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บทคดัย่อ 

 ไดศ้ึกษาการชกัน า Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR 5730 ใหก้ลายพนัธุด์ว้ยการ
อาบนิวตรอนร่วมกบัการฉายรังสีอลัตราไวโอเลตเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตสารแคโรที
นอยด ์  โดยน า X. dendrorhous มาอาบนิวตรอนท่ีนิวตรอนฟลกัซ ์ 1010 นิวตรอนต่อตาราง
เซนติเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน ามาเล้ียงบน yeast malt extract agar ท่ี 22oซ. เป็น
เวลา 3 วนั แลว้น ามาท าการกลายพนัธุซ์  ้าดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตความเขม้ 470 ไมโครวตัตต่์อ
ตารางเซนติเมตร  ระยะห่าง 10 น้ิว เป็นเวลา 3 นาที  ตรวจสอบลกัษณะการเจริญและคดัเลือกเช้ือ
บน yeast malt extract agar ท่ีผสมดว้ย β-ionone พบว่าสามารถเก็บเช้ือได ้ 941 ไอโซเลทบน
อาหารคดัเลือก และเม่ือน าไปหาค่าความเสถียรของเช้ือใน 5 รุ่น สามารถคดัเลือกเช้ือไดท้ั้งหมด 5 
ไอโซเลท คือ NU–195   NU–252   NU–525   NU–534 และ NU–742 เม่ือน าเช้ือทั้ง 5 ไอโซเลท
ไปทดสอบคุณสมบติัในการผลิตสารแคโรทีนอยดโ์ดยการเล้ียงในอาหารเหลว yeast malt extract 
ท่ีอุณหภูมิ 22oซ. เป็นเวลา 5 วนั แลว้น ามาสกดัดว้ยอะซีโตนและปิโตรเลียมอีเทอร์เพื่อหาปริมาณ
แคโรทีนอยดท์ั้งหมดโดยการวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 474 นาโนเมตร  พบว่า NU–252 เป็นสาย
พนัธุก์ลายท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตสารแคโรทีนอยดไ์ดสู้งสุดเท่ากบั 106.49 ไมโครกรัมต่อ
ยสีต ์1 กรัม ซ่ึงสามารถผลิตไดสู้งกว่าสายพนัธุต์ั้งตน้ 1.65 เท่า  
 
ค าส าคญั:  กลายพนัธุ ์   แคโรทีนอยด ์   Xanthophyllomyces dendrorhous   นิวตรอน-
อลัตราไวโอเลต 
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Abstract 
 Improvement of carotenoid  production in Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR 5730 by induced 
mutation with neutron rays combining with ultraviolet light was studied.  Xanthophyllomyces dendrorhous 
was treated  with neutron rays (1010 neutrons/cm2/sec) for 1 minute and incubated on yeast malt extract agar at 
22 oC for 3 days.  The colonies were re-treated with ultraviolet radiation (470 µw/cm2) at the distance of 10 
inches, for 3 minutes. 941 isolates were obtained following growth on selective medium supplemented with 
β-ionone, and their stability was tested for 5 generations. There were only 5 highly-producing mutants,  
namely NU–195, NU– 52, NU–525, NU–534 and NU–742. These mutants were tested for carotenoids 
production in yeast malt extract broth at 22oC for 5 days.  The cultures were extracted with acetone and 
petroleum ether. Total carotenoid contents in the petroleum ether extracts were determined by absorbance 
measurement at 474 nm.  Analyses of five generations indicated that NU-252 produced the highest amount of 
total carotenoid, 106.49 µg/g of yeast, which was 1.65 times that of the wild type.    
 
Keywords:  mutation, carotenoid,  Xanthophyllomyces dendrorhous, neutron, ultraviolet 
 

 

1.บทน า 

 

