความเก่ียวข้องตอ่กระบวนการสงัเคราะห์คาโรทีนอยด์จากยีสต์ R. mucilaginosa  ท่ีมีผลในการ

เร่งผลติสารโทรูลาโรดนิตอ่ไป 
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 บทที่  5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. ในการคดัเลือกสตูรนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดสําหรับใช้เลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa โดยพจิาณา

จากผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งท่ีได้ พบวา่นํา้ทิง้ปรับสตูรท่ีดีท่ีสดุของนํา้ทิง้แตล่ะประเภทได้แก่     

นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็สตูรครบสว่น และนํา้กะทิสตูรเจือจางด้วยนํา้ 1 : 19 (นํา้กะทิเข้มข้น 5%) 

และปรับปริมาณแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจนเป็น 1% และ 0.2% ตามลําดบั  สว่นนํา้ทิง้มะมว่ง

ดองหวานสตูรเจือจาง 1 : 1  ปรับปริมาณไนโตรเจน 0.2% และนํา้ทิง้นํา้นมครบสว่นท่ีไมต้่องปรับ

สารอาหาร ผลผลตินํา้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเม่ือเลีย้งในนํา้ทิง้ปรับสตูรของมะมว่งดองเคม็ ดอง  

หวาน นํา้กะทิ และนํา้นมเทา่กบั 9.25  9.00  6.40  และ 5.65 กรัมตอ่ลติร ตามลําดบั และผลผลติ

คาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีนเท่ากบั 69  66  23 และ 24 ไมโครกรัมตอ่กรัม

เซลล์แห้ง ตามลําดบั 

2. ในการศึกษาอตัราการเจริญและผลิตคาโรทีนอยด์ของยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้สตูรคดัเลือก

ชนิดต่างๆ พบว่ายีสต์ท่ีเลีย้งนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็มมีอัตราการเจริญสูงท่ีสุด และเจริญในระยะ 

stationary phase  นานท่ีสดุคือ 5 วนั  รองลงมาคือ นํา้ทิง้มะม่วงดองหวาน  นํา้กะทิเจือจาง  และ

นํา้ทิง้นม  ตามลําดบั  แตร่ะยะเวลาในการเจริญของยีสต์ในระยะ stationary phase ท่ีเลีย้งในนํา้

ทิง้ทัง้ 3 ชนิดนานเท่ากนัคือ 4 วนั โดยยีสต์ท่ีเลีย้งด้วยนํา้ทิง้มะม่วงดองหวานสามารถสร้าง          

คาโรทีนอยด์รวมท่ีคํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีนสะสมไว้ในเซลล์ได้สงูสดุเท่ากบั 77 ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง ในขณะท่ียีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม นํา้นม และนํา้กะทิเจือจางจะผลิต    

คาโรทีนอยด์รวมสูงสุดเท่ากับ 76 72 และ 66 ไมโครกรัมต่อกรัมเซลล์แห้งตามลําดบั ปริมาณ      

คาโรทีนอยด์รวมท่ีใช้ในการประเมินขึน้อยู่กบัสดัส่วนของเบตาแคโรทีนท่ีมีอยู่ในสารคาโรทีนอยด์

ทัง้หมด คณุภาพโดยรวมในแง่ของรูปแบบหลกัของคาโรทีนอยด์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ทกุชนิดไม่แปรผนั

ตามระยะเวลาในการเลีย้ง  

3. ในการศกึษาอิทธิพลของชนิดนํา้ทิง้ตอ่คณุสมบตัิของเซลล์ยีสต์และการผลิตคาโรทีนอยด์

ในเชิงคุณภาพ พบว่าองค์ประกอบทางเคมี และขนาดเซลล์ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม 

และดองหวาน จะมีความใกล้เคียงกบัการเลีย้งในอาหารมาตรฐานคือ YM broth และเซลล์ยีสต์ท่ี

เลีย้งในนํา้ทิง้ทัง้ 3 ชนิดนีจ้ะมีรูปร่างเป็นทรงกลมลกัษณะสมมาตร  และองค์ประกอบของ           

คาโรทีนอยด์ท่ียีสต์ผลิตได้จะมีรูปแบบคล้ายกันคือมีโทรูลีนในปริมาณสูงสุด โทรูลาโรดินและ       

เบตาแคโรทีนรองลงมาตามลําดบั ส่วนยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้กะทิเจือจางจะมีไขมนัเป็นองค์ประกอบ
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ทางเคมีของเซลล์สงูสดุ โดยท่ียีสต์มีรูปทรงกลมขนาดเล็กและมีพืน้ท่ีผิวของเซลล์น้อยกว่าเซลล์

จากนํา้ทิง้ชนิดอ่ืนๆอยา่งมีนยัสําคญั สว่นเซลล์ยีสต์ท่ีได้จากนํา้ทิง้นํา้นมมีองค์ประกอบของโปรตีน

ในสดัส่วนสงูสดุและเซลล์มีรูปร่างเป็นวงรี  แต่พืน้ท่ีผิวไม่แตกต่างจากนํา้ทิง้มะม่วงดองเค็ม และ

ดองหวาน ในขณะท่ีคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นมจะมีคณุภาพท่ีแตกต่างจากนํา้ทิง้

ชนิดอ่ืน โดยพบว่าผลผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีได้มีองค์ประกอบหลักคือมีโทรูลาโรดินสูงสุด และมี       

โทรูลีนและเบตาแคโรทีนในปริมาณรองลงมาตามลําดบั  

 
ข้อเสนอแนะ 
 

จากการงานวิจัยนีชี้บ้่งว่าชนิดของนํา้ทิง้มีอิทธิพลต่อการเจริญ องค์ประกอบทางเคมี 

ขนาดและรูปร่างของเซลล์ยีสต์ และส่งผลไปถึงการผลิตคาโรทีนอยด์ทัง้เชิงปริมาณและคณุภาพ 

ดงันัน้ข้อมลูท่ีได้จากการศึกษานีส้ามารถนําไปใช้ในการพิจารณาเลือกชนิดนํา้ทิง้เพ่ือนําไปใช้ใน

การเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa เพ่ือผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีมีคณุภาพตามต้องการได้  เช่น การเลีย้ง

ยีสต์ R. mucilaginosa ในนํา้ทิง้นํา้นมจะได้ผลผลิตคาโรทีนอยด์ท่ีมีโทรูลาโรดินในปริมาณสงู     

จึงสามารถใช้เป็นทางเลือกในการพัฒนาการผลิตโทรูลาโรดินทางชีวภาพได้ทางหนึ่ง                  

ในขณะเดียวกนัถ้าต้องการคาโรทีนอยด์ท่ีมีองค์ประกอบของโทรูลีนเป็นหลกัก็สามารถใช้นํา้ทิง้ท่ีมี

แหล่งคาร์บอนโดยเฉพาะนํา้ตาลกลโูคสเป็นหลกั เช่น นํา้ทิง้ท่ีเหลือจากอตุสาหกรรมการผลิตผกั

และผลไม้ดอง เป็นต้น ซึ่งนอกจากจะเป็นการเพ่ิมมูลค่าของนํา้ทิง้แล้ว ยังเป็นลดปัญหา

สิง่แวดล้อมได้อีกทางหนึง่ 
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รายการอ้างองิ 
 

ภาษาไทย 
 

นฤมล ใบพดั. 2546. การผลิต astaxanthin จากสาหร่าย Haematococcus sp. วิทยานิพนธ์

ปริญญามหาบณัฑิต. ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา. 

นิตยา ไชยเนตร. 2538. การเสริมแอสตาแซนทีน วิตามินซี และนํา้มนัปลาในอาหารเพ่ือเพิ่มความ

ต้านทานโรคหวัเหลืองในกุ้ งกุลาดําวยัรุ่น. วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบณัฑิต. สาขา

เทคโนโลยีชีวภาพ บณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 

บุษบา ยงสมิทธ์ิ. 2540. จุลชีววิทยาการหมักวิตามินและสารสี. กรุงเทพฯ: สํานักพิมพ์          

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์.  

มทิุตา ธรรมสงัคม. 2545. ผลของคาโรทีนอยด์จากสไปรูลินา Spirulina platensis ตอ่การรอดและ

การเติบโตของกุ้ งกุลาดํา Penaeus monodon วยัอ่อน. วิทยานิพนธ์ปริญญา

มหาบณัฑิต. สาขาวิทยาศาสตร์ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั. 

วีระศกัดิ์ สามี. 2548. Carotenoids: Structures and potential mechanisms in biological 

functions. Journal Pharmacy Sciences 1:58-66. 

สมใจ ศริิโภค. 2547. จลุชีววิทยาอตุสาหกรรม. กรุงเทพฯ: ศนูย์ส่ือเสริมกรุงเทพ.  

สาวิตรี ลิม่ทอง. 2549. ยีสต์ :  ความหลากหลายและเทคโนโลยีชีวภาพ. กรุงเทพฯ:  สํานกัพิมพ์ 

 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์.  

 
ภาษาอังกฤษ 
 
Aksu, Z. and Eren, T. 2005. Carotenoids production by the yeast Rhodotorula 

mucilaginosa use of agricultural wastes as a carbon source. Process 

Biochemistry 40: 2985–2991. 

