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บทคัดย่อ 

 กาแฟเป็นเครื่องด่ืมท่ีได้รับความนิยมในการบริโภคอย่างแพร่หลายท่ัวโลก การปนเป้ือนของราท่ีเกิดจาก
กระบวนการหลังการเก็บเกี่ยวท่ีไม่เหมาะสมอาจส่งผลท าให้เกิดการปนเป้ือนของสารพิษจากราตามมา โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งโอคราทอกซินเอ ท่ีถูกจัดเป็นสารท่ีอาจก่อมะเร็งในมนุษย์ ซึ่งข้อมูลการปนเปื้อนเหล่านี้ยังมีรายงานไม่   
มากนักในประเทศไทย ดังนั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการปนเป้ือนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอและ
ปริมาณของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟอะราบิกาจากช่วงต้นของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียกหลัง
การเก็บเกี่ยว ได้แก่ ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟกะลา จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงสามแห่งใน
จังหวัดเชียงใหม่ ประเทศไทย จากการศึกษาพบว่า ผลกาแฟสุกและเมล็ดกาแฟหมักมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของรา
ท้ังหมดเฉล่ีย 96 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยรากลุ่มหลักท่ีพบปนเปื้อนเป็นยีสต์ และราสายใยอื่นๆ ใน
สกุล Rhizopus และ Curvularia เป็นต้น ในขณะท่ีเมล็ดกาแฟกะลาพบการปนเปื้อนของราด าและราเหลืองใน
สกุล Aspergillus section Nigri และ Circumdati มากท่ีสุด รากลุ่มหลักท่ีพบปนเปื้อนในเมล็ดกาแฟกะลา          
สายพันธุ์อะราบิกา คือ Aspergillus section Circumdati ซึ่งจัดจ าแนกได้ท้ังหมด 4 กลุ่มตามลักษณะทาง      
สัญฐานวิทยา นอกจากนี้ ยังพบความหลากหลายของ Aspergillus section Nigri มากถึง 12 กลุ่ม และเมื่อน า
ตัวแทนของราด าในสกุล Aspergillus section Nigri และราแหลืองในสกุล Aspergillus section Circumdati ท่ี
คัดแยกและจัดจ าแนกได้มาทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ พบว่าไอโซเลตราด าและราเหลืองท่ี
ผลิตโอคราทอกซินเอได้สูงสุดอยู่ท่ี 64.57±12.51 และ 74.69±9.28 นาโนกรัมต่อกรัมอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
ตามล าดับ ส าหรับการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟหมักและกาแฟกะลา พบว่ามีปริมาณโอครา
ทอกซินเอปนเป้ือนต่ าอยู่ในช่วง น้อยกว่า 0.1-2.0 และ 0.1-10.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ  

 

 

 



ข 
 

Department of Microbiology, Faculty of Science, Chulalongkorn University 

Project title : Contamination of ochratoxigenic fungi in Arabica coffee beans in 
early steps of post-harvest processing 

Investigator : Miss Wantinee Benjamongkolsakul ID 5832347223 

Advisor  : Cheewanun Dachoupakan Sirisomboon, Assistant Professor, Ph.D. 

             

Abstract 

Coffee is the most widely consumed beverage in the world. Fungal contamination in 
coffee associated with poor post-harvest condition leads to mycotoxin contamination, mainly 
ochratoxin A (OTA) which is probably carcinogenic to humans. Information on the presence of 
fungal and OTA contamination in Thai coffee beans is limited. Therefore, the objective of this 
study was to investigate the contamination of ochratoxigenic fungi and OTA levels in arabica 
coffee beans from early steps of wet process. Cherry coffee, fermented coffee and parchment 
coffee were collected from 3 stations of Royal project Foundation, Chiangmai, Thailand. This 
study found that the average percentage of fungal contamination in cherry coffee and fermented 
coffee were 96 and 100%, respectively. The predominant species were yeast and filamentous 
fungi such as Rhizopus sp. and Curvularia sp. On the other hand, parchment coffee was highly 
contaminated from Aspergillus section Nigri and Circumdati. Aspergillus section Circumdati was 
predominant species which can be classified into 4 morphological groups. Moreover, the high 
diversity of Aspergillus section Nigri was found with 12 morphological groups. Representative 
isolates of section Nigri and section Circumdati were examined for their OTA production. The 
result show that maximum OTA levels of representative isolates of section Nigri and section 
Circumdati were 64.57±12.51 and 74.69±9.28 ng/g of agar, respectively. OTA levels in coffee 
bean samples were analyzed. The fermented coffee beans and parchment coffee beans show 
low contamination with OTA in level of <0.1-2.0 and 0.1-10.3 ppb, respectively. 
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กิตติกรรมประกาศ 
โครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี อันเนื่องมาจากความกรุณายิ่ง

ของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชีวานันท์ เดชอุปการ ศิริสมบูรณ์ อาจารย์ท่ีปรึกษาโครงการท่ีให้ความรู้ ค าแนะน า 

ค าปรึกษาและข้อคิดเห็นต่างๆ ท่ีเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อโครงการตลอดระยะเวลาของการท าวิจัย ตลอดจน

ความอนุเคราะห์ในการปรับปรุงแก้ไขโครงการการเรียนการสอนเสริมประสบการณ์ฉบับนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ ทีนี้ 

 ขอกราบพระคุณคณาจารย์ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยทุกท่านท่ีได้

