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รูปท่ี 6 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยีสตดั้งเดิมและยีสต     8 
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(GES 4, 6, 8, 11) ท่ีรุนตางๆ ของการถายเล้ียง 
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รูปท่ี 18 เปอรเซนตความมีชีวิตของเซลลท่ีความเขมขนระดับตางๆ (v/v) ของตัวทําละลาย         18 
Dimethyl sulfoxide และ Tetrahydrofuran ในเซลลไลน Vero, Hela และ HepG2  
รูปท่ี 19 เปอรเซนตความมีชีวิตของเซลลท่ีความเขมขนระดับตางๆ ของตัวกระตุน t-BHP         19 
ในเซลลไลน vero, Hela และ HepG2 
รูปท่ี 20 ผลของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตตอความมีชีวิตของเซลล Vero, Hela และ HepG2   20 
รูปท่ี 21 ความสามารถตานออกซิเดชันท่ีเกดิจาก tert-butyl hydroperoxide ของแอสตาแซนทิน         21 
ท่ีสกัดไดจากยสีตท่ีความเขมขนตางๆ ในเซลลไลน Vero โดยการวัดความมีชีวิตของเซลล 
รูปท่ี 22 ความสามารถตานออกซิเดชัน ท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของแอสตาแซนทิน        22 
ท่ีสกัดไดจากยสีตท่ีความเขมขนตางๆ ในเซลลไลน Hela โดยการวัดความมีชีวิตของเซลล 
รูปท่ี 23  ความสามารถตานออกซิเดชัน ท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของ β-carotene         22 
ท่ีความเขมขนตางๆ ในเซลลไลน Vero โดยการวดัความมีชีวิตของเซลล 
รูปท่ี 24  ความสามารถตานออกซิเดชัน ท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของ β -carotene        23 
ท่ีความเขมขนตางๆ ในเซลลไลน Hela โดยการวดัความมีชีวิตของเซลล 
รูปท่ี 25 กราฟมาตรฐานของสารละลาย MDA (nmol/ml) กับคาการดูดกลืนแสงท่ี 532 nm  23 
รูปท่ี 26 ระดับของ MDA (nmol/mg cell protein) จากเซลล Vero ตอภาวะเครียดออกซิเดช่ัน        24 
ท่ีเปนผลจากตัวกระตุน t-BHP ท่ี 300, 600, 900 และ 1200 μM 
รูปท่ี 27 ความสามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันจาก t-BHP ของแอสตาแซนทิน        25 
ในเซลลไลน Vero ในระยะเวลา 2 ช่ัวโมง 
รูปท่ี 28 ความสามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันจาก t-BHP ของแอสตาแซนทิน        25 
ในเซลลไลน Vero หลังจากเวลา 24 ช่ัวโมง 
รูปท่ี 29   สัดสวนของความมีชีวิตของเซลลหลังบมกับพาหะนําสง Tween 80,    28 
Mβ-CD, Liposome และ Glycerol ท่ีเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 
รูปท่ี 30   ปริมาณแอสตาแซนทินในเซลลในสภาวะท่ีมีและท่ีปราศจากพาหะนําสง    29 
ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  
รูปท่ี 31.   ความเสถียรของแอสตาแซนทินความเขมขน 10 μM      31 
ในสภาวะท่ีมีและไมมีพาหะนําสง ในชวงเวลา 0–120 ช่ัวโมง 
รูปท่ี 32   ความสามารถในการบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันของแอสตาแซนทิน   34 
ท่ีมีพาหะนําสง liposome ตอเซลล HepG2  จากการฉายรังสียูวีเอเปนเวลา 120 นาที 
รูปท่ี 33   คาการทํางานของเอนไซม catalase ในการกําจดั H2O2      35 
แปรผันปริมาตรของสวนท่ีสกัดไดจากเซลลท่ีระยะเวลาของปฏิกิริยา 10 นาที 
รูปท่ี 34   คาการทํางานของเอนไซม catalase เม่ือบมเซลลกับแอสตาแซนทิน    36 
ในสภาวะท่ีมีและปราศจากพาหะนําสง 
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สารบัญตาราง 
 
ตารางท่ี 1 แสดงจํานวนโคโลนีของเซลลท่ีบมรวมกับแคโรทีนอยดเปรียบเทียบกับเซลลควบคุม   20 
ตารางท่ี 2   คาคงท่ีของการลดลงของปริมาณแอสตาแซนทินในอาหารเลี้ยงเซลล ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC    30 
ตารางท่ี 3 คาคงท่ีของการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลล HepG2 ในสภาวะท่ีมีและไมมีพาหะนําสง   30 
ตารางท่ี 4   คาคงท่ีของการลดลงของปริมาณแอสตาแซนทินท่ีอุณหภูมิหองและท่ีอุณหภูมิ 4 °C   31 
ตารางท่ี 5   คาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของ H2O2 โดยเอนไซม catalase ท่ีอุณหภมิู 37 °C    35 
ตารางท่ี 6.   คาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของ H2O2 โดยเอนไซม catalase ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ใน    37 
กกกกกกก    สภาวะท่ีมีและปราศจากพาหะนําสง liposome 
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บทคัดยอ 

แอสตาแซนทิน สารแคโรทีนอยดสีแดงที่นิยมใชเปนอาหารเสริมใหสัตวมีสีสันสวยงามตามความ
ตองการของผูบริโภค เปนสารท่ีมีคุณสมบัติตานการเกดิออกซิเดชันท่ีดีกวาแคโรทีนอยดชนดิอ่ืนๆ จึงมีการ
นํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมท่ีเปนประโยชนตอสุขภาพในการปองกันการเกิดโรคตางๆ อยางไรก็
ตามปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินท่ีมีนอยในยีสต ทําใหแอสตาแซนทินมีราคาแพงไมคุมทุนตอการทํา
เปนผลิตภัณฑ รวมท้ังปญหาจากคุณสมบัติการชอบไขมัน (lipophilic) ทําใหแอสตาแซนทินไมสามารถเขาสู
เซลลและเกิดประสิทธิผลท่ีดีได โครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคท่ีจะลดตนทุนการผลิตของแอสตาแซนทิน 
โดยการกลายพันธุยีสตและการใชวัสดุทางการเกษตรเปนวัตถุดิบในการเล้ียงยีสต ศึกษาคุณสมบัติตางๆของ
แอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจากยีสต รวมท้ังปรับปรุงการนําสงสารแอสตาแซนทินสูเซลล และทดสอบ
ประยุกตใชผลิตภัณฑแอสตาแซนทินท่ีได 

การกลายพันธุยีสต Phaffia rhodozyma ดวย Ethyl methanesulphonate (EMS) เพื่อใหไดสายพันธุ
กลายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดไดมากข้ึน พบวาเม่ือเพิ่มความเขมขน EMS มากข้ึน จะมีผลใหอัตราการรอด
ของเซลลลดลงและใหผลการกลายพันธุแตกตางกันข้ึนกับสายพันธุดัง้เดิมของยีสต โดยสายพันธุ GM807 
และ N78 สามารถกลายพันธุซํ้าและใหโคโลนียีสตเปนสีสมแดง ขณะท่ีสายพันธุ FN99 ใหโคโลนีท้ังสีสม 
เหลืองและขาว และเฉพาะสายพันธุ GM807 เทานั้นท่ีสามารถกลายพันธุใหยีสตท่ีผลิตแคโรทีนอยดไดสูง
กวาสายพันธุดัง้เดิม 2.7 เทา แตเม่ือมีการถายเล้ียงพบวาการผลิตแคโรทีนอยดของยีสตกลายพันธุไมคงท่ี จึง
ทําการกลายพนัธุซํ้าๆ ตอไปรวมกับการคัดเลือกโคโลนีบนอาหารที่มี β-ionone พบวายีสตท่ีคัดเลือกได
สามารถผลิตแคโรทีนอยดไดสูงและคอนขางคงท่ีมากข้ึนกวาสายพันธุดั้งเดิม และเม่ือวเิคราะหปริมาณ
แอสตาแซนทินจากยีสตดวย HPLC พบวาการกลายพันธุดวย EMS สามารถทําใหยีสตกลายพนัธุมีสัดสวน
การผลิตปริมาณแอสตาแซนทินเพิ่มข้ึนจากเดิม  

การศึกษาการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตกลายพันธุท่ีคัดเลือกคือ  GBF8, GBF9 และ 
S4 ในอาหาร YM เทียบกับ GM807 พบวา ยีสตท้ังส่ีสายพันธุสามารถเจริญในรูปแบบเดียวกันโดยใหมวล
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วภายในวนัท่ี 2 และหลังจากนั้นก็จะคงท่ี ขณะท่ีการผลิตแคโรทีนอยดจะคอยๆ เพิ่มข้ึน
และมีปริมาณสูงสุดในวันท่ี 6 โดย GBF9 เปนสายพันธุใหปริมาณแคโรทีนอยดสูงท่ีสุด ยีสตท้ังส่ีสายพันธุ
เจริญไดดีท่ี pH 6.5 แตผลิตแคโรทีนอยดไดดีท่ี pH ตํ่ากวา การศึกษาอาหารเล้ียงยีสตจากผลิตผลทาง
การเกษตรไดแก น้ําสับปะรด น้ํามะพราว น้ําฝร่ังและน้ําออย พบวายีสตท้ังส่ีสายพันธุสามารถเจริญและให
ปริมาณแคโรทีนอยดเม่ือเล้ียงในน้ําสับปะรดไดดีท่ีสุด และมากกวาน้าํมะพราว น้ําออยตามลําดับ GBF9 ยัง
สามารถใชแหลงไนโตรเจนราคาถูกของยูเรียไดดี การปรับสัดสวนของ C:N ในอาหารเล้ียงท่ีเหมาะสมจะทํา
ใหยีสตผลิตแคโรทีนอยดไดเพิ่มข้ึน  

การศึกษาคุณสมบัติของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตกลายพันธุในเซลลเพาะเล้ียง เปรียบเทียบ
กับแอสตาแซนทินบริสุทธ์ิหรือ β-carotene พบวาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมสําหรับแอสตาแซนทินและ β-
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carotene คือ สารละลาย DMSO และ THF ซ่ึงสามารถใชไดท่ีความเขมขนไมเกนิ 1% สารสกัดแอสตาแซน
ทินจากยีสตไมมีความเปนพิษตอเซลล Hela, HepG2 และ Vero อีกท้ังไมมีฤทธ์ิในการทําลายเซลลมะเร็ง 
เนื่องจากใหอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึนโดยใหผลดท่ีีสุดในเซลล Vero HepG2 และ Hela ตามลําดับ 
อยางไรก็ตาม แอสตาแซนทินมีผลตานออกซิเดชันท่ีเกดิจาก tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) ไดด ี โดย 
astaxanthin และ β-carotene จะชวยใหความมีชีวิตของเซลลเพิ่มข้ึน โดยใหผลการปองกันเซลล Vero ได
ดีกวาเซลล Hela และการตรวจวดัความสามารถตาน lipid peroxidation ของแอสตาแซนทินในเซลล Vero 
โดยวดัระดับของ malondialdehyde (MDA) พบวาแอสตาแซนทินสามารถบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันท่ี
เกิดข้ึนจาก t-BHP ไดด ี สวนการศกึษาคุณสมบัติของแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีไมมีเซลล โดยวัด
ความสามารถตานอนุมูลอิสระดวย DPPH assay ใน microplate system พบวา DMSO เปนตัวทําละลายท่ี
เหมาะสมท่ีสุดซ่ึงจะไมมีผลตอการสลายตัวของสารละลายอนุมูล DPPH การศึกษาหาคา Effective dose 
concentration 50% (EC50) พบวา astaxanthin สังเคระหมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระมากกวา β-carotene และ α-
tocopherol เปน 2.85 และ 4.43 เทาตามลําดับ  อยางไรกต็ามสารสกัดจากยีสตมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระตํ่ากวา
เนื่องจากการปนเปอนของตัวทําละลายในการสกัด และปริมาณแอสตาแซนทินท่ีมีอยูเพียง  74% เม่ือเทียบ
กับแอสตาแซนทินสังเคราะหท่ีเปนสารบริสุทธ์ิ ซ่ึงมีผลใหความสามารถตานอนุมูลอิสระของแอสตาแซน
ทินสกัดจากยสีตลดลงได 
 การพัฒนาระบบการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลลเพื่อลดขอจํากัดของแอสตาแซนทิน จาก
คุณสมบัติความชอบไขมัน  ละลายนํ้าไดนอย  และความไมเสถียร    ทําโดยการใชสารในกลุมพอลิเมอร 
ชนิด lipid-based (ไดแก methyl- β –cyclodextrin (Mβ-CD) และ liposome)  และสารลดแรงตึงผิว (ไดแก 
tween 80 และ glycerol) และทดสอบกับเซลล HepG2  พบวา tween 80, Mβ-CD และ glycerol สามารถใช
เปนพาหนะนาํสงในระดับความเขมขนท่ีนอยกวา 0.1% (v/v), 0.2% (w/v) และ 2% (v/v) ตามลําดับได โดย 
liposome มีประสิทธิภาพสูงสุดในการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลลภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  นอกจากนี้
พาหะนําสงยังชวยรักษาความเสถียรของแอสตาแซนทินไดดีในสภาวะการบมท่ีอุณหภูมิหอง แตไมมีผลชวย
รักษาความเสถียรของแอสตาแซนทินไดเม่ือบมท่ี 4 °C ในท่ีมืด   การประเมินความสามารถในการตานภาวะ
เครียดออกซิเดชันของเซลลจากการกระตุนดวยการฉายรังสียูวีของแอสตาแซนทินเม่ือใช liposome เปน
พาหะนําสง  พบวาแอสตาแซนทินสามารถลดภาวะเครียดออกซิเดชันไดดีท่ีสุดเม่ือใหรังสีและแอสตาแซน
ทินพรอมกัน และการวดัคากิจกรรมของเอนไซมฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ catalase ก็ใหผลทํานองเดียวกันท่ี
สภาวะท่ีมีแอสตาแซนทินรวมดวย ดังนัน้แอสตาแซนทินใน liposome จะมีความเสถียรกวา และใหการ
ปลดปลอยแอสตาแซนทินไดชาๆ เม่ือเทียบกับแอสตาแซนทินบริสุทธ์ิ ซ่ึงทําใหสามารถนําขอมูลการศึกษา
ขางตนไปประยุกตใชพัฒนาผลิตภัณฑในการบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันจากการฉายรังสีได 
 
คําหลักของโครงการวิจัย: ฟาเฟย โรโดซัยมา, แอสตาแซนทิน การยับยั้งเซลลมะเร็ง การตานอนุมูลอิสระ 
ชีวปริมาณออกฤทธ์ิ การนําสง 
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Abstract 

Astaxanthin, a red carotenoid pigment has been used as additive in animal feeds for colorization. 
The high antioxidant activity of astaxanthin over other carotenoids has attracted more and more interest 
for health additive products due to its health benefits to human and degenerative diseases prevention.   
However, natural astaxanthin production by Phaffia rhodozyma yeast is very low which makes it very 
expensive. In addition, fat-soluble pigment of astaxanthin causes some problem in its availability to 
biological functions. As a consequence, this research is aimed to improve astaxanthin production at low 
cost by improving carotenoid content in Phaffia rhodozyma via ethyl-methanesulfonate (EMS) 
mutagenesis and selection for the appropriate medium from agricultural products. Then, properties of 
astaxanthin from yeast extract including its suitable delivery system to the cells were explored. 

  Repetitive mutation of Phaffia rhodozyma yeast was performed using Ethyl methanesulphonate 
(EMS).  Increasing EMS concentration could lower cell viability as well as mutated yeast. Mutation of 
GM807 and N78 strains resulted in orange-red colony, while FN99 produced orange, yellow and white 
colony. Only GM807 gave carotenoid-hyperproducing strains that produced 2.7 times higher carotenoid 
content than its parental strain. However, repeated yeast mutagenesis and colony selection using β-ionone 
resulted in quite stable hypercarotenoid producing mutants. The selected strains produced higher 
astaxanthin content as determined by HPLC.   

Growth patterns and carotenoid productions were similar among the select strains of GBF8, 
GBF9 and S4 as compared to original strain of GM807 in YM medium. Highest cell mass was obtained 
on day 2, while highest carotenoid production was observed on day 6. The optimum pH for cell growth 
was at 6.5 whereas; the optimum pH for carotenoid production was relatively lower. Among the selected 
medium from agricultural products, pineapple juice enhanced growth of all yeast more than coconut juice, 
sugar cane juice and yeast malt (YM) medium, respectively. Though its carotenoid content was higher in 
YM medium than that of in pineapple, coconut and sugar cane juice, pineapple juice seemed to be the 
most applicable and economical supportive medium for yeast growth as well as carotenoid production.  
The appropriate C:N ratio in culture medium could also provide higher carotenoid production. 

Characterization of the extracted astaxanthin from mutant yeast was performed in comparison 
with synthetic astaxanthin or β-carotene. The best solvents for these carotenoid were DMSO and THF at 
lower than 1% for Hela, HepG2 and Vero cells. Cytotoxicity of the extracted astaxanthin was not 
presented whereas it could enhance growth of Vero, HepG2 and Hela cells, consecutively. Additionally, it 
could diminish toxicity induced by t-BHP which was more effective in Vero than Hela cells. Protective 
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effect of astaxanthin from oxidative damage induced by t-BHP was demonstrated in both astaxanthin 
pretreated and post-treated cells by suppression membrane lipid peroxidation. By cell-free DPPH assay, 
higher scavenging free radicals activity was found for synthetic astaxanthin than β-carotene and α-
tocopherol. The Effective dose concentration 50% (EC50) of astaxanthin was higher than β-carotene and 
α-tocopherol for 2.85 and 4.43 times, respectively. The relatively low activity in the extracted astaxanthin 
was possibly due to contaminated solvent and the lower content of astaxanthin at 74% in the extract as 
compared to synthetic astaxanthin.  

Limitation in bioavailability and antioxidant activity of astaxanthin due to its low solubility and 
instability was overcome by using delivery system of lipid based polymer and surfactant. The tween 80, 
Mβ-CD and glycerol could be used at concentration of less than 0.1% (v/v), 0.2% (w/v) and 2% (v/v), 
respectively. Liposome and β-cyclodextrin could lessen the degradation rate of astaxanthin at room 
temperature but showed no different at 4 °C in the dark. Cellular uptake rate of astaxanthin was highest 
for liposome as compared to those by β-cyclodextrin and tween 80. Assessment of antioxidant activity in 
HepG2 cells from UV inducing oxidative stress showed that astaxanthin could lessen MDA level as well 
as increase catalase activity. Additionally, astaxanthin with liposome could stabilize its antioxidant 
activity as compared with astaxanthin alone. Thus, these informative data could be useful as model for 
effective use of astaxanthin in reduction of oxidative stress induced by UV. 
 
 
Keywords: P. rhodozyma, astaxantin, anticancer, antioxidant, bioavailability, delivery     
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Executive summary 

รหัสโครงการ: DBG5180019 
ชื่อโครงการ: การผลิตแอสตาแซนทินตนทุนตํ่าและการพฒันาการนําสงสารสูเซลล 
คณะผูวิจัย: ร.ศ. ดร. กัลยาณี จิรศรีพงศพนัธ    มหาวิทยาลัยศิลปากร 

ดร. นวลอนงค จิระกาญจนากิจ    มหาวิทยาลัยมหิดล 
ดร. วนิดา วัฒนการุณ     มหาวิทยาลัยศิลปากร 

หลักการและเหตุผล: แอสตาแซนทิน นอกจากใชเปนอาหารเสริมเพื่อใหสัตวมีสีสันสวยงามแลวยังนิยม
นํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมท่ีเปนประโยชนตอสุขภาพเพื่อปองกันการเกิดโรคตางๆ จากการมี
คุณสมบัติตานการเกิดออกซิเดชันท่ีดีกวาแคโรทีนอยดชนิดอ่ืนๆ แตแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจากยีสตสาย
พันธุในธรรมชาติมีปริมาณนอย ทําใหมีราคาแพงและไมคุมทุนกับการทําเปนผลิตภัณฑ   รวมท้ังยังมีปญหา
จากคุณสมบัติการชอบไขมัน (lipophilic) ทําใหแอสตาแซนทินจากผลิตภัณฑเขาสูเซลลไดไมดี หรือทําให
การนําแอสตาแซนทินไปใชไดประสิทธิภาพไมดีเทาท่ีควร 
วัตถุประสงค: โครงการวิจยันี้จึงมีวัตถุประสงคท่ีจะลดตนทุนการผลิตของแอสตาแซนทิน โดยการกลาย
พันธุยีสตเพื่อเพิ่มผลผลิต และการใชวัสดุจากผลิตผลทางการเกษตรเปนวัตถุดิบในการเล้ียงยีสต แลวจึง
ศึกษาคุณสมบัติตางๆ ของแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจากยสีต รวมท้ังศึกษาการนําสงแอสตาแซนทินสูเซลล 
เพื่อเปนขอมูลสําหรับการนําไปประยุกตใชในผลิตภัณฑตางๆตอไป  
ผลการศึกษา: การกลายพันธุยีสต Phaffia rhodozyma ดวย Ethyl methanesulphonate ซํ้าๆ หลายคร้ังรวมกับ
การคัดเลือกโคโลนีบนอาหารที่มี β-ionone ทําใหไดสายพันธุกลายพนัธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดไดมากกวาสาย
พันธุดั้งเดิมและมีสัดสวนของปริมาณแอสตาแซนทินเพิม่ข้ึน นอกจากนี้การผลิตแคโรทีนอยดก็คอนขาง
คงท่ีมากข้ึนกวาสายพันธุเดมิ การเจริญของยีสตแตละสายพันธุมีรูปแบบเดียวกนัโดยใหมวลเพิ่มข้ึนอยาง
รวดเร็วภายในวันท่ี 2 ขณะที่การผลิตแคโรทีนอยดจะคอยๆ เพิ่มข้ึนและมีปริมาณสูงสุดในวนัท่ี 6 การลด
ตนทุนการผลิตโดยการใชวสัดุจากการเกษตรเปนวัตถุดบิในการเล้ียงยสีต พบวาน้าํสับปะรดมีคุณสมบัติท่ี
เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดไดดกีวาน้ํามะพราว น้าํฝร่ังและน้ําออย ท่ีนํามาทดสอบ   

การศึกษาคุณสมบัติของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตกลายพันธุ เปรียบเทียบกับแอสตาแซน
ทินบริสุทธ์ิหรือ β-carotene ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง Hela และ HepG2 เปรียบเทียบกับเซลล 
Vero พบวาไมมีความเปนพิษตอเซลลแตกลับมีผลใหอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึนโดยเฉพาะกับเซลล 
Vero แสดงวาแอสตาแซนทินไมมีฤทธ์ิในการทําลายเซลลมะเร็งท้ังสองชนิดนี ้ และเม่ือวิเคราะห
ความสามารถตานออกซิเดชันท่ีเกิดจาก t-BHP พบวาความมีชีวิตของเซลลลดลงเม่ือความเขมขนของ t-
BHP มากข้ึนตามลําดับ แตในสภาวะท่ีมี astaxanthin และ β- carotene จะชวยใหความมีชีวิตของเซลล
เพิ่มข้ึนในระดบัตางๆกัน โดยแอสตาแซนทินใหผลการปองกันเซลล ดีกวา  β-carotene และสามารถ