AOAC. 2005. Official Methods of Analysis of AOAC International. 18thed. Maryland: 

Association of Official Analytical Chemists. 

Barnett, J.A., Payne, R.W. and Yarrow, D. 2000. Yeasts characteristics and identification 

United Kingdom: Cambridge University press. 



 88 

Bhosale, P.B. 2001. Studies on yeast Rhodotorula, its carotenoids and their applications 

Doctor of Philosophy thesis, Department of Microbiology, Chemical 

engineering, University of pune.  

Bhosale, P.B. and Gadre, R.V. 2001(a). Production of β-carotene by a mutant of 

Rhodotorula glutinis. Applied Microbiology Biotechnology 55: 423-427. 

Bhosale, P.B. and Gadre, R.V. 2001(b). Production of β-carotene by a Rhodotorula 

glutinis mutant in sea water medium. Bioresource Technology 76:53-55. 

Bhosale, P. 2004. Environment and cultural stimulants in the production of carotenoids 

from microorganisms. Applied Microbiology Biotechnology 63:351-361. 

Braeunlich, K. 1978. The chemistry and action of pigment in poultry diets. World Poultry 

Congr. 15: 236-240. 

Buzzini, P. and Martini, A. 1999.  Production of carotenoids by strains of Rhodotorula 

glutinis culture in raw materials of agro-industrial origin. Bioresource 

Technology.  71:41-44. 

Buzzini P., Martni A., Gaetani M.,Turchetti., Pagnoni, U.M. and Davoli, P. 2005. 

Optimization of carotenoid production by Rhodotorula graminis DBVPG 7021 

as a function of trace element concentration by means of response surface 

analysis. Enzyme and microbial technology 36: 687-692. 

Cantrell, A., McGarvey, D.J., Truscott, T.G., Rancan, F. and Bohm, F. 2003. Singlet 

oxygen quenching by dietary carotenoids in a model membrane environment. 

Archives of Biochemistry and Biophysics 412: 47-54. 

Campos, C.A., Alzamora, S.T. and Gerschenson, L.N. 2000. Inhibitory action of 

potassium sorbate degradation products against Staphylococcus aureus 

growth in laboratory media. International Journal of Food Microbiology 54: 117-

122. 

Dawson, M.I. 2000. The importance of vitamin A in nutrition. Current Pharmaceutical 

Design. 6: 311-325. 

Dharmadhikari, M. Antimicrobial agents. (online). Available from: 

http://www.extension.iastate.edu/Wine/Resources/antimicrobialagents.htm 

(2007, July 9) 



 89 

Dominguez-Bocanegra, A.R. and Torres-Munoz, J.A. 2004. Astaxanthin hyperproduction 

by Phaffia rhodozyma (now Xanthophyllomyces dendrorhous) with raw 

coconut milk as sole source of energy. Applied Microbiology Biotechnology 

66: 249–252. 

Ershov, Y.U., Dmitrovsky, A. A., Poloyokh, O. V., Podoprigora, O. I. and Bykhovsky, V.Y. 

1992. Enzymic conversion of torulene and torularhodin to retinal. Priklim. 

Biokhim. Mikrobiology 28: 680-684. 

Eugenia, M., Polinschi, T., Jurcoane, S., Ghiocel, R., Marculescu, E. and Zaharia, D. 

1996. Studies concerning the obtaining of a fodder concentrate with the red 

yeast Rhodotorula rubra 120 r, containing carotenoid pigments-provitamin A, 

in submerged conditions in batch and fed-batch cultivation. Roum. Biotechnol. 

Lett 12: 25-232. 

Frank, R., Holm-Hansen, J. and Michelsen, B. 2000. Carotenoid compositions 

comprising a mixture of ß-carotene, lycopene and lutein. Europe Patent Apply 

EP 981969 A1. 

Frengova, G., Simova, E., Pavlova, K., Beshkova, D. and Grigorova, D. 1994. Formation 

of carotenoids by Rhodotorula glutinis in whey ultrafiltrate. Biotechnology 

Bioengineering 44: 888-894. 

Frengova, G., Simova, E. and Beshkova, D. 1997. Caroteno-protein and 

exopolysaccharide production by co-cultures of Rhodotorula glutinis and 

Lactobacillus helveticus. Journal of Industrial Microbiology Biotechnology 18: 

272-275. 

Frengova, G.I. and Beshkova, D.M. 2008. Carotenoids from Rhodotorula and Phaffia 

yeasts of biotechnological importance. Journal Industrial Microbiol Biotechnol 

DOI 10.1007/s 10295-008-0492-9. 

Goodwin, T.W. 1980. Carotenoid in fungi. The biochemistry of the carotenoids. Volume I, 

Plants. Chapman and Hall, London: 260-265. 

Govindaswamy, V., Vasudevan, V. and Divakar, S. 1999. Optimisation of growth 

parameters for the production of carotenoids by Rhodotorula gracilis. 

Lebensmittel-Unters Forsch 208: 121-124. 



 90 

Greasham, R.L. and Herber, W. 1997. Design and optimization of growth media. In P. M. 

Rhodes, and Peter F. Stanbury Applied Microbial Physiology: A Practical 

Approach, pp. 53-59. Newcastle: Oxford University press. 

Haard, N.F. 1988. Astaxanthin formation by the yeast Phaffia rhodozyma on molasses. 

Biotechnology Letters 10: 609-614. 

Harasawa, I., Suzuki, Y., Yokomizo, Y. and Igami, M. 1984. Torulene and carotenoids in 

feed improve the color of eggs and meats. Japanese Kokai Tokkyo Koho JP 

60203147 A2. 

Hari, R.P.K., Patel, T. and Martin, A. 1992. A new strain of Rhodotorula rubra isolated 

from yogurt. Journal of Industrial Microbiology 11: 43-51. 

Herz, S., Weber, R.W.S., Anke, H. and Davoli, P. 2007. Intermediates in the oxidative 

pathway from torulene to torularhodin  in the yeasts Cystofilobasidium 

infirmominiatum and C. capitatum (Heterobasidiomycetes, Fungi). 

Photochemistry 68: 2503-2511. 

Hinds, T.S., William, R.D., West, L. and Knight E.M. 1997. Carotenoids and Retinoids: A 

review of research, Clinical, and Public Health Applications. Journal Clinical 

Pharmacology 37: 551-558. 

Hong, L. and Jihong, W. 1999. Preparation of anti-sunburn cosmetic. Guangzhou 

Huagong 27: 23-26. 

Johnson, E. and Schroeder, W.A. 1995. Microbial Carotenoids. In Advance in 

Biochemical Engineering Biotechnology, pp. 119-178. Berom Heidclberg: 

Spinger-Verlag. 

Komemushi, S., Sakaki, H., Yokoyama, H. and Fujita, T. 1994. Effect of barium and other 

metals on the growth of a D-actic acid assimilating yeast Rhodotorula glutinis 

No.21 Journal Antibacteriol Antifungi Agents 22: 583-587. 

Li, Y. and Zhao, M. 2006. Simple methods for rapid determination of sulfite in food 

products. Food Control 17: 975-980. 

Libkind, D. and Broock, M.V. 2006. Biomass and carotenoid pigment production by 

Patagonian native yeasts. World Journal of Micrology and Biotehnology 22: 

687-692. 



 91 

Nobuhiko, S., Yamashita, R. and Aman, Y. 2000. Skin cell aging inhibiting compositions 

containing endogenous antioxidants for cosmetics. Japanese Kokai Tokkyo 

Koho JP 2000143485. 

Parajo, J.C., Santos, V. and Vfizquez, M. 1998. Optimization of carotenoid production by 

Phaffia rhodozyma cells grown  on xylose. Process Biochemistry 33: 181-187. 

Packer, L. 1992. Methods in enzymology volume 213 carotenoids part A  chemistry, 

separation, quantitation and antioxidation USA: Acadamic press INC. 

Park, P.K., Kim, E.Y. and Chu, K.H. 2007. Chemical disruption of yeast cells for the 

isolation of carotenoid pigments. Separation and Purification Technology 53: 

148-152. 

Perrier, V., Dubreucq, E. and Galzy, P. 1995. Fatty acid and carotenoid composition  of 

Rhodotorula strains. Archives of Microbiology 164: 173-179. 

Peterson, W.J., Evans, W.R., Lecce, E., Bell, T.A. and Etchells, J.L. 1957. Quantitative 

determination of the carotenoid in yeasts of the genus Rhodotorula. Journal of 

Bacteriology 75: 586-591. 

Pfander, H., Traber, B. and Lanz, M. 1997. Carotenoid synthesis: A progress report. 

Pure & Applied Chemistry. 69: 2047-2060. 

Phaf, H.J., Miller, W. and Mrak, E.M. 1978. The life of yeasts 2sd ed. United Kingdom: 

Harvard University press. 

Rose, H.D. and Kurup, V.P. 1977. Colonization of hostipalized patients with yeast-like 

organisms. Sabouraudia 15: 251-256. 

Sakaki, H., Nakanishi, T., Satonaka, K., Miki, W., Fujita, T. and Komemushi, S. 2000. 

Properties of a high-torularhodin-producing mutant of Rhodotorula glutinis 

cultivated under oxidative stress. Journal of Bioscience and Bioengineering 

89: 203-205. 