ให้ความรู้และค าแนะน า อันเป็นประโยชน์ต่องานวิจัยและต่อตัวผู้วิจัยเองในอนาคต 

 ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยทุกท่านท่ีได้ให้

ความช่วยเหลือ ให้ค าแนะน า และอ านวยความสะดวกด้านอุปกรณ์ เครื่องมือ และสารเคมีในงานวิจัย 

 ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมสร้างประสบการณ์ ฝ่ายวิชากา ร จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย ท่ีได้อนุเคราะห์เงินทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตก และศูนย์วิจัย

โครงการหลวงป่าเมี่ยง ท่ีอ านวยความสะดวกเป็นอย่างดีในการเก็บตัวอย่างกาแฟในในโครงการนี้ 

 ขอขอบพระคุณ คุณสุนันท์ รังสีกาญจน์ส่อง จากศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อาคารสถาบัน 2 ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยเครื่องมือและอุปกรณ์ในโครงการนี้ 

 ขอขอบคุณพี่ๆ และเพื่อนๆ สมาชิกห้องวิจัย 1904/14 ทุกคนท่ีคอยแนะน า และสอนเทคนิคต่างๆ 

รวมท้ังพี่ๆ และเพื่อนๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยาคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยท่ีให้ความช่วยเหลือ

เสมอมา โดยเฉพาะนางสาวบุณยานุช สุภัทรกุล นางสาวชุติมณฑน์ แช่โค้ว และเพื่อนๆในกลุ่มท่ีไม่ได้กล่าวถึงทุก

คนท่ีคอยให้ค าปรึกษาและการช่วยเหลือตลอดจนเป็นก าลังใจให้ผู้วิจัยมาโดยตลอด 

 สุดท้ายนี้ ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และสมาชิกในครอบครัวทุกคนท่ีให้การสนับสนุน ให้

ค าแนะน าและความช่วยเหลือตลอดจนเป็นก าลังใจท่ีส าคัญให้แก่ผู้วิจัยเสมอมา 
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สารบัญตาราง 
ตารางที่                   หน้า 

1.1  ปริมาณการส่งออกเมล็ดกาแฟดิบ เมล็ดกาแฟค่ัว        2                        
และกาแฟส าเร็จรูปของไทยในปี 2558-2561 

1.2  ราและสารพิษจากราท่ีส าคัญต่อความปลอดภัยของอาหาร      6 

1.3  ปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดท่ียอมรับได้ในอาหารและผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด    9 

1.4 การปนเป้ือนโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟชนิดต่างๆ     10 

1.5 การปนเป้ือนของราในสกุล Aspergillus section Circumdati และ                                  14                  
section Nigri ในเมล็ดกาแฟสาร 

2.1 ตัวอย่างกาแฟอะราบิกาท่ีสุ่มเก็บในการทดลอง      20 

3.1  เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราท้ังหมด ราเหลือง และราด า ของตัวอย่างกาแฟแต่ละชนิด  26 

3.2  จ านวนไอโซเลตในแต่ละกลุ่มของราด าและราเหลืองท่ีจัดจ าแนก                                       36                       
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

3.3  การผลิตโอคราทอกซินเอ ของรา Aspergillus section Nigri และ Aspergillus                    38             
section Circumdati ท่ีคัดแยกได้ 

3.4  ปริมาณโอคราทอกซินเอในตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักและเมล็ดกาแฟกะลา   39 

จ.1  จ านวนราสายใยท้ังหมดของตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด จากศูนย์วิจัยโครงการหลวง                  56                       
ท้ัง 3 แห่งบนอาหารแข็ง DG18 

จ.2  จ านวนไอโซเลตราเหลือง ราด าและราอื่นๆ ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด          57  
จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงท้ัง 3 แห่ง 

จ.3  การผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ของ Aspergillus                             58             
section Circumdati              

จ.4  การผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ของ Aspergillus section Nigri  59 
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สารบัญรูป

รูปที่             หน้า 

1.1 ภาพแสดงส่วนประกอบต่างๆ ของผลกาแฟ [ก] ภาพจ าลองผลกาแฟ  3 

[ข] ภาพตัดขวางผลกาแฟ          

1.2 กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้ง และแบบเปียก 4 

1.3 ชนิดของกาแฟท่ีได้ในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ  5 

[ก] กาแฟเชอร์รี่, [ข] เมล็ดกาแฟกะลา, [ค] เมล็ดกาแฟสาร, [ง] เมล็ดกาแฟค่ัว                                                                                                                           

1.4 โครงสร้างทางเคมีของโอคราทอกซินเอ          7 

1.5 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Circumdati    12 

(A. westerdijkiae) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CYA และ MEA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 7 วัน 

1.6 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Nigri    13 

 (A. carbonarius) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CYA และ MEA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 7 วัน 

2.1  วิธีการเจาะวุ้นจากโคโลนีเพื่อน ามาสกัดโอคราทอกซินเอในการวิเคราะห์    22 

3.1  ตัวอย่างกาแฟอะราบิกาท้ัง 3 ชนิด [ก] ผลกาแฟสุก (cherry coffee)     24 

ข] เมล็ดกาแฟหมัก [ค] เมล็ดกาแฟกะลา  

3.2  ตัวอย่างการคัดแยกราด าและราเหลืองบนเมล็ดกาแฟกะลาด้วยวิธี direct plating                  25             
บนอาหารแข็ง DG18 และ MEA ท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