 แคโรทีนอยด์เป็นรงควตัถุท่ีมีการน าไปใช้ประโยชน์หลาย ๆ ด้าน  ทั้ งในรูปสารสี    
วิตามิน  และสารตา้นอนุมลูอิสระ โดยน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ  เช่น   อุตสาหกรรมอาหาร  
อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง   อุตสาหกรรมอาหารสตัว ์เป็นตน้  อุตสาหกรรมส าคญัท่ีตอ้งใชแ้คโร
ทีนอยดม์ากท่ีสุด  คือ อุตสาหกรรมอาหาร โดยใชเ้ป็นสารปรุงแต่งสีอาหารเพื่อเป็นส่วนหน่ึงใน
การจูงใจผูบ้ริโภคในการซ้ืออาหารนั้น ๆ1  ส าหรับในอุตสาหกรรมอาหารสัตวป์ระเภทสัตวปี์ก
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และสตัวน์ ้ า   เช่น ไก่  เป็ด   กุง้   ปลา   ก็น าแคโรทีนอยด์มาผสมกบัอาหารเพ่ือเพ่ิมสีของไข่แดง
และสีของเน้ือสัตว์2  ในปัจจุบนัแคโรทีนอยด์ท่ีใชก้ันอยู่มีทั้ งผลิตจากธรรมชาติโดยจุลินทรีย ์  
Xanthophyllomyces  dendrorhous   หรือสาหร่าย  Haematococcus spp. และจากการสังเคราะห์
ข้ึนทางเคมี ซ่ึงแคโรทีนอยดท่ี์ไดจ้ากการสงัเคราะห์ทางเคมีมีความคงตวัต ่าและราคาแพง3  ดงันั้น
ความตอ้งการใชแ้คโรทีนอยดท่ี์ผลิตไดจ้ากธรรมชาติจึงมีเพ่ิมมากข้ึนแต่การผลิตยงัไม่เพียงพอต่อ
ความตอ้งการ  

การกลายพนัธุใ์นส่ิงมีชีวิตสามารถเกิดไดเ้องตามธรรมชาติ หรือจากการชกัน าให้เกิดข้ึน
โดยการใชส้ารเคมีหรือรังสี   ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของจีโนไทป์ซ่ึงไดล้กัษณะใหม่ท่ีดีข้ึน
หรือเลวลงก็ได ้  การกลายพนัธุโ์ดยธรรมชาติมีโอกาสเกิดข้ึนไดน้้อยมาก ดงันั้นจึงตอ้งมีการชกั
น าใหเ้กิดการกลายข้ึนเพ่ือท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงและเป็นการเพ่ิมความถ่ีของการกลายพนัธุ ์    
การชักน าให้กลายพันธุ์นั้ นถา้ต้องการให้ประสบความส าเร็จยิ่งข้ึนและได้เช้ือจุลินทรียท่ี์มี
ประสิทธิภาพสูงข้ึนนั้นมกัจะใชว้ิธีการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์มากกว่า  1  วิธี   หรือเรียกว่า
การชกัน าใหเ้กิดการกลายซ ้า (repeated  mutation) 4  
 งานวิจยัในคร้ังน้ีจึงมุ่งท่ีจะท าการปรับปรุงสายพนัธุ์ยีสต์  X.  dendrorhous   TISTR  
5730     ด้วยการชักน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยวิธีการอาบนิวตรอนร่วมกับการฉายรังสี
อลัตราไวโอเลต  ซ่ึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงในการเพ่ิมความสามารถในการผลิตสารแคโรทีนอยดใ์ห้
สูงยิง่ข้ึน เพื่อเป็นแนวทางในการน าไปใชป้ระโยชน์ระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 

2. วสัดุอุปกรณ์ 
 

2.1  เคร่ืองปฏิกรณ์ปรมาณูวิจยั ปปว-1/1  สถาบนัเทคโนโลยนิีวเคลียร์แห่งชาติ (องคก์าร
มหาชน) 

2.2  แหล่งก าเนิดรังสีอลัตราไวโอเลต   หลอดอลัตราไวโอเลตความเขม้แสง  470  ไมโคร
วตัตต่์อตารางเซนติเมตร  

2.3  เช้ือยสีต ์  Xanthophylomyces dendrorhous  TISTR  5730    
2.4   เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง ( UV – VIS Spectrophotometer ) 
2.5  เคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ ( Shaking   Incubator )   
2.6  สารเคมี อะซิโตน (Merck),   เบตา้ไอโอโนน (Sigma),   ปิโตรเลียมอีเธอร์ (Labscan)   

 

3. วธีิการ 
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3.1 การชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุด้วยนิวตรอน  
3.1.1 เพาะเล้ียง Xanthophylomyces dendrorhous บน  yeast extract malt extract agar 