Sakaki, H., Nakanishi, T., Tada, A., Miki, W. And Komemushi, S. 2001. Activation of 

torularhodin production by Rhodotorula glutinis using weak white light 

irradiation. Journal of Bioscience and Bioengineering 92: 294-297. 

Setsuo, Y. and Sakaki, H. 1996. Antioxidants containing torularhodin. Japan Kokai 

Tokkyo Koho JP 08333248 A2. 



 92 

Sguina, F.M., Yamashita, F., Pereira, J.L. and Mercadante, A.Z. 2002. Production of 

carotenoids by Rhodotorula rubra and Rhodotorula glutinis in culture medium 

supplemented with sugar cane juice. Food Biotechnology 16: 227–235. doi: 

10.1081/FBT-120016776. 

Shih, C.T. and Hang, Y.D. 1996. Production of carotenoids by Rhodotorula rubra from 

sauerkraut brine. Lebensmittel-Wissenshaft- und-Technologie 29: 570–572. 

Simova, E.D., Fregova, G.I. and Beshkova, D.M. 2004. Synthesis of carotenoids by 

Rhodotorula rubra GED8 co-cultured with yogurt starter cultures in whey 

ultrafiltrate. Journal Industrial Microbiology Biotechnology 31: 115-121. 

Simpson, K.L., Nakayama, T.O.M. and Chichester, C.O. 1964. Biosynthesis of yeast 

carotenoids. Journal of Bacteriology 88: 1688-1694. 

Spencer, J.F.T. and Spencer, D.M. 1997. Yeasts in natural and artifical habitats 

Germany: Springer-Verlag Berlin Heidelberg. 

Sperstad, S., Lutnaes, B.F., Stormo, S.K., Liaaen-Jensen, S. and Landiald, B. 2006. 

Torularhodin and torulene and the major contributors to the carotenoids pool 

of marine Rhodosporidium babjevae (Golubev). Journal Industrial 

Microbiology Biotechnology 33: 269-273. 

Stafford, A.E. 1976. Rapid analysis of potassium sorbate in dried prunes by ultraviolet 

or colorimetric procedures. Journal of Agricultural and Food Chemistry 24: 

894-895. 

Tinoi, J., Rakariyatham, N. and Deming, R.L. 2005. Simplex optimization of carotenoid 

production by Rhodotorula glutinis using hydrolyzed mung bean waste flour 

as substrate. Process Biochemistry 40: 2551-2557.  

Wang, X.D., Tang, G.W. and Fox J.G. 1991. Enzymatic conversion of ß-carotene into   

ß-apocarotenals and retinoids by human, monkey, ferret, and rat tissues. 

Archives of Biochemistry and Biophysics 285: 8-16. 

Wertz, K., Seifert, N. and Hunziker, P.B. 2004. Beta-carotene inhibits UVA-induced 

matrix metalloprotease 1 and 10 expression in keratinocytes by a singlet 

oxygen dependent mechanism. Free Radical Biology Medicine 37: 654-670. 



 93 

Williams, A.W., Boileau, T.M., Zhou, J.R., Clinton, S.K. and Erdman, J.W. 2000.             

ß-Carotene modulates human prostate cancer cell growth and may undergo 

intracellular metabolism to retinol. Journal of Nutrition 130: 728-732. 

Xue, F., Miao, J., Zhang, X., Luo, H. and Tan, T. 2008. Studies on lipid production by 

Rhodotorula glutinis fermentation using monosodium glutamate wastewater 

as culture medium. Bioresouurce Technology 99: 5923-5927. 

Yasuhiro, K., Miura, Y. and Yagasaki, K. 2000. Inhibitory effects of carotenoids on the 

invasion of rat ascites hepatoma cells in culture. Cancer Letters 151: 111-115. 

Youping, H., Root, M.M., Parker, R.S. and Campbell, T.C. 1997. Effects of carotenoid-

rich food extracts on the development of preneoplastic lesions in rat liver and 

on in vivo and in vitro antioxidant status. Nutrition Cancer 27:238-244. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 94 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 95 

ภาคผนวก ก 
 

การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
 
ก.1 การวิเคราะห์ปริมาณความชืน้ โดยวิธีอบแห้ง ตามวิธี A.O.A.C (2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Memmert, USA) 

2. ถ้วยอะลมูิเนียม 

3. เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง่ (Sartorius BP 310, Germany) 

4. โถดดูความชืน้ (desicator) 

วิธีวิเคราะห์ 

1.  นําถ้วยอะลมูิเนียมอบในตู้อบลมร้อนท่ีอณุหภมูิ 105 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

แล้วทิง้ไว้ให้เยน็ในโถดดูความชืน้ และชัง่นํา้หนกัถ้วยอะลมูิเนียมเปลา่ไว้ 

2.  ชัง่ตวัอยา่งท่ีทราบนํา้หนกัแน่นอน 2-3 กรัมลงในถ้วยอะลมูิเนียมท่ีอบไว้แล้ว และนําไปอบ

ในตู้อบลมร้อนท่ีอณุหภมูิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง ทิง้ไว้ให้เยน็ใน 

โถดดูความชืน้และชัง่นํา้หนกัหรืออบตอ่ไปจนกวา่นํา้หนกัจะคงท่ี 

3.  คํานวณปริมาณความชืน้โดยใช้สตูร 

 

ปริมาณความชืน้ (%)  

=   (นํา้หนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม)    -    นํา้หนกัตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม))    ×   100 

                                นํา้หนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 

 
ก.2  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตนีจากปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด โดยวิธี Kjeldahl ตาม

วิธีของ A.O.A.C. (2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ชดุวิเคราะห์โปรตีน (ประกอบด้วย digestion unit รุ่น BUCHI, K-424 และ B-324, 

Switzerland) 

2. ชดุเคร่ืองยอ่ยสําหรับวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (Digestion unit) (BUCHI, K-424, 

Switzerland) 
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3. ชดุเคร่ืองกลัน่สําหรับวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (Distillation unit) (BUCHI, B-324, 

Switzerland)  

4. เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง่ (Sartorius BP 310, Germany) 

สารเคมี 

1. กรดซลัฟริูกเข้มข้น (A.R.grade) 

2. สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก (A.R.grade) ความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล  

3. สารละลายบอริก (A.R.grade) ความเข้มข้น  4 % 

4. selenium reagent mixture (A.R.grade) 

5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 35 % 

6. สารละลายอินดเิคเตอร์ เตรียมโดยผสมสารละลาย methyl blue 0.2 % ในแอลกอฮอล์ 

แล้วกรอง 25 มิลลลิติร กบัสารละลาย methyl red 0.2 % ในแอลกอฮอล์ 50 มิลลลิติร 

วิธีวิเคราะห์ 

1.  ชัง่ตวัอยา่งท่ีทราบนํา้หนกัแน่นอนประมาณ1-2 กรัม (ตวัอยา่งนํา้ทิง้ประมาณ 5 มิลลลิติร)

ใสล่งในหลอดยอ่ยโปรตีน 

2.  เตมิ selenium reagent mixture ซึง่ใช้เป็นสารเร่งปฏิกิริยา (catalyst) ประมาณ 5 กรัม 

และกรดซลัฟริูกเข้มข้น 20 มลิลลิติร 

3.  นําตวัอยา่งไปยอ่ยด้วยเคร่ือง BUCHI digestion unit โดยใช้ความร้อนเบอร์ 8 (ก่อนนํา

ตวัอยา่งเข้ายอ่ยควรเปิดเคร่ือง BUCHI digestion unit โดยใช้ความร้อนเบอร์ 10 ก่อน     

ประมาณ 15 นาที) และปิดฝาด้านท่ีตอ่เข้ากบัเคร่ืองดดูไอกรด (scrubber) ยอ่ยตวัอยา่ง

จนสว่นผสมในหลอดยอ่ยกลายเป็นสีเขียวใส และทิง้ไว้ให้เยน็ท่ีอณุหภมูิห้อง 

4.  นํามาเข้าเคร่ืองกลัน่โดยปรับให้เคร่ืองเตมินํา้กลัน่ 50 มิลลลิติร โซเดียมไฮดรอกไซด์ความ

เข้มข้น 35 %  30 มิลลลิติร และสารละลายกรดบอริคความเข้มข้น  4 % ปริมาตร 50 

มิลลลิติร หยดสารละลายเมทิลเรด-โบรโมครีซอลกรีนเป็นอินดเิคเตอร์ 2-3 หยด ใน

ระหวา่งการกลัน่จะเกิดแอมโมเนียขึน้ และจะถกูจบัไว้ด้วยสารละลาย 4 % boric acid จะ

ได้สารละลายสีเขียว ใช้เวลาในการกลัน่ทัง้หมด 4 นาที 

5.  ล้างสว่นปลายของ condenser ด้วยนํา้กลัน่ใสล่งในฟลาสก์ท่ีรองรับสิง่ท่ีกลัน่ได้ 

6.  นําสารละลายท่ีกลัน่ได้ในฟลาสก์ทัง้หมดมาไทเทรตด้วยสารละลายไฮดรอคลอริค   

มาตรฐานความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล จนถงึจดุยตุ ิ(end point) เป็นสีมว่งแดง 

7.  ทําตวัอยา่งควบคมุ (control) โดยใช้นํา้กลัน่ 5 มิลลลิติร (เม่ือวิเคราะห์โปรตีนในนํา้ทิง้

