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บทคัดย่อ 
การศึกษาครัง้นีไ้ด้คดัแยกยีสต์กลุ่มแคโรทีโนจีนิค จากแหลง่ดินธรรมชาติในเขตมหาวิทยาลยัพะเยา  โดยคดัเลือก

เฉพาะยีสต์ที่มีลกัษณะโคโลนีที่เป็นสีส้มหรือชมพขูณะเจริญบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ได้จ านวน 3 ไอโซเลท 
ได้แก่ UP11  UP12 และ UPF2 เมื่อน ายีสต์ดงักล่าวมาจ าแนกโดยอาศยัข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ Internal transcribed 
spacer (ITS) ของ rDNA  และเปรียบเทียบกบัข้อมลูที่ปรากฏอยู่ในฐานข้อมลู GenBank สามารถจ าแนกยีสต์ไอโซเลท UP12 
และ UPF2 ได้เป็น Rhodotorula mucilaginosa สว่นการจดัจ าแนกไอโซเลท UP11 ยงัไม่สามารถระบชุนิดได้ เนื่องจากแสดง
ค่าความเหมือนของข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์อยู่ในเกณฑ์ต ่า ซึ่งสมควรเลือกยีนเคร่ืองหมายชนิดใหม่มาใช้ในการจ าแนก 
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์ไอโซเลท UP11 และ UP12 ในอาหารเหลว Yeast Malt 
extract (YM) พบว่ายีสต์ทัง้สองไอโซเลทสามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดีที่สดุที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เท่ากบั 28.59±1.69 
และ 14.59±0.55 ไมโครกรัม/กรัมน า้หนกัแห้ง ตามล าดบั 
ค าส าคัญ  :  แคโรทีนอยด์    แคโรทีโนจีนิคยีสต์    มหาวิทยาลยัพะเยา    
 

Abstract 
 This study aimed to isolate carotenogenic yeasts from natural soil at the University of Phayao. Three isolates 
of yeasts displayed orange or pink colonies were obtained after screening on Potato dextrose agar (PDA) plates, 
which were named as UP11 UP12 and UPF2. Internal transcribed spacer (ITS)-based identification and similarity 
search upon GenBank database highly specified UP12 and UPF2 as Rhodotorula mucilaginosa. In contrast,              
the taxonomic position of UP11 was obscured since there was no reasonable matching sequence in the database. 
This observation suggested that alternative molecular chronometer should be taken into consideration.                           
The optimum temperature for carotenoid production for both UP11 and UP12 was 30 oC, which were announced      
as 28.59±1.69 and 14.59±0.55 µg.g-1 cell dry weight, respectively.  
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บทน า  