 XII

บรรเทาภาวะเครียดออกซิเดช่ันท่ีเกิดข้ึนไดทําใหไดคาของ MDA ตํ่ากวาสภาวะท่ีมีตัวกระตุน t-BHP อยาง
เดียว ผลการทดสอบความสามารถตานอนุมูลอิสระโดย DPPH assay แสดงใหเหน็วา astaxanthin มีฤทธ์ิ
ตานอนุมูลอิสระมากกวา β-carotene และ α-tocopherol เปน 2.85 และ 4.43 เทาตามลําดับ   

การทดสอบประสิทธิภาพของพาหะนําสงในระดับท่ีไมเปนพิษตอเซลล พบวา liposome มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลลภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  เม่ือเทียบกับ methyl β-
cyclodextrin และ tween 80 พาหะนําสงยังชวยรักษาความเสถียรของแอสตาแซนทินในอาหารเลี้ยงเซลลได
ดีกวาสภาวะท่ีปราศจากพาหะนําสง และเม่ือประเมินความสามารถในการตานภาวะเครียดออกซิเดชันของ
เซลลจากการฉายรังสียูวีโดยใช liposome เปนพาหะนําสง   พบวาสามารถลดการสันดาปไขมันและสงเสริม
คากิจกรรมของเอนไซมฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ catalase เม่ือเปรียบเทียบกับภาวะท่ีไมมีแอสตาแซนทิน  แต
ไมสามารถบรรเทาภาวะเครียดไดดีเทากับเซลลปกติท่ีไมมีการฉายรังสี  โดยการตานภาวะเครียดออกซิเดชัน
และการลดปริมาณสารอนุมูลอิสระโดยเอนไซมไดผลดเีม่ือบมเซลลกับแอสตาแซนทินท้ังในสภาวะท่ีมีและ
ปราศจาก liposome พรอมกบัการฉายรังสี     
สรุปผล: การศึกษาวิจัยนี้ทําใหไดยีสตสายพันธุกลายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดไดมากข้ึนและคอนขางคงท่ี
มากกวาสายพันธุดั้งเดิม และยังมีสัดสวนของปริมาณแอสตาแซนทินเพิ่มข้ึน โดยสามารถใชน้ําสับปะรดเปน
วัตถุดิบราคาถูกในการเล้ียงยีสต เนื่องจากการที่มีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตแคโรที
นอยดไดดีท่ีสุด คุณสมบัติของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตกลายพันธุไมมีผลในการยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็ง Hela และ HepG2 แตสามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกิดจาก t-BHP ไดดีกวา β- carotene 
การใช liposome เปนพาหะชวยใหการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลลมีประสิทธิภาพมากข้ึน และยังชวยใน
การรักษาความเสถียรของแอสตาแซนทินได 
ประโยชนท่ีไดจากการวิจัย:งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการเพิ่มปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินจากยีสต โดย
การกลายพันธุยีสตและการใชวัสดุทางการเกษตรราคาถูกเปนวัตถุดิบในการผลิต รวมท้ังการหาสภาวะการ
ผลิตท่ีเหมาะสม ซ่ึงจะทําใหไดปริมาณแอสตาแซนทินในราคาตนทุนท่ีตํ่ากวาการใชอาหารดั้งเดิมได ขอมูล
ดังกลาวจะเปนประโยชนตอการผลิตในระดับอุตสาหกรรมในประเทศ ท่ีจะชวยลดการนําเขาและชวยให
ผลิตภัณฑท่ีมีการใชแอสตาแซนทินเปนองคประกอบมีราคาถูกลง การศึกษาคุณสมบัติแอสตาแซนทินทําให
ไดขอมูลท่ีสามารถนําไปประยุกตใชกับผลิตภัณฑไดตามความเหมาะกับคุณสมบัติของสาร ไมวาจะเปน
ผลิตภัณฑเคร่ืองสําอาง หรืออาหารเสริมของคน และขอมูลของการนําสงแอสตาแซนทินโดยใชพาหะนําสง
ท่ีเหมาะสม ความเสถียรของสารในสภาวะตางๆ ทําใหไดขอมูลท่ีเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตกับ
ผลิตภัณฑตางๆโดยใชปริมาณเร่ิมตนของสารท่ีตํ่าลงได ซ่ึงจะเปนการเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑให
อยางคุมคายิ่งข้ึน 
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ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

Astaxanthin เปนคาโรทีนอยดสีแดงที่นิยมใชและยอมรับใหเปนอาหารเสริมในการเล้ียงสัตว 
(Code of Federal Regulations 21 CFR 73.35) เพื่อใหสัตวมีสีสันสวยงามตามความตองการของผูบริโภค
และขายไดในราคาดี Astaxanthin เปนสารในกลุมเทอพีน (terpene) ท่ีมีโครงสรางคลายคาโรทีนอยด
ชนิดตางๆ แตมีสมบัติตานการเกิดออกซิเดชันไดดกีวาคาโรทีนอยดอ่ืนๆ (Cornnor and Brien 1998) จึง
นิยมนํามาพัฒนาเปนผลิตภณัฑอาหารเสริมสําหรับมนุษยมากข้ึน เนื่องจากเปนสารท่ีมีคุณสมบัติเปน
ประโยชนตอสุขภาพมากมาย ดังรายงานท่ีมีมาแลวตอไปนี้ คือ 1) การเปนสารท่ีมีสมบัติตานออกซิเดชัน
ท่ีสามารถกําจัดอนุมูลอิสระท่ีนําไปสูอาการเส่ือมทางสุขภาพและการเกิดโรคตางๆ (anti-degenerative 
disease) เชน การแก  โรคหัวใจขาดเลือด โรคความเส่ือมทางระบบประสาท  (Hussein, 2006) และ
โรคมะเร็ง (Teo et al. 2005)  2) คุณสมบัติปองกันการเกิดแผลในกระเพาะอาหารที่เกิดจากยา naproxen 
และแอลธานอล (Kim et al. 2005a: 2005b) และ Helicobacter pylori  (Wang et al, 2000) และ 3) 
คุณสมบัติชวยการตอบสนองระบบภูมิคุมกันของหนู BALB/C โดยกระตุน spleen cells ใหสราง 
polyclonal antibody เพิ่มข้ึน (Okai and Okai 1996) เปนตน จากคุณสมบัติตางๆขางตน จึงมีการนํา 
astaxanthin มาเปนองคประกอบในผลิตภัณฑตางๆ เพิ่มมากข้ึน ไมวาจะเปนอาหารเล้ียงสัตว อาหาร
เสริมสําหรับมนุษยและเคร่ืองสําอาง อยางไรก็ตาม การใช astaxanthin มักมีปญหาเดยีวกัน คือ การไม
สามารถใชประโยชนอยางเต็มท่ีของ astaxanthin ในผลิตภัณฑได อันเนื่องมาจากสมบัติการชอบไขมัน 
(lipophilic) ของ astaxanthin  (Lockwood, 2003) ท่ีทําใหผลิตภณัฑเขาสูเซลลไดไมดี นอกจากนี้ การ
นําไปใชประโยชนเปนผลิตภัณฑยังประสบปญหาจากการท่ี astaxanthin ท่ีผลิตไดจากยีสต Phaffia 
rhodozyma หรือ Xanthophyllomyces dendrorhous มีปริมาณนอย ซ่ึงมีผลทําให astaxanthin มีราคาแพง
ไมคุมทุนตอการนํามาทําเปนผลิตภัณฑ (ประมาณ 2000-2500 ดอลลารสหรัฐอเมริกาตอกิโลกรัม) ดังนั้น 
โครงงานวิจัยนี้ จึงมีวัตถุประสงคท่ีจะลดตนทุนการผลิตของ astaxanthin ซ่ึงเปนปญหาสําคัญเร่ิมตนท่ี
ตองแกไข เพื่อใหไดปริมาณการผลิตมากข้ึนในตนทุนการผลิตท่ีตํ่าลง โดยการกลายพันธุยีสตและใช
วัสดุราคาถูกจากการเกษตรมาเปนอาหารเลี้ยงยีสต จากนั้นศึกษาวิเคราะหสมบัติตางๆของ astaxanthin ท่ี
ผลิตไดจากยีสตซ่ึงเปนประโยชนในการนําไปประยุกตเปนผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ โดยเฉพาะคุณสมบัติ
ตานออกซิเดชัน และการตานเซลลมะเร็ง จากนัน้จงึปรับปรุงสมบัติของผลิตภัณฑในการนําสงสาร 
astaxanthin แกเซลล เพื่อใหไดขอมูลพื้นฐานของการนาํสงสารสําหรับใชในผลิตภณัฑตางๆตอไป โดย
การศึกษาวิจยัดังกลาว จะทําใหเกิดการเพิม่มูลคาของวัสดุเหลือท้ิงท่ีเปนผลผลิตทางการเกษตร ชวยเพิ่ม
โอกาสการนําแอสตาแซนทินไปใชไดมากข้ึน สงผลใหเกิดการพึ่งพาตนเองของประเทศ และสามารถทํา
ใหเกิดการพัฒนางานดานผลิตภัณฑอาหารเสริมสุขภาพของท้ังคน และของสัตวในประเทศไดตอไปใน
อนาคต  
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วัตถุประสงค 
1. เพื่อลดตนทุนการผลิตแอสตาแซนทิน โดยการกลายพันธุยีสตรวมกับการใชแหลงอาหารท่ีมีราคาถูก

จากวัสดุทางการเกษตร  

2. ศึกษาหาสภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมท่ีใหไดการผลิตแอสตาแซนทินสูงข้ึน 

3. ศึกษาวเิคราะหคุณสมบัติของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตท่ีเพาะเล้ียงไดเทียบกับแอสตาแซนทิน

บริสุทธ์ิ 

4. ศึกษาปรับปรุงการนําสงแอสตาแซนทิน และตรวจสอบประสิทธิภาพการนําสงแอสตาแซนทินสู

เซลล   

      
ระเบียบวิธีวิจัย 

1. การเพิ่มผลผลิตแอสตาแซนทิน โดยการกลายพันธุยสีตใหสามารถผลิตแอสตาแซนทินสูงข้ึน 
จากนั้นตรวจสอบความสามารถผลิตแอสตาแซนทินของสายพันธุกลายพันธุในอาหาร YM เพื่อใหได
สายพันธุท่ีผลิตแอสตาแซนทินสูงข้ึน 

2. การลดตนทุนการผลิตแอสตาแซนทิน โดยการเพาะเล้ียงสายพันธุกลายพันธุในอาหารที่เปนวัสดุ
จากการเกษตร แลวหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตแอสตาแซนทินในอาหารนั้น ในข้ันตอนนี้ จะนํา
สายพันธุกลายพันธุท่ีเหมาะสมมาเล้ียงในอาหารท่ีเปนวสัดุจากการเกษตร โดยพิจารณาจากมวลยสีต และ
ปริมาณแอสตาแซนทินท่ีผลิตได เพื่อใหไดสายพันธุท่ีผลิตแอสตาแซนทินไดดีท่ีสุด จากนัน้จะใชสาย
พันธุนั้นมาเปนแบบจําลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงยีสตเพื่อผลิตแอสตาแซนทินใหสูงข้ึน โดย
ศึกษาหาความเขมขนของอาหารหรือปริมาณแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมจากชวงความเขมขนตางๆต้ังแต 
2.5-50 % (v/v)  ซ่ึงเม่ือไดความเขมขนของแหลงคารบอนในอาหารเหมาะสมแลว จะหาแหลงไนโตรเจน
ท่ีเหมาะสม โดยพิจารณาเลือกแหลงไนโตรเจนท่ีมีรายงานแลววาสามารถทําใหยีสตผลิตแอสตาแซนทิน
สูงได เชน urea+NaH2PO4, KNO3, (NH4)2SO4, beef extract  และ KNO3+(NH4)2SO4+ beef extract  
จากนั้นจะใชระบบบัฟเฟอรมาเตรียมอาหาร (ท่ีมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนเหมาะสมแลว) ใหได
ความเปนกรดดางในชวง 4-5 ท่ีใหการผลิตแอสตาแซนทินสูงข้ึน และสุดทายศึกษาหาสัดสวนของ
คารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสม ซ่ึงจะใหไดขอมูลสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตแอสตาแซนทินจาก
ยีสตได 

3. การตรวจสมบัติตางๆ ของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยสีต โดยการวเิคราะหหาความสามารถ
ตานออกซิเดชันเทียบกับ ß-carotene ท้ังในระบบท่ีเปน cell system และ cell free system โดยการ
ตรวจสอบในระบบ cell system จะตองทําการตรวจสอบความเปนพิษของแอสตาแซนทินท่ีสกดัไดจาก
ยีสตกอน หลังจากนั้นจึงนําความเขมขนท่ีเหมาะสมของแอสตาแซนทิน มาตรวจสอบความสามารถลด
ภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกดิจาก tert-butyl hydroperoxide ดวยการวดัจํานวนเซลลมีชีวิตท่ีเหลืออยู (cell 
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viability assay) และวดัความสามารถตาน lipid peroxidation โดยการวิเคราะหดวยวธีิ MTT assay และ
Thiobarbituric acid reactive substabance (TBARS) assay ตามลําดับ รวมท้ังตรวจสอบสมบัติตานอนุมูล
อิสระของ Astaxanthin และ ß-carotene เทียบกับ α-tocopherol ในระบบ cell free system ดวยวิธี DPPH 
assay  จากนั้นตรวจสอบความสามารถทําลายเซลลมะเร็ง Hela และ HepG2 ของแอสตาแซนทินเทียบกับ
เซลล Vero โดยตรวจสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเซลลดวยวิธี MTT assay และ 
cologenic assay 

4. การปรับปรุงการนําสงแอสตาแซนทินสูเซลลและการประเมินประสิทธิภาพการนําสง โดยข้ัน
แรกจะประเมินเลือกใชพาหะนําสงท่ีไมเปนพิษตอเซลล ท้ังพอลิเมอรชนิด lipid-based และสาร 
surfactant ไดแก สารในกลุม Tween จากนั้นศึกษาประสิทธิภาพการนําสงของพาหะนําสงในเซลลไลน 
โดยมีการเปรียบเทียบกับแอสตาแซนทินท่ีอยูในสารละลายดวย และเม่ือไดพาหะท่ีเหมาะสมจะทําการ
ออกแบบแบบจําลอง/ระบบทางคณิตศาสตรในการอธิบายกลไกของระบบการนําสง  astaxanthin ท่ี
พัฒนาขางตนตอไป 

 
การดําเนินงานวิจัย   

สวนท่ี 1 การลดตนทุนการผลิตแอสตาแซนทิน  

ยีสตท่ีสามารถผลิตแอสตาแซนทินไดมากกวาแคโรทีนอยดตัวอ่ืนๆ สวนใหญเปนยีสตในกลุม 
Phaffia rhodozyma และ Xanthophyllomyces dendrorhous โดยสายพันธุท่ีนํามาทําการกลายพันธุใน
งานวิจยันี้เปน Phaffia rhodozyma ท่ีผานการกลายพันธุดวยรังสีแกมมา และรังสีนวิตรอนมาแลว และมี
สายพันธุเปน GM807, FN99 และ N78 ตามลําดับ ซ่ึงเปนยีสตท่ีไดรับการอนุเคราะหจากกลุมงานวิจยั
รังสีในอุตสาหกรรม โครงการวิจยัรังสีเพือ่การเกษตร สํานักงานปรมาณูเพื่อสันติ อยางไรก็ตาม ยีสตสาย
พันธุดังกลาวมีความสามารถผลิตแคโรทีนอยดไดไมเสถียร การถายเล้ียงเร่ือยๆทาํใหยีสตมีการผลิตแค
โรทีนอยดลดลง ดังเชนขอมูลท่ีรายงานโดย An et al (1989) วาสายพันธุกลายพนัธุสวนใหญมักไม
เสถียร และมีการผลิตแคโรทีนอยดลดลงเรื่อยๆ ซ่ึงจากการตรวจสอบความสามารถผลิตแคโรทีนอยด
ของยีสตสายพันธุดังกลาว ดวยการบมเล้ียงในอาหาร YM แลววิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดท่ีไดจาก
ยีสต พบวาความสามารถผลิตแคโรทีนอยดของยีสตดังกลาวเปน 200, 260 และ 200 μg/g yeast 
ตามลําดับ ซ่ึงเปนระดับท่ีเทาปริมาณแคโรทีนอยดท่ีพบในยีสตสายพันธุตามธรรมชาติ  งานวิจยัจากนี้จึง
มีวัตถุประสงคท่ีจะการกลายพันธุยีสตเพือ่ปรับปรุงความสามารถผลิตแคโรทีนอยดใหมากข้ึน และให
ไดสายพันธุท่ีมีการผลิตแคโรทีนอยดเสถียรข้ึน   
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1.1 การเพิ่มผลผลิตโดยการกลายพันธุยีสต  

1.1.1 การกลายพันธุยีสตดวย Ethyl-methanesulfonate (EMS) 

การกลายพันธุยีสตสามารถทําไดหลายวิธีท้ังการใชสารเคมี และรังสี ในงานวิจยันี้ไดเลือกใช
สารเคมี เนื่องจากการกลายพันธุดวยสารกอการกลายพนัธุหลากหลายชนิด (หลังจากผานรังสีแกมมา
และนิวตรอน) นาจะเพิ่มโอกาสการไดสายพันธุกลายพนัธุมากข้ึน และตองใช EMS แทน (N-methyl-N'- 
nitro-N- nitrosoguanidine) NTG ท่ีตองการใชในการวางแผนวิจยัเร่ิมแรก เนื่องจาก NTG เปนสาร
อันตรายท่ีไมสามารถส่ังซ้ือมาใชในงานวจิัยนี้ได อยางไรก็ตามการกลายพันธุไดดําเนินการโดยการเล้ียง
ยีสตท้ัง 3 สายพันธุในอาหาร YM เปนเวลา 1-2 วัน ซ่ึงเปนระยะท่ีเซลลมีการเจริญดี ท่ีความหนาแนน
เซลล 108 cell/ml มาบมกับ EMS ท่ีความเขมขนและเวลาตางๆ โดยในการกลายพันธุคร้ังแรก ไดใช 
EMS ท่ีความเขมขน 2 % (v/v) เปนเวลา 15, 30 และ 45 นาที พบวาการบมเซลลยีสตท้ังสามสายพันธุกับ 
EMS จะใหผลในลักษณะเดียวกัน คือ การบมท่ีเวลาส้ันจะมีปริมาณเซลลมีชีวิต หรือสัดสวนการรอดสูง
กวาการบมท่ีระยะเวลานานดังแสดงในรูปท่ี 1  โดยสัดสวนการรอดของเซลลท่ีนอยกวา 20 % ท่ีเวลา 15 
นาทีข้ึนไป เซลลท่ีมีชีวิตนาจะเปนเซลลท่ีมีโอกาสเปนสายพันธุกลายพนัธุสูงตามการศึกษาของ An et al 
(1989) และ Sun et al (2004) ท่ีพบวาสภาวะท่ีมีรังสี หรือสารกลายพันธุท่ีใหอัตราการรอดตํ่าๆ จะทําให
เกิดสภาวะไมเหมาะสม และทําใหยีสตท่ีรอดชีวิตมีคุณสมบัติเพิ่มปริมาณการผลิตแคโรทีนอยดมากข้ึน
เพื่อปองกันตัวเซลลเองจากปจจัยดังกลาว จึงทําใหมีโอกาสไดสายพันธุกลายพนัธุท่ีผลิตแคโรทีนอยด
สูงข้ึน 
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รูปท่ี 1 สัดสวนการรอดชีวิต (  survival fraction) และปริมาณเซลลมีชีวติ (  survival cells/ml) ของ
เช้ือ GM807 หลังการบมกับ EMS ท่ีความเขมขน 20μl/ml (2%v/v) เปนเวลา 15, 30 และ 45 นาที 
 

จากการสังเกตุลักษณะความเขมของสีพบวาโคโลนีจากการกลายพันธุใหสีเขมมากกวาสายพันธุ 
GM807 เดิม ขณะท่ีขนาดโคโลนีของเซลลท่ีผานการบมกับ EMS ท่ีระยะการบม 30 นาที มีขนาดใหญ
กวาท่ี 45 และ 15 นาทีและใหญกวา GM807 เดิมตามลําดับ โคโลนีท่ีมีสีเขมและมีขนาดใหญทุกกลุมจะ
นําไปวิเคราะหหาปริมาณแคโรทีนอยด โดยเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมของแตละเช้ือกอนการคัด
กรองเลือกเช้ือไปทําการกลายพันธุซํ้า  ยีสตท่ีผานการกลายพันธุจากยีสต GM807 คือ สายพันธุ GEF1, 
GEF2 และ GEF3 มีปริมาณการผลิตแคโรทีนอยดเพิ่มข้ึน เม่ือนํามากลายพันธุซํ้า พบวามีความตานทาน
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ตอความเปนพษิของ EMS สูงข้ึนกวาสายพันธุเดิม และมีสัดสวนการรอดของเซลลสูงกวา GM807 ท่ี
ความเขมขนของ EMS ท่ีเพิ่มข้ึน และระยะเวลาการบมนานข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 2 
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รูปท่ี 2 สัดสวนการรอดชีวิตของเซลลยีสตสายพันธุ GM807 และสายพนัธุกลายพันธุหลังการบมกบั 
EMS ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาที (  ) และ 45 นาที ( ) โดยท่ีสายพันธุ GEF ไดจากการ
กลายพันธุคร้ังท่ี 1 และสายพนัธุ GES ไดจากการกลายพันธุคร้ังท่ี 2 
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รูปท่ี 3 สัดสวนการรอดชีวิตของเซลลยีสตสายพันธุ N78, FN99 และสายพันธุกลายพนัธุหลังการบมกับ 
EMS ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 15 นาที ( ) และ 30 นาที ( )โดยท่ีสายพันธุ NEF และ FEF ไดจาก
การกลายพันธุคร้ังท่ี 1 สายพันธุ NES และ FES ไดจากการกลายพันธุคร้ังท่ี 2 และสายพันธุ NET และ 
FET ไดจากการกลายพันธุคร้ังท่ี 3 