3.3  จ านวนราท้ังหมดในตัวอย่างกาแฟ 3 ชนิด จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงแม่หลอด        27                                        
ตีนตก และป่าเมี่ยง ด้วยวิธี total plate count บนอาหารแข็ง DG18 ท่ีอุณหภูม ิ                                                               
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  

3.4  ตัวอย่างลักษณะ conidial head ของราด าและราเหลืองท่ีคัดแยกได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 28                 
แบบใช้แสง ก าลังขยาย 400 เท่า 



ช 
 
รูปที่             หน้า 

3.5  ลักษณะสัณฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Nigri ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่าง 31            
กาแฟบนอาหาร CYA และอาหาร MEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

3.6 ลักษณะสัณฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Circumdati ท่ีคัดแยกได้จาก          35                    
ตัวอย่างกาแฟบนอาหาร CYA และอาหาร MEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส                                           
เป็นเวลา 7 วัน 

ค.1  กราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ        53 

ค.2  โครมาโทแกรมของโอคราทอกซินเอ retention time (RT) ประมาณ 11 นาที   53
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บทท่ี 1 

บทน า 

1. กาแฟ 

 กาแฟเป็นพืชวงศ์เข็ม (Family Rubiaceae) สกุลกาแฟ (Genus Coffea) มีลักษณะเป็นไม้พุ่ม หรือไม้

ยืนต้น แต่เดิมมีแหล่งเพาะปลูกอยู่ในแถบทวีปแอฟริกา รวมไปถึงหมู่เกาะมาดากัสกา และยังมีการเพาะปลูกใน

ประเทศเขตร้อน เช่น ประเทศอินเดีย ประเทศอินโดนีเชีย และประเทศบราซิล (Farah และคณะ, 2015)  

กาแฟเป็นเครื่องด่ืมท่ีได้รับความนิยมเป็นอย่างมากในปัจจุบันจึงเป็นพืชท่ีมีความส าคัญต่อเศรษฐกิจโลก 

เนื่องจากในหลายๆ ประเทศท่ัวโลกมีการปลูกกาแฟและส่งเป็นสินค้าส่งออกท่ีส าคัญ (ส านักงานพัฒนาการวิจัย

ทางการเกษตร องค์การมหาชน , 2558)  กาแฟอะราบิกา (Arabica Coffee: Coffea arabica) และกาแฟ        

โรบัสตา (Robusta Coffee: Coffea canephora var. Robusta) เป็นกาแฟสายพันธุ์ท่ีส าคัญในทางเศรษฐกิจ 

ส่วนกาแฟชนิดอื่นๆ มักถูกใช้เป็นแหล่งในการศึกษาทางพันธุกรรม เช่น กาแฟลิเบอริกา (Liberica coffee: 

Coffea liberica) เป็นต้น (Batista และคณะ, 2016) 
 

กาแฟโรบัสตาเจริญได้ดีในท่ีราบต่ าท่ีมีอากาศร้อนช้ืน ล าต้นมีลักษณะเป็นไม่พุ่มขนาดเล็ก ผลกลมรีและ

ใช้เวลาในการออกผลประมาณ 11 เดือน เมล็ดภายในมีลักษณะกลมรี มีความทนทานต่อโรคมากกว่ากาแฟ            

อะราบิกา และเมื่อเจริญเต็มท่ีจะให้ผลผลิตมาก กาแฟอะราบิกาเจริญได้ดีในเขตพื้นท่ีสูงท่ีมีอากาศเย็นมีอุณหภูมิ

เฉล่ีย 15-25 องศาเซลเซียส ล าต้นมีลักษณะเป็นไม้พุ่มขนาดใหญ่ ผลกลมรีและใช้เวลาในการออกผลประมาณ             

7-9 เดือน เมล็ดกลมรีขนาดใหญ่กว่ากาแฟโรบัสตา กาแฟอะราบิกาเป็นสายพันธุ์ที่ต้องการการดูแลและให้ผลผลิต

น้อยเมื่อเจริญเต็มท่ีจึงส่งผลให้กาแฟอะราบิกามีราคาสูงกว่ากาแฟโรบัสตา (Noonim และคณะ, 2008; Batista 

และคณะ, 2016) 

 

1.1 สถานการณ์การผลิตและการค้าเมล็ดกาแฟ 

 นอกจากกาแฟจะเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของโลกแล้ว กาแฟยังเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งท่ีท า

รายได้ให้กับเกษตรกรไทยปีละประมาณ 5,500 ล้านบาท ซึ่งสายพันธุ์กาแฟท่ีปลูกในไทยส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์   

อะราบิกา และโรบัสตา กาแฟอะราบิกามีแหล่งเพาะปลูกท่ีส าคัญอยู่ในภาคเหนือ ได้แก่ เชียงใหม่ เชียงราย และ

แม่ฮ่องสอน ในขณะท่ีกาแฟโรบัสตา มีแหล่งเพาะปลูกท่ีส าคัญในภาคใต้ ได้แก่ ชุมพร ระนอง สุราษฏร์ธานี และ

กระบี่ (สถาบันอาหาร, 2558) ส าหรับผลผลิตปี 2561 มีประมาณ 34,894 ตัน เพิ่มขึ้นจากปี 2560 ซึ่งมีปริมาณ 

24,742 ตัน หรือเพิ่มขึ้นร้อยละ 41.03 (กองส่งเสริมการค้าสินค้าเกษตร, 2561) 
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ส าหรับการส่งออกเมล็ดกาแฟดิบของไทยลดลงจาก 450 ตันเหลือ 382 ตัน เนื่องจากความ