แคโรทีนอยด์เป็นสารทุติยภูมิในกลุ่มของ isoprenoid พบได้ทัง้ในพืช สตัว์ และจุลินทรีย์ แคโรทีนอยด์ถูกน ามาใช้
ประโยชน์อย่างมากทัง้ในด้านอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การน ามาใช้เป็นสารสีผสมอาหาร ( food colorants) นิยมมาผสมใน
ขนมและเคร่ืองดื่มประเภทต่างๆ และมีประโยชน์ในอตุสาหกรรมการเลีย้งสตัว์ โดยน าแคโรทีนอยด์ผสมกับอาหารสตัว์ เช่น 
อาหารปลา อาหารสกุร อาหารโค รวมทัง้อาหารสตัว์ปีกซึง่มีผลท าให้เนือ้และผลติภณัฑ์จากสตัว์เหลา่นีม้ีสสีนัท่ีดีเป็นท่ีนา่สนใจ
ต่อการบริโภค รวมทัง้ในอุตสาหกรรมการแพทย์และอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง เนื่องจากมีคุณสมบัติในการต้านมะเร็ง 
(Guedes, 2011; Yurkov, 2008) การผลิตสารแคโรทีนอยด์จากจุลินทรีย์มีข้อได้เปรียบมากกว่าการผลิตแคโรทีนอยด์จากพืช
และสตัว์ ในแง่ของการใช้พืน้เพาะเลีย้งน้อยกว่าและสามารถเพิ่มหรือลดขนาดการผลิตท าได้ง่าย การสร้างแคโรทีนอย์ของ
จุลินทรีย์เกิดได้รวดเร็วและสามารถควบคมุสภาวะการเลีย้งให้ได้ประสิทธิภาพการผลิตสงูสดุง่ายกวา่ในพืชและสตัว์ ยีสต์เป็น
จุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ โดยเรียกยีสต์กลุ่มนีว้่า แคโรทีโนจีนิคยีสต์ (Carotenogenic yeast) พบใน
หลายจีนัส เช่น Rhodotorula, Sporobolomyces, Rhodosporium และ Crytococus โดยพบว่ายีสต์  Rhodotorula sp. 
สามารถผลติ เบต้า-แคโรทีนได้สงูถึง 70 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณแคโรทีนอยด์ทัง้หมด (Marova et al., 2011) ในการศกึษาเพื่อ
ค้นหายีสต์สายพนัธุ์ใหม่ที่มีศกัยภาพในการผลิตแคโรทีนอยด์ ตวัอย่างเช่น   El-Banna et al. (2012) ได้ท าการคดัเลือกยีสต์ 
Rhodotorula glutinis จากแหล่งธรรมชาติในประเทศอียิปต์ ค้นพบยีสต์จ านวน 6 ไอโซเลท จากจ านวนทัง้สิน้ 70 ไอโซเลท  
เป็นยีสต์กลุม่ที่สร้างเม็ดสี โดยพบยีสต์ Rhodotorula glutinis var glutinisa มีความสามารถในการสร้างแคโรทีนอยด์ภายใน
เซลล์ 266 ไมโครกรัม/กรัมเซลล์แห้ง และรายงานจากประเทศบราซิล    Maldonade et al. (2007) ได้ท าการคดัเลอืกยีสต์ผลิต
แคโรทีนอยด์จากดิน ใบไม้ ผลไม้ และดอกไม้ พบว่า สามารถแยกยีสต์ Rhodotorula graminis-125 และ Rhodotorula 
mucilaginosa ซึง่จะถกูน าไปศกึษาตอ่ในเร่ืองการผลติแคโรทีนอยด์ด้วยวิธีการหมกัตอ่ไป แสดงให้เห็นวา่ยีสต์เป็นจลุนิทรีย์ที่มี
ศกัยภาพสงูในการใช้เป็นแหลง่ผลติแคโรทีนอยด์ระดบัอตุสาหกรรรม อีกทัง้ในปัจจบุนัการใช้เทคโนโลยีชีวภาพในการปรับปรุง
พันธุ์ของจุลินทรีย์หรือการควบคุมให้มีการพัฒนาผลผลิตที่สูงขึน้โดยใช้เทคโนโลยีการผลิตในถังหมัก ( Fermentation 
technology) เป็นสิง่ที่สามารถท าได้ง่ายในจลุนิทรีย์  

ประเทศไทยเป็นแหล่งที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสงู รวมไปถึงความหลากหลายของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์          
ทัง้ทางด้านอุตสาหกรรมและสิ่งแวดล้อม จึงเป็นที่มาของการวิจัยในครัง้นี ้โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกสายพันธุ์กลุ่ม                
แคโรทีโนจีนิคยีสต์ ที่มีศักยภาพสูงในการผลิตแคโรทีนอยด์ ในเขตมหาวิทยาลัยพะเยา เพื่อน ามาใช้เป็นทางเลือกหนึ่ง               
ของแหลง่ผลิตแคโรทีนอยด์โดยสามารถน ายีสต์ที่ได้ไปศึกษาวิจยัและพฒันาต่อส าหรับใช้ในการผลิตแคโรทีนอยด์ระดบัทาง
อตุสาหกรรมได้ในอนาคต 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1.  คดัแยกยีสต์ที่มีการสร้างแคโรทีนอยด์ (Carotenogenic yeast) จากแหลง่ดินธรรมชาติ ในเขตมหาวิทยาลยัพะเยา 

เก็บตัวอย่างดินโดยใช้วิธีเก็บแบบผสมรวม (Composite Sampling) ในเขตมหาวิทยาลัยพะเยา 13 บริเวณ               
ดงัภาพท่ี 1 คดัแยกยีสต์โดยน าตวัอยา่งดินมาเจือจางสบิเทา่ตามล าดบั (10-fold serial dilution) จากนัน้น าตวัอยา่งจากแตล่ะ
ระดับการเจือจางมาเกลี่ย (spread) บนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 48 ชั่วโมงหรือจนกระทัง่
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สงัเกตเห็นโคโลนีของยีสต์ คดัเลือกยีสต์จากลกัษณะสีของโคโลนีที่สร้างรงควตัถุสีส้มหรือชมพู เพื่อน าไปวิเคราะห์ปริมาณ     
แคโรทีนอยด์ 