 
สวนการกลายพันธุยีสต N78 และ FN99  พบวาการเพิ่มเวลาหรือความเขมขนของ EMS เซลลมี

อัตราการรอดลดลง แตกรณท่ีีความเขมขนคงเดิม อัตราการรอดของเซลลก็สูงข้ึนท้ังในการกลายพันธุซํ้า
คร้ังท่ี 2 และ 3 ดังแสดงในรูปท่ี 3  โดยในการกลายพนัธุซํ้าคร้ังท่ีสองพบวายสีตมีขนาดโคโลนีเล็กลง 
และมีสีเขมไมแตกตางจากสายพันธุเดิมจากการสังเกตดวยตามากนัก นอกจากนี้พบวามีโคโลนีสีเหลือง 
และสีขาวเพิ่มข้ึนจากการตรวจสอบดูใตกลอง โดยเซลลหลังการกลายพันธุจะใหโคโลนียีสตสีเหลือง
ขนาดเล็กจํานวนมาก ขณะท่ียีสตโคโลนีสีขาวพบมีเซลลขนาดใหญเม่ือเทียบกับสายพันธุกอนการกลาย
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พันธุ จึงอาจเปนไปไดวาการกลายพันธุ N78 และ FN99  ดวย EMS ซํ้าๆ มีผลใหเกิดการเปล่ียนแปลง
ของยีนสรางแอสตาแซนทินทําใหไมสามารถนํา β-carotene ไปใช แลวเกดิการสะสม β-carotene ทําให
เห็นโคโลนีเปนสีเหลือง สวนยีสตท่ีโคโลนีสีขาวอาจมีการเปล่ียนยีนท่ีสังเคราะห β-carotene และ
แอสตาแซนทินใหไมทํางาน ทําใหไมมีการสะสมของแอสตาแซนทินและ ß-carotene ในยีสต แลวให
โคโลนีเปนสีขาว  ตามขอมูลวิถีการสรางแอสตาแซนทินของ Phaffia rhodozyma ท่ีรายงานโดย Visser 
et al. ( 2003)      

 

1.1.2 การคัดเลือกจากความสามารถในการเจริญและผลิตแคโรทีนอยดของยีสตกลายพันธุ 
การกลายพันธุยีสต GM807 สามารถคัดแยกเช้ือกลายพันธุไดจํานวน 9 โคโลนี ท่ีมีการเจริญดี 

หรือใหโคโลนีสีเขม นํามาเล้ียงเพื่อเปรียบเทียบการเจริญของเซลลและการผลิตแคโรทีนอยดตอน้าํหนัก
แหงของยีสตเทียบกับสายพนัธุดั้งเดิม ซ่ึงไดขอมูลดังแสดงในรูปท่ี 4  
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รูปท่ี 4 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตสายพันธุดั้งเดิม GM807 และยีสตท่ีผาน
การกลายพันธุดวย EMS ท่ี2% (v/v) โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรที
นอยด (mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g) GM807 เปนสายพันธุดั้งเดิมและ 
GEF คือสายพันธุท่ีไดจากการกลายพันธุคร้ังท่ี 1 
 

พบวายีสตกลายพันธุสวนใหญท่ีคัดเลือกไดมีการเจริญเติบโตใหมวลเซลลอยูในชวงใกลเคียง
กัน ขณะท่ีสายพันธุ GEF4 และ GEF5 มีการเจริญของเซลลสูงกวาสายพันธุ GM807 อยางมีนยัสําคัญ
และเม่ือพิจารณาความสามารถสรางแคโรทีนอยดของสายพันธุท่ีคัดเลือกได พบวายีสต GEF1, GEF2 
และ GEF3 เปนสายพันธุท่ีใหปริมาณแคโรทีนอยดตอน้าํหนักยีสตดีกวาสายพันธุดั้งเดิมเปน 1.83, 2.72, 
1.71 เทาตามลําดับ จึงนําท้ังสามสายพันธุไปกลายพนัธุในคร้ังตอไป นอกจากนีไ้ดนําเช้ือท้ังสามและสาย
พันธุดั้งเดิมมาศึกษาความสามารถการผลิตแคโรทีนอยดท่ีการถายเล้ียง 5 รุน เพื่อดูความเสถียรในการ
ผลิตแคโรทีนอยดของยีสตท่ีคัดเลือกไวดวย 
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จากการกลายพันธุคร้ังท่ี 2 โดยใชสายพันธุ GEF1, GEF2 และ GEF3 คัดเลือกไดรุนลูกท่ีมี
ลักษณะของขนาดโคโลนีท่ีใหญกวาหรือสีท่ีเขมกวาในจาํนวนของเช้ือท่ีไดจํานวน 11 โคโลนี (GES) มา
ศึกษาการเจริญและความสามารถผลิตแคโรทีนอยด (รูปท่ี 5) พบวาสายพันธุกลายพันธุท่ีคัดเลือกไวมี
การเจริญเติบโตใหมวลอยูในชวงไมแตกตางหรือลดลงจากสายพันธุดัง้เดิมเล็กนอย สวน GES9 และ 
GES11 ท่ีมาจากจากสายพันธุ GEF3  พบวามีการเจริญใหมวลสูงกวาสายพันธุดั้งเดมิ สวนการผลิตแคโร
ทีนอยดพบวาสายพันธุกลายพันธุท่ีคัดเลือกไวจากกลุม GEF1 และ GEF2 มีปริมาณการผลิตลดลงจาก
สายพันธุดั้งเดมิ ขณะท่ีสายพันธุจากกลุม GEF3  แมจะมีปริมาณการผลิตแคโรทีนอยดลดลงจากสาย
พันธุดั้งเดิม แตเม่ือพิจารณาขอมูลการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดพบวา GES6, GES8 และ GES11 
ยังคงใหปริมาณแคโรทีนอยดตอยีสตสูงกวา GM807 เปน 1.7-1.8 เทา และใหปริมาณการผลิตแคโรที
นอยดเพิ่มข้ึนเปน 1.16-1.25 เทา ดังนั้น จึงนํายีสตดังกลาวมากลายพันธุซํ้าตอไป 
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รูปท่ี 5 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตดั้งเดิม (*) และยีสตท่ีผานการกลายพันธุซํ้า
ดวย EMS ท่ี 5 % (v/v) โดย      เปนน้ําหนกัเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรทีนอยด (mg/l)  

  เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g),   
* แสดงถึงสายพันธุเร่ิมตนท่ีนํามากลายพันธุในแตละกลุม 
 

การกลายพันธุคร้ังท่ี 3 โดยใชสายพันธุ GES6, GES8 และ GES11 มากลายพันธุแลวคัดเลือกรุน
ลูกไดจํานวน 7 โคโลนีมาศึกษาการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยด (รูปท่ี 6) พบวายีสตกลายพันธุท่ี
คัดเลือกไวสวนใหญมีการเจริญเติบโตใหมวลสูงกวาสายพันธุเดิมอยางเห็นไดชัด รวมท้ังสายพันธุ 
GETH1 ซ่ึงไดจากการกลายพันธุดวยการบมกับ EMS ซํ้าๆอยางตอเนื่อง 2 คร้ังกบั GES11 โดยผานการ
เล้ียงขามคืนแลวกลายพันธุซํ้าทันที และ สายพันธุ GETH2 และ GETH3 ท่ีทําในลักษณะเดียวกันกับ 
GES6 เม่ือพิจารณาคาปริมาณแคโรทีนอยดตอยีสตพบวาสายพันธุคัดเลือกท่ีไดมีปริมาณการผลิตแคโรที
นอยดลดลงจากสายพันธุเดิมเล็กนอย แตเม่ือเทียบกับ GM807 พบวา GET10, GET7 GETH1 สามารถ
ผลิตแคโรทีนอยดเพิ่มจาก GM807 เปน 1.34, 1.46 และ 1.29 เทาตามลําดับ ดังนัน้ การกลายพันธุท่ีทําใน
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งานวิจยันี้พบวาการกลายพนัธุ 3-4 คร้ังไมไดทําใหไดสายพันธุกลายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดสูงมากนกั 
ในขณะท่ีสวนใหญมีการเจริญเติบโตใหมวลสูงกวาสายพนัธุเดิม 
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รูปท่ี 6  ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยีสตดั้งเดิม (*) และยีสตท่ีผานการกลายพันธุ
ซํ้าดวย EMS ท่ี 8 % (v/v) โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรทีนอยด
(mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสต (μg/g) 
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รูปท่ี 7 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยีสต N78 และ FN99 และสายพันธุท่ีผานการ
กลายพันธุดวย EMS ท่ี 2 % (v/v) โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรที
นอยด (mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g) 

 

สวนการคัดเลือกสายพันธุกลายพันธุจาก FN99 และ N78 ทําในทํานองเดียวกนัโดยคัดเลือก
ยีสตกลายพนัธุมาสายพันธุละ 5 โคโลนี มาศึกษาการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยด และนําไปถายเล้ียง
ตอในอาหาร YM พบวามีบางสายพันธุท่ีมีการเจริญโดยไมผลิตสี หรือมีสีสมออนและเหลือง ยกเวนสาย
พันธุ NEF4 และ FEF3 ท่ีมีสีสมเขมมีการเจริญดี และ/หรือใหผลการผลิตแคโรทีนอยดดดีังแสดงในรูปท่ี 
7  จึงนําเช้ือท้ังสองสายพันธุมาทําการกลายพันธุซํ้าตอไป  ซ่ึงใหผลดังแสดงในรูปท่ี 8  ท่ีพบวาการกลาย
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พันธุคร้ังท่ีสอง กลับใหปริมาณการสรางแคโรทีนอยดในยีสตลดลง ดังนั้นจึงไมไดนําสายพนัธุกลาย
พันธุดังกลาวมาตรวจวเิคระหหาปริมาณแคโรทีนอยดอีกตอไป  
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รูปท่ี 8 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตดั้งเดิม NEF4, FEF3 และสายพันธุท่ีผาน
การกลายพันธุซํ้าดวย EMS ท่ี 5 % (v/v) โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแค
โรทีนอยด (mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g) 
 

1.1.3 การคัดเลือกสายพันธุยีสตกลายพนัธุดวย β-ionone 
การปรับปรุงข้ันตอนการคัดเลือกสายพันธุกลายพันธุโดยการใช β-ionone พบวาทําใหโคโลนี

ของยีสตมีสีซีดลงกวาสภาวะท่ีไมมี β-ionone เนื่องจาก β-ionone เปน ring analog ของ β-carotene ท่ี
ยับยั้งการผลิตแอสตาแซนทินในยีสตท่ีระดับของ β-carotene ได (Lewis et al., 1990) ดังนั้นยีสตท่ีผลิต
แอสตาแซนทินไดมากก็จะมีสีเขมกวา ในขณะท่ียีสตท่ีผลิตแอสตาแซนทินไดนอยจะมีสีซีดหรือสี
เหลือง วิธีการคัดเลือกโดยใช β-ionone จึงเปนการชวยใหการคัดเลือกยีสตทําไดงายข้ึน ซ่ึงวิธีการ
คัดเลือกดังกลาว ไดสายพันธุสวนใหญท่ีเจริญไดดีข้ึนดงัแสดงในรูปท่ี 9  แตความสามารถผลิตแคโรที
นอยดพบวาไมแนนอน โดยมีท้ังท่ีผลิตไดเพิ่มข้ึนและลดลง และพบวาสายพันธุ GBF8 เปนสายพนัธุท่ีมี
แนวโนมดีเม่ือเทียบกับ GM807 ซ่ึงใหการผลิตแคโรทีนอยด (μg/g) และการเจริญ (g/l)  เพิ่มข้ึนเปน 1.57 
และ 1.87 เทาตามลําดับ และจะมีผลใหมีปริมาตรการผลิตแคโรทีนอยด (mg/l) เพิ่มข้ึนเปน 2.2 เทา
มากกวา GM807 ดังนั้น โดยสรุปในการศึกษานี้พบวาการกลายพันธุซํ้าๆ ดวย EMS ท่ีความเขมขนมาก
ข้ึนไมไดทําใหสายพันธุกลายพันธุท่ีไดมีปริมาณการผลิตแคโรทีนอยดสูงข้ึนมากนัก แตกลับทําใหมีการ
เจริญเพิ่มข้ึน โดยสารกลายพันธุ EMS อาจไมมีประสิทธิผลใหเกิดการกลายพันธุไดดี และอาจเปนเพียง
สารท่ีกระตุนใหเกิดการเจริญมากข้ึนหลังกอภาวะเครียดกับเซลลใหเซลลซอมแซมตัวเอง หรือการท่ี
ไมไดสายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดสูงข้ึนในงานวิจยันี ้ อาจเกดิจากขอจํากัดของสายพันธุยีสตเร่ิมตนเอง 
เนื่องจากพบวาสายพันธุ N78 และ FN99 เม่ือนําไปกลายพันธุซํ้าดวย EMS ในคร้ังท่ีสองทําใหยีสตผลิต
แคโรทีนอยดไดลดลงและใหสีโคโลนีเปนสีเหลืองและขาวเพ่ิมข้ึน แตการไดยีสตกลายพันธุท่ีดีกวาจาก



 

 

10 

สายพันธุ GM807 อาจเกิดจาก EMSไปชวยเพิ่มเอนไซมท่ีเกี่ยวของกบัการเจริญของยีสตใหเห็นเดนชัด 
และอาจมีผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงยีนท่ีเกีย่วของกับวิถีการสรางแคโรทีนอยด ซ่ึงจะตองวิเคระห
ปริมาณสัดสวนและชนดิตางๆของแคโรทีนอยดท่ีผลิตไดจากยีสตตอไป  
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รูปท่ี 9 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตดั้งเดิม GM807 และสายพันธุกลายพนัธุท่ี
คัดเลือกบน β-ionone โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)   เปนความเขมขนแคโรทีนอยด (mg/l)  

  เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g) 

1.1.4 การคัดเลือกสายพันธุยีสตกลายพนัธุท่ีสามารถผลิตแอสตาแซนทินไดคงท่ี 

การศึกษาความเสถียรของ GM807 และสายพันธุคัดเลือกท่ีผานการกลายพันธุดวย EMS ในแต
ละรุนพบวาสายพันธุกลายพนัธุท่ีคัดเลือกไวจากรุนท่ี 1 คือสายพันธุ GEF1, GEF2 และ GEF3 ใหผลการ
เจริญและการผลิตแคโรทีนอยดในระยะเวลาการถายเล้ียงท้ัง 5 รุนแสดงในรูปท่ี 10 ซ่ึงพบวา GEF3 มี
การเจริญลดลง ในขณะท่ีสายพันธุ GEF1และ GEF2 มีการเจริญสูงกวา อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณา
ความสามารถในการสรางแคโรทีนอยดของยีสตสายพันธุดังกลาว พบวา GM807 มีการผลิตท่ีไมคงท่ีใน 
5 รุนของการถายเล้ียง  ขณะท่ีสายพันธุ GEF1 แมมีแนวโนมท่ีผลิตแคโรทีนอยดลดลงเม่ือถายเล้ียงมาก
ข้ึน แตก็ใหปริมาณการผลิตสูงกวา GM807  สวน GEF2 และ GEF3 มีการผลิตลดลงอยางชัดเจนในรุนท่ี 
2 แตหลังจากนั้นการผลิตจะคอยๆ เพิ่มข้ึนเล็กนอย  ดังนั้นการกลายพนัธุคร้ังแรกดวย EMS ใหสายพันธุ
กลายพันธุท่ีมีแนวโนมของการผลิตแคโรทีนอยดเฉล่ียใน 5 รุนของการถายเล้ียงของ GEF1, GEF2 และ 
GEF3 สูงกวาสายพันธุเดิมคือ GM807 เพียงเล็กนอย  
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รูปท่ี 10 การเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตสายพันธุดั้งเดิม GM807 และสายพันธุกลายพนัธุท่ี
รุนตางๆของการถายเล้ียง โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรทีนอยด 
(mg/l) และ    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g), P1, 2, 3, 4 และ 5 แสดงรุนตางๆ ของ
การถายเล้ียง  
 

ในการศึกษาความเสถียรของสายพันธุท่ีคัดเลือกจากการกลายพันธุดวย EMS คร้ังท่ี 2 คือสาย
พันธุ GES4, GES6, GES8 และ GES11 ท่ีระยะเวลาการถายเล้ียงท้ัง 5 รุนไดผลแสดงในรูปท่ี 11 ซ่ึง
พบวาแตละสายพันธุคอนขางจะมีการเจริญท่ีไมคงท่ี แตมีแนวโนมท่ีดีคือมีการเจริญท่ีไมตํ่ากวาในรุน
แรกและมีการเจริญใหมวลมากกวา GM807 เม่ือพิจารณาความสามารถในการสรางแคโรทีนอยดของ
ยีสตกลุมนี ้ พบวาการผลิตแคโรทีนอยดมีแนวโนมในทางเดยีวกันคือมีการผลิตไดไมคงท่ีในแตละรุน
ของการถายเล้ียง และใหปริมาณการผลิตสูงกวา GM807 เล็กนอย  
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รูปท่ี 11 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตสายพันธุกลายพันธุ (GES 4, 6, 8, 11) ท่ี
รุนตางๆของการถายเล้ียง โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรทีนอยด
(mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสต (μg/g), P1, 2, 3, 4 และ 5 แสดงรุนตางๆ ของการ
ถายเล้ียง  
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  การศึกษาความเสถียรของสายพันธุยีสต GET 7, GET 10 และ GETH2 ท่ีผานการกลายพันธุซํ้า 
3 คร้ัง แสดงในรูปท่ี 12 พบวายีสตมีการเจริญใหมวลมากข้ึนและมากกวา GM807 ประมาณ 1.1-1.4 เทา 
โดย GET 7 และ GET 10 มีความสามารถเจริญสมํ่าเสมอในแตละรุนของการถายเลี้ยงมากกวา GETH2 
สวนการผลิตแคโรทีนอยดพบวาเช้ือท้ัง 3 สายพันธุมีการผลิตแคโรทีนอยดสูงกวา GM807ไมแตกตาง
กันมากนัก ดังนั้น การกลายพันธุซํ้าๆ  สามารถไดสายพันธุกลายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดสูงข้ึนไมมาก
นัก โดยสายพันธุดังกลาวมีความสามารถเจริญใหมวลมากข้ึน แลวมีผลใหมีปริมาตรการผลิตแคโรที
นอยดเพิ่มข้ึน 
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รูปท่ี 12 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตสายพันธุกลายพันธุ (GET 7, 10, GETH 
2) ท่ีรุนตางๆ ของการถายเล้ียง โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรทีนอยด
(mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสต (μg/g), P1, 2, 3, 4 และ 5 แสดงรุนตางๆ ของการ
ถายเล้ียง  
 

สวนการศึกษาความเสถียรของ N78 และ NEF4 (รูปท่ี 13) พบวา สายพันธุท้ังสองมีการเจริญ
ลดลง และคอยๆคงท่ีในระยะของการถายเลี้ยงรุนท่ี 3-5 โดยความสามารถผลิตแคโรทีนอยดของยสีตท้ัง
สองมีปริมาณการผลิตคอนขางไมคงท่ีเชนกันในแตละรุนของการถายเล้ียง อยางไรก็ตาม ยีสตกลายพันธุ 
NEF4 ใหภาพรวมแนวโนมการผลิตแคโรทีนอยดสูงกวา N78 ประมาณ 1.3-1.4 เทา ขณะท่ีสายพันธุ
กลายพันธุ FEF3 และ FEF4 มีการเจริญใหมวลไมคงท่ีเชนกันในการถายเล้ียงแตละคร้ัง (รูปท่ี 14) 
อยางไรก็ตามสายพันธุ FEF3 และ FEF4 ท่ีไดมีแนวโนมของอัตราการเจริญดีกวา FN99 ขณะท่ี
ความสามารถผลิตแคโรทีนอยดของยีสตพบวา FN99 และ FEF3 มีปริมาณการผลิตท่ีไมคงท่ีในแตละรุน
ของการถายเล้ียง โดยยีสตกลายพันธุ FEF4 มีแนวโนมใหการผลิตดีกวาซ่ึงใหปริมาณการผลิตคอนขาง
คงท่ีกวา และใหปริมาณแคโรทีนอยดสูงกวา FN99  1.15 เทา ดังนั้นการกลายพันธุ N78 และ FN99 ดวย 
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EMS หนึ่งคร้ัง สามารถใหปริมาณการผลิตแคโรทีนอยดสูงข้ึนไดในลักษณะใกลเคียงกันกับสายพันธุ
กลายพันธุจาก GM807   
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รูปท่ี 13 ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตสายพันธุดั้งเดิม N78 และ NEF4 ท่ีรุน
ตางๆ ของการถายเล้ียง โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปนความเขมขนแคโรทีนอยด (mg/l)  

  เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (μg/g) 
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รูปท่ี 14  ความสามารถเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตสายพันธุดั้งเดิม FN99 และสายพันธุ
กลายพันธุ FEF3 และ FEF4 ท่ีรุนการถายเลี้ยงตางๆ  โดย      เปนน้ําหนักเซลลแหง (g/l)    เปน
ความเขมขนแคโรทีนอยด (mg/l)    เปนปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสต (μg/g) 

 
เม่ือพิจารณาโดยรวมถึงความเสถียรของยีสตในการผลิตแคโรทีนอยดระหวางการถายเล้ียง 5 

รุน พบวา สายพันธุท้ังหมดท่ีคัดเลือกไวมีการผลิตโรทีนอยดและการเจริญไดไมคงท่ีในแตละรุนใน
ลักษณะใกลเคียงกันกับสายพันธุดั้งเดิม อยางไรกต็ามการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดในสายพันธุ
กลายพันธุท่ีคัดเลือกในอาหารท่ีมี β-ionone จะคอนขางคงท่ี เม่ือทําการถายเล้ียงซํ้าๆ โดยเฉพาะสาย
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พันธุ GBF8 และ GBF9 จึงนําไปศึกษาหาอาหารท่ีเหมาะสมจากวัสดทุางการเกษตรและสภาวะการเจริญ
ท่ีสามารถใหการเจริญและผลิตแคโรทีนอยดไดดีท่ีสุดตอไป 

 
1.1.5 ปริมาณแอสตาแซนทินท่ีผลิตไดจากยีสตกลายพนัธุ 
การวิเคระหหาปริมาณแอสตาแซนทินดวย HPLC เทียบกับแอสตาแซนทินบริสุทธพบ peak 

ของสารละลายแอสตาแซนทินออกมากับการชะดวย Dicholromethan : Methanol (25:75) ซ่ึงเม่ือนําไป
วิเคระหปริมาณเปอรเซ็นตแอสตาแซนทินจากแคโรทีนอยดท้ังหมดท่ียสีตสรางพบวาสายพันธุตางๆ ท่ี
คัดเลือกไวของ GBF8, S4 และ GBF9 มีปริมาณการผลิตแอสตาแซนทินสูงกวา GM807 ประมาณ 1.4-
1.6 เทา แสดงวา EMS สามารถทําใหยีสตกลายพันธุสามารถผลิตแคโรทีนอยดท่ีมีสัดสวนของแอสตา
แซนทินสูงข้ึน 
 

1.2 การลดตนทุนการผลิตโดยใชวัสดุราคาถูกจากการเกษตรเปนอาหารเล้ียงยีสต 

1.2.1 รูปแบบการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยสีตดั้งเดิมและยีสตกลายพนัธุ 
การศึกษาความสัมพันธของการเจริญของยีสตดั้งเดิมและยีสตกลายพนัธุในอาหาร YM เปน