ต้องการบริโภคกาแฟภายในประเทศเพิ่มมากขึ้นจึงส่งผลให้การส่งออกลดลง ในขณะท่ีเมล็ดกาแฟค่ัวมีการส่งออก

เพิ่มขึ้นมากในปี 2560 มีการส่งออกเมล็ดกาแฟค่ัวสูงถึง 1,871 ตัน และกาแฟส าเร็จรูปมีการส่งออกลดลงจาก 

7,595 ตัน เป็น 2,806 ตัน  (กองส่งเสริมการค้าสินค้าเกษตร, 2561) (ตารางท่ี 1.1) 

ตารางที่ 1.1 ปริมาณการส่งออกเมล็ดกาแฟดิบ เมล็ดกาแฟค่ัว และกาแฟส าเร็จรูปของไทยในปี 2558-2561 

           รายการ 
ปี 

เมล็ดกาแฟดิบ เมล็ดกาแฟคั่ว กาแฟส าเร็จรูป กาแฟส าเร็จรูปอื่นๆ 

2558 450 203 7,595 38,546 

2559 334 187 6,915 18,879 

2560 305 1,871 4,247 26,650 

2561 382 113 2,806 16,775 

หมายเหตุ ปริมาณเป็น ตัน 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากกองส่งเสริมการค้าสินค้าเกษตร, 2561 

 

1.2 องค์ประกอบของผลกาแฟ 

ผลกาแฟ (cherry coffee) มีลักษณะกลมรีหรือกลมขึ้นกับสายพันธุ์ของกาแฟ โดยท่ัวไปเมื่อ   

โตเต็มท่ีผลกาแฟจะมีขนาดยาว 10-15 มิลลิเมตร ซึ่งบรรจุเมล็ดกาแฟ (Coffee bean) อยู่ภายใน ผลกาแฟ

ประกอบไปด้วยเนื้อเยื่อหลายช้ัน (รูปท่ี 1.1) ได้แก่ (1) ผนังผลช้ันนอก (epicarp หรือ exocarp) เป็นช้ันนอกสุดมี

สารคล้ายขี้ผ้ึง (wax) เคลือบอยู่ช่วยในการป้องกันผลกาแฟ โดยผนังผลช้ันนอกมีสีเขียวในตอนแรก จากนั้น

เปล่ียนเป็นสีเหลือง และสีแดงเมื่อผลสุกเต็มท่ี (2) ผนังผลช้ันกลาง (mesocarp หรือ pulp) เป็นช้ันท่ีมีเนื้อผล 

และมีลักษณะเป็นเมือก (mucilage) ซึ่งเกาะติดอยู่กับผนังผลช้ันใน (3) ผนังผลช้ันใน (endocarp หรือ 

parchment) มีลักษณะบางและสลายตัวได้ง่าย (4) Silverskin เป็นส่วนท่ีห่อหุ้มเมล็ด ซึ่งมีส่วนประกอบหลัก คือ 

พอลิแซ็กคาไรด์ โดยเฉพาะเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส และ (5) เมล็ดจริง (bean หรือ seed หรือ endosperm) 

ประกอบด้วยเมล็ดท่ีมีลักษณะรูปทรงคล้ายไข่ 2 เมล็ด (Farah และคณะ, 2015; Batista และคณะ, 2016) 
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รูปที่ 1.1 ภาพแสดงส่วนประกอบต่างๆ ของผลกาแฟ [ก] ภาพจ าลองผลกาแฟ (Farah และคณะ, 2015),                    
[ข] ภาพตัดขวางผลกาแฟ (Batista และคณะ, 2016)  

 

1.3 กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ 

  กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวเพื่อให้ได้เป็นเมล็ดกาแฟสาร (green coffee 

bean) โดยท่ัวไปมี 2 กระบวนการ ดังนี้  

  1. กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้ง (dry process) (รูปท่ี 1.2 ก) เป็นการน าผลกาแฟสุก

หลังการเก็บเกี่ยว (cherry) มาตากแห้งโดยใช้ความร้อนจากแสงอาทิตย์ท าให้แห้งบนพื้นปูนคอนกรีตขนาดใหญ่ 

และเกล่ียเมล็ดกาแฟเพื่อให้แห้งอย่างสม่ าเสมอกัน จนเมล็ดกาแฟมีปริมาณความช้ืน 12.5  เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอาจใช้

เวลาในการตากประมาณ 4 อาทิตย์ ขึ้นกับภาวะสภาพภูมิอากาศ จากนั้น กะเทาะเปลือกออกด้วยเครื่องสีกาแฟ

เพื่อให้ได้เมล็ดกาแฟสาร (green coffee bean) กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้งมักใช้กับกาแฟโรบัสตา 

(Batista และคณะ, 2016) 

  2. กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียก (wet process) (รูปท่ี 1.2 ข)  เป็นการน าผลกาแฟ

สุกหลังการเก็บเกี่ยวมาปอกเปลือกโดยเครื่องปอกเปลือก จะได้เมล็ดกาแฟท่ียังมีเมือกท่ีติดกับผนังผลช้ันใน จึง

ก าจัดเมือกโดยการน าเมล็ดกาแฟท่ีปอกเปลือกแล้วไปหมักในถังหมักขนาดใหญ่ ใช้เวลาในการหมักโดยท่ัวไป

ประมาณ 24-36 ช่ัวโมง ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ ความหนาของช้ันท่ีเป็นเมือก และความเข้มข้นของเอมไซน์ จากนั้น 