มะมว่งดองเคม็และหวาน) หรือกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 (เม่ือวิเคราะห์โปรตีนใน

เซลล์ยีสต์) ทําการทดลองเหมือนตวัอยา่งในข้อ 2-6 
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8.  คํานวณหาปริมาณโปรตีนดงันี ้

 

ปริมาณโปรตีน ( % ) =    (  Va-Vb  )  ×  N  ×  1.4  ×  CF 

       นํา้หนกัตวัอยา่ง (กรัม)  

 

เม่ือ Va   คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใช้ไทเทรตตวัอยา่ง (มิลลลิติร) 

 Vb   คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใช้ไทเทรต blank (มิลลลิติร) 

 N     คือ ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริกท่ีใช้ไทเทรต มีหนว่ยเป็นนอร์มอล 

CF   คือ Conversion factor สําหรับเปล่ียนไนโตรเจนให้เป็นหนว่ยโปรตีน (ในการทดลอง

ใช้ 6.25) 

 
ก. 3 การวิเคราะห์ปริมาณไขมันด้วยวิธี Soxhlet ตามวธีิ A.O.A.C. (2005) 

ในการทดลองเป็นการหาไขมนัในเซลล์ยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ ดองหวาน 

นํา้กะทิ และนํา้นม 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ชดุสกดัไขมนั (soxhlet apparatus) 

2. ทิมเบลิ (thimble) 

3. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) (Memmert, USA) 

4. เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง่ (Sartorius BP 310, Germany) 

5. โถดดูความชืน้ (desicator) 

6. ขวดก้นกลม 

สารเคมี 

 1. ปิโตรเลียมอีเธอร์ (petroleum ether)   b.p. 40-60o C (A.R. grade) 

วิธีวิเคราะห์ 

1.  ชัง่ตวัอยา่งท่ีทราบนํา้หนกัแน่นอนประมาณ 2-3 กรัม ห่อด้วยกระดาษกรอง whatman 

เบอร์ 1 และนําไปใสทิ่มเบลิใน extraction tube ของเคร่ืองวิเคราะห์ไขมนั  

2.  เตมิปิโตรเลียมอีเธอร์ปริมาตร 250 มิลลลิติร ลงในขวดก้นกลมท่ีทราบนํา้หนกัแนน่อน 

3. นําไป reflux บน heating mantle สกดัไขมนัเป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง ทิง้ให้เยน็ก่อนนําขวด

ก้นกลมออก 
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4.  ระเหยปิโตรเลียมอีเธอร์ออกจากสว่นไขมนัท่ีสกดัได้ แล้วอบขวดสกดัท่ีอณุหภมูิ 105 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หรือจนกวา่นํา้หนกัจะคงท่ี 

5.  ทิง้ไว้ให้เยน็ในโถดดูความชืน้ ชัง่นํา้หนกัไขมนัท่ีสกดัได้ แล้วคํานวณหาปริมาณไขมนั 

 

 ปริมาณไขมนั ( % ) = ปริมาณไขมนัท่ีสกดัได้ (กรัม)  ×  100 

      นํา้หนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

 
ก. 4 การวิเคราะห์ปริมาณเถ้าโดยวิธี dry ashing ตามวิธี A.O.A.C. (2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เตาเผา (muffle finance) (Carbolite, CWF 1200, England) 

2. ถ้วยครูซเิบลิ (crucible) 

3. เคร่ืองให้ความร้อน (hot plate) 

4. เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง่ (Sartorius BP 310, Germany) 

5. โถดดูความชืน้ (desicator) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. ชัง่ตวัอยา่งนํา้หนกัแนน่อน 3-5  กรัม (ตวัอยา่งนํา้ทิง้ 5 มิลลลิติร) ใสใ่นถ้วยครูซเิบลิท่ีเผา

และทราบนํา้หนกัท่ีแน่นอน 

2. นําตวัอยา่งไปเผาโดยใช้เคร่ืองให้ความร้อนในตู้ดดูควนั จนกระทัง่ตวัอยา่งหมดควนั 

3. นําตวัอยา่งไปเผาตอ่ในเตาเผาท่ีอณุหภมูิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง หรือ

จนกระทัง่ได้เถ้าสีขาว 

4. ทิง้ไว้ให้เยน็ในโถดดูความชืน้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

5. ชัง่นํา้หนกัเถ้าท่ีได้และคํานวณหาปริมาณเถ้า 

 

 ปริมาณเถ้า ( % )  = นํา้หนกัตวัอยา่งหลงัเผา (กรัม)   ×   100 

      นํา้หนกัตวัอยา่ง (กรัม) 
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ก. 5 การวิเคราะห์ปริมาณไขมันด้วยวิธี  Mojonnier ตามวิธี A.O.A.C. (2005) 
ในการทดลองเป็นการหาไขมนัในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ ดองหวาน นํา้กะทิเข้มข้น และ    

นํา้ทิง้นํา้นม 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) (Memmert, USA) 

2. หลอด Mojonnier (Mojonnier tube) 

3. เคร่ืองระเหยสารแบบหมนุ (Rotary evaporator) (Eyela, SB 651, Japan) 

4. ขวดก้นกลม 

สารเคมี 

1. สารละลายแอมโมเนีย 26 %  w/v  

2. เอทานอล 95 %  v/v 

3. ไดเอทิลอีเธอร์ (Diethyl ether)  b.p. 34-35 องศาเซลเซยีส  

4. ปิโตรเลียมอีเธอร์ (Petroleum ether) b.p. 40-60 องศาเซลเซียส  

วิธีวิเคราะห์ 

1. ปิเปตตวัอยา่งนํา้ทิง้ 10 มิลลลิติรใสล่งในหลอด Mojonnier และชัง่นํา้หนกัตวัอยา่ง 

2. เตมิสารละลายแอมโมเนีย 26 %  w/v  2 มิลลลิติร แล้วเขยา่ให้เข้ากนั จากนัน้เตมินํา้กลัน่ 

6 มิลลลิติรผสมให้เข้ากนัอีกครัง้ 

3. เตมิเอทานอล 95 %  v/v  10 มิลลลิติรเขยา่ผสมให้เข้ากนั จากนัน้เตมิไดเอทิลอีเธอร์ 25 

มิลลลิติร เขยา่อยา่งแรงเป็นเวลานาน 1 นาที 

4. เตมิปิโตรเลียมอีเธอร์ 25 มิลลลิติร เขยา่อยา่งแรงเป็นเวลานาน 30 วนิาที และตัง้ทิง้ไว้  

20 นาที 

5. รินชัน้อีเธอร์ใสข่วดก้นกลมท่ีชัง่นํา้หนกัไว้แล้ว 

6. สกดัตวัอยา่งซํา้อีก 2 ครัง้ตามข้อ 3-5 แตใ่ช้ เอทานอล 95 %  v/v  จาก 10 มิลลลิติรเหลือ  

5 มิลลลิติร 

7. ระเหยตวัทําละลายด้วยเคร่ือง Rotary evaporator ท่ีอณุหภมูิ 60-65 องศาเซลเซียส  

8. นําขวดก้นกลมไปอบท่ีอณุหภมูิ 100 ± 2 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หรือจนกวา่

นํา้หนกัจะคงท่ีจากนัน้ทิง้ไว้ให้เยน็ในโถดดูความชืน้นาน 30 นาที และนําขวดก้นกลมมา

ชัง่นํา้หนกั 
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% Fat (sample) = W2  -  W3  ×  100 

       W1 

เม่ือ W1 คือ นํา้หนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

W2 คือ นํา้หนกัขวดก้นกลม+ ไขมนัท่ีสกดัได้ (กรัม) 

W3 คือ นํา้หนกัขวดก้นกลม (กรัม) 

 
ก. 6 การวิเคราะห์คาร์โบไฮเดรตทัง้หมดด้วยวิธี Phenol sulfuric acid ตามวธีิ A.O.A.C 

(2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ือง Spectrophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA) 

2. เคร่ือง Vortex mixer (CTL, CTL-107, Germany) 

3. อา่งให้ความร้อน (Water bath) (Memmert, USA) 

สารเคมี 

1. กรดซลัฟริูกเข้มข้น   95.5 % (A.R.grade) 

2. สารละลายฟีนอล 5 %  

3. สารละลายกลโูคสมาตรฐาน (D-glucose) (A.R.grade) 

วิธีวิเคราะห์ 

1. นําตวัอยา่งนํา้ทิง้ประมาณ 1 มิลลลิติร เตมิสารละลายฟีนอล 1 มิลลลิติร ทิง้ไว้  2-3 

นาที 

2. เตมิกรดซลัฟริูกเข้มข้น  5 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากนั ทิง้ไว้  10 นาที 

3. เขยา่และนําไปแช่ในอา่งนํา้เย็นท่ีอณุหภมู ิ25 – 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที 

4. วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  490  นาโนเมตร   เทียบคา่การดดูกลืนแสงกบั 

กราฟมาตรฐานของสารละลายกลโูคสมาตรฐาน (คา่แบลงค์ใช้นํา้กลัน่แทนตวัอยา่ง) 

การสร้างกราฟมาตรฐาน 

1. ชัง่กลโูคสท่ีมีนํา้หนกัแนน่อน 0.1 กรัม ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่เป็น 100 มิลลลิติรใน 

volumetric flask (จะได้สารละลายนํา้ตาลกลโูคส 10-3 กรัมตอ่มิลลลิติร) 