ระยะเวลา 10 วัน พบวายสีตกลายพันธุและยีสตดั้งเดมิสามารถเจริญและใชน้ําตาลท้ัง reducing sugar 
และ total sugar อยางรวดเร็วจากคาของ reducing sugar เร่ิมตน 15 g/l และ total sugar เร่ิมตน 20-23.5 
g/l ลดลงภายในเวลา 2 วัน ในทุกสายพันธุ (รูปท่ี 15)  ซ่ึงสอดคลองในทํานองเดยีวกันกับคา Brix ท่ีมี
การลดลงจาก 2 เปน 0.8 โดยยีสตท้ังหมดสามารถเจริญใน YM และทําให pH ลดลงเล็กนอยในวนัท่ีสอง 
ซ่ึงอาจเปนผลจากการผลิตกรดจากนํ้าตาลท่ีใช ทําให pH ของอาหารเร่ิมตนลดลงเล็กนอยกอนคอยๆ 
เพิ่มความเปนดางมากข้ึน โดย GBF8 มีความเปนดางสูงสุดในวนัท่ี 10 (รูปท่ี 16) 
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รูปท่ี 15 การเปล่ียนแปลงของ reducing sugar (สัญลักษณเปด) และ Total sugar (สัญลักษณปด) ใน
ระหวางการเล้ียงยีสต GM807 ( ) และสายพนัธุกลายพันธุ GBF8 ( ) GBF9 (  ) และ S4 ( ) ใน
อาหาร YM เปนระยะเวลา 10 วัน 
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รูปท่ี 16 การเปล่ียนแปลงของ pH (สัญลักษณปด) และ Brix (สัญลักษณเปด) ในระหวางการเล้ียงยีสต 
GM807 ( ) และสายพันธุกลายพันธุ GBF8 ( ) GBF9 (  ) และ S4 ( ) ในอาหาร YM เปน
ระยะเวลา 10 วัน 
 

การศึกษาความสัมพันธของการเจริญตอการผลิตแคโรทีนอยดพบวา ยีสตท้ังส่ีสายพันธุมีการ
เจริญอยางรวดเร็วในวันท่ีสอง ซ่ึงสัมพันธกับการใชน้ําตาล หลังจากนั้นจะมีการเจริญใหมวลคอนขาง
คงท่ี โดยท้ังส่ีสายพันธุมีการเจริญใหมวลในชวงใกลเคียงกัน สวนการผลิตแคโรทีนอยดพบวายีสตมีการ
ผลิตแคโรทีนอยดระหวางการเจริญ โดยคอยๆ เพิ่มปริมาณข้ึนตามเวลาและใหแคโรทีนอยดสูงสุดใน
วันท่ี 6 ซ่ึงแคโรทีนอยดจาก GBF8 และ GBF9 จะมีปริมาณมากกวา GM807 และ S4 ดังนั้น GBF8 และ 
GBF9 ท่ีสามารถเจริญไดดแีละใหแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสตสูงกวา GM807 จึงเปนยีสตท่ีเหมาะสม
ตอการนําไปศึกษาเพื่อปรับปรุงการผลิตแคโรทีนอยดตอไป 
 

1.2.2 ความเปนกรดดางท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตแคโรทีนอยดของยสีต 
การศึกษา pH ท่ีเหมาะตอการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยีสตดั้งเดิมและยสีตกลายพันธุ 

พบวายีสตท้ังหมดมีรูปแบบท่ีตอบสนองตอ pH เหมือนกนั ดังแสดงในรูปท่ี 17 
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รูปท่ี 17 การเจริญ ( ) และการผลิตแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต (   ) ของยีสต GM807, GBF8 และ
GBF9 ในอาหาร YM ท่ี pH 4, 5 และ 6.5 เปนระยะเวลา 5 วัน 
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ยีสตทุกสายพนัธุสามารถเจริญใหมวลดีท่ี pH 6.5 โดย GBF9 เจริญใหมวลสูงกวา GBF8 และ 
GM807 เล็กนอย       ขณะท่ี pH ท่ีเหมาะสมตอการผลิตแคโรทีนอยดอยูท่ี pH 5 โดย GBF9 สามารถให
ปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสตสูงท่ีสุด  
 

1.2.3 การศึกษาชนิดของสารอาหารจากวัสดุทางการเกษตรกับการเจริญและผลิตแคโรทีนอยด
ของยีสตดั้งเดมิและยีสตกลายพันธุท่ีคัดเลือก 

Phaffia rhodozyma  มีความสามารถใชน้ําตาลไดหลายชนิดจากการศึกษาของ Sun et al (2004) 
ทําใหสามารถใชสารอาหารน้ําตาลจากวสัดุทางการเกษตรหลากหลายชนิดในการเจริญและผลิตแคโรที
นอยด เชน น้าํออย (FloreÃncio et al. 1998) น้ํามะพราว (Domínguez-Bocanegra and Torres-Muñoz 
2004) และนํ้าสับปะรด (Jirasripongpun et al. 2008) ในทีนี้มีวัตถุประสงคเปรียบเทียบน้ําท้ังสามเพื่อหา
น้ําท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตแคโรทีนอยดของสายพันธุท่ีคัดเลือกไว โดยศึกษาสมบัติของน้ํา
สับปะรด น้ํามะพราว และน้าํออย  ท่ีเกี่ยวกับความเปนกรดดาง ปริมาณนํ้าตาล และไนโตรเจนของนํ้าแต
ละชนิด พบวา น้ําตางๆ ท่ีนาํมาศึกษามีองคประกอบของสารอาหารที่เปนไนโตรเจน และน้ําตาลท่ีระดับ
ความเขมขนแตกตากัน  และมีคาความเปนกรดดางไปทางกรดซ่ึงเหมาะสมตอการเจริญและผลิตแคโรที
นอยดของ Phaffia rhodozyma การใชน้ําเหลานั้นเปนอาหารท่ีระดับคาการเจือจางคาหนึ่งดวยสารละลาย
บัฟเฟอร Potassium hydrogen phathalate ท่ี pH 5 และควบคุมระดับน้าํตาล (Reducing sugar) ใหได 15 
g/l แลวนําไปเล้ียงยีสตสายพันธุตางๆท่ีสภาวะเดิม พบวาน้ําผลไมชนดิตางๆ สามารถใหยีสตแตละสาย
พันธุเจริญไดดแีละใหมวลไดมากกวาอาหาร YM โดยยสีตสวนใหญยกเวน S4 จะเจริญในน้ําสับปะรด
ไดดีกวาน้ํามะพราว น้ําออย และ YM ตามลําดับ อาจเนื่องมาจากในน้ําเหลานั้นมีสารอาหารบางชนิดท่ี
เหมาะสมตอการเจริญมากกวา YM  อยางไรก็ตาม เม่ือพิจารณาปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต 
พบวายีสตท่ีเจริญใน YM มีปริมาณแคโรทีนอยดตอน้าํหนักยีสตสูงท่ีสุด และมากกวาน้ําสับปะรด น้ํา
มะพราว และน้ําออยตามลําดับ ในทุกๆ สายพันธุของยสีตท่ีศึกษา อาจเปนไปไดวาสัดสวนของปริมาณ
น้ําตาลและไนโตรเจนอาจมีผลตอการผลิตแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสตได อยางไรก็ตามสายพันธุ 
GBF8 และ GBF9 มีความสามารถผลิตแคโรทีนอยดไดดีกวาสายพันธุดั้งเดิม GM807 ในทุกชนดิอาหาร 
ซ่ึงเปนขอมูลเสริมท่ียืนยันไดวา แมการกลายพันธุ GM807 ดวย EMS จะสามารถใหสายพันธุท่ีผลิตแค
โรทีนอยดตอน้ําหนกัยสีตไดเพิ่มข้ึนไดไมมากนัก แตการเลือกใชสารอาหารท่ีเหมาะสมก็สามารถเพ่ิม
ปริมาตรการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตใหสูงข้ึนได 

นอกจากนี้ไดศึกษาปริมาณการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยสีตท้ัง 4 สายพันธุในน้ํา
ผลไมท่ีมีระดับความเขมขนน้ําตาลเร่ิมตนเทากันท่ี 10 g/l พบวายีสตสายพันธุตางๆท่ีศึกษามีการผลิตแค
โรทีนอยดในยีสต (การผลิตแคโรทีนอยดตอน้ําหนกัยีสต) ท่ีไมสัมพันธกับการเจริญของยสีต โดยมวลท่ี
มากข้ึนไมไดทําใหไดปริมาณแคโรทีนอยดในเซลลมากข้ึนเสมอไป และจากสายพันธุท้ังหมดท่ีศึกษา 
GBF9 สามารถผลิตแคโรทีนอยดไดดีทีสุดในอาหาร YM เม่ือเทียบกบัสายพันธุอ่ืนๆ  สวนการผลิตแคโร
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ทีนอยดของยสีตสายพันธุตางๆเม่ือเจริญในน้ําผลไมตางๆ พบวา GBF8 จะผลิตแคโรทีนอยดไดดท่ีีสุดท่ี
ระดับน้ําตาลเริ่มตน 15 g/l แต GBF9 จะผลิตแคโรทีนอยดไดดีท่ีสุดท่ีระดับน้ําตาลเร่ิมตน 10 g/l ดังนั้น 
GBF9 จึงเปนสายพันธุท่ีนาจะเหมาะสมท่ีสุดในการนํามาผลิตแคโรทีนอยด เนื่องจากสามารถเจริญไดดี
ในน้ําผลไมหลากหลายชนิด มีความตองการสารอาหารในระดับท่ีนอยกวา ในขณะท่ีสามารถใหปริมาณ
การผลิตแคโรทีนอยดไดใกลเคียงกัน  

 
1.2.4 แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยีสต 
การศึกษาหาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยดของยีสต ซ่ึงได

ทําการทดลองใน minimal basal medium (MBM) ท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลกูลโคส 20 g/l  และพบวา 
Beef extract ท่ีความเขมขน 1g/l สามารถทําให GM807 เจริญและผลิตแคโรทีนอยดไดคอนขางดีเม่ือ
เทียบกับ YM และดีกวาไนโตรเจนแหลงอ่ืนๆ สวนยีสตสายพันธุ GBF9 เจริญและผลิตแคโรทีนอยดได
คอนขางดีกวาเม่ือแหลงไนโตรเจนเปนยูเรียท่ีความเขมขน 1g/l ซ่ึงถือเปนขอดีท่ี GBF9 ใชแหลง
ไนโตรเจนราคาถูกของยูเรียได และอาจทําใหตนทุนการผลิตลดลงไดดีกวาการเสริมดวย beef extract 
สําหรับการเล้ียงเช้ือดั้งเดิมของ GM807 
         

1.2.5 สัดสวนของคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตแคโรทีนอยด
ของยีสต 

การปรับระดับน้ําตาล Reducing sugar และไนโตรเจน เพื่อใหไดอาหารที่มีสัดสวนของ
คารบอนและไนโตรเจน (C:N) ตางกัน พบวาท้ัง GM807 และGBF9 สามารถเจริญใหมวลไดดเีม่ือมี C:N 
เปน 35.6 ข้ึนไป แตการผลิตแคโรทีนอยดในอาหารที่มี C:N ตํ่ากวา 35.6 พบวายีสตมีแนวโนมให
ปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยีสตเพิ่มข้ึน และเห็นผลไดคอนขางชัดใน GBF9 ท่ีระดับ C:N เปน 24.4 
 
 
สวนท่ี 2 การตรวจสอบคุณสมบัติตางๆ ของแอสตาแซนทินจากยีสต  

2.1 การศึกษาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมและการตรวจสอบความเปนพิษของตัวทําละลาย 
การทดสอบเบ้ืองตนเพื่อศึกษาความสามารถในการละลายแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสต 

และ β-carotene ในตัวทําละลายชนิดตางๆ กอนนําไปใชในการศึกษาคุณสมบัติของแอสตาแซนทินกับ
เซลลไลน โดยแอสตาแซนทินเปนสารในกลุมของแคโรทีนอยดท่ีมีความสามารถในการละลายในไขมัน
ไดดี แตละลายไดไมดีในน้าํ ซ่ึงมีผลใหเซลลไมไดสัมผัสกับแอสตาแซนทินโดยตรง แลวทําใหไมมี
ผลกระทบตอการทดสอบคุณสมบัติของแอสตาแซนทินอยางแทจริง ดังนั้นจึงมีความจําเปนท่ีจะตอง
ศึกษาหาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมและไมเปนพิษตอเซลลกอน ซ่ึงผลจากการทดสอบความสามารถใน
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การละลายในตัวทําละลายของ Dimethyl sulfoxide (DMSO), Ethyl acetate, Tetrahydrofuran (THF), 
Dichloromethane: methanol   พบวาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมสําหรับแอสตาแซนทินคือสารละลาย 
DMSO และสําหรับ β-carotene คือสารละลาย THF  

การทดสอบความเปนพษิของตัวทําละลาย DMSO และ THF ตอความมีชีวิตของเซลลแตละ
ชนิด ดวยการใสสารละลายท่ีความเขมขน 0.5 - 4% (v/v) ในอาหารเล้ียงเซลลหลังจากบมเล้ียงเซลลให
เจริญอยูใน log phase บมเซลลกับสารทดสอบเปนเวลา 24  ช่ัวโมง แลววิเคระหความมีชีวิตของเซลล
โดย MTT assay ท่ีอาศัยหลักการของเอนไซม succinate dehydrogenase ใน mitochondria ของเซลลท่ีมี
ชีวิตไปทําปฏิกิริยากับ 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ใหไดเปน 
formazan product  ซ่ึงมีสีมวงเขม ท่ีสามารถตรวจวัดปริมาณคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm 
ได ซ่ึงไดผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 18 พบวาตัวทําละลายท้ังสองชนิดมีความเปนพิษตอเซลลโดย
แปรผันตรงตามความเขมขนของตัวทําละลาย อยางไรก็ตามจะเห็นวาสารละลายท้ังสองชนิดสามารถ
นํามาใชในการเปนตัวทําละลายตัวอยางท่ีทดสอบไดในระดับท่ีไมเปนพิษท่ีความเขมขนไมเกนิ 1% 
สําหรับเซลลไลนท้ัง 3 ชนิดคือ Vero, Hela และ HepG2 
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รูปท่ี 18 เปอรเซนตความมีชีวิตของเซลลท่ีความเขมขนระดับตางๆ (v/v) ของตัวทําละลาย Dimethyl 
sulfoxide (รูปบน) และ Tetrahydrofuran (รูปลาง) ในเซลลไลน Vero (    ), Hela (     )และ HepG2 (     ) 
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2.2 การศึกษาความเปนพิษของสารกระตุน tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) 
ในกรณีท่ีตองการศึกษาผลการบรรเทาของแอสตาแซนทินตอภาวะเครียดท่ีเกิดจาก t-BHP มี

ความจําเปนท่ีจะตองศึกษาความเปนพษิของ t-BHP ท่ีใชเปนตัวกระตุนใหเกิดภาวะเครียด เพื่อหาระดับ
ความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีทําใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน โดยไมมีผลกระทบตอความมีชีวิตของเซลล
มากเกินไป เพือ่ใชในการศึกษากับแอสตาแซนทิน โดยทําการทดลองในลักษณะเดียวกันกับ 2.1 ดวยการ
บมเซลลกับ t-BHP ท่ีระดบัความเขมขน 20-1280 μM เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ซ่ึงไดผลการทดลองดังแสดง
ในรูปท่ี 19 จะเหน็ไดวาความมีชีวิตของเซลลลดลงเม่ือความเขมขนของสาร t-BHP เพิ่มข้ึนตามลําดับ 
โดยคา IC50 (50% inhibition concentration) ของเซลลท้ัง 3 ชนิดอยูในชวง 600-800 μM และมีคา IC20 
อยูในชวง 100-200 μM ซ่ึงสามารถนําไปเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับการศึกษาผลของแอสตาแซนทินใน
การบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันของสารกระตุนชนดินี้ตอไป 
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รูปท่ี 19 เปอรเซนตความมีชีวิตของเซลลท่ีความเขมขนระดับตางๆของตัวกระตุน t-BHP ในเซลลไลน 
vero (     ), Hela (     ) และ HepG2 (      ) 

 

2.3 การทดสอบความเปนพิษของแอสตาแซนทินท่ีสกัดจากยีสต และผลการยับยั้งเซลลมะเร็ง  
2.3.1 การศึกษาผลของแอสตาแซนทินตอความมีชีวิตของเซลล 

 การทดสอบความเปนพษิของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสต โดยการใสแอสตาแซนทินท่ี
สกัดไดจากยีสตท่ีความเขมขนตางๆ คือ 5, 10, 20, 40 และ 80 μM พบวาแอสตาแซนทินไมเปนพษิตอ
เซลลไลนท้ัง 3 ชนิดท่ีทุกความเขมขนของแอสตาแซนทินท่ีใชในการทดสอบดังแสดงในรูปท่ี 20 
ในขณะท่ีมีผลใหอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัตัวควบคุมท่ีไมมีสาร และใหผลเพิ่มการ
เจริญของเซลลไดดีท่ีสุดในเซลลชนิด Vero ซ่ึงเปนเซลลปกติ รองลงมาคือ HepG2 และ Hela ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวาแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสต ไมมีฤทธ์ิในการทําลายเซลลมะเร็งท้ังสองชนิดท่ีนํามาศึกษา
ในคร้ังนี ้ และแอสตาแซนทินมีความปลอดภัยสามารถกระตุนการเจริญของเซลลได อยางไรก็ตาม 
ลักษณะความมีชีวิตของเซลล Hela และ HepG2 ท่ีไมแปรตามความเขมขนของแอสตาแซนทินดังเชน
พบในเซลล Vero และท่ีมีรายงานการศึกษาใน neuronal stem cell (Kim, et al. 2010) ทําใหตองทําการ
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ตรวจสอบเพ่ือยืนยนัผลของแอสตาแซนทินกับเซลลมะเร็ง โดยใชวิธีการทดสอบดวย clonogenic assay 
ซ่ึงจะมีความไวมากกวา 
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รูปท่ี 20 ผลของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตตอความมีชีวิตของเซลล Vero, Hela และ HepG2  
 

2.3.2 การศึกษาความสามารถยับยั้งการเจริญเปนโคโลนีของเซลล 
การศึกษาความสามารถยับยั้งการเจริญเปนโคโลนีของเซลล (clonogenic assay) โดยการเติมแค

โรทีนอยดแตละชนิดใหกับเซลลเพาะเล้ียงเปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึงนําเซลลมาเจือจางใหได 
200 เซลลตอหลุมแลวนําไปเพาะเล้ียงใน 6 well plate หลังจาก 7 – 9 วัน จึงนํามายอมดวย crystal violet 
เพื่อนับจํานวนโคโลนีของเซลลเปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมไดเติมสารทดสอบ พบวาจํานวนโคโลนีของ
เซลล Vero เม่ือบมกับสารทดสอบมีจํานวนมากกวาชุดควบคุมเล็กนอย (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ีจํานวน
โคโลนีของเซลลมะเร็งท้ังสองชนิดมีคานอยกวาชุดควบคุมเล็กนอย แสดงถึงแนวโนมความเปนไปไดท่ี
สารในกลุมแคโรทีนอยดอาจมีผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็ง ท่ีอาจจะสามารถแสดงผลไดชัดเจนมากข้ึน
เม่ือใหสารในระยะยาว 

 

ตารางท่ี 1 แสดงจํานวนโคโลนีของเซลลท่ีบมรวมกับแคโรทีนอยดเปรียบเทียบกับเซลลควบคุม 

Cell type β-caroteen Yeast extracts Synthetic astaxanthin 

Vero 102.26*  (3.51) 105.27  (5.51) 100.76  (4.73) 

Hela 96.79  (2.52) 95.59  (3.51) 92.59  (3.00) 

HepG2 95.89  (4.36) 94.98  (3.00) 93.86  (3.21) 
*จํานวนโคโลนี เปอรเซนต (SD) 

 

Astaxanthin 
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2.4 ความสามารถตานออกซิเดชนัท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของแอสตาแซนทินท่ี
สกัดไดจากยีสต  

2.4.1 ตรวจสอบโดยการวัดความมีชีวิตของเซลล (cell viability assay)  
เม่ือทดสอบผลของ t-BHP ท่ีความเขมขน 100, 200 และ 400 μM ในสภาวะท่ีมีแอสตาแซนทิน

ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 5, 10, 20, 40 และ 80 μM และมีตัวควบคุมคือ 1% DMSO ซ่ึงใชเปนตัวทํา
ละลายของแอสตาแซนทิน โดยการบมเซลลกับสารทดสอบเปนเวลา 3 ช่ัวโมงท่ี 37 °C แลวนํามา
ตรวจสอบความมีชีวิตของเซลลโดยวิธี MTT assay  

ผลการตานภาวะเครียดออกซิเดชันของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตตอ t-BHP ไดผลการ
ทดลองดังแสดงในรูปท่ี 21 และ 22 พบวา t-BHP ท่ีความเขมขน 100, 200, 400 μM ทําใหความมีชีวิต
ของเซลลลดลงเม่ือเทียบเปนเปอรเซนตกับเซลล control ตามระดับความเขมขนของ t-BHP ท่ีมากข้ึน 
ในขณะท่ีเม่ือบมกับ t-BHP ในสภาวะท่ีมีแอสตาแซนทินท่ีความเขมขนตางๆ พบวาแอสตาแซนทินจะ
สามารถชวยใหความมีชีวิตของเซลลเพิ่มข้ึนในระดับตางๆ โดยแอสตาแซนทินท่ีความเขมขน 5 μM 
สามารถตานภาวะออกซิเดชันท่ีเกิดจาก t-BHP ท่ีระดับ 100 หรือ 200 μM ไดแลวและทําใหความมีชีวิต
ของเซลลเพิ่มข้ึนเทากับเม่ือไมมีสาร t-BHP ขณะท่ีแอสตาแซนทินท่ีความเขมขนสูงข้ึนมากกวา 40 μM 
สามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกดิจาก t-BHP ในทุกระดับความเขมขนท่ีทดสอบได แลวทําให
เซลลมีชีวิตเพิ่มข้ึน อยางไรก็ตามแอสตาแซนทินมีแนวโนมปองกันภาวะเครียดจาก t-BHP ในเซลล 
Vero ไดดกีวาเซลล Hela ท่ีระดับความเขมขนของตัวกระตุนของ t-BHP ท่ีเทากัน 
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รูปท่ี 21 ความสามารถตานออกซิเดชันท่ีเกดิจาก tert-butyl hydroperoxide ของแอสตาแซนทินท่ีสกดัได
จากยีสตท่ีความเขมขนตางๆ ในเซลลไลน Vero โดยการวัดความมีชีวิตของเซลล 

Vero cells with astaxanthin from yeast extract 

Astaxanthin 
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รูปท่ี 22 ความสามารถตานออกซิเดชัน ท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของแอสตาแซนทินท่ีสกัดได
จากยีสตท่ีความเขมขนตางๆ ในเซลลไลน Hela โดยการวัดความมีชีวิตของเซลล 