น าเมล็ดหลังจากผ่านกระบวนการหมักไปล้างด้วยน้ าสะอาด แล้วตากแดดจนแห้ง ระหว่างการตากแดดควรมีการ

เกล่ียเมล็ดกาแฟเพื่อให้มีความแห้งสม่ าเสมอกัน เมล็ดกาแฟหลังจากผ่านขั้นตอนเหล่านี้แล้วเรียกว่า เมล็ดกาแฟ

กะลา (parchment coffee)  หลังจากนั้นเมล็ดกาแฟกะลาจะถูกบรรจุไว้ในกระสอบ เพื่อรอการสีเป็นเมล็ดกาแฟ

[ก] 

Parchment 

Bean 

[ข] 

Skin 

Mucilage 

Pulp 
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สาร (green coffee bean) ต่อไป กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียกมักถูกใช้กับกาแฟอะราบิกา (Batista 

และคณะ, 2016) 

 

ชนิดของกาแฟท่ีได้ในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ แบ่งได้ 4 ชนิด (รูปท่ี 1.3) ดังนี้  

(1) กาแฟเชอร์รี่ (cheery coffee) คือ ผลกาแฟสุกท่ีมีลักษณะเป็นสีแดง  

 (2) กาแฟกะลา (parchment coffee) คือ เมล็ดกาแฟท่ีมาจากผลกาแฟสุกผ่านการตากแห้งแล้วท าการ

เอาเนื้อผลออก แต่ยังคงเหลือผนังผลช้ันในอยู่  

 (3) กาแฟสาร (green coffee) คือ เมล็ดกาแฟกะลาท่ีผ่านการก าจัดผนังผลช้ันในออกโดยการสีแล้ว  

  (4) กาแฟค่ัว (roasted coffee) คือ กาแฟสารท่ีน ามาค่ัวจนเป็นสีน้ าตาล มีกล่ินหอม และสามารถน าไป

บดเป็นผงเพื่อชงด่ืมต่อไป 

รูปที่ 1.2  [ก] กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้ง, [ข] กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียก  
ท่ีมา: https://ravecoffee.co.uk/pages/coffee-processing-natural 
ท่ีมา: https://legacy.sweetmarias.com/library/node/8756 
(สืบค้นเมื่อวันท่ี 29 เมษายน 2561) 
 

[ข] [ก] 
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รูปที่ 1.3 ชนิดของกาแฟท่ีได้ในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ [ก] กาแฟเชอร์รี่, [ข] เมล็ดกาแฟ

กะลา, [ค] เมล็ดกาแฟสาร, [ง] เมล็ดกาแฟค่ัว                                                                                                                           

ท่ีมา: https://image.shutterstock.com/image-photo/parchment-coffee-bean-260nw-1185369094.jpg                       

ท่ีมา: https://sc01.alicdn.com/kf/UT829fyXp4XXXagOFbXM/COFFEE-BEANS-ARABICA-BBB.jpg                                  

ท่ีมา: http://cf.jiraygroup.com/cherry-coffee/                                                                                           

ท่ีมา: https://pixabay.com/photo-532613/                                                                                                        
(สืบค้นเมื่อวันที่ 7 เมษายน 2562) 
 

2. สารพิษจากรา 

 สารพิษจากรา (mycotoxin) คือ สารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีมีความเป็นพิษ

ถูกผลิตจากราสายใยในไฟลัมแอสโคไมโคตา (Alshannaq และคณะ, 2017) ท่ีพบปนเปื้อนในอาหารสัตว์และ

อาหารของมนุษย์ในช่วงหลังการเก็บเกี่ยวหรือระหว่างการเก็บรักษา ราท่ีมีความสามารถในการผลิตสารพิษ ได้แก่ 

ราในสกุล Aspergillus, Penicilium, Alternaria และ Fusarium (Patriarca และคณะ, 2017) สารพิษจากรา

ส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์และสัตว์ได้อย่างเฉียบพันและเรื้อรัง โดยส่งผลต่ออวัยวะและระบบส าคัญภายใน

ร่างกาย เช่น ระบบทางเดินอาหาร ระบบภูมิคุ้มกัน ระบบประสาท และยังส่งผลเ สียต่อทารกในครรภ์มารดา 

นอกจากนี้ สารพิษจากรายังถูกจัดเป็นสารก่อให้เกิดมะเร็งในมนุษย์ด้วย (Vettorazzi และคณะ, 2016) สารพิษ

จากราท่ีปนเปื้อนในอาหารและส่งผลกระทบต่อสุขภาพมนุษย์ท่ีต้องมีการควบคุมปริมาณ ได้แก่ อะฟลาทอกทิน 

(aflatoxins) โอคราทอกซินเอ (ochratoxin A) ฟูโมนิซิน (fumonisins) ซีราลีโนน (zearalenone) ดีออกซี       

[ก] [ข] 

[ค] 

 

[ง] 
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นิวาลินอล (deoxynivalenol)  เออร์กอท อัลคาลอย (ergot alkaloid) และพาทูลิน (patulin) (ตารางท่ี 1.2) 

(Alshannaq และคณะ, 2017) 

ตารางที่ 1.2 ราและสารพิษจากราท่ีส าคัญต่อความปลอดภัยของอาหาร 

 
3. โอคราทอกซินเอ 
 Van Der Merwe และคณะ (1965) ได้ค้นพบสารโอคราทอกซินเอ (ochratoxin A, OTA) เป็นครั้งแรก