2. ปรับความเข้มข้นเป็น 20 40 60 80  และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 

3. ทําตามวิธีในข้อ 1-4 แล้วสร้างกราฟมาตรฐาน 
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R2 = 0.99
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รูปท่ี ก.1     กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์สารละลายกลโูคส 
 
ก. 7 การวิเคราะห์ปริมาณเกลือ (NaCl) โดยวิธีของ Mohr ตามวิธี A.O.A.C. (2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ถ้วยครูซเิบลิ (crucible) 

2. ชดุเคร่ืองแก้วสําหรับการไทเทรต 

สารเคมี 

1. สารละลายโพแทสเซียมโครเมต  5 %  

2. สารละลายมาตรฐานซลิเวอร์ไนเตรต 0.1 นอร์มอล เตรียมโดยละลายซลิเวอร์ไนเตรต 

16.987 กรัม ในนํา้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลติร 

วิธีวิเคราะห์ 

1. นําตวัอยา่งนํา้ทิง้ประมาณ 25 มิลลลิติร ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติร 

2. เตมินํา้กลัน่ 50 มิลลลิติร และสารละลายโพแทสเซียมโครเมต  5 % ลงในฟลาสก์ผสม

ให้ 

เข้ากนั 

3. นํามาไทเทรตด้วยสารละลายมาตรฐานซลิเวอร์ไนเตรต 0.1 นอร์มอล จนถงึจดุยตุ ิ(end  

point) เป็นสีนํา้ตาลแดง  
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4. บนัทกึปริมาตรสารละลายมาตรฐานซลิเวอร์ไนเตรตท่ีใช้ไป และนําไปคํานวณปริมาณ 

เกลือคลอไรด์ตามสตูร 
 

NaCl ( % ) = ปริมาตรของ AgNO3 (มิลลลิติร)  ×   0.00584  ×  100 

    นํา้หนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

 
ก. 8 การวิเคราะห์ปริมาณกรดที่ไทเทรตได้ (Titratable acidity) ตามวธีิ A.O.A.C. (2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. ชดุเคร่ืองแก้วสําหรับไทเทรต 

สารเคมี 

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล 

2. สารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 0.1 % ในเอทิลแอกอฮอล์ 95 % 

วิธีวิเคราะห์ 

1. นําตวัอยา่งนํา้ทิง้ประมาณ  10  มิลลลิติร   ถ้าตวัอยา่งมีสีเข้มมากให้เตมินํา้กลัน่ลงไป  

2. หยดสารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด 

3. ไทเทรตตวัอยา่งกบัสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล จนถงึจดุยตุขิอง

สารละลายท่ีมีสีชมพนูาน 30 วินาที บนัทกึปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

0.1 นอร์มอล 

4. คํานวณปริมาณกรดทัง้หมดเป็นเปอร์เซน็ต์    โดยบอกเป็นกรัมของกรดตอ่ตวัอยา่ง    100  

กรัม หรือ 100 มิลลลิติร  
 

W = V  ×  N  ×  แฟคเตอร์ของกรด 
 

เม่ือ  W คือ นํา้หนกัของกรดท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง (กรัม) 

 N คือ ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน NaOH ท่ีใช้ในการไทเทรต (มิลลลิติร) 

 V คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน NaOH (นอร์มอล) 
 

 Factor : Malic acid   = 0.067 

   Oxalic acid   = 0.045 

   Citric acid monohydrate = 0.070 

   Tartaric acid   = 0.075 
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   Sulfuric acid   = 0.049 

   Acetic acid   = 0.060 

   Lactic acid   = 0.090 

 
ก.9 การวิเคราะห์หาปริมาณโพแทสเซียมซอร์เบต โดยวิธี Colorimetric (Stafford, 

1976)  
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. กรวยแยก 

2. เคร่ือง spectrophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA) 

3. อา่งให้ความร้อน (water bath) (Memmert, USA) 

4. เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) (Mettler Toledo, 204) 

5. ขวดวดัปริมาตร (volumetric flask) 

สารเคมี 

1. คลอโรฟอร์ม (chloroform) (A.R.grade) 

2. กรด 2- ไทโอบาบทิริูก (2-thiobarbituric acid) (TBA) 

3. โพแทสเซียมไดโครเมต (potassium dichromate) (A.R.grade) 

4. กรดซลัฟริูกเข้มข้น (sulfuric acid) (A.R.grade) 

5. โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (sodium hydrogen carbonate) (A.R.grade) 

6. กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) 6.0 นอร์มอล (A.R.grade) 

7. โพแทสเซียมซอร์เบตpotassium sorbate  

8. โซเดียมซลัเฟต (sodium sulfate) (A.R.grade) 

การเตรียมสารเคมี 

TBA (เตรียมก่อนใช้) 

1.   ชัง่ TBA ให้มีนํา้หนกัแนน่อน 0.25 กรัม  เตมินํา้กลัน่ลงไปประมาณ 40 มิลลลิติร  

2. นําไปต้มในอา่งให้ความร้อนจนละลายเป็นเนือ้เดียวกนั และนํามาทําให้เย็น  

3. จากนัน้นํามาปรับปริมาตรด้วยขวดวดัปริมาตร ให้มีปริมาตรเป็น 50 มิลลลิติรด้วยนํา้กลัน่ 

K2Cr2O7 / H2SO4 

1. ชัง่โพแทสเซียมไดโครเมตให้มีนํา้หนกัแนน่อน 0.25 กรัม  เตมินํา้กลัน่ลงไปประมาณ 250 

มิลลลิติร  
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2. เตมิกรดซลัฟริูกเข้มข้น 4 มลิลลิติร และปรับปริมาตรให้มีปริมาตรเป็น 500 มิลลลิติรด้วย 

ขวดวดัปริมาตร 

0.5 N NaHCO3 

ชัง่โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตให้มีนํา้หนกัแน่นอน 8.4 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ และปรับ

ปริมาตรเป็น 200 มิลลลิติรด้วยขวดวดัปริมาตร 

วิธีการ 

1. นํานํา้ทิง้มะมว่งดองหวานและดองเคม็มาเจือจางตามระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม 

2. นํานํา้ทิง้ท่ีทําให้เจือจางแล้วในข้อท่ี 1 มา 10 มิลลลิติร เตมิคลอโรฟอร์ม 100 มิลลลิติร 

และนําใสใ่นกรวยแยก 

3. เขยา่ให้สารละลายเข้ากนั ทิง้ให้คลอโรฟอร์มแยกชัน้ ประมาณ 1 นาที 

4. แยกชัน้คลอโรฟอร์มออกมา 70 มิลลลิติร ใสล่งในฟลาสก์ขนาด 125 มิลลลิติรท่ีมีโซเดียม

ซลัเฟตอยู ่5 กรัม  จะได้สารสกดัคลอโรฟอร์ม 

5. นําสารสกดัคลอโรฟอร์ม 50 มิลลลิติร ผสมกบัโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตเข้มข้น 0.5 

นอร์มอลปริมาตร 15 มิลลลิติร ในกรวยแยก รอประมาณ 1 นาทีให้สารละลายแยกชัน้ 

6. แยกชัน้คลอโรฟอร์มทิง้ นําชัน้โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตปรับให้เป็นกรดด้วยกรดไฮโดร-
คลอริก 6 นอร์มอล (ให้มี pH ประมาณ 2-3) จากนัน้ปรับปริมาตรให้เป็น 25 มิลลลิติรด้วย

นํา้กลัน่ 

7. จากนัน้นําสารละลายท่ีได้มา 2 มิลลลิติร เตมิลงหลอดทดลองท่ีมี K2Cr2O7 / H2SO4 อยู ่2 

มิลลลิติร และนําไปให้ความร้อนจนเดือดเป็นเวลา 5 นาที 

8. จากนัน้เตมิ TBA 2 มิลลลิติร และนําไปให้ความร้อนอีกครัง้เป็นเวลา 10 นาที  

9. นํามาทําให้เยน็ และนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร 

การสร้างกราฟมาตรฐาน 

1. ชัง่โพแทสเซียมซอร์เบตท่ีมีนํา้หนกัแนน่อน 0.4 กรัม ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่เป็น 10 

มิลลลิติรในขวดวดัปริมาตร (จะได้โพแทสเซียมซอร์เบต 4×10-2 กรัมตอ่มิลลลิติร) 

2. ปรับความเข้มข้นเป็น 1, 2, 3.2  และ 4 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร 

3. ทําตามวิธีในข้อ 7-9 แล้วสร้างกราฟมาตรฐาน 

การคํานวณ 

ความเข้มข้นของโพแทสเซียมซอร์เบต (ppm)  

=  50 × ระดบัการเจือจาง × คา่ความเข้มข้นท่ีวดัได้เทียบกบักราฟมาตรฐาน 
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รูปท่ี ก.2     กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์โพแทสเซียมซอร์เบต 
 
ก.10 การวิเคราะห์หาปริมาณโซเดยีมเมตาไบซัลไฟต์โดยวิธี DNTB method (Li และ 

Zhao, 2006) 
 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ือง spectrophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA) 

2. ขวดวดัปริมาตร (volumetric flask) 