 
การศึกษาทํานองเดียวกันกับการตานภาวะเครียดออกซิเดชันของ β-carotene ไดผลการทดลอง

ดังแสดงในรูปท่ี 23 และ 24 พบวา β-carotene สามารถชวยใหความมีชีวิตของเซลลเพิ่มข้ึน เม่ือความ
เขมขนของ β-carotene เพิ่มข้ึน และสามารถลดการตายท่ีเกิดจาก t-BHP ได โดยความมีชีวิตของเซลลท่ี
เพิ่มข้ึนในเซลล Vero ตํ่ากวาผลจากแอสตาแซนทินท่ีสกดัจากยีสต และในทํานองเดียวกันกับเซลล Hela 
ท่ีใหผลการปองกันเซลลไมดีเทากับเซลล Vero  
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รูปท่ี 23  ความสามารถตานออกซิเดชัน ท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของ β-carotene ท่ีความ
เขมขนตางๆ ในเซลลไลน Vero โดยการวดัความมีชีวิตของเซลล 
 

Astaxanthin 

Hela cells with astaxanthin from yeast extract 

β Caroteen 

Vero cells with astaxanthin from yeast extract 
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รูปท่ี 24  ความสามารถตานออกซิเดชัน ท่ีเกิดจาก tert-butyl hydroperoxide ของ β -carotene ท่ีความ
เขมขนตางๆ ในเซลลไลน Hela โดยการวดัความมีชีวิตของเซลล 
 

2.4.2 ความสามารถตาน lipid peroxidation ของสารแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตโดยการ
วิเคราะหดวยวธีิ Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) assay  

การตรวจวัดภาวะเครียดออกซิเดชันโดยวัดระดับการสลายตัวของไขมัน (lipid peroxidation) 
ซ่ึงเปนผลมาจากตัวกระตุนท่ีทําใหเกิดสารอนุมูลอิสระท่ีมีผลตอเยื่อหุมเซลล ซ่ึงมีสวนประกอบของ
ไขมันสายยาวชนิดไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid) เกิดเปนสารประกอบ lipid hydroperoxide ซ่ึง
จะสลายตัวใหสารประกอบในกลุมของ alkane และ aldehyde หลายชนิด แตชนดิท่ีเกิดมากท่ีสุดคือ 
Malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเปนสารประกอบคารบอน 3 อะตอม    สามารถตรวจวดัไดดวยวิธี TBARS 
assay (Dubuisson et al., 2000) โดยการนําสารละลายท่ีตองการตรวจวดัปริมาณ MDA ไปทําปฏิกิริยากับ 
thiobarbituric acid (TBA) ในสภาวะท่ีเปนกรดของ trichloroacetic acid ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เปนเวลา 30 
นาทีแลวจงึสกดัสาร malondialdehyde (MDA) จากการทําปฏิกิริยาท่ีไดดวย n-butanol แลวนําไปวดัคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 532 nm เทียบกับกราฟมาตรฐานของ MDA ดังแสดงในรูปท่ี 25 
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รูปท่ี 25 กราฟมาตรฐานของสารละลาย MDA (nmol/ml) กับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 532 nm 
 

β-Carotene 

Hela cells with astaxanthin from yeast extract 
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 การศึกษาระดบัของ MDA จากการตอบสนองของเซลล Vero ตอภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเปน
ผลจากตัวกระตุน t-BHP ในสภาวะท่ีศึกษาท่ี 300, 600, 900 และ 1200 μM จะเหน็ไดวาสามารถตรวจวัด
ระดับของ MDA ไดท้ังในเซลลและในสารอาหารเล้ียงเซลล โดยคาของ MDA จากเซลลและใน
สารอาหารจะมีคาผันแปรโดยตรงกับความเขมขนของตัวกระตุน t-BHP ท่ีเพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 26 
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 รูปท่ี 26 ระดบัของ MDA (nmol/mg cell protein) จากเซลล Vero ตอภาวะเครียดออกซิเดช่ันท่ีเปนผล
จากตัวกระตุน t-BHP ท่ี 300, 600, 900 และ 1200 μM 
  

การศึกษาความสามารถตาน lipid peroxidation ทําโดยการบมเซลลกับตัวกระตุน t-BHP ใน
สภาวะตางๆ 3 แบบ คือ 1) ใสสารละลายแอสตาแซนทินกอนใสสารกระตุน t-BHP 2) ใสสารละลาย
แอสตาแซนทินพรอมกับสารกระตุน และ 3) ใสสารละลายแอสตาแซนทินหลังจากการบมกบัสาร
กระตุน โดยมีสภาวะท่ีมี t-BHP หรือแอสตาแซนทินอยางเดียวเปนตัวควบคุม จากนัน้ทําการวิเคราะหคา 
lipid peroxidation จากเซลลและสารละลายอาหารโดยวธีิ TBARS assay  

ผลของแอสตาแซนทินในการตานภาวะเครียดออกซิเดชันจาก t-BHP ในเซลลไลน Vero 
หลังจากการกระตุนดวย t-BHP เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ท้ังในสภาวะการเติมแอสตาแซนทินกอนหรือหลัง
การกระตุน หรือใสแอสตาแซนทินพรอมกันกับตัวกระตุน ไดผลดงัแสดงในรูปท่ี 27 จะเหน็ไดวา
แอสตาแซนทินสามารถบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกิดข้ึนได และทําใหไดคาของ MDA ท่ีเกิดข้ึน
ตํ่ากวาเม่ือมีตัวกระตุน t-BHP อยางเดยีว โดยผลการใสแอสตาแซนทินท้ังกอนและหลังการกระตุน
ใหผลบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันในระดับใกลเคียงกัน แตการใสแอสตาแซนทินพรอมกันกับ
ตัวกระตุนกลับใหผลบรรเทาภาวะเครียดไดนอยกวา อาจเนื่องจากแอสตาแซนทินถูกยับยั้งดวย
ตัวกระตุนท่ีอยูในสารละลายขณะน้ัน นอกจากนี้ผลการใสแอสตาแซนทินในเซลลหลังการกระตุนแสดง
ถึงแนวโนมการฟนตัวของเซลลโดยระดับของ MDA ท่ีอยูในเซลลจะมีคาใกลเคียงกันกับสภาวะท่ีใส
แอสตาแซนทินเพียงอยางเดยีว  
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รูปท่ี 27 ความสามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันจาก t-BHP ของแอสตาแซนทินในเซลลไลน Vero ใน
ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง 
 

  
นอกจากนี้ ไดตรวจสอบผลของแอสตาแซนทินในการตานภาวะเครียดออกซิเดชันจาก t-BHP 

หลังการกระตุนกับ t-BHP นาน 2 ช่ัวโมง ตามสภาวะการทดลองขางตน ตบมเซลลตอเปนเวลานาน 24 
ช่ัวโมงกอนวิเคราะหผล พบวาผลกระทบจากตัวกระตุนเม่ือเติมแอสตาแซนทินกอนและเติมพรอมกัน 
ยังคงมีผลตอระดับของ MDA ดังแสดงในรูปท่ี 28 ขณะท่ีการใสแอสตาแซนทินหลังการกระตุนไม
สามารถชวยบรรเทาภาวะเครียดไดดีนัก แตก็ดกีวาสภาวะท่ีมีตัวกระตุนอยางเดยีว แสดงวาแอสตาแซน
ทินชวยบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันไดในระยะแรก แตไมสามารถชวยฟนฟูคุณภาพของเซลลได
เทากับเม่ือเติมแอสตาแซนทินกอนการกระตุน หรือกระตุนพรอมกันกบัเติมแอสตาแซนทิน  
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รูปท่ี 28 ความสามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันจาก t-BHP ของแอสตาแซนทินในเซลลไลน Vero 
หลังจาก 24 ช่ัวโมง 
 
 
 
 

MDA nmol/mg protein 

MDA nmol/mg protein 
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2.5 การทดสอบคุณสมบัติ antioxidant activity โดย DPPH assay (cell free system) 

2.5.1 การศึกษาเพื่อหาตวัทําละลายท่ีเหมาะสมในการวิเคระห  
 ทดสอบตัวทําละลายของสารละลายตัวอยางท่ีละลายไดดีในไขมันในการวัด Antioxidant 
activity ดวย DPPH assay โดยใชตัวทําละลาย 7 ชนิด คือ Methanol , Dichloromethane , DMSO , 
Petroleum ether , THF , Hexane , และ Ethyl acetate ซ่ึงเปนตัวทําละลายท่ีมีรายงานวาสามารถละลาย
แคโรทีนอยดได และวัดการเปล่ียนแปลงคาการดูดกลืนแสงของ DPPH ท่ีเกิดจากสารละลาย โดยใช
เคร่ืองมือ 2 ประเภท คือ Microplate  reader  และ Spectrophotometer ซ่ึงอัตราสวน DPPH : solvent ท่ี
อานดวย Microplate reader เปน180 μl : 20 μl และใชอัตราสวน DPPH : solvent =  2.7 ml : 0.3 ml ใน
การอานคาดวย Spectrophotometer พบวา Hexane และ Petroleum ether ไมสามารถละลายเปนเนื้อ
เดียวกับสารละลาย DPPH ซ่ึงแสดงถึงการเปนสารละลายท่ีไมเหมาะสมในการละลายแอสตาแซนทิน
สําหรับการทํา DPPH assay 
 การศึกษาหาตัวทําลายแอสตาแซนทินท่ีเหมาะสมสําหรับทํา DPPH assay สารละลายนั้น
จะตองไมทําปฎิกริยากับ DPPH ใหเปล่ียนไป และจากผลของ kinetic reaction ของตัวทําละลายท่ี
ทดสอบพบวา THF มีผลตอความเสถียรของ DPPH ทําใหอนุมูลของ DPPH ลดลงอยางรวดเร็วกวา 
dichloromethane, petroleum ether, methanol, hexane, ethyl acetate and DMSO ภายใน 1 ช่ัวโมง
ตามลําดับ ขณะท่ีตัวทําละลายท่ีมีคา R2 เขาใกล 1 แสดงถึงการเปน reducing agent มากกวาตัวทําละลาย
ท่ีมีคา R2 เขาใกล 0 ดังนั้น DMSO และ ethyl acetate จึงเปนตัวทําละลายท่ีเหมาะสม อยางไรก็ตาม ethyl 
acetate ละลายพลาสติกจึงไมเหมาะกับการนํามาใชกับ microplate จึงมีเพียง DMSO ท่ีเปนตัวทําละลาย
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
 

2.5.2 ความสามารถตานอนุมูลอิสระของ Astaxanthin และ β-carotene เทียบกับ α-
tocopherol ดวยวิธี DPPH assay   

 พบวาสารแคโรทีนอยดของตัวอยางมีสีแดง หรือสม ซ่ึงรบกวนระบบการอานทําใหคา
ดูดกลืนแสงสูงสุด (λ max) ของ Astaxanthin เปล่ียนไปเปน 500 nm และของ β-carotene เปล่ียนไปเปน 
512 nm แกไขดวยการอานคาท่ี λ max รวมกับการหักลบคาอางอิงในสภาวะท่ีไมมีสารละลายอนุมูล 
DPPH ทําใหทราบคา EC50 (Effective dose concentration 50) เปน 41.99, 119.86, 186.01 และ248.57 
μM ตามลําดับ ซ่ึงแสดงถึงความสามารถตานอนุมูลอิสระของ Astaxanthin > β-carotene > α-tocopherol 
> carotenoid extract ตามลําดับ โดยแอสตาแซนทินมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระมากกวา β-carotene และ α-
tocopherol เปน 2.85 และ 4.43 เทาตามลําดับ  แต carotenoid extract จากยีสตมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ
คอนขางตํ่า เนื่องจากการปนเปอนของตัวทําละลายในการสกัดท่ีมีผลตอความเขมขนของ astaxanthin 
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นอกจากนี้สารสกัดท่ีไดจะมีสวนของ astaxanthin อยู 74% จึงมีผลใหความสามารถตานอนุมูลอิสระตํ่า
กวาเม่ือเทียบกบัแอสตาแซนทินบริสุทธ์ิ 
 
สวนท่ี 3 การปรับปรุงการนําสงแอสตาแซนทินสูเซลลและประเมินประสิทธิภาพการนําสง 

  การปรับปรุงการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลล  ตองพิจารณาถึงคุณสมบัติท่ีสําคัญของแอสตา
แซนทิน คือ ความชอบไขมัน  ท่ีทําใหสามารถละลายในนํ้าไดนอย (รวมท้ังในอาหารเล้ียงเซลล) ซ่ึงเปน
ขอจํากัดในการศึกษาวิจัยการนําแอสตาแซนทินไปใชประโยชนในระบบเซลลเพาะเล้ียงของสัตว ดังนั้น 
ทีมผูวิจัยจึงไดทําการคัดเลือกสารท่ีเปนตัวทําละลายอินทรียในกลุมของพอลิเมอรชนิด Lipid-based 
ไดแก methyl β-cyclodextrin (Mβ-CD) และ liposome ท่ีมีโครงสรางทางเคมีในลักษณะเปนถุงหุมท่ี
สามารถบรรจุสารไดดี   รวมท้ังการใชสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ไดแก tween 80 และ glycerol ท่ีมี
คุณสมบัติชวยในการแพรและแทรกซึมของสารเขาสูเซลล ซ่ึงมีรายงานการนําไปใชกันอยางแพรหลาย
ทางดานชีวโมเลกุลและในอุตสาหกรรมอาหาร หรือเคร่ืองสําอาง ในท่ีนี้เปนการศึกษาความเขมขนท่ี
เหมาะสมของพาหะนําสงท่ีไมกอความเปนพิษตอเซลล แลวจึงเลือกใชพาหะท่ีใหประสิทธิภาพการ
นําสงแอสตาแซนทินไดดีตอไป  
 

3.1   ความเปนพิษของพาหะนําสง 
การทดสอบความเปนพิษของพาหะนําสงทําโดยใชเซลล human hepatocellular carcinoma 

(HepG2) ท่ีระยะการบมเล้ียงเปนเวลา 48 ช่ัวโมง มาบมกับสารทดสอบท่ีกลาวขางตน (tween 80, Mβ-
CD, liposome และ glycerol) ท่ีระดับความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง   แลวตรวจสอบ
ความมีชีวิตของเซลลดวย MTT reduction assay เปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมสารทดสอบ 

ในรูปท่ี 29 แสดงสัดสวนของความมีชีวิตของเซลลในสภาวะท่ีมีพาหะนําสงเทียบกับสภาวะท่ี
ปราศจากพาหะนําสง พบวาการบมเซลลรวมกับ tween 80 (รูป 29 A) ในชวงความเขมขน 0.01-1% 
(v/v), Mβ-CD (รูป 29 B) ท่ีความเขมขน 0.1-2% (w/v) และ glycerol (รูป 29 D) ท่ีความเขมขน 0.01-
30% (v/v)  ในระยะเวลาการบมนาน 24 และ 48 ช่ัวโมง จะมีผลใหคาสัดสวนของความมีชีวิตของเซลล
ลดลงเม่ือความเขมขนของพาหะมากข้ึน โดยพบวาความเขมขนของ tween 80, Mβ-CD และ glycerol ท่ี
มากกวา 0.1% (v/v), 0.2% (w/v) และ 2% (v/v) ตามลําดับจะเปนระดับความเขมขนท่ีเปนพิษตอเซลล 
โดยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับเซลลในสภาวะท่ีปราศจากพาหะนําสง  แตไมมีความ
แตกตางกันระหวางเวลาทดสอบ 24 และ 48 ช่ัวโมง สวน liposome พบวาคาสัดสวนความมีชีวิตของ
เซลลของทุกความเขมขนท่ีใช (0.01-5% (v/v)) ไมมีความเปนพิษ (รูป 29 C) ดังนั้นความเขมขนของ
พาหะนําสงในระดับท่ีไมเปนพิษ จึงเปนระดับความเขมขนท่ีนํามาใชสงถายแอสตาแซนทินสูเซลลได 
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ซ่ึงในท่ีนี้จะเปนการศึกษา tween 80, Mβ-CD และ liposome ท่ีมีความนิยมในการนํามาใชใน
อุตสาหกรรมอาหาร หรือเคร่ืองสําอางกันมาก 
 

 
 

 
 
 
    (A) 

 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 29   สัดสวนของความมีชีวิตของเซลลหลังบมกับพาหะนําสง (A) Tween 80 (B) Mβ-CD (C) 
Liposome และ (D) Glycerol ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง (solid bars) และ 48 ช่ัวโมง (open bars) แสดงผลการ
ทดลองเปนคาเฉล่ีย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน    
* แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p <0.05 เม่ือเทียบกับสภาวะท่ีปราศจากพาหะนําสง 
 

3.2   ประสิทธิภาพการนาํสงของพาหะนําสงในเซลลไลน 
เตรียมสารประกอบของพาหะนําสง (tween 80, 0.1% v/v; Mβ-CD, 0.2% w/v และ liposome, 

5% v/v) กับแอสตาแซนทินท่ีความเขมขน 10 μM เพื่อทดสอบความสามารถของพาหะนําสงในการ
นําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลล โดยการบมเซลลกับสารทดสอบท่ีเตรียมไวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวจึง
สกัดแอสตาแซนทินจากเซลลมาวิเคราะหปริมาณดวยวิธี HPLC แลวรายงานผลเปนปริมาณของแอสตา
แซนทินตอปริมาณเซลลท่ีใชทดสอบ 106 เซลลท่ีระยะเวลาการบม 24 ช่ัวโมง ดังแสดงในรูปท่ี 30   และ
ประเมินประสิทธิภาพการนําสงแอสตาแซนทินโดยการคํานวณหาคาคงท่ีซ่ึงบงบอกถึงอัตราของการ
นําสงจากความสัมพันธระหวางปริมาณแอสตาแซนทินภายในเซลลกับเวลาดังแสดงในตารางที่ 2   
นอกจากนี้ ไดประเมินเปรียบเทียบปริมาณแอสตาแซนทินในอาหารในสภาวะที่ไมมีเซลลรวมดวย เพื่อ
ศึกษาถึงโอกาสการเสียสภาพของแอสตาแซนทินในสภาวะทดสอบ 
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จากรูปท่ี 30  เม่ือเปรียบเทียบปริมาณแอสตาแซนทินภายในเซลล พบวาพาหะนําสงสามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพในการนําสงแอสตาแซนทินเม่ือเปรียบเทียบกับสภาวะท่ีปราศจากพาหะนําสงได (รูป
ท่ี 30 A) โดย tween 80 สามารถนําสงแอสตาแซนทินใหไดปริมาณแอสตาแซนทินสูงต้ังแตเร่ิมตนดีกวา
สภาวะทดสอบอ่ืนๆ และใหไดปริมาณแอสตาแซนทินในเซลลสูงท่ีสุดในระยะการบมภายในเวลา 24 
ช่ัวโมง (รูปท่ี 30 B)   ขณะท่ี liposome (รูปท่ี 30 D) และ Mβ-CD (รูปท่ี 30 C) มีการนําสงใหปริมาณ
แอสตาแซนทินในเซลลไดใกลเคียงกัน โดยปริมาณแอสตาแซนทินสูงสุดท่ีนําสงเขาสูเซลลในสภาวะท่ี
มี liposome, Mβ-CD, tween 80 และปราศจากพาหะนําสงท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง มีคาเทากับ 0.044, 0.036, 
0.062 และ 0.015 μM/106 cells ตามลําดับ  การที่ tween 80 สามารถนําสงแอสตาแซนทินสูเซลลไดใน
ปริมาณมากท่ีสุด อาจเนื่องมาจากความสามารถกักเก็บแอสตาแซนทินมีคามากกวาตัวนําสงอ่ืนๆ หรือ 
tween 80 สามารถสัมผัสและนําแอสตาแซนทินเขาเซลลไดดีท่ีสุด  อยางไรก็ตาม การตรวจสอบการ
คงเหลือของแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีไมมีเซลลหลังการบมนาน 24 ช่ัวโมง พบวาแอสตาแซนทินใน 
tween 80 มีการลดลงมาก ขณะท่ีในสภาวะการทดสอบอ่ืนๆ มีการลดลงนอยกวาดังคาคงท่ีของการลดลง
ของปริมาณแอสตาแซนทินท่ีแสดงในตารางท่ี 2   ดังนั้น แม tween 80 จะเปนพาหะนําสงแอสตาแซน
ทินไดดีท่ีสุด แตความไมเสถียรของแอสตาแซนทินใน tween 80  ทําใหตองเลือกใชพาหะอ่ืนในการ
นําสงแอสตาแซนทินแทนซ่ึงพบวา liposome และ Mβ-CD สามารถรักษาความเสถียรของแอสตาแซน
ทินไดดีกวา  tween 80 
    (A)          (B) 
 
 
 
                                                                                
      
(C)          (D) 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 30   ปริมาณแอสตาแซนทินในเซลลในสภาวะท่ีมีและท่ีปราศจากพาหะนําสง (A) No vehicle (B) 
tween 80 (C) Mβ-CD และ (D) Liposome ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง รายงานผลการทดลองเปนคาเฉล่ีย ± 
คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางท่ี 2   คาคงท่ีของการลดลงของปริมาณแอสตาแซนทินในอาหารเลี้ยงเซลล ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC  

Treatment k [hour-1] 
No vehicle  0.019 ± 0.005 
Tween 80  0.011 ± 0.005 
Mβ-CD  0.006 ± 0.006 

Liposome  0.006 ± 0.004 
 
ตารางท่ี 3 คาคงท่ีของการนําสงแอสตาแซนทินเขาสูเซลล HepG2 ในสภาวะท่ีมีและไมมีพาหะนําสง 
 
 
 
 
 
 

เม่ือพิจารณาการนําสงแอสตาแซนทินสูเซลลในรูปท่ี 2 พบวาเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนปริมาณแอสตา
แซนทินก็เพิ่มข้ึน โดยมีความสัมพันธเปนแบบเชิงเสนกับเวลา   ความสัมพันธดังกลาวเปนไปตามหลัก
จลนพลศาสตรของอัตราการเกิดปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง โดยประสิทธิภาพการนําสงแอสตาแซนทิน
สามารถประเมินไดจากคาคงท่ีของปฏิกิริยาแสดงในตารางท่ี 2 ซ่ึงพบวา liposome มีคาการนําสงสูงท่ีสุด 
(คาคงท่ีเทากับ 0.110 hr-1) เม่ือเปรียบเทียบกับพาหะนําสงชนิดอ่ืนและท่ีปราศจากพาหะนําสง   ในขณะ
ท่ี Mβ-CD มีประสิทธิภาพสูงกวาเม่ือเทียบกับ tween 80  โดยคาคงท่ีของการนําสงมีคาเทากับ 0.079 
และ 0.025 hr-1 ตามลําดับ ดังนั้น liposome จึงเปนพาหะนําสงท่ีนาสนใจและไดนํามาใชในการทดสอบ
ตอไป  
 

3.3   ผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของแอสตาแซนทินท่ีมีพาหะนําสง 
แอสตาแซนทินเปนสารท่ีสลายตัวไดงายโดยอุณหภูมิ และแสง ซ่ึงทําใหสูญเสียคุณสมบัติ/ฤทธ์ิ