ซึ่งมีการรายงานว่าโอคราทอกซินท่ีพบผลิตมาจาก Aspergillus ochraceus และต่อมามีรายงานการค้นพบว่ามี

ราสายใยอีกหลายชนิดในสกุล Aspergillus และ Penicillium ท่ีสามารถผลิตโอคราทอกซินเอได้ (Pitt, 1987) 

 โอคราทอกซินเอมีสูตรโมเลกุล คือ  C20H18ClNO6 มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 403.815 กรัมต่อโมล มีโครงสร้าง

เป็น pentaketide ของ l-β-phenylalanine สองโมเลกุลจับกันด้วยพันธะเอไมล์ (รูปท่ี 1.3) (Toa และคณะ, 

2018) และมีช่ือ IUPAC คือ L-phenylalanine-N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-

2-benzopyrane-7-yl)carbonyl]-(R)-isocoumarin โอคราทอกซินเอเป็นกรดอินทรีย์อ่อน ลักษณะเป็นก้อน

ผลึกไม่มีสี มีจุดหลอมเหลวท่ี 169 องศาเซลเซียส และละลายน้ าได้เล็กน้อย (El khoury และคณะ, 2010;  

National Center for Biotechnology Information, 2018) 

สารพิษจากรา ชนิดของรา อ้างอิง 
โอคราทอกซินเอ Aspergillus carbonarius, A. westerdijkiae, 

A. niger, Penicillium verrucosum, 
P. nordicum 

Paterson และคณะ (2018) 

อะฟลาทอกซิน A. parasiticus, A. flavus Paterson และคณะ (2018) 
ฟูโมนิซิน A. niger, Fusarium verticillioides,  

F. proliferatum 
Logrieco และคณะ(2009), 
Alshannaq และคณะ (2017)  

ซีรานิโนน F. graminearum, F. semitectum,  
F. equiseti 

Alshannaq และคณะ (2017), 
Paterson และคณะ (2018) 

ดีออกซีนิวาลินอล Fusarium graminearum, F. poae,  
F. crookwellense, F. sporotrichioides, F. tricinctum 

Patriarca และคณะ (2017) 

เออร์กอท         
อัลคาลอย 

Claviceps purpurea, C. fusiformis, 
C. africana, Neotyphodium spp. 

Marin และคณะ (2013) 

พาทูลิน P. expansum Paterson และคณะ (2018) 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H18ClNO6&sort=mw&sort_dir=asc
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รูปที่ 1.4 โครงสร้างทางเคมีของโอคราทอกซินเอ (Toa และคณะ, 2018) 

 

3.1 ความเป็นพิษของโอคราทอกซินเอ 

  โอคราทอกซินเอเป็นพิษโดยตรงต่อไต (nephrotoxic) ของสัตว์เล้ียงลูกด้วยน้ านม ส่งผลท าให้

เกิดการเสียชีวิตจากโรคไตอักเสบเรื้อรังในประชากรแถบทวีปยุ โรป ได้แก่ โคเอเชีย บอสเนีย บัลแกเรีย และ

โรมาเนีย (Visconti และคณะ, 1999; Ribelin และคณะ, 1978)   

Soleas และคณะ (2001) รายงานว่า โอคราทอกซินเอส่งผลต่อระบบประสาท (neurotoxic) 

โดยท าให้ระบบประสาทส่วนกลางของหนูพิการเมื่อได้รับโอคราทอกซินเอเป็นเวลานาน โอคราทอกซินเอเป็นพิษ

ต่อระบบภูมิคุ้มกัน (immunotoxic) โดยสามารถกดภูมิคุ้มกันในร่างกาย ท าลายเซลล์เม็ดเลือดขาว และยังยั้งการ

หลังไซโตไคน์ (Lea และคณะ, 1989) และยังเป็นพิษต่อทารกในครรภ์มารดาด้วย (teratogenic) (Holzhauser 

และคณะ, 2003) นอกจากนี้ โอคราทอกซินเอยังถูกจัดให้เป็นสารก่อมะเร็งในกลุ่ม 2B (Group 2B carcinogen) 

ซึ่งอาจเป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ (IARC, 1983)  

 

3.2 ราที่มีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ 

  โอคราทอกซินเอเป็นสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิท่ีผลิตโดยราสายใยในสกุล Aspergillus และ

Penicillium เป็นหลัก ซึ่งพบปนเปื้อนในอาหารแปรรูปและผลิตผลทางการเกษตรท่ีส าคัญ (Amézqueta และ

คณะ, 2012 ) ราสายพันธุ์หลักท่ีมีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอในสกุล Penicillium คือ                  

P. verrucosum ส่วนใหญ่พนปนเปื้อนในธัญพืช และผลิตภัณฑ์จากธัญพืชโดยเฉพาะในประเทศทางเหนือของ     

ยุโรปท่ีมีอากาศค่อนข้างเย็น (Alvindia และคณะ, 2016) นอกจากนี้ ยังมี Penicillium nordicum ท่ีผลิตโอครา

ทอกซินเอในผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ เช่น แฮม ซาลามิ (Sonjak และคณะ, 2011) 

ราในสกุล Aspergillus ท่ีมีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ สามารถแบ่งได้ออกเป็น 2 

กลุ่ม คือ Aspergillus section Circumdati และ section Nigri ราในกลุ่ม section Circumdati ท่ีเป็นสาเหตุ

หลักของการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอ ได้แก่ A. westerdijkiae A. ochraceus และ A. steynii ส่วนมากพบ
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ปนเปื้อนในผลไม้แห้งและธัญพืช เช่น องุ่น โกโก้ และกาแฟ เป็นต้น (Amézqueta และคณะ, 2012) และราใน

กลุ่ม section Nigri หรือราด า ท่ีเป็นสาเหตุหลักของการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอ ได้แก่ A. carbonarius และ 

A. niger aggregate มักพบปนเปื้อนมากในองุ่น (Dachoupakan และคณะ, 2009 ) A. cabonarius เป็น       

สายพันธุ์ที่ส าคัญเนื่องจากมีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินได้สูงกว่า A. niger เป็นอย่างมาก  

 

3.3 การปนเปื้อนโอคราทอกซินเอในอาหาร 

  โอคราทอกซินเอถูกพบปนเป้ือนในผลผลิตทางการเกษตรหลายชนิด เช่น ข้าวโพด ธัญพืช กาแฟ 

ข้าว และถั่ว รวมถึงผลิตภัณฑ์แปรรูปจากองุ่น เช่น ไวน์ น้ าองุ่น และองุ่นอบแห้ง นอกจากนี้ ยังพบการปนเป้ือน

ของโอคราทอกซินในผลิตภัณฑ์ท่ีมาจากเนื้อสัตว์และนม เช่น แฮม และซาลามิ เป็นต้น (Magnoli และคณะ, 

2007; Slove, 2013)  Freire และคณะ (2017) ได้ศึกษาการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในผลิตภัณฑ์แปรรูป

จากองุ่น ได้แก่ ไวน์แดง และไวน์ขาว พบว่าร้อยละ 16.7 ของตัวอย่างไวน์แดง และร้อยละ 50 ของตัวอย่างไวน์

ขาวมีการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ โดยมีปริมาณเฉล่ียอยู่ท่ี 0.29 และ 0.02 ไมโครกรัมต่อลิตร  ตามล าดับ 

Ozden และคณะ (2012) ศึกษาการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอในผลิตภัณฑ์จากธัญพืชในประเทศตุรกี พบว่า   

ร้อยละ 21.62 ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารเช้าจากธัญพืชมีการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอ โดยมีปริมาณเฉล่ีย 

0.32 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  

  ส าหรับในประเทศไทยตรวจพบการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอในผลผลิตทางการเกษตรหลาย

ชนิด ได้แก่ ตัวอย่างกาแฟค่ัว และข้าวโพด มีปริมาณโอคราทอกซินเออยู่ในช่วง 1.0-4.6 และ 0.0-4.9 ไมโครกรัม

ต่อกิโลกรัมตามล าดับ นอกจากนี้ ยังพบการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอในผลไม้อบแห้งท่ีจ าหน่ายในตลาด เช่น    

ลูกเกดด า ลูกเกดเหลือง มะขามหวาน พุทราจีน พรุน (ส านักวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปร

รูปผลิตผลเกษตร กรมวิชาการเกษตร, 2555) 

 

 3.4 ข้อก าหนดการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอในอาหาร 

  โอคราทอกซินเอเป็นสารพิษจากราท่ีปนเปื้อนในอาหารแปรรูปและผลผลิตทางการเกษตร ส่งผล

กระทบต่อสุขภาพมนุษย์และสัตว์ จึงต้องมีการตรวจสอบและควบคุมปริมาณโอคราทอกซินเอท่ีปนเป้ือนในอาหาร

และผลผลิตทางการเกษตร (Alshannaq และคณะ, 2017) โดยมีหลายหน่วยงานท่ีออกข้อก าหนดปริมาณโอครา

ทอกซินเอสูงสุดท่ียอมรับได้ในอาหารแต่ละชนิด เช่น สหภาพยุโรป (European Union) มีการออกข้อก าหนด

ปริมาณโอคราทอกซินเอในอาหารแต่ละชนิด เช่น ธัญพืช ผลไม้แห้ง ผลิตภัณฑ์แปรรูปจากผลไม้ กาแฟค่ัว โกโก้ 

และเครื่องเทศ (ตารางท่ี 1.3) (European Commission, 2005) 
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ตารางที่ 1.3 ปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดท่ียอมรับได้ในอาหารและผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด 

ชนิดอาหาร 
ปริมาณสูงสุดท่ียอมรับได้ 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

เมล็ดธัญพืชท่ีไม่ผ่านกระบวนการ 5.0 

ผลิตภัณฑ์จากธัญพืชทุกชนิด 3.0 

ผลไม้แห้ง (ลูกเกด องุ่นแห้ง) 10.0 

เครื่องด่ืมจากองุ่น 2.0 

ผลิตภัณฑ์ธัญพืชส าหรับทารกและเด็ก 0.5 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก European Commission, 2005 

 