 

 
ภาพที่ 1  แผนท่ีแสดงจดุเก็บตวัอยา่งดินในบริเวณมหาวิทยาลยัพะเยา จ านวน 13 บริเวณ 

 
2.  การวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งและปริมาณแคโรทีนอยด์ของยีสต์แคโรทีโนจีนิค (Tansin, 2010)  

น าโคโลนีเดี่ยวของยีสต์สี ส้มหรือชมพูที่คัดเลือกมาเลีย้งในอาหาร Yeast Malt extract (YM) broth ปริมาตร             
10 มิลลลิติร เขยา่ให้ทัว่เพื่อให้เซลล์กระจายตวัได้ดี และน าไปบม่ที่อณุหภมูิที่  30 องศาเซลเซียส เขยา่ด้วยความเร็ว 100 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 1 วนั น ายีสต์ที่เลีย้งได้มา มาขยายลงในอาหาร YM broth ที่มีปริมาตรมากขึน้ โดยก าหนดปริมาณเชือ้เร่ิมต้น
จากการวดัค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ยีสต์แขวนลอยที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ให้อยู่ในช่วง 0.12-0.15 ซึ่งเทียบ     
เท่ากบัจ านวนเซลล์เร่ิมต้น อยู่ในช่วง 2.15×106 - 2.70×106 เซลล์/มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อณุหภมูิ  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
5  วนั จากนัน้น าเซลล์แขวนลอยที่ได้ไปวิเคราะห์น า้หนกัแห้งและปริมาณแคโรทีนอยด์   

การวิเคราะห์ปริมาณน า้หนกัแห้งของเซลล์ยีสต์ (Cell dry weight) ท าโดยน าเซลล์ยีสต์แขวนลอยปริมาตร 1 มิลลลิติร 
ไปป่ันเหวี่ยง (4,000 รอบต่อนาที, 5 นาที) ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้น าไปอบที่อณุหภมูิ 85 องศาเซลเซียส 
จนน า้หนกัที่คงที่ ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ท าโดยน าเซลล์ยีสต์แขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  และล้างตะกอนด้วยน า้กลัน่ จากนัน้น าตะกอน
เซลล์ที่ได้ไปสกัดแคโรทีนอยด์ โดยแขวนลอยเซลล์ในสารละลาย DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งมี glass beads ขนาด
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เส้นผ่าศนูย์กลาง 5 มิลลิเมตร เพื่อช่วยท าให้เซลล์แตกได้ดีขึน้ ใสป่ระมาณ 3 เม็ด จากนัน้เติมสารละลาย petroleum ether: 
sodium chloride: acetone (1:1:1) ผสมโดยการ vortex ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา          
5 นาที ดูดสารสีส้มใสซึ่งอยู่ชัน้บน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 474 นาโนเมตร โดยมีค่า 1% extinction 
coefficient (E 1%/ 1 cm) เท่ากับ 2,100 (ค่า extinction coefficient ของ astaxanthin ที่ความเข้มข้น 1% น า้หนกั/ปริมาตร 
ในสารละลาย petroleum ether) ค านวณปริมาณแคโรทีนอยด์โดยใช้สตูรดงันี ้ 
แคโรทีนอยด์ (ไมโครกรัม/กรัมยีสต์ น า้หนกัแห้ง) = (Volume of Petroleum ether)(A474)(10,000) / (2,100)(Cell dry weight) 

โดยค่า A474  คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 474 นาโนเมตร และ Cell dry weight คือ น า้หนกัแห้งของ
เซลล์ยีสต์แขวนลอยปริมาตร 1 มิลลลิติร น าไอโซเลทท่ีตรวจพบการผลติแคโรทีนอยด์ไปจดัจ าแนกชนิดยีสต์ 
3. จดัจ าแนกยีสต์โดยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS  
 สกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากยีสต์ที่คดัแยกได้โดยน า้ยาสกดั DNAzol เพื่อน ามาใช้เป็นแมแ่บบส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ในส่วน Internal transcribed spacer (ITS) ตามวิธีการของ White et al. (1990) โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีล าดบัเบส ดงันี ้ITS 1 –   
5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ และ ITS 4 – 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ โดย ITS ดงักล่าวเป็นดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่าง 18S rDNA และ 26S rDNA ในกรณีนีผ้ลิตภณัฑ์ PCR ที่ได้จะรวมส่วนของ 5.8 S rDNA ขนาดของผลิตภณัฑ์ PCR           
ที่คาดไว้จากการใช้ไพรเมอร์ ITS1/ITS4 คือ ประมาณ 600 คู่เบส น า PCR Product ที่ได้ส่งไปอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์             
โดยบริษัท SolGent (SolGent Co., Ltd., South korea) น าข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS ที่ได้ไปวิเคราะห์ความเหมือน
เปรียบเทียบกบัข้อมลูที่ปรากฏอยู่ในฐานข้อมลู GenBank โดยใช้โปรแกรม blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
และระบ ุ  แทกซอนของยีสต์โดยใช้เกณฑ์ระดบัความเหมือนไมน้่อยกวา่ 97% (% similarity cut-off) ในการระบจีุนสัและสปีชีส์ 
(Blaalid, 2013) 
4.  การศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลติแคโรทีนอยด์ของยีสต์ที่คดัเลอืก  