ของสารตานอนุมูลอิสระ  งานวิจัยนี้จึงทดสอบความเสถียรของแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีมีและท่ี
ปราศจากพาหะนําสง โดยบมท่ีอุณหภูมิหอง (วัดได 25-28 °C) และท่ี 4 °C ในท่ีมืด   เปนเวลา 120 
ช่ัวโมง   จากนั้นวิเคราะหปริมาณแอสตาแซนทินโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 480 นา
โนเมตร   รายงานผลความเสถียรของแอสตาแซนทินเปนคาความเขมขนของแอสตาแซนทินในหนวย 
μM ท่ีคํานวณไดจากกราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงของแอสตาแซนทินกับ
แอสตาแซนทินท่ีแปรผันความเขมขนในชวง 5-40  μM แลวประเมินคาทางสถิติท่ีนัยสําคัญเทากับ 0.001  

 

Treatment  k [hour-1] 
No vehicle  0.078 ± 0.011 
Tween 80  0.025 ± 0.005 
Mβ-CD  0.079 ± 0.019 

Liposome  0.110 ± 0.017 
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รูปท่ี 31.   ความเสถียรของแอสตาแซนทินความเขมขน 10 μM ในสภาวะท่ีมีและไมมีพาหะนําสง 
ในชวงเวลา 0–120 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง (25-28 °C), รูป A และท่ีอุณหภูมิ 4°C, รูป B 
 (  ) No vehicle ( ) Tween 80 ( ) Mβ-CD และ (  )   Liposome  
 
       ตารางท่ี 4   คาคงท่ีของการลดลงของปริมาณแอสตาแซนทินท่ีอุณหภูมิหองและท่ีอุณหภูมิ 4 °C 

Treatment 
Room temperature 

k [hour-1] 
4 °C  

k [hour-1] 
No vehicle 0.009  0.002 
Tween 80 0.005  0.002 
Mβ-CD 0.002  0.001 
Liposome 0.003  0.002  

 
จากรูป 3 A ท่ีศึกษาเปรียบเทียบปริมาณแอสตาแซนทินท่ีบมท่ีอุณหภูมิหอง   พบวาการมีพาหะ

นําสงจะสามารถชวยสงเสริมความเสถียรของแอสตาแซนทินไดดีกวาสภาวะท่ีปราศจากพาหะนําสง 
โดย Mβ-CD และ liposome สามารถรักษาความเสถียรแอสตาแซนทินไดดีกวาเม่ือเปรียบเทียบกับ 
tween 80 ภายในเวลาของการทดสอบ 75-120 ช่ัวโมง   และเม่ือพิจารณาคาคงท่ีของการลดลงของ
ปริมาณแอสตาแซนทิน (k) (ตารางท่ี 4) พบวาในสภาวะท่ีมีพาหะนําสง Mβ-CD แอสตาแซนทินมีอัตรา
การสลายตัวตํ่าท่ีสุด (เทากับ 0.002 hr-1) และ liposome มีอัตราการสลายตัวของแอสตาแซนทินเทากับ 
0.003 hr-1  ตํ่ากวาของพาหะนําสง tween 80 ท่ีมีคาเทากับ 0.005 hr-1   สวนความเสถียรของแอสตาแซน
ทินท่ีอุณหภูมิ 4 °C   พบวาพาหะนําสงท่ีใชไมไดมีผลไปสงเสริมความเสถียรของแอสตาแซนทินเม่ือ
เทียบกับสภาวะท่ีปราศจากพาหะนําสง  และการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C จะสามารถรักษาความเสถียรได
ดีกวาเม่ือเทียบกับสภาวะปราศจากพาหะนําสงท่ีอุณหภูมิหอง 
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3.4    แบบจําลองของระบบนําสงแอสตาแซนทิน 
การออกแบบแบบจําลองโดยใชระบบทางคณิตศาสตรในการอธิบายกลไกของระบบนําสง

แอสตาแซนทินดวยพาหะนําสงทําไดดังนี้ 

x
K AsLxAsL −⎯→←+    (ปฏิกิริยาผันกลับได)  (1)  

xi
k

xs AsLAsL i −⎯→⎯−     (2) 
 i

k
i AsxAs i

deg
deg⎯⎯→⎯      (3) 

โดยท่ี s หมายถึง ผิวเซลล   i หมายถึงภายในเซลล   และ deg หมายถึง การยอยสลาย 
   L หมายถึง ความเขมขนของ liposome (มีหนวยเปน M)  
  As หมายถึง ความเขมขนของแอสตาแซนทิน (มีหนวยเปน M)  
  L-As หมายถึง ความเขมขนของ complex ของ liposome กับแอสตาแซนทิน (มีหนวยเปน M)  
  x หมายถึง จํานวนของแอสตาแซนทินตอ liposome  
  K หมายถึง คาคงท่ีสมดุลของการบรรจุ (equilibrium encapsulation constant) (มีหนวยเปน M-1) 
  ki หมายถึง คาคงท่ีของการนําสงเขาสูเซลล (มีหนวยเปน hour-1) 
  kdegi หมายถึง คาคงท่ีของการยอยสลายท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล (มีหนวยเปน (mg/mL) -1 hour-1) 
 
 จากการทดลองไดคาคงท่ีของการนําสงแอสตาแซนทินโดยมี liposome เปนพาหะนําสงเทากับ 
0.110 hour-1 อยางไรก็ตามยังคงตองมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงอัตราการยอยสลายของแอสตาแซนทินท่ี
เกิดข้ึนภายในเซลลและคาคงท่ีสมดุลของการบรรจุ จึงจะสามารถสรางแบบจําลองของกลไกระบบนําสง
แอสตาแซนทินดวยพาหะนําสงได          
 
3.5   การประยุกตใชระบบนําสงกับแอสตาแซนทินในการบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกิดจากการ
ฉายรังสี 

การศึกษาเพื่อประเมินความสามารถของแอสตาแซนทินในพาหะนําสง liposome ตอการ
บรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล HepG2   ไดทําโดยใหเซลลเกิดภาวะเครียดจากการฉายรังสียูวี
เอท่ีความยาวคล่ืน 368 นาโนเมตร ท่ีคาความเขมแสงเทากับ 0.12 mW/cm2  เปนระยะทาง 7.5 เซนติเมตร  
เปนเวลา 120 นาที  ในสภาวะการทดสอบตางๆ ดังตอไปนี้ คือ สภาวะควบคุม สภาวะบมกับสาร
ทดสอบกอนไดรับความเครียด สภาวะการรับสารทดสอบพรอมรับความเครียด และสภาวะไดรับสาร
ทดสอบหลังไดรับความเครียด โดยมีการใชสารละลายแอสตาแซนทิน 10 μM กับพาหะนําสง liposome 
ท่ีความเขมขนเทากับ 5% จากนั้นทดสอบความสามารถบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันของแอสตาแซน
ทินโดยตรวจวัดปริมาณ lipid peroxide ท่ีเกิดจากการสันดาปไขมันท่ีเปนผลมาจากสารอนุมูลอิสระท่ีทํา
ใหเกิดภาวะเครียดออกซิเดชันดวย TBARS assay ตามรายละเอียดของการทดลองดังนี้ 
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สภาวะควบคุม 
1) บมเซลลกับ PBS pH 7.4 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหเปนชุดควบคุม (Cell control)    
2) บมเซลลกับ PBS pH 7.4 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง และเปล่ียนเปนสารละลายแอสตาแซนทินท่ี

ปราศจาก liposome บมตอเปนเวลา 2 ช่ัวโมง (Astaxanthin control)    
3) บมเซลลกับ PBS pH 7.4 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นบมเซลลกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome 

เปนเวลา 2 ช่ัวโมง (Astaxanthin + liposome control)   
4) บมเซลลกับ PBS pH 7.4 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง กอนฉายรังสีนาน 2 ชั่วโมง (UV treatment)   

สภาวะการบมเซลลกับสารทดสอบกอนไดรับการกระตุน 
5) บมเซลลกับแอสตาแซนทินใน PBS pH 7.4  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง กอนทําการฉายรังสีนาน 2 

ช่ัวโมง (Astaxanthin before)   
6) บมเซลลกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome เปนเวลา 2 ช่ัวโมง กอนฉายรังสีนาน 2 ช่ัวโมง                           

(Astaxanthin + liposome before)   
สภาวะท่ีเซลลไดรับสารทดสอบพรอมการกระตุน 

7) บมเซลลกับ PBS pH 7.4  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นทําการฉายรังสีในสภาวะท่ีมีแอสตา
แซนทินนาน 2 ช่ัวโมง (Astaxanthin with UV treatment)    

8) บมเซลลกับ PBS เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นฉายรังสีท่ีบมรวมกับแอสตาแซนทินท่ีมี 
liposome นาน 2 ช่ัวโมง (Astaxanthin + liposome with UV treatment)    
สภาวะท่ีเซลลไดรับสารทดสอบหลังไดรับการกระตุน 

9) นําเซลลไปฉายรังสี 2 ช่ัวโมง กอนบมกับแอสตาแซนทินเปนเวลา 2 ช่ัวโมง (Astaxanthin 
after) 

10) นําเซลลไปฉายรังสี 2 ช่ัวโมง กอนบมกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
(Astaxanthin + liposome after)  

 

ผลการทดลองในรูปท่ี 32 พบวาเซลลท่ีบมกับแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีมีและปราศจาก 
liposome ท้ังกอนและหลังการฉายรังสี สามารถลดการสันดาปของไขมันเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลท่ีถูก
ฉายดวยรังสีในสภาวะท่ีไมมีแอสตาแซนทินได โดยพาหะนําสงไมมีผลตอการตานภาวะเครียด
ออกซิเดชันมากนัก   ท้ังนี้อาจเนื่องจากใชระยะเวลาในการทดสอบคอนขางส้ัน (2 ช่ัวโมง)  การบมเซลล
กับแอสตาแซนทินในสภาวะทดสอบตางๆ พบวา แอสตาแซนทินท้ังในรูปอิสระและอยูในพาหะ 
liposome สามารถบรรเทาความเครียดท่ีเกิดจาก UV ได  แตไมสามารถลดภาวะเครียดไดเทากับเซลล
ปกติท่ีไมมีการฉายรังสี (สภาวะควบคุม)  นอกจากนี้ พบวาการไดรับแอสตาแซนทินท่ีระยะตางกันจะมี
ผลตอการลดภาวะเครียดออกซิเดชันไดตางกัน โดยการตานความเครียดจาก UV จะไดผลดีท่ีสุดเม่ือทํา
การบมเซลลกับแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีมีและปราศจาก liposome พรอมกับการฉายรังสี หรือไดรับ
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กอน  แตการไดรับแอสตาแซนทินภายหลังจะไมสามารถลดภาวะเครียดจากการฉายรังสีในระดับท่ีใช
ในการศึกษานี้ได 
 

 
รูปท่ี 32   ความสามารถในการบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันของแอสตาแซนทินและพาหะนําสง 
liposome ตอเซลล HepG2  จากการฉายรังสียูวีเอเปนเวลา 120 นาที โดย Cell control บมใน PBS, Asta 
control บมกับแอสตาแซนทิน, Asta + liposome control บมกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome, UV 
treatment เซลลท่ีไดรับแตรังสี, Asta before บมกับแอสตาแซนทินกอนการฉายรังสี, Asta + liposome 
before บมกับแอสตาแซนทินกอนการฉายรังสี, Asta + UV บมกับแอสตาแซนทินรวมกับการฉายรังสี, 
Asta + liposome + UV บมกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome รวมกับการฉายรังสี, Asta after  ฉายรังสี
กอนบมกับแอสตาแซนทิน และ Asta + liposome after ฉายรังสีกอนบมกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome  
 

ภายในรางกายมีกลไกในการปองกันการเกิดสารอนุมูลอิสระโดยมีเอนไซมฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระสําคัญหลายตัวทําหนาท่ีกําจัดสารอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากภาวะเครียดออกซิเดชัน ซ่ึงไดแก เอนไซม 
catalase, superoxide dismutase และ glutathione peroxidase  ในงานวิจัยนี้จึงไดสนใจและเลือกศึกษา
กิจกรรมเอนไซมฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระไดแก catalase ซ่ึงพบมากในตับและไตท่ีภายในมีโครงสรางเพอร
อกซิโซม (peroxisome) ทําหนาท่ีหล่ังเอนไซมดังกลาวมายอยหรือกําจัดสารอนุมูลอิสระ hydrogen 
peroxide (H2O2) ซ่ึงเปนพิษตอเซลลใหกลายเปนโมเลกุลน้ําและออกซิเจน  โดยทดสอบคากิจกรรมของ
เอนไซม catalase ดวยวิธี ferrithiocyanate แปรผันปริมาตรของสวนท่ีสกัดไดจากเซลลเปน 50, 100, 
150, 200 และ 250 ไมโครลิตร กับเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาท่ี 1, 2, 5, 9 และ 10 นาที   โดยใช
บัฟเฟอร 10 mM  phosphate pH 7.0 เปนชุดควบคุม   ประเมินการลดลงของสารอนุมูลอิสระ H2O2 ท่ี
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ความเขมขน 60 mM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เทียบกับเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา  แลวคํานวณหา
คาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของสารอนุมูลอิสระในหนวย minute-1   

 

 
รูปท่ี 33   คาการทํางานของเอนไซม catalase ในการกําจดั H2O2 แปรผันปริมาตรของสวนท่ีสกัดไดจาก
เซลลท่ีระยะเวลาของปฏิกิริยา 10 นาที โดย (-- --) ชุดควบคุม (phosphate pH 7.0), ( ) 50 ไมโครลิตร, 
(   x   ) 100 ไมโครลิตร, ( ) 150 ไมโครลิตร, ( ) 200 ไมโครลิตร และ ( ) 250 ไมโครลิตร 
กกก 
           ตารางท่ี 5   คาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของ H2O2 โดยเอนไซม catalase ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 

Treatment k (minute-1) 
Control 0.030 
50 μl 0.063 
100 μl 0.120 
150 μl 0.132 
200 μl 0.106 
250 μl 0.075 

 
การทดสอบคาการทํางานของเอนไซม catalase โดยแปรผันปริมาตรของสวนสกัดจากเซลลใน

การกําจัดอนุมูลอิสระ H2O2   ผลการทดลองในรูปท่ี 5 พบวาเม่ือเวลาเพิ่มข้ึน  การลดลงของ H2O2 มี
ความสัมพันธเปนแบบเชิงเสนกับระยะเวลาการบม และความสัมพันธดังกลาวเปนไปตามหลัก
จลนพลศาสตรของปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง  โดยอัตราการลดลงของสารอนุมูลอิสระสามารถอธิบายดวย
คาคงท่ีของปฏิกิริยา แสดงดังตารางท่ี 5   ซ่ึงพบวาปริมาตรของสวนท่ีสกัดไดจากเซลลเทากับ 100 
ไมโครลิตร ใหคาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของ H2O2 เทากับ 0.120 min-1  โดยพบวาปริมาตรท่ีใช
ทดสอบในชวง 50-150 ไมโครลิตร ใหคาการทํางานของเอนไซมเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาตร   
ดังนั้น การทดสอบประสิทธิภาพของแอสตาแซนทินรวมกับพาหะนําสง liposome ตอเซลลไลน HepG2 
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ท่ีผานการฉายรังสีเปนระยะเวลา 120 นาที ในการวิเคราะหคาการทํางานของเอนไซมฤทธ์ิตานสาร
อนุมูลอิสระ catalase จึงใชปริมาตรของสวนท่ีสกัดไดจากเซลลเทากับ 100 ไมโครลิตร  

 
(A)             (B) 
 

 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 34   คาการทํางานของเอนไซม catalase เม่ือบมเซลลกับแอสตาแซนทินความเขมขน 10 μM ใน
สภาวะท่ี (A) มี liposome (B) ปราศจาก liposome โดย  (-- --) ชุดควบคุม PBS pH 7.4, ( ) Cell 
control บมใน PBS pH 7.4, (  x  )  asta control บมกับแอสตาแซน-ทินและ Asta + liposome บมกับ
แอสตาแซนทินท่ีมี liposome, ( ) UV treatment เซลลท่ีไดรับรังสี,  ( ) Asta before  บมกับแอสตา
แซนทินกอนฉายรังสีและ Asta + liposome before บมกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome กอนฉายรังสี,  
(  +  )  Asta + UV บมกับแอสตาแซนทินรวมกับการฉายรังสีและAsta + liposome + UV บมกับแอสตา
แซนทินท่ีมี liposome รวมกับการฉายรังสี,   ( ) Asta after ฉายรังสีกอนบมกับแอสตาแซนทินและ 
Asta + liposome after ฉายรังสีกอนบมกับแอสตาแซนทินท่ีมี liposome 
 

ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 34 เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน การลดลงของ H2O2 มีความสัมพันธเปน
เสนตรงกับคาการทํางานของเอนไซมท่ีเพิ่มข้ึนตามสภาวะในการทดสอบ โดยอัตราการลดลงของสาร
อนุมูลอิสระสามารถอธิบายดวยคาคงท่ีของปฏิกิริยา (ตารางท่ี 6) พบวาอัตราการลดลงของ H2O2 เม่ือบม
เซลลกับแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีมี liposome รวมกับการฉายรังสีมีคาสูงสุดเทากับ 0.155 min-1 
ในขณะท่ีเซลลในสภาวะควบคุมและเซลลท่ีถูกฉายดวยรังสีในสภาวะไมมีแอสตาแซนทินมีคาเทากับ 
0.109 และ 0.061 min-1 ตามลําดับ    

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเซลลท่ีทําการบมกับแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีมีและ
ปราศจาก liposome ท้ังกอนและหลัง หรือพรอมกันกับการฉายรังสี ชวยสงเสริม activity ของเอนไซม 
catalase เพิ่มข้ึนไดเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลท่ีถูกฉายดวยรังสีในสภาวะท่ีไมมีแอสตาแซนทิน นอกจากนี้ 
การบมกับแอสตาแซนทินท้ังในสภาวะท่ีมีและปราศจาก liposome พบวาแอสตาแซนทินสามารถกําจัด
สารอนุมูลอิสระจากภาวะเครียดออกซิเดชันไดผลดี โดยสภาวะท่ีมี liposome จะใหผลกําจัดสารอนุมูล
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อิสระไดดีกวาแอสตาแซนทินอิสระเม่ือพิจารณาจากคาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของ H2O2 ท้ังนี้อาจ
เปนไปไดวาแอสตาแซนทินท่ีอยูกับ liposome จะมีความเสถียรกวา และการปลดปลอยแอสตาแซนทิน
ไดชาๆ จากภายในตําแหนงของสวนท่ีไมมีประจุ (hydrophobic) ในช้ัน phospholipids ของ liposome  จงึ
ทําใหสามารถตานภาวะเครียดออกซิเดชันไดดี  
 

ตารางท่ี 6.   คาคงท่ีของปฏิกิริยาการลดลงของ H2O2 โดยเอนไซม catalase ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ใน 
กกกกกกก    สภาวะท่ีมีและปราศจากพาหะนําสง liposome 

Treatment k (minute-1) 
Cell control 0.109 
UV treatment 0.061 
Asta control 0.204 
Asta + liposome control 0.122 
Asta before UV 0.107 
Asta+UV 0.126 
Asta after UV 0.115 
Asta + liposome before UV 0.122 
Asta + liposome + UV 0.155 
Asta + liposome after UV 0.123 
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สรุป 

การกลายพันธุยีสตเพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตแคโรทีนอยดโดยการกลายพันธุซํ้าๆ ดวย EMS ท่ี
ความเขมขนเพิ่มข้ึน ในลักษณะใหอัตราการรอดของยีสตหลังการกลายพันธุตํ่าๆอยูในชวง 20-40% 
พบวาความสามารถไดสายพันธุกลายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดไดสูงข้ึนดวย EMS จะข้ึนกับสายพันธุ
ดั้งเดิมของยีสต โดยพบวา GM807 สามารถทําการกลายพันธุแลวยงัคงโคโลนีสีสมถึงแดง ในขณะท่ี 
N78 และ FN99 มีสีโคโลนีเปนสีเหลืองและขาวเม่ือทําการกลายพันธุซํ้าๆ  โดยการกลายพันธุยีสต 
GM807 ซํ้าๆ จะไมสามารถทําใหยีสตผลิตแคโรทีนอยดสูงข้ึนกวาสายพันธุดั้งเดิมไดมากนัก (อยูในชวง  
1-2 เทา)  และการใช ß-ionone ในอาหารจะสามารถชวยคัดเลือกสายพันธุท่ีผลิตแคโรทีนอยดไดเดนชัด
ข้ึน ซ่ึงโคโลนีท่ีคัดแยกไดจะสามารถผลิตใหปริมาณแอสตาแซนทินสูงกวาสายพันธุดัง้เดิม การที่ EMS 
ไมสามารถกลายพันธุใหยีสตผลิตแคโรทีนอยดสูงกวานี้ได อาจเกิดจากขอจํากัดของประสิทธิภาพ EMS 
ในการกลายพนัธุ หรือขอจํากัดของสายพันธุท่ีใช อยางไรก็ตาม การเพิ่มผลผลิตแคโรทีนอยดยังสามารถ
ทําไดโดยการใชอาหารที่เหมาะสม หรือการใชอาหารราคาถูกท่ีเปนวัสดุทางการเกษตร ซ่ึงพบวาทุกสาย
พันธุของยีสตกลายพันธุสามารถเจริญในอาหารน้ําสับปะรดไดดีกวาน้ํามะพราว น้ําออย และดีกวา
อาหาร YM ในขณะท่ีปริมาณแคโรทีนอยดตอน้ําหนักยสีตสูงท่ีสุดใน YM ซ่ึงมากกวาน้ําสับปะรด น้ํา
มะพราว และนํ้าออย ตามลําดับ ดังนัน้น้ําสับปะรดจึงเปนอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสามารถทําใหเพิ่มปริ
มาตรการผลิตแคโรทีนอยดจากยีสตใหสูงข้ึนไดในราคาไมแพงเม่ือเทียบกับ YM  ยีสตกลายพนัธุท่ีได
สามารถใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนไดด ี การปรับสัดสวนของคารบอนและไนโตรเจนในน้ําสับปะรด
พบวาสามารถทําใหยีสตเจริญใหมวลไดดีเม่ือมี C:N เปน 35.6 ข้ึนไป แตจะผลิตแคโรทีนอยดไดดีเม่ือมี 
C:N ตํ่ากวาโดยเฉพาะท่ี C:N เปน 24.4 
 การศึกษาผลของแอสตาแซนทินท่ีสกัดไดจากยีสตกับเซลลมะเร็งชนิด Hela และ HepG2 เทียบ
กับเซลล Vero พบวาแอสตาแซนทินไมมีคุณสมบัติในการทําลายเซลลมะเร็งท้ัง 2 ชนิดอยางชัดเจน 
ในขณะท่ีสามารถเพ่ิมอัตราการเจริญของเซลล Vero ไดเปนสัดสวนกับปริมาณของแอสตาแซนทินใน
ลักษณะเดยีวกนักับท่ีมีรายงานการศึกษาใน neuronal stem cell (Kim, et al. 2010) การตรวจสอบ
ความสามารถยับยั้งการเจรญิเปนโคโลนีของเซลล (clonogenic assay) จากแอสตาแซนทิน พบวาแอสตา
แซนทินอาจมีแนวโนมเปนสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดถาใชในระยะยาว การตรวจสอบความสามารถตาน
อนุมูลอิสระของแอสตาแซนทินสกัดจากยีสตดวย DPPH assay พบวาความสามารถตานอนุมูลอิสระ
ของ Astaxanthin > β-carotene > α-tocopherol > carotenoid extract โดยมี EC50 (Effective dose 
concentration 50) เปน 41.99, 119.86, 186.01 และ248.57 μM ตามลําดับ อยางไรกต็าม แอสตาแซนทิน
ท่ีสกัดไดจากยสีตสามารถลดความเปนพษิท่ีเกิดจาก t-BHP ในเซลล Vero ไดดีกวาเซลล Hela ซ่ึงใหผล
เชนเดยีวกับ β-carotene แตผลจากแอสตาแซนทินจะดีกวา β-carotene ท้ังนี้อาจเปนผลจากแอสตาแซน
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ทินไปลดภาวะเครียดออกซิเดชันท่ีเกดิจาก t-BHP ลง โดยการใสแอสตาแซนทินพรอมกันกับตัวกระตุน
จะสามารถชวยปองกันภาวะเครียดของเซลลไดดีท่ีสุด  
 การปรับปรุงการนําสงแอสตาแซนทินสูเซลล โดยเลือกตัวทําละลายอินทรียในกลุมของพอลิเม
อรชนิด Lipid-based พบวาระดับความเขมขนท่ีไมเปนพิษตอเซลลของ tween 80, Mβ-CD, glycerol 
และ liposome (0.1% (v/v), 0.2% (w/v) 2% (v/v) และ (0.01-5% (v/v)) เปนระดับความเขมขนท่ีสามารถ
ใชเปนพาหะนาํสงแอสตาแซนทินได  โดย tween 80 จะเปนพาหะนําสงแอสตาแซนทินไดดีท่ีสุด แตมี
ความไมเสถียรของแอสตาแซนทินใน tween 80  ดังนั้น liposome และ Mβ-CD จึงเปนพาหะนําสงท่ี
เหมาะสมกวาโดยใหคาคงท่ีของการนําสงเทากับ 0.079 และ0.110 hr-1 ตามลําดับ ในขณะท่ีสามารถ
รักษาความเสถียรของแอสตาแซนทินไดด ี การประเมินความสามารถของแอสตาแซนทินในพาหะนําสง 
liposome ตอการบรรเทาภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล HepG2 ท่ีเกิดจากการฉายรังสียูวีเอท่ีความยาว
คล่ืน 368 นาโนเมตร ท่ีคาความเขมแสงเทากับ 0.12 mW/cm2 เปนเวลา 120 นาที พบวา แอสตาแซนทิน
ท้ังในรูปอิสระและอยูในพาหะ liposome สามารถบรรเทาความเครียดท่ีเกิดจาก UV ได โดยการตาน
ความเครียดจาก UV จะไดผลดีท่ีสุดเม่ือบมเซลลกับแอสตาแซนทิน พรอมกับการฉายรังสี หรือไดรับ
กอน  แตการไดรับแอสตาแซนทินภายหลังจะไมสามารถลดภาวะเครียดจากการฉายรังสีได สวนการ
ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม catalase พบวาเซลลท่ีทําการบมกบัแอสตาแซนทินในสภาวะท่ีมีและ
ปราศจาก liposome ท้ังกอนและหลัง หรือพรอมกันกับการฉายรังสี จะทําใหกจิกรรมของเอนไซม 
catalase เพิ่มข้ึน ท้ังนี้อาจเปนไปไดวาแอสตาแซนทินท่ีอยูกับ liposome จะมีความเสถียรกวา แลว
ปลดปลอยแอสตาแซนทินไดชาๆ ชวยใหเกิดการตานภาวะเครียดออกซิเดชันไดด ี
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Out put ท่ีไดจากโครงการ 
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Introduction

Astaxanthin is an orange-pink carotenoid pigment that

gives the characteristic colouration to some birds, crusta-

ceans and salmons (Johnson et al. 1980). Its wide use as a

functional food and pharmaceutical supplement (Fang

and Wang 2002) enhances the demand for astaxanthin

production. Xanthophyllomyces dendrorhous (formerly

known as Phaffia rhodozyma) is an excellent astaxanthin-

producing yeast which has been regarded as a potential

source for the biotechnological production of dietary as-

taxantin (Cruz and Parajó 1998). Improved carotenoid

production by combined strategies of using a carotenoid-

hyperproducing mutant and low-cost-based fermentation

media makes industrial carotenoid production feasible

(Fang and Cheng 1993; An et al. 2001). A number of

researchers have investigated carotenoid production from

agricultural waste (Cruz and Parajó 1998; Aksu and Tuğba

Eren 2005) and cheap industrial by-products (An et al.

2001). However, the use of pineapple juice as a culture

medium for carotenoid production has not been reported.

Xanthophyllomyces dendrorhous is capable of utilizing a

variety of carbon sources for growth and carotenoid

production; for example, glucose, cellobiose, maltose,

sucrose, lactose, xylose and arabinose (Johnson and An

1991; Fang and Cheng 1993; Parajó et al. 1998). The opti-

mal pH for growth and astaxanthin formation is at 5Æ0
(An et al. 1996; Hu et al. 2006). Out of the reported agri-

cultural and industrial waste available in Thailand, such

as molasses, whey and pineapple, pineapple is an attrac-

tive source for the medium of carotenoid production

because it contains utilizable carbon source and acidic

pH. In this study, X. dendrorhous mutant GM807 and

mutant n78 were selected based on growth ability and

higher carotenoid production in pineapple juice medium.

Optimal conditions for carotenoid production of the

selected strain were evaluated on pineapple juice concen-

trations. In addition, H2O2, a stimulant for carotenoid

biosynthesis, was also investigated.

Materials and methods

Materials

Remnants from freshly cut pineapples, including their

cores, were collected, washed and blended. The filtered
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Abstract

Aims: To select a carotenoid-hyperproducing mutant and to formulate pineap-

ple juice as a carotenoid production medium.

Methods and Results: Yeast strain of Xanthophyllomyces dendrorhous mutant

GM 807 (derived from gamma irradiation) and the mutant n78 (from neutron

irradiation) were selected based on higher carotenoid production in diluted

pineapple juice as a medium. The selected strain was evaluated under various

concentrations of pineapple juice. The results obtained in the study demon-

strate that the mutant GM 807 enhanced production by 65Æ8% when using

pineapple juice as medium at 10% dilution in place of yeast malt medium.

Conclusion: Pineapple juice could be used as a sole medium for carotenoid

production.

Significance and Impact of the Study: Our results provide useful information

for the design of production media for carotenoids to be used in various

applications.
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juice was boiled, centrifuged and sterilized by auto-

claving before being used as a culture medium. The

juice contained total soluble solid at 22Æ5� Brix and the

pH was at 4Æ0.

Micro-organisms and culture conditions

Highly pigmented strains of X. dendrorhous mutant GM807

(derived from gamma irradiation) and X. dendrorhous

mutant n78 (from neutron irradiation) were gifts from The

Office of Atoms for Peace, Bangkok, Thailand. Yeast malt

(YM) agar medium, which contained the following compo-

nents per litre: yeast extract, 3 g; malt extract, 3 g; peptone,

5 g; glucose, 10 g; and agar 20 g, was used to maintain the

yeast strains. They were at one passage adapted to 10% (v ⁄ v)

pineapple juice medium before used as seeds for all the

experiments at a ratio of 10% (v ⁄ v).

Strain selection and optimum conditions for carotenoid

production

Xanthophyllomyces dendrorhous mutant GM807 and n78

were grown in 250-ml Erlenmeyer’s flask containing

50 ml of 10% (v ⁄ v) pineapple juice medium for 10 days

at 22�C in an orbital incubator shaker at 175 strokes per

min. The strain that grew well and produced a higher

carotenoid content was selected for further study.

Pineapple juice concentrations were varied at 2%, 5%,

10%, 15%, 25% and 50% (v ⁄ v) in order to determine the

appropriate pineapple juice concentration for carotenoid

production, compared with YM broth. The selected pine-

apple juice concentration was then used to study the

effect of H2O2 at 5, 10 and 20 mmol l)1, which was

added after 24 h of cultivation in order to examine its

capacity to enhance carotenoid production of the yeast.

All experiments were performed in triplicate under 6-day

cultivation.

Analytical methods

The total sugar and reducing sugar of pineapple juice

were measured using the Phonol–sulfuric method

(Dubois et al. 1956) and the 3,5-dinitrosalicylate method

(Miller 1959), respectively. Cell concentration was deter-

mined based on dry cell weight (DCW). The carotenoid

content of yeast was determined according to An et al.

(1996) by disrupting the cell with glass beads in 1 ml of

dimethyl sulfoxide (DMSO). The astaxanthin was

extracted from lysed cells using 3 ml of acetone-saturated

NaCl and petroleum ether solution; 1 : 1 : 1 v ⁄ v ⁄ v. The

upper layer of petroleum ether was collected and mea-

sured at 474 nm. The total carotenoid was calculated

using the following formula:

1% extinction coefficient = 2100 by the formula:

(ml of petroleum ether)(A474Þð100Þ
(21)(yeast dry weight)

All the sampling were carried out in triplicate, and their

average total carotenoid was determined.

Statistical analysis

The data were analysed by one-way analysis of variance

(anova). Differences among treatments were examined

for the level of significance by Duncan’s multiple range

tests.

Results

Characterization of pineapple juice

The juice extracted from pineapple waste was analy-

sed. The pH was 4Æ0 and the total soluble solid was 22Æ5�
Brix. The total sugar and reducing sugar were 149Æ44 and

54Æ71 g l)1, respectively.

Strain selection for carotenoid production in diluted

pineapple juice

Time courses of biomass and total carotenoid content

(Fig. 1) showed that both mutants (X. dendrorhous

mutant GM807 and X. dendrorhous mutant n78) grew

rapidly in the first 2 days after inoculation, and then cell

weight slightly decreased and remained in a stationary

phase in the later days with little change. The mutant GM

807 grew more slowly than the mutant n78 and resulted

in a lower amount of cell weight. The carotenoid forma-

tion was observed simultaneously at the beginning of cell
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Figure 1 Carotenoid content of Xanthophyllomyces dendrorhous

mutant GM807 ( ) X. dendrorhous mutant n78 ( ) and growth of

mutant GM807 ( ) mutant n78 ( ) in 10% (v ⁄ v) diluted pineapple

juice culture incubated in 22�C rotary shaking incubator at

175 rev min)1 for 10 days.
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growth and continued through the stationary phase.

Carotenoid content of the mutant GM 807 was higher

than that of the mutant n78 through all the cultivation

period. Its highest carotenoid content in a 6-day culture

was at 560Æ28 ± 5Æ606 lg g)1, while that of the mutant

n78 was at 336 ± 8Æ617 lg g)1 after growing in a longer

period of 10 days.

Culture conditions for carotenoid production

The influence of pineapple juice concentrations to bio-

mass of X. dendrorhous mutant GM 807 (Table 1) showed

that biomass was enhanced with the increasing concentra-

tion of pineapple juice or the initial reducing sugar. The

reducing sugar was almost totally consumed by the yeasts

during a 6-day culture to less than 0Æ5 g l)1 at all tested

concentrations of the pineapple juice, except for the 50%

(v ⁄ v), which showed that the residual reducing sugar still

remained at 2Æ2 g l)1. Carotenoid content was enhanced

with the increasing pineapple juice concentration to the

maximum at 10% (v ⁄ v), after which the carotenoid con-

tent decreased. The 10% (v ⁄ v) supported the highest

carotenoid formation at 65Æ8% higher than that of YM.

Although the H2O2 concentrations of H2O2 at 10 and

20 mmol l)1 suppressed cell growth, they enhanced carot-

enoid production at about 5–7% higher than that of the

control (Table 2). Thus, H2O2 concentration did not pro-

duce a significantly higher yield of carotenoid.

Discussion

The juice extracted from pineapple waste provided higher

total soluble solids (22Æ5� Brix) than that of freshly pre-

pared juice (12Æ5–15Æ5� Brix) as reported by Joomwong

and Sorsrivichai (2005). This higher total soluble solid

may result by the heat during juice preparation. The sug-

ars – sucrose, glucose and fructose – in pineapple juice

were good substrates for growth and carotenoid forma-

tion of both X. dendrorhous mutant GM807 and the

mutant n-78. The pH at 4 of pineapple medium was also

suitable for carotenoid production than the pH 6 of the

YM medium. However, the mutant GM807 was selected

for the study because of its faster growth and higher level

of carotenoid production.

Increasing pineapple juice concentration provided

higher content of reducing sugar for growth. Yeast dry

weight was increased in relation with the initial reducing

sugar. However, the amount of carotenoid formation by

the yeast did not correlate with the initially available total

reducing sugar; the optimum concentration for caroten-

oid formation was at 5Æ47 g l)1, whereas concentration at

27Æ35 g l)1 significantly suppressed it. This was probably

the result of the inhibitory effect of high concentration of

sugar as reported by Johnson and Lewis (1979) that

carotenoid formation in P. rhodozyma was decreased by a

glucose concentration higher than 15 g l)1. In addition,

the lower carotenoid formation in pineapple juice med-

ium at the concentration beyond 10% (v ⁄ v) might have

resulted from oxygen limitation owing to the growth of

yeast, which was supported by the report of Liu et al.

(2006).

Parajó et al. (1998) demonstrated that the pigmenta-

tion of Phaffia strain was enhanced by inorganic nitrogen

supplementation. However, the presence of nitrogen

either from organic or inorganic sources at 5 g l)1 did

Table 1 Effect of pineapple juice

concentrations on growth and carotenoid

content of Xanthophyllomyces dendrorhous

mutant GM807 compared with yeast malt

medium in a 6-day culture (n = 3)

Pineapple juice

concentration

% (v ⁄ v)

Yeast dry

weight (g l)1)

Carotenoid

content (lg g)1)

Initial

reducing

sugar (g l)1)

Residual

reducing

sugar (g l)1)

2 1Æ693 ± 0Æ048* 330Æ68 ± 12Æ756** 1Æ09 0Æ02

5 3Æ350 ± 0Æ015� 329Æ90 ± 4Æ345�,** 2Æ74 0Æ10

10 5Æ483 ± 0Æ032� 493Æ84 ± 12Æ956§ 5Æ47 0Æ20

15 6Æ957 ± 0Æ010§ 395Æ66 ± 13Æ806� 8Æ21 0Æ44

25 8Æ923 ± 0Æ987– 308Æ84 ± 6Æ630�** 13Æ68 0Æ41

50 9Æ053 ± 0Æ026– 47Æ70 ± 2Æ572* 27Æ35 2Æ23

YM medium 3Æ517 ± 0Æ017** 297Æ83 ± 10Æ698� 10Æ00 0Æ38

YM, yeast malt.

*, �, �, §, – and ** represent significant difference at P < 0Æ05 for comparison in each column.

Table 2 Effect of H2O2 on growth and carotenoid production of

Xanthophyllomyces dendrorhous mutant GM807 in 10% (v ⁄ v) pine-

apple juice

H2O2

(mmol l)1) Cell weight (g l)1)

Carotenoid content

(lg g)1)

5 4Æ825 ± 0Æ02217*� 416Æ33 ± 14Æ12922�

10 4Æ673 ± 0Æ13231*� 479Æ08 ± 7Æ10525*

20 4Æ578 ± 0Æ03728� 487Æ53 ± 27Æ24563*

Control 4Æ843 ± 0Æ03816� 456Æ80 ± 3Æ46142*�

*, � and � represent significant differences at P < 0Æ05 for comparison

in each column.
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not significantly enhance cell growth or carotenoid forma-

tion in this study (data not shown). It is possible that pro-

teins and vitamins present in the juice as source of nitrogen

(http://herbal-medicine.philsite.net/pineapple.htm) were

sufficient for growth. The additional nitrogen could have

caused inappropriate C ⁄ N ratio in the medium under the

condition of study. Therefore, pineapple juice tended to be

a good medium without any nitrogen supplementation at

the study condition.

Liu and Wu (2006) reported that astaxanthin produc-

tion of X. dendrorhous was significantly increased to

53Æ52–67Æ60% higher than that of the control if the cell

at 24 h was treated with 10–20 mmol l)1 H2O2. In this

study, only 5–7% of carotenoid was increased. More-

over, the increasing concentration of H2O2 resulted in

slightly lower cell weight. This was most likely the result

of the toxicity of H2O2 as reported by Liu and Wu

(2006). The reduced effect of H2O2 on carotenoid for-

mation in this study might be affected by the presence

of antioxidant or ascorbic acid in pineapple juice (Sun

et al. 2002). It may neutralize the oxidative stress of

H2O2 and result in an insignificant increase of caroten-

oid content.

Pineapple juice used in this study was elicited from

waste, and the optimal concentration used as a culture

medium was only a small amount at 10% (v ⁄ v). While

YM medium is rather expensive (costs US$80Æ5 per

500 g), it provided less carotenoid content than the

diluted pineapple juice. The acidic pH at 4Æ0 of pineapple

juice was also suitable for growth and carotenoid forma-

tion without any pH treatment. The nutrient composition

of pineapple juice listed smaller amounts of several other

ingredients, such as minerals (Ca, Na, K, Fe, Mg, P), pro-

teins, vitamins (A, B, C, E, K) niacin and folate. This

emphasized that pineapple juice could possibly be used as

a suitable medium for X. dendrorhous without any sup-

plementation. Moreover, it was reported that pineapple

juice contains beta-carotene (Morgan 1966) which could

be used as intermediates or precursors for astaxanthin

production by the yeast as reported by Liu and Wu

(2006). Therefore, pineapple juice is a cheap and satisfac-

tory medium for carotenoid production by X. dendror-

hous mutant GM 807 without the necessity of

supplementary nitrogen sources or reactive oxygen species

agents. This would make the use of pineapple juice a fea-

sible and an economical culture medium for mass pro-

duction at the industrial scale.
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Abstract. Astaxanthin is a natural carotenoid pigment with powerful antioxidant capacity which 
has been reported for beneficial effects on human health to prevent cancers and anti-degenerative 
diseases.  Bioavailability of astaxanthin is however limited due to insoluble and instable properties 
of its lipophilic nature.  This study describes the cytotoxicity and astaxanthin delivery using a 
surfactant (tween 80) and penetration enhancers (methyl β-cyclodextrin and liposome) to enhance 
astaxanthin bioavailability in human hepatocellular carcinoma cell line.  Toxicity of tween 80 and 
methyl β-cyclodextrin increased with concentration.  Liposome did not alter cell viability relative to 
untreated controls, regardless of concentration tested.  Cellular uptake among delivery vehicles was 
compared at 24 hours and was found to be higher than that of astaxanthin without a vehicle.  The 
cellular uptake rate was highest when liposome was used as the delivery vehicle. This finding aids 
in the development of design criteria for vehicles for delivery of antioxidants to cells. 

Introduction 

Astaxanthin is the carotenoid of xanthophyll class that has been used in food diet and feed 
industries.  It is structurally similar to β-carotene with additional hydroxyl and keto groups.  
Astaxanthin has potential health benefits from its superior antioxidant capacity compared to those 
of vitamin E and β-carotene.  Several studies have reported the efficacy of astaxanthin for 
prevention against cancers, anti-inflammation, and anti-degenerative diseases [1-3].  However, the 
bioavailability of astaxanthin is low due to insoluble and instable properties of its lipophilic nature.  
This could limit its use as a potential antioxidant in human.  A number of studies have investigated 
the use of surfactants and penetration enhancers to enhance the bioavailability of various lipophilic 
compounds to cells in culture [4-9].  Information on the comparison of delivery vehicles for 
astaxanthin uptake; however, seems limited.  We, therefore, evaluated different structural materials 
for the delivery of this high value antioxidant.  The cytotoxicity as well as cellular uptake efficiency 
was measured in this study using human hepatocellular carcinoma cell line. 

Materials and Methods  

Chemicals.  Astaxanthin was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).  Methyl β-cyclodextrin 
(Mβ-CD) and tween 80 were purchased from Aldrich (Milwaukee, WI, USA).  Liposome was 
obtained from Nikko Chemicals (Tokyo, Japan).  Cell culture reagents were purchased from Gibco 
BRL (Grand Island, NY, USA). 
 
Cell culture.  Human HepG2 carcinoma cells were cultured in a humidified 5% (v/v) CO2/air 
environment at 37°C in MEM medium supplemented with 10% (v/v) FBS.  
 
Toxicity of carriers.  Toxicity of carriers was determined by the MTT reduction assay [10].  Cells 
were plated at density 2×104 cells/well in 96 well plates and grown at approximately 60% 
confluence cells.  The surfactant (tween 80) or penetration enhancers (Mβ-CD or liposome) were 
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incubated with the cells for 24 and 48 hours, after which time the culture medium was removed and 
cells were washed with PBS (0.8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCl, 1.25 g/L Na2HPO4, 0.2 g/L KH2PO4, pH 
7.4).  MTT was added to each well to yield a final MTT concentration of 0.5 mg/mL.  Cells were 
incubated with the MTT for 4 hours in a CO2 incubator after which time 100 µL of DMSO was 
added to dissolve the formed formazan crystals.  The results were then read using a TECAN 
microplate reader at 560 nm (Männedorf, Switzerland).  Viability was reported relative to control 
cells unexposed to the carriers.   
    
Preparation of astaxanthin-loaded carriers.  Tween 80, Mβ-CD and liposome were used as 
delivery vehicles in our study.  Astaxanthin-tween 80 complex was prepared as previously 
described by O’Sullivan et al. [7].  A stock solution of 100-fold µM of astaxanthin dissolved in 
THF was mixed with tween 80 (10 mL/L in acetone) in a volume ratio of 1:1.  The complex mixture 
was dried under N2 and reconstituted in MEM medium to give a final concentration of tween 80 of 
0.1 mL/L.  Astaxanthin-loaded Mβ-CD or liposome was prepared as modified from Pfitzner et al. 
[5].  Briefly, a stock solution of 100-fold µM of astaxanthin dissolved in DMSO was added to the 
vehicle dissolved in MEM medium to give a final concentration of Mβ-CD or liposome of 2 mg/mL 
or 50 mL/L, respectively.  All vehicles contained astaxanthin at a final concentration of 10 µM.    
    