3. กระดาษกรอง whatman filter เบอร์ 4 

สารเคมี 

1. 5,5' –dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (A.R.grade) 

2. TRIS buffer (pH ~ 7-8) 

3. โซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ (sodium metabisulfite) 

การเตรียมสารเคมี 

1. ชัง่ DNTB ท่ีทราบนํา้หนกัท่ีแนน่อน 0.06 กรัม ละลายในสารละลายเอทานอล 95% 

ปริมาตร 10 มลิลลิติร  

2. ปรับปริมาตรของสารละลายให้เป็น 100 มลิลลิติรด้วย TRIS buffer 0.1 โมลาร์ 

วิธีการ 

1. นํานํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ และดองหวานมาเจือจางตามระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม  
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2. นํามากรองผา่นกระดาษกรอง whatman เบอร์ 4  และนําสว่นตะกอนทิง้ 

3. นําสว่นใสมา 0.5 มิลลลิติร เตมินํา้ลงไปประมาณ 8 มิลลลิติร และ DNTB ท่ีเตรียมไว้ลง

ไป 1 มิลลลิติร 

4. ปรับปริมาตรของสารละลายให้เป็น 10 มลิลลิติรด้วยนํา้กลัน่ในขวดวดัปริมาตร และทิง้ไว้

ประมาณ 5 นาที และนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 412 นาโนเมตร 

การสร้างกราฟมาตรฐาน 

1. ชัง่โซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ท่ีทราบนํา้หนกัแน่นอน 0.1 กรัม ปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลลิติรด้วยนํา้กลัน่ในขวดวดัปริมาตร (จะได้โซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ท่ีมีความเข้มข้น 

1000 ppm) 

2. ปรับความเข้มข้นเป็น 100  70  50  25  12.5 ppm 

3. ทําตามวิธีในข้อ 3-4 แล้วสร้างกราฟมาตรฐาน 

การคํานวณ 

ความเข้มข้นของโซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ (ppm)  (นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็) 

=  5 × คา่ความเข้มข้นท่ีวดัได้เทียบกบักราฟมาตรฐาน 

ความเข้มข้นของโซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ (ppm)  (นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน) 

=  10 × คา่ความเข้มข้นท่ีวดัได้เทียบกบักราฟมาตรฐาน 
 

y = 0.0065x

R2 = 0.9965
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รูปท่ี ก.3     กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์โซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ 
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ภาคผนวก ข 
     

    การวเิคราะห์สมบตัทิางจุลินทรีย์ 
 
ข.1 การตรวจหาจาํนวนจุลินทรีย์ทัง้หมด ตามวิธี A.O.A.C (2005) 
 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. จานเพาะเลีย้งเชือ้ (Petri dish) 

2. หลอดทดลอง 
3. เคร่ือง Vortex mixer (CTL, CTL-107, Germany) 

4. ไมโครปิเปต (Micropipette) P 200 และ P 1000 (Gilson, France) 

5. ตู้บม่เพาะเลีย้งจลุนิทรีย์ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  

สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Nutrient agar (NA) (Himedia, India) 

2. Peptone from casine 0.1% (Merck, Germany)  

วิธีการ 

1. นําตวัอยา่งนํา้ทิง้มาทําให้เจือจาง 1 มิลลลิติร ใสใ่นหลอดท่ีมีสารละลายเปปโตน 0.1%  

ปริมาตร 9 มิลลลิติร  และทําเจือจางตามลําดบั 

2. ปิเปตตวัอยา่งนํา้ทิง้ท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ 1 มิลลลิติร ลงในจานเพาะเลีย้งเชือ้ แล้วเท

อาหาร NA (อณุหภมูิไมเ่กิน 45 องศาเซลเซียส) ลงไป  และกระจายอาหารให้ทัว่จาน

เพาะเลีย้ง ทิง้ไว้จนอาหารแข็งตวั 

3. กลบัจานเพาะเชือ้ และนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง นบั

โคโลนีในจานเพาะเลีย้งท่ีมีจํานวนโคโลนีในช่วง 30-300 โคโลนี 

 
ข.2 การตรวจหายีสต์และรา ตามวิธี A.O.A.C (2005) 
 
เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. จานเพาะเลีย้งเชือ้ (Petri dish) 

2. หลอดทดลอง 
3. แท่งแก้วรูปตวัแอลสําหรับเข่ียเชือ้ (Spreader rod) 

4. เคร่ือง Vortex mixer (CTL, CTL-107, Germany) 
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5. ไมโครปิเปต (Micropipette) P 200 และ P 1000 (Gilson, France) 

6. ตู้บม่เพาะเลีย้งจลุนิทรีย์ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Plate dextose agar (PDA) (Merck, Germany) 

2. Peptone from casine 0.1% (Merck, Germany)  

วิธีการ 

1. นําตวัอยา่งนํา้ทิง้มาทําให้เจือจาง 1 มิลลลิติร ใสใ่นหลอดท่ีมีสารละลายเปปโตน 0.1%  

ปริมาตร 9 มิลลลิติร  และทําเจือจางตามลําดบั (ชดุเดียวกบัท่ีตรวจหาจลุนิทรีย์ทัง้หมด) 

2. ปิเปตตวัอยา่งนํา้ทิง้ท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ 0.1 มิลลลิติร ลงในจานเพาะเลีย้งเชือ้ท่ีมี

อาหาร PDA อยู ่ 

3. ใช้ Spreader จุ่มแอลกอฮอล์และลนไฟเพ่ือฆา่เชือ้ เกล่ียบนผิวหน้าอาหารให้ทัว่ๆ  

4. นําจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมู ิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  และนบั

จํานวนโคโลนีของยีสต์และราดงักลา่ว 
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ภาคผนวก ค 
 

ขัน้ตอนการสกัดคาโรทนีอยด์  
และการวเิคราะห์คาโรทนีอยด์เชิงปริมาณและคุณภาพ 

 
ค.1 การสกัดคาโรทนีอยด์จากเซลล์ยีสต์ 

ดดัแปลงจากวิธีของ Tinoi และคณะ (2005); Park และคณะ (2007) 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ืองป่ันเหว่ียงตกตะกอน (Hettich, ROTANTA 460R, Germany) 

2. กรวยแยก 

สารเคมี 

1. ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (Dimethylsulfoxide) (DMSO) (AR grade) 

2. ไดเอทิลอีเธอร์ (Diethylether) (AR grade) 

วิธีการ 

1. นําคลัเจอร์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งด้วยนํา้ทิง้ชนิดตา่งๆ มาป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ืองเซนตริฟิวจ์

ท่ีความเร็วรอบ 10000xg 10 นาที และล้างด้วยนํา้กลัน่ 3 ครัง้  

2. เตมิสาร DMSO 20 มิลลลิติร ตอ่ยีสต์ 1 กรัม เพ่ือทําให้เซลล์ยีสต์แตก  

3. สกดัคาโรทีนอยด์ออกจากสารในข้อ 2 ด้วยตวัทําละลายอินทรีย์ไดเอทิลอีเธอร์ด้วย

อตัราสว่น (1:1 v/v) ในกรวยแยกตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที เพ่ือให้สารละลายแยกชัน้อยา่งสมบรูณ์  

4. ดดูสารละลายสีส้มสว่นบนแยกออกมาทัง้หมดเพ่ือนําไปวิเคราะห์หาคาโรทีนอยด์ตอ่ไป  

หมายเหต ุ 

1. ในระหวา่งขัน้ตอนการสกดัทกุขัน้ตอนต้องปฎิบตัใินท่ีมืด และกรวยแยก

จะต้องหุ้มอะลมูิเนียมฟอยล์เพ่ือป้องกนัแสงระหวา่งการสกดั 

2. ในการทดลองเพ่ือป้องกนัการคลาดเคล่ือนในการวิเคราะห์ทกุขัน้ตอน จะ

ใช้ตวัอยา่งและสารสกดัเป็น 2 เทา่เสมอ และนําสารสกดัคาโรทีนอยด์ท่ี

แยกได้มาวิเคราะห์เพียงหนึง่สว่น 
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ค.2 การแยกสารโทรูลีนและโทรูลาโรดนิจากยสีต์สาํหรับใช้เป็นสารอ้างองิ 
ดดัแปลงจากวิธีของ Perrier และคณะ (1995); Bhosale (2001); Buzzini และคณะ 

(2005)  

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. TLC Chamber และแผน่ TLC 20 × 20 cm alminium silica gel plate (Merck, 

Germany) 

สารเคมี 

1. อะซโิตน (Acetone) (AR grade) 

2. ปิโตรเลียมอีเธอร์ (Petroleum ether) (AR grade) 

วิธีการ 

1. เตรียมสารสกดัคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งใน Ym broth ดงัวิธีในข้อ ค.1 