เตรียมกล้าเชือ้โดยน าโคโลนีเดี่ยวของยีสต์มาเพาะเลีย้งในอาหาร YM broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภมูิ     
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเขย่าด้วยความเร็ว 100 รอบต่อนาที จนกระทัง่ได้ปริมาณยีสต์เร่ิมต้น อยู่ในช่วง 
2.15×106 - 2.70×106 เซลล์/มิลลิลิตร  น ากล้าเชือ้ที่เตรียมได้ดงักลา่วมาใสใ่นอาหาร YM broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้ว
น าไปเพาะเลีย้งในเคร่ืองเขยา่ควบคมุอณุหภมูิทีต่า่งกนัดงันี ้25 30 และ 37 องศาเซลเซียส โดยเขยา่เป็นเวลา 5 วนั ที่ความเร็ว 
100 รอบต่อนาที  โดยท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ น าเซลล์แขวนลอยที่ได้ไปวิเคราะห์น า้หนักเซลล์แห้ง และปริมาณ                    
แคโรทีนอยด์ (ตามวิธีข้อ 2) 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
1. การคดัแยกยีสต์แคโรทีโนจีนิค 

จากการน าตวัอยา่งดินในเขตมหาวิทยาลยัมาคดัแยกยีสต์แคโรทีโนจีนิคบนอาหาร PDA สามารถคดัแยกยีสต์ที่สร้าง
รงควตัถุสีชมพูอมส้มได้จ านวน 3 ไอโซเลท ที่มีลกัษณะโคโลนีของแต่ละไอโซเลทคล้ายคลึงกัน คือ โคโลนีกลม ผิวมนัวาว              
ขอบเรียบ เมื่อตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าเซลล์มีรูปร่างแบบรูปไข่  ก าหนดรหัสของยีสต์ไอโซเลทดังกล่าว                
เป็น UP11 UP12 และ UPF2 ดงัแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพที่ 2 ลกัษณะสแีละโคโลนีของยีสต์ไอโซเลท UP11 (A), UP12 (B) และ UPF2 (C) เพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง PDA  

           ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
2. การจดัจ าแนกยีสต์ 

เมื่อน ายีสต์ทัง้ 3 ไอโซเลท มาจดัจ าแนกโดยอาศยัการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ของ ITS ซึง่มีขนาดประมาณ 
600 นิวคลีโอไทด์ (ภาพที่ 3) พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS ของยีสต์ไอโซเลท UP12 และ UPF2 แสดงความเหมือนสงูสดุ  
100% และ 99% ตามล าดบั กับ Rhodotorula mucilaginosa strain PMM08-3684L (Accession no. KP132584) ดงัแสดง
ในตารางที่ 1 จึงได้จ าแนกยีสต์ทัง้สองไอโซเลทดงักลา่วเป็น แสดงค่าเป็น Rhodotorula mucilaginosa สายพนัธุ์ UP12 และ 
Rhodotorula mucilaginosa สายพนัธุ์ UPF2 ตามล าดบั และเมื่อเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS ของยีสต์ไอโซเลท 
UP11 แสดงความเหมือนสูงสุด 90% ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่  50-157 รวมความยาวทัง้สิน้  106 นิวคลีโอไทด์                           
เมื่อเปรียบเทียบกับ Rhodotorula glutinis isolate 111YF14a (ตารางที่ 1) ดังนัน้ไอโซเลท UP11 จึงคาดว่าจะเป็นยีสต์ 
Rhodotorula sp.  แต่เนื่องจากความยาวของนิวคลีโอไทด์ที่แสดงความเหมือนของไอโซเลทนี ้ยังไม่เพียงพอที่จะท าให้               
ระบชุนิดได้ จึงจ าเป็นต้องมีการศกึษาเพิ่มเติมตอ่ไปโดยเลอืกยีนเคร่ืองหมายชนิดใหม ่เช่น D1/D2 domain ของ 26s rDNA  