(YM agar)  บ่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั   เข่ียเช้ือลงในสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ น าไปนบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้ haemacytometer หลงัจากนั้นปรับใหไ้ดป้ริมาณ
ของเช้ือประมาณ 107  เซลลต่์อมิลลิลิตร 
 3.1.2 น าสารละลายยสีตไ์ปอาบนิวตรอนดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์ปรมาณูวจิยั ท่ีนิวตรอนฟลกัซ ์
เท่ากบั  1010 นิวตรอนต่อตารางเซนติเมตรต่อวินาที เป็นเวลา  1 นาที 
 3.1.3 บ่มเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการอาบนิวตรอนบนอาหารคดัเลือก YM agar ท่ีเติม ß-ionone  
ตามกรรมวิธีของ Lewis4     

3.1.4 คดัเลือกเช้ือซ่ึงมีโคโลนีสีสม้แดงบนอาหารคดัเลือก เพ่ือน ามาท าการกลายพนัธุซ์  ้า
ดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต โดยเช้ือดั้งเดิมมีโคโลนีสีสม้จางบนอาหารคดัเลือก 

3.2  การหาปริมาณของรังสีทีเ่หมาะสมเพือ่ชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุซ ้าด้วยรังสี
อลัตราไวโอเลต 

3.2.1 น าเช้ือยสีตท่ี์ผา่นการอาบนิวตรอนจากขอ้ 3.1.4 เพาะเล้ียงบน YM agar บ่มเล้ียงเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เข่ียเช้ือลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ น าไปนบั
จ านวนเซลลโ์ดยใช ้ haemacytometer  หลงัจากนั้นปรับใหไ้ดป้ริมาณของเช้ือประมาณ  107  เซลล์
ต่อมิลลิลิตร 

3.2.2 น าสารละลายยสีตม์าท าใหเ้จือจางดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ใหไ้ดป้ริมาณ
ของเช้ือประมาณ 103 เซลลต่์อมิลลิลิตร (serial dilution)  เกล่ียลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ  YM  
agar    น าไปท าการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธุซ์  ้าดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตจากหลอด
อลัตราไวโอเลตท่ีความเขม้แสง  470  ไมโครวตัตต่์อตารางเซนติเมตร ความยาวคล่ืนแสง 254 นา
โนเมตร โดยวางตวัอยา่งห่าง 10 น้ิว   และใชเ้วลาในการฉายรังสี 1, 2, 3, 4  และ 5 นาที 

3.2.3 บ่มเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการฉายรังสีและไม่ผ่านการฉายรังสีท่ีอุณหภูมิ  22   องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา   7   วนั  ในสภาวะท่ีไม่โดนแสง      

3.2.4 นบัจ านวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึน และน ามาค านวณหาปริมาณรังสีท่ีท าให้เช้ือมีอตัราการ
รอดชีวิตท่ีต ่ากว่า 10 เปอร์เซ็นต ์                                                          

3.3 การชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุด้วยรังสีอลัตราไวโอเลตและทดสอบความคงตวัของเช้ือที่
คาดว่าเป็นสายพนัธ์ุกลาย    

3.3.1 ท าการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 3.2 เก็บโคโลนีหลงัจากการกลายพนัธุซ์  ้าดว้ยรังสี
อลัตราไวโอเลตท่ีมีอตัราการรอดชีวิตต ่ากว่า 10 เปอร์เซ็นต ์ 
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3.3.2 น าโคโลนีจากขอ้ 3.3.1 มาเพาะเล้ียงบนอาหารคดัเลือก YM agar ท่ีเติม ß-ionone   
และคดัเลือกเก็บโคโลนีซ่ึงมีสีสม้แดง เป็นเช้ือรุ่นท่ี 1    

3.3.3 จากเช้ือรุ่นท่ี 1 น ามาทดสอบความคงตวัของเช้ือ  โดยน าไปเพาะเล้ียงบนอาหาร
คดัเลือกอีกคร้ังถือเป็นรุ่นท่ี  2 และท าการถ่ายเช้ือเช่นเดียวกนัต่อไปจนถึงรุ่นท่ี   5  คดัเลือกเช้ือ
เฉพาะท่ีใหโ้คโลนีสีสม้แดงในทุกรุ่น และเก็บเช้ือไอโซเลทท่ีไดใ้นทุกรุ่นไปทดสอบคุณภาพใน
การผลิตแคโรทีนอยดต่์อไป 