2. เตรียม TLC Chamber ให้อ่ิมตวัด้วยสารละลายผสม ปิโตรเลียมอีเธอร์ : อะซโิตน(75 

: 15 v/v) ขีดเส้นบน TLC plate chromatography ให้สงูจากขอบลา่ง 2 เซนตเิมตร 

เพ่ือเป็นระดบัท่ีใช้ในการหยดสาร และขีดเส้นใต้จากขอบบน 2 เซนตเิมตร เพ่ือเป็น

ระดบับอกการเคลื่อนท่ีสิน้สดุของตวัทําละลาย 

3. หยดสารสกดัคาโรทีนอยด์ตวัอยา่งบน TLC plate ท่ีระดบัขีดลา่งรอให้แห้งแล้วหยด

ซํา้ท่ีเดมิประมาณ 2-3 ครัง้ 

4. นําไป develop ใน TLC Chamber จนกระทัง่ถึงขีดของตวัทําละลายท่ีขีดบอกระดบั

ไว้ 

5. develop ครัง้ท่ี 2 ใน TLC Chamber ท่ีอ่ิมตวัด้วยสารละลายปิโตรเลียมอีเธอร์ 100 

% เม่ือขีดของตวัทําละลายถึงระดบั TLC plate 

6. นํา TLC plate ออกจากแชมเบอร์ แล้ววดัระยะการเคล่ือนท่ีของตวัละลาย พร้อมทัง้

ระยะทางท่ีแถบสีตา่งๆ ปรากฏขึน้ 

7. คํานวณคา่ Rf  โดยเทียบกบัคา่ Rf อ้างอิงของ Bhosale (2001)  เพ่ือเทียบหาสาร     

โทรูลีน และโทรูลาโรดนิ 

8. ขดูแถบสารโทรูลีน และโทรูลาโรดนิดงักลา่ว (ปฎิบตังิานในห้องมืด) และนําไปละลาย

ในตวัทําละลายอินทรีย์ไดเอทิลอีเธอร์   

9. นําไปป่ันแยกสว่นใสด้านบนซึง่เป็นสว่นของสารออกด้วยเคร่ืองเซนตริฟิวจ์ท่ี 5000xg 

5 นาที 
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10. นําสว่นใสเก็บใสภ่าชนะท่ีมดิชิดและสามารถป้องกนัแสงได้ดี เก็บสารโทรูลีนและ     

โทรูลาโรดนิอ้างอิง ดงักลา่วในตู้ควบคมุความเย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส ก่อนนําไป

วิเคราะห์ 

 

การคํานวณคา่ Rf สามารถคํานวณโดยใช้สตูรดงันี ้

Rf  = ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี (ซม.) / ระยะทางท่ีตวัทําละลายเคล่ือนท่ี (ซม.) 

 
ค.3 การวิเคราะห์ปริมาณคาโรทนีอยด์รวม (คาํนวณเทยีบเท่าเบตาแคโรทนี) 

ดดัแปลงจากวิธีของ Peterson และคณะ (1957) และ Tinoi และคณะ (2005) 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. เคร่ือง Spectophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA) 

สารเคมี 

1. ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (Dimethylsulfoxide) (DMSO) (AR grade) 

2. ไดเอทิลอีเธอร์ (Diethylether) (AR grade) 

วิธีการ 

1. นําเซลล์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งยีสต์ในนํา้ทิง้ตา่งๆ มาสกดัคาโรทีนอยด์ดงัวิธีในข้อ ค.1

จากนัน้นําสารสกดัคาโรทีนอยด์ท่ีได้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 452       

นาโนเมตร   

2. นําไปคํานวณหาปริมาณคาโรทีนอยด์รวมตอ่กรัมเซลล์แห้งตามกฎของเบียร์ (Beer’ s 

law) 

 

คํานวณปริมาณคาโรทีนอยด์ตามกฎของเบียร์ (คํานวณเทียบเท่าเบตาแคโรทีน) 

A = 1cm E 1% bc 
 

 เม่ือ A = คา่การดดูกลืนแสง 

E 1%
1cm= คา่สมัประสทิธ์ิการดดูกลืนแสง (100 มิลลลิติรตอ่กรัม

เซนตเิมตร) 

  b = 1 cm (ความหนาของควิเวตต์) 

  c = คา่ความเข้มข้นของสาร (กรัมตอ่ 100 มิลลลิติร) 

โดยท่ีคา่ E 1%
1cm ของสารเบตาแคโรทีนคือ  2659 (100 มิลลลิติรตอ่กรัมเซนตเิมตร) 
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ค. 4 การวิเคราะห์ปริมาณคาโรทนีอยด์ด้วย Reversed Phase High Performance 
Liquid Chromatography (RP-HPLC)  
ดดัแปลงจากวิธีของ Simpson และคณะ (1964); Frengova และคณะ (1994); Bhosale 

(2001) 

 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. High performance liquid chromatography (Agilent รุ่น 1100, Agilent 

technologies, USA; Detector คือ  Mutiple UV-Visible, Software ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลูคือ 

HP Chemstation software, Hewlett-Packard, Germany) 

2. HPLC column (Reversed phase C18, Luna C18 (2) 100A. 150 × 4.6 mm, 

Phenomenex, USA) 

3. Security guard semi-prep guard cartridge system 10mm ID รุ่น KJO-4282

สําหรับ HPLC column (Phenomenex, USA) 

4. 0.45 μm filter membrane (Nylon) (Kanto Chemical, Japan) 

สารเคมี 

1.สารเคมีท่ีใช้ในการสกดัแยกคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเลีย้งในนํา้ทิง้ตา่งๆ ได้แก่ 

    Dimethylsulfoxide (DMSO) (AR grade) 

    Diethylether (AR grade) 

2.สารเคมีท่ีใช้เป็น mobile phase ได้แก่ 

2.1    Acetonitrile (HPLC grade) 

2.2    Methanol (HPLC grade) 

2.3    Hexane (HPLC grade) 

Mobile phase คือ   Acetonitrile : Methanol : Hexane   อตัราสว่น  40 : 54 : 6 (Isocratic 

mode) 

3.สารเคมี standard ß-carotene (Sigma, USA) 

สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 

 Flow rate ของ mobile phase  1.0 มิลลลิติรตอ่นาที 

 Injection volume  10 ไมโครลติร 

 Column temperature  คือ 25 องศาเซลเซียส 

Detector คือ  Mutiple UV-Visible ท่ีความยาวคล่ืน 457  489  498  และ 515 นาโนเมตร 
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การวิเคราะห์หาคา่ Retention time (นาที) และความยาวคล่ืน (λ) ท่ีเหมาะสมสําหรับวิเคราะห์  

วิธีการ 

1. เตรียมสารละลาย ß-carotene stock solution ชัง่สารเบตาแคโรทีนมาตรฐาน 0.1 กรัม 

และปรับปริมาตรด้วยไดเอทิลอีเธอร์ในขวดวดัปริมาตร ปรับปริมาตรให้เป็น 250 มลิลลิติร 

จะได้ความเข้มข้นของเบตาแคโรทีนเท่ากบั 400 ไมโครกรัมตอ่ 1 มิลลลิติร 

2. เตรียมสารละลายโทรูลีนและโทรูลาโรดนิสําหรับใช้เป็นสารอ้างอิงดงัในวิธีข้อ ค.2 

3. นําสารคาโรทีนอยด์มาตรฐานทัง้ 3 ชนิดมากรองผา่นแผน่กรองชนิดไนลอนขนาด 0.45 

ไมโครเมตร ก่อนใสใ่นขวดสชีาขนาด 2 มลิลลิติร 

4. นําสารมาตรฐานดงักลา่วไปฉีดวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Reversed phase HPLC ท่ีสภาวะ

ดงัท่ีกลา่วมาข้างต้น 

5. วิเคราะห์คา่พืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้กบัคา่ Retention time ท่ีแสดงโครมาโทแกรมเปรียบเทียบ

กนัในแตล่ะความยาวคล่ืนท่ีเลือกมาวิเคราะห์ เพ่ือหาคา่ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ี

สําหรับการวิเคราะห์เบตาแคโรทีน โทรูลีน และโทรูลาโรดนิ 

คา่   Retention   time   ท่ีได้จากสารคาโรทีนอยด์อ้างอิงจะใช้ในการบง่ชีตํ้าแหน่งของสาร     

คาโรทีนอยด์แตล่ะชนิดท่ีแยกจากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ตา่งๆ 

 

การวิเคราะห์หาคา่เปอร์เซน็ต์พืน้ท่ีใต้กราฟของโครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์จากยีสต์แตล่ะชนิด  

วิธีการ 

1. นําสารสกดัคาโรทีนอยด์จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้ตา่งๆ ด้วยวิธีในข้อ ค.1 มากรอง

ผา่นแผน่กรองชนิดไนลอนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนใสใ่นขวดสีชาขนาด 2 มิลลลิติร  

2. นําสารสกดัดงักลา่วไปฉีดวเิคราะห์ด้วยเคร่ือง RP-HPLC  

3. ท่ีสภาวะดงัท่ีกลา่วมาข้างต้น 

4. วิเคราะห์คา่พืน้ท่ีใต้กราฟโดยคดิเป็นเปอร์เซน็ต์พืน้ท่ีใต้กราฟของคาโรทีนอยด์แตล่ะชนิด 
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ภาคผนวก ง 
 

การวเิคราะห์ขนาดพืน้ที่ผิวของเซลล์ยีสต์  
 
ง.1 การวิเคราะห์ค่าพืน้ที่ผิวของยีสต์ 

ดดัแปลงวิธีจาก Hari และคณะ (1992) 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1. กล้องจลุทรรศน์แบบ 3 มิต ิ(Trinocular phase contrast microscope) (Olympus BX 

51, USA) 