 
ภาพที่ 3  ผลติภณัฑ์ PCR ซึง่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS): เลน M  
                คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder ปริมาณ 0.5 ไมโครกรัม, เลน 1-3 คือ ผลติภณัฑ์ PCR จากยีสต์ 
                ไอโซเลท UP11, UP12 และ UPF2 ตามล าดบั 
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ตารางที่ 1  ผลการเปรียบเทียบข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของยีสต์ไอโซเลท UP11, UP12 และ  UPF2  
                  กบัฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn 
 

Isolate Max 
identity 

Coverage แทกซอนที่แสดงค่าความเหมือนสูงสุด 

UP11 90% 95% Rhodotorula glutinis isolate 111YF14a (Accession no. KP714328) 
UP12 100% 100% Rhodotorula mucilaginosa strain PMM08-3684L  

(Accession no. KP132584) 
UPF2 99% 99% Rhodotorula mucilaginosa strain PMM08-3684L  

(Accession no. KP132584) 
 
3. ผลของอณุหภมูิตอ่การผลติแคโรทีนอยด์ 

การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ โดยเลือกศึกษาจากยีสต์ไอโซเลท UP12 เป็นตวัแทนของยีสต์            
ที่ระบุชนิดได้เป็น R. mucilaginosa strain PMM08-3684L และไอโซเลท UP11 โดยเพาะเลีย้งในอาหารเหลว YM เป็นเวลา      
5 วนั ในเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 100 รอบตอ่นาที ที่ควบคมุอณุหภมูิ ดงันี ้ 25 30 และ 37 องศาเซลเซียส จากผลการทดลองพบวา่ 
ยีสต์ทัง้ 2 ชนิด สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเท่ากับ 28.59±1.69 และ 
14.59±0.55 ไมโครกรัม/กรัมน า้หนกัแห้ง ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 2  ปริมาณแคโรทีนอยด์ของยีสต์ไอโซเลท UP11 และ UP12 เลีย้งในอาหาร YM broth บ่มที่อณุหภมูิ 25 30 และ 37 
องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 วนั 

 
 

  
 
 
 
 
 

หมายเหต:ุ ข้อมลูที่แสดงเป็นคา่เฉลีย่และสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ 
 
จากผลการศึกษาการผลิตแคโรทีนอยด์ในยีสต์ทัง้สองไอโซเลทมีความสอดคล้องกบั Perrier et al. (1995) รายงาน 

การผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์ Rhodotorula sp. อยู่ในช่วง 10-100 ไมโครกรัม/กรัมเซลล์ การผลิตแคโรทีนอยด์ขึน้อยู่กบัสาย
พนัธุ์ของยีสต์ ในการศกึษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นวา่ไอโซเลท UP11 สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้สงูกว่าไอโซเลท UP12 ประมาณ 
2 เท่า เมื่อเพาะเลีย้งที่อณุหภมูิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส แต่เมื่อเลีย้งที่อณุหภมูิสงูขึน้ที่ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณการผลติ

ไอโซเลท 
ปริมาณแคโรทีนอยด์ (ไมโครกรัม/กรัมน า้หนกัแห้ง) 