Cellular uptake of astaxanthin.  Cellular uptake was based on the method which was reported by 
O’Sullivan et al. [11].  Cells were plated at density 2×105 cells/mL in a 58 mm petri-dish and grown 
at approximately 80% confluence cells (106 cells/dish).  The culture medium was replaced with 
MEM medium containing an astaxanthin-loaded vehicle, and cells were then incubated for the 
indicated times in the dark.  For measurement of astaxanthin uptake, cells were trypsinized and 
resuspended with 1 mL of PBS, and then extracted twice with 2 mL of hexane: ethanol: acetone 
(50:25:25, v/v).  The mixture was centrifuged at 1200g (4°C) for 10 minutes and extracted 
astaxanthin was dried under N2 in the dark and resuspended with 0.5 mL of dichloromethane: 
methanol (25:75, v/v).  Astaxanthin was identified by a reversed-phase HPLC system with detection 
at 480 nm (Waters, Milford, MA) using a RP-18 column (Merck, Darmstadt) [12].  The 
concentration of astaxanthin was then quantified by the peak area in the chromatogram comparing 
with standard reference curves.  The astaxanthin uptake was assumed to be first order, and the 
reaction rate constant (k, hour-1) was calculated. 

Results and Discussion 

Toxicity of carriers.  The toxicity of carriers was determined as a function of concentration.  The 
data were reported as the fraction of the viability of the cells treated with the carriers for 24 and 48 
hours relative to the viability of control cells unexposed to the carriers.  As seen in Figures 1A and 
1B, toxicity of tween 80 and Mβ-CD increased with concentration.  Conversely, the liposome did 
not alter cell viability relative to untreated controls, regardless of concentration tested (Figure 1C).  
Studies by O’Sullivan et al. [7] have indicated that in vitro toxicity of tween 80 appears to be 
concentration dependent.  Pfitzner et al. [5] examined the cytotoxicity of Mβ-CD in human skin 
fibroblast cell line via LDH assay, and suggested that Mβ-CD at a concentration of 0.2% were not 
toxic after 24 and 48 hours of exposure.  In our toxicity experiment, we found that exposure to the 
tween 80 and Mβ-CD above concentrations of 0.1% (v/v) and 0.2% (w/v), respectively, resulted in 
cell toxicity, in accord with the above findings.   
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Figure 1.  Carrier toxicity experiment.  The data are reported as the fraction of the viability of the cells incubated with 
(A) tween 80, (B) Mβ-CD and (C) liposome for 24 (solid bars) and 48 hours (open bars) relative to the viability of 
control cells unexposed to the carriers.  The mean ± standard deviation of 6 determinations are presented.  * indicates 
measurement is significantly different than for control cells (p < 0.05).   
      

Cellular uptake of astaxanthin.  The uptake of astaxanthin carrier complex was monitored as a 
function of time (Figure 2).  The data was reported as the amount of complexes delivered per 106 
cells.  Cellular uptake among delivery vehicles was compared at 24 hours and was found to be 
higher than that of astaxanthin without a vehicle.  More complex prepared with liposome was found 
to be taken up by cells when compared to Mβ-CD or tween 80.  We assumed that uptake was first 
order.  As can be seen in Table 1, the cellular uptake rate was highest for liposome, then Mβ-CD 
relative to tween 80, 0.110, 0.079 and 0.025 hour-1, respectively.   
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Figure 2.  Time course of astaxanthin uptake to cells as a function of carriers.  Cells were treated with the carrier at 
37°C for varying periods of time.  The mean ± standard deviation from 3 to 6 replicates are shown.  The amount of 
astaxanthin per 106 cells is plotted for (A) no vehicle, (B) tween 80, (C) Mβ-CD, and (D) liposome.  
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Table 1.  Summary of model parameters obtained in cellular uptake experiment. 
 

 
 
 
 

 
This might be that liposome is bound and endocytosed to the cells [15].  Note that the astaxanthin 
content was detected in the cells at initial times of incubation reaching an apparent saturation after 
7-14 hours when tween 80 was used as the delivery vehicle.  Tween 80 increases the liquid pools 
within the membrane [13].  However, its high viscosity due to phospholipid contents could result in 
lower uptake rate [14].  This study enables the establishment of effective delivery methods to 
enhance astaxanthin bioavailability. 
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Abstract 

Phaffia rhodozyma, the carotenoid producing yeast with highest content of 
astaxanthin than other carotenoids, is a promising biological source of astaxanthin 
production. Since, yields of astaxanthin depend on culture conditions, thus 
optimization of carotenoid production of Phaffia rhodozyma GETH2 strain was 
performed in this study on the aspect of carbon, nitrogen and oxygen. Among the 
carbon sources of glucose, fructose, sorbitol and starch, sorbitol was the most suitable 
carbon source for growth of yeast, whereas glucose was the best carbon source for 
carotenoid production. In addition, urea was the best nitrogen in enhancing cell mass 
among various organic and inorganic nitrogen sources studied, while (NH4)2SO4 

improved highest carotenoid yield. Carbon and nitrogen concentration was also 
further verified for carotenoid production by varying glucose and (NH4)2SO4 

concentration in the presence and absence of hexadecane, the oxygen vector. Result 
revealed that high C:N ratio condition provided more growth of yeast, whereas low 
C:N ration supported high carotenoid yield. Moreover, hexadecane addition helped 
promote only growth of yeast but suppressed carotenoid production.  

Keywords: Astaxanthin, Phaffia rhodozyma, C:N ratio, oxygen vector 

*Corresponding author, Tel. –                                                                                              
E-mail :  -                                                                                             

Introduction 

The yeast Phaffia rhodozyma and Xanthophyllomyces dendrorhous producing 
number of carotenoids predominantly astaxanthin are regarded as excellent potential 
sources for the biotechnological production of dietary astaxantin (Cruz and Parajó 
1998).  Astaxanthin is an orange-pink carotenoid pigment that gives a characteristic 
coloration to some birds, crustaceans and salmons, and has subsequently been used as 
feed (Storebakken et al., 1987). Moreover, the stronger antioxidant property of 
astaxanthin than other carotenoids and vitamin E led it popularly used as a functional 
food and pharmaceutical supplement (Hussein et al., 2006). These extensive 
applications enhance the demand of astaxanthin production. Many strategies have 
been reported to increase carotenoid yield from these yeasts, counting the cultivation 
of a carotenoid-hyperproducing mutant (An et al., 2001; Sun et al., 2004) and the 
optimization conditions for carotenoid production including pH, oxygen, carbon and 
nitrogen.  
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Phaffia rhodozyma is an aerobic organism and thus oxygen supply in liquid 
cultures is crucial for carotenoid production (Liu et al., 2006). Addition of n-
hexadecane as oxygen vector has been documented to enhance carotenoid yield (Liu 
and Wu, 2006). While, Palágyi et al. (2001) and Sun et al. (2004) reported the 
capability of P. rhodozyma in utilizing a variety of carbon sources for growth and 
carotenoid production. Different nitrogen source either organic or inorganic nitrogen 
was also demonstrated to affect growth and carotenoid production of P. rhodozyma 
(Sun et al., 2004; Ni et al., 2007). However, the suitable carbon and nitrogen source 
could vary among different strains of P. rhodozyma. Some may enhance or decrease 
yield. Therefore, this study was aimed to search for suitable carbon and nitrogen 
source for cultivation of GETH2 mutant strain of P. rhodozyma. Concentrations of the 
carbon source and nitrogen source with different carbon and nitrogen ratio was also 
studied under the presence and absence of n-hexadecane, in order to optimize the C:N 
ratio for growth and carotenoid production.  

Materials and Methods 

Micro-organisms and culture conditions 

The GETH2 yeast strain was the dark red colony of mutant obtained from 
EMS mutagenesis of Phaffia rhodozyma GM807 using β-ionone selective medium. It 
was grown in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 20 ml of yeast malt (YM) broth, 
adjusted to a pH of 4.5 and incubated in 175 rpm orbital incubator shaker at 22°C for 
6 days. The YM medium was composed of 10.0 g/L glucose, 5.0 g/L bacto-peptone, 
3.0 g/L malt extract and 3.0 g/L yeast extract. 

The suitable carbon and nitrogen source for the cultivation of P. rhodozyma 
GETH2 

The minimal medium contained 10 g/L glucose, 1 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L 
KH2PO4, 0.5 g/L MgSO4·7H2O, 0.1 g/L CaCl2·H2O, 0.5 mg/L MnSO4·H2O, 0.14 
mg/L ZnCl2, 0.27 mg/L FeCl3·6H2O, and 1.25 mg/L CuSO4·5H2O. To verify for 
suitable carbon source, fructose, sorbitol or starch was replaced the glucose in culture 
medium. Alternatively, different nitrogen sources of organic and inorganic i.e., beef 
extract, urea, casamino acid and ammonium persulphate) at 1% was replaced the 
(NH4)2SO4 in the minimal medium. 

Effect of carbon, nitrogen and oxygen on growth and carotenoid production 

The carbon source (10-20 g/L) and nitrogen source (0.5-1.0 g/L) at different 
C:N ratio in 20 ml minimal medium, with and without 2% (v/v) n-hexadecane as 
oxygen vector, were seeded with yeast strain GETH2 and cultivated as above 
condition. 

Measurement of yeast biomass and carotenoid content 

All the samplings were carried out in pentad and dry weight (dw) of yeast 
biomass was obtained by centrifugation to separate cell mass from liquid medium, 
rinsed twice with double distilled water and then dried at 90°C to constant weight. 
Carotenoid content was extracted as described previously (Jirasripongpun et al., 
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2008). Briefly, the yeast cell was disrupted with dimethyl sulphoxide (DMSO) and 
glass beads, then the solutions of acetone, saturated NaCl and petroleum ether at 1:1:1 
(v ⁄ v ⁄ v) was added to extract the carotenoid. The upper layer of petroleum ether 
containing carotenoid was collected, measured at 474 nm and calculated for total 
carotenoid by the following formula: 

Total carotenoid content (μg carotenoids /g of yeasts) =  
21
100)()( 474

xweightdryYeast
xAxpetrolofml  

 

Results and Discussion 

Effect of carbon and nitrogen source on growth and carotenoid yield  

Phaffia rhodozyma, GETH2 strain could utilize different carbon sources of 
glucose, fructose and sorbitol for growth better than starch. However, sorbitol was the 
most suitable carbon source for growth as shown in Figure 1. Palágyi et al. (2001) 
reported that Phaffia rhodozyma grow well on various monosaccharide except lactose. 
However, the absence of amylase enzyme in yeast, found in the present study, led to 
no degradation of starch and subsequently caused remarkably low growth of the yeast. 
It could be observed that carotenoid production was not increased with cell mass. 
Sorbitol though provided highest cell mass but gave less carotenoid yield. Glucose 
was revealed to be the best carbon source for carotenoid production by the mutant 
strain among all tested carbon sources. This was similar to what reported by Sun et al. 
(2004) that mutant 3A4-8 grew well in sorbitol and glucose was a better carbon 
source for carotenoid yield.  
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Figure 1. Effect of various carbon sources in minimal medium on growth (white) 
carotenoid content (grey) and carotenoid yield (black) of P. rhodozyma 
GETH2 as compared to YM medium containing glucose as carbon source. 
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Studying for the suitable nitrogen source, beef extract, urea, casamino acid, 
ammonium persulphate and (NH4)2SO4 demonstrated that each nitrogen source had 
different potency on growth and carotenoid production (Figure 2). The GETH2 strain 
was able to grow better in urea than casamino acid and (NH4)2SO4, while beef extract 
gave the poorest growth. The increasing of (NH4)2SO4 to 1% gave more cell mass as 
compared to the previous study at 0.1%. This emphasized that nitrogen is essential for 
protein synthesis and resulted in higher cell mass.  However, the result was in contrast 
to the previous report that beef extract was the best nitrogen source for growth and 
carotenoid production than ammonium sulphate and urea, respectively (Sun et al., 
2004). This may be due to the characteristic of GETH2 strain. Considering on 
carotenoid production, (NH4)2SO4 was the best nitrogen source for improving 
carotenoid yield. This was similar to the study by Ni et al. (2007) that (NH4)2SO4, 
KNO3, NH4Cl and peptone were better nitrogen sources than beef extract and 
(NH4)2SO4 was the best nitrogen for carotenoid production.   
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Figure 2. Effect of various nitrogen sources in minimal medium on growth (white) 
carotenoid content (grey) and carotenoid yield (black) of P. rhodozyma 
GETH2. 

Effect of carbon, nitrogen and oxygen on growth and carotenoid production 

Varying carbon and nitrogen concentration in minimal medium provided C:N 
ratio from 7-29:1. The GETH2 could grow in all these C:N ratio medium under the 
presence or absence of n-hexadecane but gave lower cell mass than in YM medium 
(Figure 3). The yeast grew in minimal medium to more cell mass at higher C:N ratio 
than the lower one. However, for C:N ratio at 29:1, the excess glucose with limited 
oxygen may led to increase ethanol toxic from the yeast fermentation which 
subsequently inhibited growth to lower than the C:N ratio at 13:1. Therefore, the 
optimal C:N ratio for growth of Phaffia rhodozyma GETH2 strain in this study was 
13:1; the lower or higher C:N ratio than this led to decrease growth.  Addition of 2 % 
n-hexadecane as oxygen vector could also enhance cell growth and its addition at high 
C:N ratio of 29:1 significantly increase more cell mass. Under the study condition, 

(NH4)2SO4
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carotenoid content was observed to be also highest at C:N ratio of 13:1 but the C:N 
ratio of 29:1 led to noticeably decrease carotenoid content. Furthermore, addition of 
n-hexadecane at any studied C:N ratio showed no increasing in carotenoid content. 
The n-hexadecane could possibly cause the unsuitable condition for carotenoid 
production due to ice crystal formation in the culture unlike that from the study by Liu 
and Wu (2006). As a result, addition of hexadecane helped promote only growth of 
yeast but suppressed carotenoid production. Therefore, carbon and nitrogen played 
more roles on carotenoid production than the oxygen for GETH2 strain under the 
studied condition 
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Figure 3. Effect of C:N ratio in minimal medium on growth (white), carotenoid 
content (grey) and carotenoid yield (black) of P. rhodozyma  GETH2 strain 
in medium based on glucose 10 g/L (left panel) and 20 g/L (right panel) 
under the presence or absence of n-hexadecane, in comparison with YM. 

Conclusion 

Phaffia rhodozyma, GETH2 strain utilized various carbon and nitrogen source 
for growth and carotenoid production. The suitable carbon and nitrogen source 
including the C:N ratio were key factors for growth and carotenoid production rather 
than n-hexadecane.  
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Abstract 
 

Astaxanthin, a powerful antioxidant of lipophilic carotenoid in xanthophylls 
group was aimed to determine for its radical scavenging capacity using DPPH assay. 
Its poor solubility in aqueous phase of DPPH radical solution has limited the assay 
capacity. Therefore, different types of solvent including methanol, DMSO, petroleum 
ether, dichloromethane, ethyl acetate, tetrahydrofuran and hexane was evaluated 
based on criteria; non-reducing capacity of the solvent, completely solubility in 
aqueous phase of DPPH radical solution and the compatibility of the solvent in 
microplate reader system. Reaction kinetics of various solvents in DPPH assay 
revealed DMSO to be the most suitable solvent based on these criteria. Evaluation of 
the scavenging capacity using DMSO as solvent for DPPH demonstrated that the 
effective concentration (EC50) of astaxanthin was almost 4.5 times (41.99 µM) lower 
than that of α-tocopherol (191.36 µM). In other word, astaxanthin has much higher 
scavenging activity than α-tocopherol. This modified DPPH assay was appropriate to 
be used for determining the scavenging activity of carotenoid extract from natural 
product i.e., Phaffia rhodozyma yeast. The assay was simple with potential of large 
scale screening for antioxidant activity using microplate system. 
 
Keywords: Astaxanthin, antioxidant activity, DPPH  assay 
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Introduction 
 

Astaxanthin, the red lipid soluble carotenoid belonging to the xanthophylls 
group, has a strong natural antioxidant property that does not contain vitamin A 
activity. It was demonstrated to reduce risk of diseases such as age-related macular 
degeneration, ischemic diseases (Tso and Lam, 1996) and various degenerative 
disorders of cancer including cardiovascular diseases (Mayne, 1996). Thus, strong 
antioxidant activity of astaxanthin has been suggested to be used in preventive 
medicine. Phaffia rhodozyma, the carotenoid producing yeast, provides the highest 
content of astaxanthin than other carotenoid as determined by spectrophotometer 
(Jirasripongpun et al., 2008) and HPLC. Its antioxidant activity was mostly 
determined by tedious in vivo assay such as lipid peroxidation (Miki, 1991). The 
simplified cell-free system using DPPH assay in micro multi-well plate would be 
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more effective in determination of carotenoid antioxidant activity. It could be used as 
inexpensive routine assay for screening quality of carotenoid.  

The in vitro antioxidant capacity assays mostly based on either inhibition of free 
radical by induction the oxidation reaction or quenching of stable free radicals (Huang 
et al., 2005). DPPH scavenging assay has been used worldwide in the quantification 
of free radical scavenging activity. The reaction is based on the color decrease 
occurring when the electron of the nitrogen atom in DPPH radical is reduced by 
hydrogen atom from antioxidant compounds. However, few studies on DPPH assay of 
astaxanthin have been reported (Rao et al., 2006; Kamath et al., 2008). This was 
probably due to the poor aqueous solubility of astaxanthin which limited its use in 
aqueous-phase radical scavengers of DPPH. However, Liu and Osawa (2007) have 
modified the technique by the use of HPLC for determination the antioxidant capacity 
of astaxanthin. In this study, the DPPH assay was improved using microplate system 
which can be simply measured by microplate reader. Initially, various solvents which 
have been reported to dissolve or extract carotenoids from yeast were analyzed for 
being used as a suitable solvent or vehicle to introduce carotenoids into the aqueous 
test systems of DPPH. After the solvent which provided stable DPPH radical and 
homogeneous reaction solution was chosen, the system was evaluated for antioxidant 
activity of carotenoid extracting from Phaffia rhodozyma. The lipophilic chemicals of 
synthetic astaxanthin and α-tocopherol were also analyzed for comparison. 

 
Materials and Methods 

 
Screening for suitable solvent used in DPPH assay 

Methanol, DMSO, petroleum ether, dichloromethane, ethyl acetate, TFH and 
hexane were screened for a suitable solvent in aqueous-phase of DPPH radical 
solution to be used for lipophilic sample. The DPPH radical solution was freshly 
prepared in methanol and kept away from light during the assay. For the test, 20 µl of 
each solvent was added to 180 µl DPPH radical solutions to a final concentration of 
70 µM in 96 well-plates, in triplicate. The absorbance was read at 517 nm at every 10 
min interval for 1 h by microplate reader. The remaining DPPH was computed from 
standard curve of DPPH radical solution. Then, the percentage of DPPH was plotted 
against time to obtain reaction kinetics of each solvent.  
 
Evaluation of antioxidant capacity using modified DPPH assay  

To evaluate scavenging effect of the samples, 20 µl of synthetic astaxanthin, 
carotenoid extract from yeast or α-tocopherol in DMSO, at various concentrations, 
was mixed with 180 µl of DPPH radical solution in DMSO. After 30 min reaction, the 
absorbance was read and % scavenging effect was calculated using the following 
equation: 

Scavenging effect (%) = (OD of the control-OD of the sample)/(OD of the 
control)x100 

DPPH concentration was determined from standard curve of DPPH radical 
solution prepared in DMSO. Then % DPPH remaining was plotted against sample 
concentration to determine for EC50, the antioxidant concentration that decrease the 
initial DPPH radical concentration by 50%. Antiradical efficiency (AE) defined as 
1/EC50 was computed to determine scavenging capacity of samples. 
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Results and Discussion 
 

Screening for suitable solvent used in DPPH assay 
Study on radical scavenging effect of solvents in DPPH assay using plate reader 

revealed that DMSO was the most suitable solvent for determination of carotenoid 
antioxidant activity. For homogeneity testing, most solvents were mixed well in test 
reaction of DPPH solution, except for petroleum ether and hexane.  The two phases in 
the test reaction by these solvent could lead to incapability of carotenoid introduction 
into the DPPH radical solution. Therefore, petroleum ether and hexane were not 
appropriate for the assay system. Considering the kinetic reaction of tested solvents 
revealed that THF reduced DPPH radical faster than dichloromethane, petroleum 
ether, methanol, hexane, ethyl acetate and DMSO, respectively, within 1 h of reaction 
period (Table 1). Furthermore, the solvent with R2 value closed to 1 implied its 
stronger reducing agent than that of the solvent close to 0. Therefore, DMSO and 
ethyl acetate were suitable solvent for the test. However, ethyl acetate eroded the 
plastic of 96 well-plates, so it was not well suited to be used in microplate reader. 

The pure DMSO caused no effect on radical scavenging in the present study and 
it was then applied for DPPH assay system as pure solvent in the reaction toprovide a 
homogeneous reaction solution. The DPPH radical solution in DMSO was further 
used to evaluate antioxidant capacity of carotenoid samples and α-tocopherol.    
 
Table 1.  Effect of various solvents depicted as kinetic reaction in DPPH radical 

reaction within 1 h of reaction period. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Evaluation of antioxidant capacity using modified DPPH assay  

Reaction of α-tocopherol in DPPH solution caused sharply decrease in OD 
reading of DPPH radical while astaxanthin-DPPH mixture was brown due to the red 
color of astaxanthin. After subtraction absorbance of astaxanthin, its high potency 
antioxidant could be demonstrated. Table 2 showed that astaxanthin was a more 
powerful antioxidant than α-tocopherol. Its antiradical efficiency was 4.5 fold higher 
than α-tocopherol. While one molecule of α-tocopherol scavenges two molecules of 
DPPH radicals, astaxanthin scavenged more DPPH radicals due to its free electron 
donation from oxygen group, hydroxyl group, methyl group and conjugated double 
bond in astaxanthin molecule. However, carotenoid extract from yeast showed very 

Solvents kinetic reaction R2 

Methanol y = -0.7296x + 100.7 0.9716 

DMSO y = 0.0929x + 99.721 0.5684 

Dichloromethane y = -2.6912x + 102.42 0.9923 

Petroleum Ether y = -0.7313x + 100.98 0.9747 

THF y = -4.1813x + 101.71 0.9267 

Hexane y = -0.732x + 100.2 0.9426 

Ethyl acetate y = -0.3722x + 101.36 0.6607 
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low radical scavenging effect. This was due to the contamination of extracting solvent 
which affect to concentration of astaxanthin in the extract as demonstrated from the 
light orange color of carotenoid solution. Additinally, the natural carotenoid extract 
from yeast contained approximately 74% of astaxanthin and thus resulted in lower 
scavenging activity. Nervertheless, the similfied DPPH assay using the same solvent 
for astaxanthin would provide a promising tool for evaluation of antioxidant capacity 
of natural product. 

  
Table 2.  Scavenging effect of astaxanthin, β-carotene, α-tocopherol based on EC50 

and antiradical efficiency. 
 

Samples EC50 AE 

Astaxanthin (syn) 41.987 0.0238 

α-tocopherol 191.36 0.0052 

Carotenoid extract 248.57 0.004 
 

Conclusion 
 

The limitation on DPPH assay for determination the antioxidant capacity of 
astaxanthin could be overcome by the use of DMSO as a solvent for DPPH 
radicalsolution and the tested samples. DMSO used in DPPH assay also made it 
possible to evaluate antioxidant activity of both hydrophilic and lipophilic samples. 
Furthermore, the method based on microplate reader made also the feasibility for 
testing the scavenging effect of substances in large scale.  
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