3.4   การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัแคโรทีนอยด์    ดดัแปลงจากวิธีการของ An6 โดย
ดูผลของเวลาท่ีเหมาะสมในการท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย sonicator และเวลาท่ีใชใ้นการสกดัแคโรที
นอยดด์ว้ยสารปิโตรเลียมอีเทอร์ 

3.4.1 เพาะเล้ียงเช้ือยสีตส์ายพนัธุต์ั้งตน้บน  YM  slant บ่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ   22   องศา
เซลเซียส   เป็นเวลา  3   วนั   

3.4.2 เข่ียเช้ือยสีตจ์าก YM slant จ  านวน 4-5 ลปู ลงใน Yeast malt extract broth (YMB) 
ปริมาตร   50    มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร เล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ   22   องศา
เซลเซียส   เป็นเวลา   24   ชัว่โมง บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว  200 รอบต่อนาที    

3.4.3 ดูดสารละลายเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน YMB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวด
รูปชมพู่ ขนาด 500 มิลลิลิตร บ่มเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิท่ี 22 องศาเซลเซียส   
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที   เป็นเวลา   5  วนั 

 3.4.4  ท าการลา้งเซลลย์สีตท่ี์ผา่นการเพาะเล้ียงดว้ยน ้ ากลัน่ โดยท าการลา้งเซลลท์ั้งหมด 3 
คร้ัง 

 3.4.5 ดูดสารละลายเช้ือยีสต์ ปริมาตร   25  มิลลิลิตร (ซ่ึงมีน ้ าหนักแห้งประมาณ 5-6 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) น าไปท าให้เซลลแ์ตกดว้ย sonicator    โดยใชเ้วลา  5, 10  และ 15 นาที   
ท่ี amplitude เท่ากบั 42 %   

 3.4.6   เติมอะซิโตน  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว  
3500 รอบ ต่อนาที  อุณหภูมิ   20   องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  10  นาที       

 3.4.7  น าส่วนใสท่ีไดป่ั้นเหวี่ยงอีกคร้ังท่ีความเร็ว  8000 รอบต่อนาที   อุณหภูมิ   20   
องศาเซลเซียส   เป็นเวลา  20  นาที       

  3.4.8  น าส่วนใสท่ีไดไ้ปสกดัสารแคโรทีนอยดด์ว้ยกรวยแยกสารท่ีเติมปิโตรเลียมอีเทอร์ 
ปริมาตร   10    มิลลิลิตร และโซเดียมคลอไรดอ่ิ์มตวั  2.5  มิลลิลิตร   

3.4.9  ท าการสกดัท่ีเวลา 3, 6, 18 และ 24   ชัว่โมง   หลงัจากนั้นน าสารสกัดในชั้น
ปิโตรเลียมอีเทอร์ ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืนแสง   
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474  นาโนเมตร  และน าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณหาปริมาณสารสีแคโรทีนอยดท์ั้งหมด  โดย
ใชสู้ตรในการค านวณ6 ดงัน้ี  

 

      ปริมาณแคโรทีนอยดท์ั้งหมด (µg/ g of  yeast )   =               ( V  )  x  ( Abs474 )  x  100       
           21 x น ้ าหนกัแหง้ของเซลลย์สีต ์(กรัม) 
 

      เมื่อ     V         =     ปริมาตรของปิโตรเลียมอีเทอร์ท่ีใชใ้นการสกดั (มิลลิลิตร) ในการทดลอง 
                                     คร้ังน้ี  คือ 10 มิลลิลิตร   

          Abs474   =     ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  474  นาโนเมตร 
       1% extinction  coefficient   =  2100 
 

3.5   การทดสอบคุณสมบัตใินการผลติแคโรทีนอยด์ 
3.5.1  น าเช้ือยีสต์ท่ีผ่านการคดัเลือกจากการทดลองขอ้  3.3 ทั้ง 5 ไอโซเลทมาเพาะเล้ียงบน 

YM  slant บ่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ  22  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 7 วนั   
3.5.2 ท าการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 3.4.2 – 3.4.9 โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัแคโรที

นอยด ์จากผลการศึกษาทดลองในขอ้ 3.4 

  
4. ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 

4.1 ปริมาณของรังสีที่เหมาะสมเพือ่ชักน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุซ ้าด้วยรังสีอลัตราไวโอเลต  
จากการทดลองน าเช้ือยสีต ์ Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR 5730 ท่ีผา่นการอาบ