25 องศาเซลเซียส   30 องศาเซลเซียส 37 องศาเซลเซียส 

UP11 21.21±0.90 28.59±1.69 15.61±0.68 
UP12 
(R. mucilaginosa) 11.61±0.44 14.59±0.55 10.54±0.48 
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แคโรทีนอยด์ในไอโซเลท UP11 จะลดลงมากกว่าไอโซเลท UP12 แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิสงูมีผลต่อการผลิตแคโรทีนอยด์              
ใน ไอโซเลท UP11 มากกวา่ไอโซเลท UP12 เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Prakash (2001) รายงานวา่ที่อณุหภมูิต ่าจะเหมาะสม
ต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ของยีสต์ Rhodotorula glutinis mutant 32 และที่อุณหภูมิสูงกว่า 35 องศาเซลเซียส จะขัดขวาง
กระบวนการท างานของเมแทบอลิซึมในยีสต์ท าให้การผลิตแคโรทีนอยด์ลดลง Maldonade et al. (2007) เพาะเลีย้งยีสต์       
R. mucilaginosa -137 ในอาหาร YM broth เขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที บ่มที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
5 วัน พบแคโรทีนอยด์ปริมาณ 64.4 ไมโครกรัม/กรัมเซลล์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลท UP11 และ UP12  เพาะเลีย้ง
อุณหภูมิเดียวกัน พบการสร้างแคโรทีนอยด์ต ่ากว่าประมาณ 3 เท่า อาจเนื่องจากการเขย่าที่ความเร็วรอบในการเพาะเลีย้ง
แตกตา่งกนั ซึง่ R. mucilaginosa ต้องการออกซิเจนในการเจริญหากเพิ่มความเร็วในการเขยา่ท าให้มีปริมาณออกซิเจนเพิม่ขึน้ 
จึงสง่ผลให้ยีสต์เจริญได้ดีและสามารถผลิตแคโรทีนอยด์ปริมาณมาก นอกจากนีอ้งค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้เป็นปัจจัย
ส าคัญที่มีผลต่อการผลิตแคโรทีนอยด์ Naghavi et al. (2014) ศึกษาการเลีย้งยีสต์ R.  mucilaginosa  ในอาหาร yeast 
extract peptone glucose medium (YPG) เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิต                
แคโรทีนอยด์ได้สงูสุด เท่ากับ 3.39 กรัมต่อลิตร หรือในรายงานของ  Aksu & Eren (2005) ได้เลีย้งยีสต์ R. mucilaginosa              
ในอาหารที่ประกอบด้วย กลโูคส 2.59 กรัม/ลิตร yeast extract 2 กรัม/ลิตร malt extract 1 กรัม/ลิตร (NH4)2SO4 1 กรัม/ลิตร 
KH2PO4 1 กรัม/ลิตร และ MgSO4.7H2O 0.25 กรัม/ลิตร เขย่าความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที  ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 วัน พบว่าผลิตแคโรทีนอยด์ได้เท่ากับ 13.7 มิลลิกรัม/กรัมน า้หนักแห้ง ดังนัน้การศึกษาต่อไปของการผลิต             
แคโรทีนอยด์ในยีสต์ไอโซเลท UP11 และ UP12  สามารถปรับปรุงได้โดยการหาสตูรอาหารราคาถกู และสภาวะที่เหมาะสม              
ในการพฒันาการผลิตแคโรทีนอยด์ในอนาคต อีกทัง้ศึกษาวิธีการสกดัแคโรทีนอยด์ที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการเก็บ
ผลผลิตแคโรทีนอยด์ต่อไป เช่น การศึกษาของ Pewlong & Bangwirunruk (2009) รายงานสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด      
แคโรทีนอยด์ คือ การท าให้เซลล์ยีสต์แตกด้วย sonicator ที่ amplitude 42% โดยใช้เวลา 10 นาที และสกดัสารด้วยปิโตรเลยีม
อีเทอร์ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง สง่ผลให้เก็บเก่ียวแคโรทีนอยด์ได้สงูขึน้  
 
สรุปผลการวิจัย  

การศึกษาครัง้นีไ้ด้คดัแยกยีสต์กลุ่มแคโรทีโนจีนิคจากแหล่งดินธรรมชาติในเขตมหาวิทยาลยัพะเยา  ได้ทัง้หมด          
3 ไอโซเลท คือ UP11, UP12 และ UPF2  เมื่อน ามาจดัจ าแนกโดยวิธีวิเคราะห์ข้อมลูล าดบันิวคลโีอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
สามารถจ าแนกไอโซเลท  UP12 และ UPF2 ได้เป็น R. mucilaginosa สว่นยีสต์ไอโซเลท UP11 ยงัไม่สามารถระบชุนิดได้ถึง
ระดบัสปีชีส์ ถึงแม้ว่าจะมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 90% กบั R. glutinis isolate 111YF14a แต่ความยาวของนิวคลีโอไทด์ของ 
ITS ที่แสดงความเหมือนของไอโซเลทนีย้งัไม่เพียงพอต่อการะบุชนิด จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาต่อไปเพื่อระบุชนิดของยีสต์     
ไอโซเลทนี ้จากการวิเคราะห์ปริมาณการผลิตแคโรทีนอยด์ในยีสต์ไอโซเลท UP11 และ UP12 สามารถผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดี
ที่สดุที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเทา่กบั 28.59±1.69 และ 14.59±0.55  ไมโครกรัม/กรัมน า้หนกัแห้ง ตามล าดบั 
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