วิธีการ 

1. นําเซลล์ยีสต์มาหยดบนแผน่สไลด์ ปรับกําลงัขยายของเลนส์ตา 10X และกําลงัขยายเลนส์

วตัถ ุ100X  

2. ถ่ายภาพของยีสต์ท่ีปรากฏผา่นกล้องจลุทรรศน์ 

3. นําภาพท่ีได้ไปวิเคราะห์คา่พืน้ท่ีของยีสต์ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์  
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ภาคผนวก จ 
 

ภาพเซลล์ยีสต์ที่ได้จากการเพาะเลีย้งในแหล่งอาหารชนิดต่างๆ 
 

 
 

รูปท่ี จ.1   เซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน  YM broth  เป็นเวลา 10 วนั 

 

 
 

รูปท่ี จ.2      เซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็เป็นเวลา 10 วนั 
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รูปท่ี จ.3      เซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองหวานเป็นเวลา 10 วนั 

 

 

 
 

รูปท่ี จ.4       เซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้นมเป็นเวลา 10 วนั 
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รูปท่ี จ.5       เซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิเจือจางเป็นเวลา 10 วนั 
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ภาคผนวก ฉ 
 

โครมาโทแกรมของสารคาโรทนีอยด์ (โทรูลาโรดนิ) ที่สกัดจากยีสต์ที่เพาะเลีย้ง
ในนํา้ทิง้ชนิดต่างๆ 

 
 

 
 

รูปท่ี  ฉ.1  โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ (โทรูลาโรดนิ) ได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

มะมว่งดองเคม็ วิเคราะห์ท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ  

 

457 nm 

489 nm 

498 nm 

515 nm 
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รูปท่ี  ฉ.2 โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ (โทรูลาโรดนิ) ได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

มะมว่งดองหวาน วิเคราะห์ท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ  

 

 
 

รูปท่ี  ฉ.3  โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ (โทรูลาโรดนิ) ได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

นํา้นม วิเคราะห์ท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ  

457 nm 

489 nm 

498 nm 

515 nm 

489 nm 

498 nm 

457 nm 

515 nm 
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รูปท่ี  ฉ.4  โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ (โทรูลาโรดนิ) ได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้กะทิ

เจือจาง วิเคราะห์ท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ  

 
 

 

457 nm 

489 nm 

498 nm 

515 nm 
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ภาคผนวก ช 
 

โครมาโทแกรมของคาโรทนีอยด์ที่สกัดจากยีสต์ที่เพาะเลีย้ง 
ในนํา้ทิง้ชนิดต่างๆ เป็นเวลา 10 วัน 

 
 

 
 

รูปท่ี ช.1  โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดท่ีได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งใน 

นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ 

 

 
 

รูปท่ี ช.2  โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดท่ีได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งใน 

นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 

 
 

489 nm 

457 nm 

489 nm 

457 nm 
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รูปท่ี ช.3 โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดท่ีได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งใน 

นํา้กะทิเจือจาง 

 

 

 
 

รูปท่ี ช.4  โครมาโทแกรมของคาโรทีนอยด์ทัง้ 3 ชนิดท่ีได้จากยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งใน 

นํา้ทิง้นํา้นม 
 

 
 

 

489 nm 

457 nm 

457 nm 

489 nm 
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ภาคผนวก ซ 
 

 Absorption spectum ของสารคาโรทนีอยด์ที่ได้จากเพาะเลีย้ง 
ในนํา้ทิง้ชนิดต่างๆ 

 

300.0 350 400 450 500 550 600 650 700.0
0.025
0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.387

nm

A 

 
 

รูปท่ี ซ.1     กราฟ absorbtion spectum ของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง

เชือ้มาตรฐาน YM broth  

 

300.0 350 400 450 500 550 600 650 700.0
0.160

0.18

0.20

0.22

0.24

0.26

0.28

0.30

0.320

nm

A 

 
 

รูปท่ี ซ.2     กราฟ absorbtion spectum ของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

มะมว่งดองเคม็ 
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300.0 350 400 450 500 550 600 650 700.0
0.059

0.10

0.15

0.20

0.25

0.270

nm

A 

 
 

รูปท่ี ซ.3     กราฟ absorbtion spectum ของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

มะมว่งดองหวาน 
 

300.0 350 400 450 500 550 600 650 700.0
0.059

0.08

0.10

0.12

0.14

0.161

nm

A 

 
 

รูปท่ี ซ.4     กราฟ absorbtion spectum ของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้

นํา้นม 
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300.0 350 400 450 500 550 600 650 700.0
0.050

0.10
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0.20
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nm
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รูปท่ี ซ.5     กราฟ absorbtion spectum ของคาโรทีนอยด์ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้กะทิ

เจือจาง 
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ภาคผนวก ฌ 
 

การวเิคราะห์ทางสถติ ิ
 

ตารางท่ี ฌ.1 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้ง (กรัม

ตอ่ลติร) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ ดองหวาน และนํา้นม 

ท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ ในช่วงคดัเลือกสตูร 

 

แหลง่ความแปรปรวน df นํา้ทิง้มะมว่ง

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง

ดองหวาน 

นํา้ทิง้นํา้นม 

นํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้ง 

(กรัมตอ่ลติร) 

4 3.716* 14.279* 9.239* 

error 5 0.135 0.102 0.011 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 

 

ตารางท่ี ฌ.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองผลผลตินํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้ง (กรัม

ตอ่ลติร) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้นํา้กะทิท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ ในชว่ง

คดัเลือกสตูร 

 

แหลง่ความแปรปรวน df นํา้กะทิเข้มข้น 

นํา้หนกัเซลล์ยีสต์แห้ง 

(กรัมตอ่ลติร) 

5 16.879* 

error 6 0.062 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 
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ตารางท่ี ฌ.3 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็และดองหวาน

ท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ ในช่วงคดัเลือกสตูร 

 

แหลง่ความแปรปรวน df นํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ นํา้ทิง้มะมว่งดองหวาน 

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

4 894.789* 562.600* 

error 5 6.835 1.535 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 

 

ตารางท่ี ฌ.4 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้กะทิท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ 

ในช่วงคดัเลือกสตูร 

 
แหลง่ความแปรปรวน df นํา้กะทิเจือจาง  

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

5 2037.200*  

error 6 15.347  

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 
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ตารางท่ี ฌ.5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองปริมาณคาโรทีนอยด์รวม (ไมโครกรัม

ตอ่กรัมเซลล์แห้ง) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ ดองหวาน 

นํา้นม และนํา้กะทิเจือจางสตูรคดัเลือกในวนัท่ี 6-12 ของการเพาะเลีย้งท่ีระดบั

การ   เจือจางตา่งๆ ในช่วงคดัเลือกสตูร 

 

แหลง่ความแปรปรวน df นํา้ทิง้มะมว่ง

ดองเคม็ 

นํา้ทิง้มะมว่ง

ดองหวาน 

นํา้ทิง้นํา้นม นํา้กะทิเจือ

จาง 

ปริมาณคาโรทีนอยด์

รวม (ไมโครกรัมตอ่กรัม

เซลล์แห้ง) 

3 62.092* 330.439* 656.711* 597.572* 

error 4 25.462 34.324 12.697 34.718 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 

 

ตารางท่ี ฌ.6 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิององค์ประกอบทางเคมีตา่งๆ ของเซลล์

ยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็ ดองหวาน นํา้นม นํา้กะทิเจือจาง และ

อาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน YM broth 

 

แหลง่ความ

แปรปรวน 

df ความชืน้ คาร์โบไฮเดรต ไขมนั โปรตีน เถ้า 

องค์ประกอบ 

ทางเคมีตา่งๆ 

ของเซลล์ยีสต์ (%) 

4 27.631* 53.701* 22.630* 46.394* 5.315* 

Error 5 0.021 14.601 0.222 8.712 0.013 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 
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ตารางท่ี ฌ.7 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองขนาดของเซลล์ยีสต์แสดงในคา่พืน้ท่ี

ผิวของยีสต์ R. mucilaginosa ท่ีเพาะเลีย้งในนํา้ทิง้มะมว่งดองเคม็   ดองหวาน  

นํา้นม นํา้กะทิเจือจาง และอาหารเลีย้งเชือ้มาตรฐาน YM broth 
 

แหลง่ความแปรปรวน df นํา้ทิง้ 

พืน้ท่ีผิวของเซลล์ยีสต์ 

(ตารางเมตร × 10-12) 

4 6.250* 

error 45 0.2940 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 

 

ตารางท่ี ฌ.8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิตขิองปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa 

ในนํา้ทิง้ทัง้ 4 ชนิดและอาหารมาตรฐาน YM broth 

 

แหลง่ความแปรปรวน df นํา้ทิง้ 

ปริมาณคาโรทีนอยด์รวม 

(ไมโครกรัมตอ่กรัมเซลล์แห้ง) 

4 1166.661* 

error 5 18.003 

* แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (p≤0.05) 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 
 

นางสาววิจิตรา สานพภา เกิดวันท่ี 2 มกราคม 2527 ท่ีจังหวัดนครนายก สําเร็จการ 

ศกึษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิตจากภาควิชาชีววิทยาประยกุต์ สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 

คณะวิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั ปีการศึกษา 2547 

และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร  

คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2548 
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