นิวตรอน แลว้ท าการปรับปรุงสายพนัธุต่์อดว้ยการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธุซ์  ้าดว้ยรังสี
อลัตราไวโอเลต  โดยฉายรังสีอลัตราไวโอเลตดว้ยหลอดอลัตราไวโอเลตท่ีความเขม้แสง 470ไม
โครวตัตต่์อตารางเซนติเมตร ความยาวคล่ืนแสง 254 นาโนเมตร  ระยะห่าง 10 น้ิว เวลาท่ีใชใ้นการ
ฉายรังสี  คือ  1, 2, 3, 4 และ 5 นาที    พบว่าอตัราการรอดชีวิตของเช้ือยสีตภ์ายหลงัการฉายรังสี
อลัตราไวโอเลต คือ 53,  21, 8, 1 และ 0 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ดงัรูปท่ี 1 ซ่ึงเห็นไดว้่าท่ีเวลา 3 นาที 
เช้ือมีอตัราการรอดชีวติต ่ากว่า 10  เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงเป็นปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหเ้กิด
การกลายพนัธุเ์น่ืองจากในช่วงท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อด 0.1 – 10 เปอร์เซ็นต์  ก่อใหเ้กิดความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ีมากพอส าหรับโอกาสท่ีจะคดัเลือกไดส้ายพนัธุใ์หม่ ๆ ซ่ึงอาจจะดีข้ึน
หรือเลวลงก็ได้7 
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รูปท่ี 1  อตัราการรอดชีวิตของ Xanthophyllomyces dendrorhous ท่ีผา่นการฉายรังสี 
                     อลัตราไวโอเลต เวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 นาที 
 
4.2  การทดสอบความคงตวัของเช้ือที่คาดว่าเป็นสายพนัธ์ุกลาย 
     จากการปรับปรุงสายพนัธุด์ว้ยการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธุซ์  ้าดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต   

ไดเ้ช้ือยสีตท่ี์คาดว่ากลายพนัธุท์ั้งหมด 941 ไอโซเลท เมื่อน ามาเล้ียงบนอาหารคดัเลือก YM agar + 
ß-ionone  โดยเช้ือยสีตส์ายพนัธุก์ลายจะใหโ้คโลนีสีสม้แดงในขณะท่ีเช้ือท่ีไม่ผา่นการฉายรังสี 
(control)  จะใหโ้คโลนีสีสม้จางบนอาหารคดัเลือก    พบว่าจากการเล้ียงเช้ือในรุ่นท่ี 1 ถึงรุ่นท่ี 5 
บนอาหารคดัเลือกไดเ้ช้ือสายพนัธุก์ลายท่ีสามารถใหโ้คโลนีสีสม้แดงในทุกรุ่น ทั้งหมด  5 ไอโซ
เลท คือ NU-195, NU-252 , NU-525 , NU-534 และ NU-742    

4.3   การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัสารแคโรทีนอยด์ 
จากการน าเช้ือยีสต์  Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR   5730 สายพนัธุ์ตั้งตน้ไป

ทดสอบเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดแคโรทีนอยด์  โดยน าไปท าให้เซลล์แตกด้วย   
sonicator ท่ีเวลา  5, 10  และ 15 นาที  และท าการสกดัสารดว้ยปิโตรเลียมอีเทอร์   เป็นเวลา 3,  6,  
18 และ  24  ชัว่โมง   จากการทดลองพบว่าปริมาณแคโรทีนอยดท์ั้งหมดมีแนวโนม้สูงเพ่ิมข้ึนตาม
ระยะเวลาท่ีท าใหเ้ซลลแ์ตกและระยะเวลาในการสกดั   โดยเมื่อใชเ้วลาในการท าให้เซลลแ์ตก  10 
และ 15  นาที  ปริมาณของแคโรทีนอยด์ทั้งหมดท่ีไดมี้ค่าใกลเ้คียงกนั และเมื่อท าการสกดัดว้ย
ปิโตรเลียมอีเทอร์ท่ีเวลา 3, 6, 18 และ 24 ชัว่โมง ปริมาณแคโรทีนอยด์ท่ีสกดัไดก้็มีค่าไม่แตกต่าง
กนั ดงัรูปท่ี  2   ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัแคโรทีนอยดคื์อ การท าใหเ้ซลลย์สีตแ์ตกดว้ย  
sonicator  ท่ี amplitude 42% ใชเ้วลา   10  นาที  และสกดัสารแคโรทีนอยด์ดว้ยปิโตรเลียมอีเทอร์    
เป็นเวลา    3   ชัว่โมง   
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รูปท่ี 2 ปริมาณแคโรทีนอยดท์ั้งหมดท่ีผลิตจาก Xanthophyllomyces dendrorhous สายพนัธุต์ั้งตน้  
       ในการท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย sonicator ท่ีเวลา 5, 10, 15 นาที และสกดัสารแคโรทีนอยด ์
        ปิโตรเลียมอีเทอร์ท่ี 3, 6, 18 และ 24 ชัว่โมง 
 

4.4  การทดสอบคุณสมบัตใินการผลติสารแคโรทีนอยด์ 
จากการน าเช้ือสายพนัธุ์กลายท่ีผ่านการคดัเลือกของรุ่นท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5   รวม 5 ไอโซ

เลทมาทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสารแคโรทีนอยด์   โดยเพาะเล้ียงใน YMB  และน ามา
วิเคราะห์หาปริมาณแคโรทีนอยดท์ั้งหมดท่ีเช้ือสายพนัธุ์กลายผลิตไดเ้ปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ตั้ง
ตน้  ดงัตารางท่ี 1  เช้ือสายพนัธุ์ตั้งตน้ผลิตแคโรทีนอยด์เฉล่ียเท่ากบั   64.41 ไมโครกรัมต่อกรัม
ยสีต ์ส่วนสายพนัธุก์ลาย NU-195, NU-252, NU-525, NU- 534 และ NU-742 สามารถผลิตแคโรที
นอยด์เฉล่ีย 85.73, 106.49, 90.58, 102.98 และ 102.62 ไมโครกรัมต่อกรัมยีสต์ และผลิตแคโรที
นอยด์ไดสู้งกว่าสายพนัธุ์ตั้งตน้ 1.33, 1.65, 1.40, 1.60 และ 1.59 เท่า ตามล าดบัอย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยสายพนัธุก์ลาย NU-252 เป็นไอโซเลทท่ีสามารถผลิตแคโร
ทีนอยดไ์ดสู้งสุดคือ 106.49 ไมโครกรัมต่อกรัมยีสต์ และจะเก็บรักษาไวเ้พื่อทดสอบหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตสารแคโรทีนอยด์รวมทั้งลดต้นทุนในการผลิตสารแคโรทีนอยด์โดย
เพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีซบัสเตรตราคาต ่า เช่น โมลาส    
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ตารางท่ี 1 ปริมาณแคโรทีนอยดท์ั้งหมดท่ีผลิตไดจ้าก Xanthophyllomyces dendrorhous  สายพนัธุ ์
                 ตั้งตน้และสายพนัธุก์ลาย เม่ือเพาะเล้ียงใน YMB 
 

 ปริมาณแคโรทีนอยดท์ั้งหมด (µg/ g of  yeast) ปริมาณท่ีผลิตได้
สูงกว่าสายพนัธ์ุ
ตั้งตน้ (เท่า) รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 2 รุ่นท่ี 3 รุ่นท่ี 4 รุ่นท่ี 5   เฉล่ีย 

สายพนัธุ์ต ั้งตน้ 66.26 59.99 70.99 64.34 60.49 64.41±5 - 
NU-195 91.25 84.32 80.97 90.46 81.68 85.73±5 1.33 
NU-252 108.13 109.79 101.55 110.48 102.50 106.49±4 1.65 
NU-525 86.38 88.36 97.00 95.58 85.59 90.58±5 1.40 
NU-534 102.64 101.68 104.85 99.98 105.75 102.98±2 1.60 
NU-742 100.23 98.72 108.31 104.63 101.22 102.62±4 1.59 

 
 

5. สรุป 
 

จากการน าเช้ือ Xanthophyllomyces dendrorhous TISTR  5730  ท่ีผา่นการอาบนิวตรอน
มาท าการปรับปรุงสายพนัธุด์ว้ยการชกัน าใหเ้กิดการกลายพนัธุซ์  ้าดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต  พบว่า
สภาวะท่ีเหมาะสมในการชกัน าใหก้ลายพนัธุด์ว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต คือฉายรังสีดว้ยหลอด
อลัตราไวโอเลตความเขม้แสง  470  ไมโครวตัตต่์อตารางเซนติเมตร  ระยะห่าง 10  น้ิว เวลา 3  
นาที  ซ่ึงท าใหม้ีอตัราการรอดชีวิต 8 เปอร์เซ็นต ์ และคดัเลือกเช้ือยสีตส์ายพนัธุก์ลายได ้ 5 ไอโซ
เลท ท่ีแสดงลกัษณะโคโลนีเป็นสีสม้แดงบนอาหารคดัเลือก YM agar ท่ีเติม β-ionone และผลิต
สารแคโรทีนอยดท์ั้งหมดไดสู้งกว่าสายพนัธุต์ั้งตน้  สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัแคโรทีนอยด์
คือ การท าใหเ้ซลลย์สีตแ์ตกดว้ย sonicator ท่ี amplitude 42% โดยใชเ้วลา  10 นาที  และสกดัสาร
ดว้ยปิโตรเลียมอีเทอร์  เป็นเวลา  3  ชัว่โมง     จากเช้ือท่ีคาดว่าเป็นสายพนัธุก์ลายทั้งหมด 941 ไอ
โซเลท  โดยเช้ือสายพนัธุก์ลายรหสั NU-252 ผลิตแคโรทีนอยดท์ั้งหมดไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 106.49 
ไมโครกรัมต่อกรัมยสีต ์ ซ่ึงผลิตไดสู้งกว่าสายพนัธุต์ั้งตน้ 1.65 เท่า ในขณะท่ีสายพนัธุต์ั้งตน้ผลิต
ไดเ้ท่ากบั  64.41 ไมโครกรัมต่อกรัมยสีต ์ซ่ึงสายพนัธุก์ลายท่ีคดัเลือกไดน้ั้นจะท าการเก็บรักษาเช้ือ
ไวเ้พื่อน าไปใชใ้นการผลิตสารแคโรทีนอยดเ์พื่อน าไปใชใ้นผลิตภณัฑต่์างๆ เช่น ครีมทาหนา้ ครีม
ทารอบดวงตา ผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร 
 

6. เอกสารอ้างอิง 
 



การประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีนิวเคลียร์ คร้ังท่ี 11                                                                                                              
วนัท่ี 2-3 กรกฎาคม 2552 ณ หอประชุมมหิศร ไทยพาณิชยป์าร์ค พลาซา กรุงเทพฯ   

BA02-10 

 

1. บุษบา ยงสมิทธ์ิ, 2540. จุลชีววิทยาการหมกั วิตามินและสารสี. ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์, หนา้ 5-15. 

2. Andrews AG., Phaf,  HJ., Starr, MP., 1976. Carotenoid of Phaffia rhodozyma a red 
pigmented fermenting yeast. Phytochemistry. 15, 1003-1007. 

3. สาวิตรี โล่ห์ทอง. 2549. ยสีต:์ ความหลากหลายและเทคโนโลยชีีวภาพ. ภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์, หนา้ 570- 578. 

4. Aiba, S., Humphrey, EA., Millis, FN., 1973. Biochemical Engineering. 2nd ed. 
Academic Press, NewYork, p.39-44. 

5. Lewis, MJ., Ragot, N., Berlant, MC., Miranda, M., 1990. Selection of astaxanthin-
overproducing mutants of Phaffia rhodozyma with β-ionone. Appl. Envir. Micro. 56, 
2944-2945.  

6. An, G,H., Schman, D,B., Johnson, E,A. 1989. Isolation of Phaffia rhodozyma mutants 
with increased astaxanthin content. Appl. Envir. Micro. 55, 116-124.  

7. Fantini,AA.,1975. Strain Development. John,HH. Ed. Method in Enzymology vol 43. 
Antibiotic. Academic Press, NewYork, p.24-41. 

8. Sun, N., Lee,S., Song,KB., 2004. Characterization of a carotenoid-hyperproducing 
yeast mutant isolated by low-dose gamma irradiation. Int. J.Food. Micro. 94, 263-267. 

9. Park, PK., Kim, EY., Chu, KH., 2007. Chemical disruption of yeast cells for the 
isolation of carotenoid pigments. Sep. Pur. Tech. 53,148-152.  

10. Martin, JF., Gudina, E.,Barredo, JL., 2008. Conversion of carotene into astaxanthin:two 
separate enzymes or bifunctional hydroxylase-ketolase protein. Micro. Cell. Fac. 7, 1-
10. 
 