4. โอคราทอกซินเอในกาแฟ 

 กาแฟเป็นหนึ่งในผลิตภัณฑ์หลักท่ีมีมูลค่าในตลาดการค้าโลก การผลิตเมล็ดกาแฟส่งผลให้เกิดอาชีพใน
ผู้คนหลายล้านคนท่ัวโลก ดังนั้น การเกิดปัญหาต่อเมล็ดกาแฟอย่างการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในเมล็ด
กาแฟนั้นมีผลกระทบเชิงลบท่ีส าคัญต่อการด ารงชีวิตของประชากรแถบชนบทในหลายๆ ประเทศ และส่งผลต่อ
เศรษฐกิจการค้าเมล็ดกาแฟ นอกจากนี้ ยังส่งผลต่อสุขภาพต่อผู้บริโภคกาแฟ (FAO, 2005) โอคราทอกซินเอใน
เมล็ดกาแฟถูกตรวจพบครั้งแรกในเมล็ดกาแฟสารจากเมืองแองโกลา ประเทศแอฟริกาโดย Levi และคณะ (1974) 
พบการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอมีค่าน้อยกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และพบว่าการปนเปื้อนโอคราทอก
ซินเอในกาแฟมีสาเหตุส าคัญมาจากการปนเปื้อนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟ ต่อมาในหลายๆ 
ประเทศได้มีการศึกษาการปนเป้ือนโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟสารท้ังในกาแฟอะราบิกาและกาแฟโรบัสต้าท่ี
ใช้ส าหรับการค้าภายในประเทศและส่งออกต่างประเทศ ไม่เพียงแต่เมล็ดกาแฟสารเท่านั้นท่ีมีการปนเปื้อนของ   
โอคราทอกซินเอ กาแฟในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟนั้นสามารถเกิดการปนเปื้อนโอคราทอก
ซินเอได้เช่นกัน Suarez-Quiroz และคณะ (2005) ศึกษาปริมาณการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอของกาแฟ           
อะราบิกาหลังการเก็บเกี่ยวจากขั้นตอนต่างๆ ของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียก พบว่า กาแฟเชอร์รี่หรือ
ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟกะลา มีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเปื้อนอยู่ ท่ี 0.20±0.01, 
0.15±0.03 และ 0.15±0.05 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ตัวอย่างรายงานการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอใน
กาแฟชนิดต่างๆ จากหลายประเทศท่ัวโลกแสดงในตารางท่ี 1.4 
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ตารางที่ 1.4 การปนเป้ือนโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟชนิดต่างๆ 

ชนิดของกาแฟ ประเทศ ปริมาณโอคราทอกซินเอ 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

อ้างอิง 

กาแฟเชอรี่ ฝรั่งเศส 0.20 Suarez-Quiroz และคณะ (2005) 
บราซิล 0.1-5.0 Batista และคณะ (2009) 
เอธิโอเปีย 0.10-22.90 Geremew และคณะ (2016) 

กาแฟหมัก ฝรั่งเศส 0.15 Suarez-Quiroz และคณะ (2005) 
บราซิล 0.1-5.0 Batista และคณะ (2009) 

กาแฟกะลา ฝรั่งเศส 0.15 Suarez-Quiroz และคณะ (2005) 
อินเดีย 0.1 Velmourougane และคณะ (2011) 
เอธิโอเปีย 0.12-22.64 Geremew และคณะ (2016) 

กาแฟสาร 
   อะราบิกา 

   
บราซิล 0.2-47.8 Leoni และคณะ (2000) 
สหรัฐอเมริกา <0.1-27.7 Pardo และคณะ (2004) 
ไทย <0.6–55 Noonim และคณะ (2008) 

   โรบัสต้า เวียดนาม 0.4-1.8 Leong และคณะ (2007) 
ไทย 1.3–8.9 Noonim และคณะ (2008) 
อินเดีย 0.20-4.30 Gopinandhan และคณะ (2008) 

กาแฟค่ัว ญี่ปุ่น 2.75 Aoyama และคณะ (2010) 

 ชิลี 0.84 Galarce-Bustos และคณะ (2014) 
กาแฟส าเร็จรูป ญี่ปุ่น 4.23 Aoyama และคณะ (2010) 
 ชิลี 6.43 Galarce-Bustos และคณะ (2014) 

 

นอกจากนี้ ยังพบว่ามีการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟค่ัว หรือแม้แต่กาแฟส าเร็จรูป 
เนื่องจากกระบวนการแปรรูปเมล็ดกาแฟสามารถช่วยลดปริมาณโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟได้ในระดับหนึ่ง
เท่านั้น ท้ังนี้ขึ้นกับปริมาณโอคราทอกซินเอปนเปื้อนเริ่มต้น (Ferraz และคณะ, 2010) Aoyama และคณะ 
(2010) ศึกษาการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟค่ัวและกาแฟส าเร็จรูปในประเทศญี่ปุ่น พบว่า     
ร้อยละ 36.7 ของตัวอย่างเมล็ดกาแฟค่ัว และร้อยละ 95.5 ของตัวอย่างกาแฟส าเร็จรูปมีการปนเปื้อนโอคราทอก
ซินเอสูงสุดถึง 2.75 และ 4.23 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ และ Galarce-Bustos และคณะ (2014) ได้
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ศึกษาการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟค่ัวและกาแฟส าเร็จรูปในประเทศชิลี พบว่า ตัวอย่างเมล็ด
กาแฟค่ัวและตัวอย่างกาแฟส าเร็จรูปมีการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอสูงสุดถึง 0.84 และ 6.43 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล าดับ อีกท้ัง กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียกและแบบแห้งยังมีการปนเป้ือนโอคราทอกซินเอ
แตกต่างกัน กาแฟท่ีผ่านกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้งมีการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอสูงกว่าการผลิต
เมล็ดกาแฟแบบเปียก Geremew และคณะ (2016) ศึกษาการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟท่ีผ่าน
กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียกและแบบแห้ง พบว่า กาแฟท่ีผ่านกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้งมี
ปริมาณโอคราทอกซินเอปนเป้ือนเฉล่ียสูงถึง 3.37 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งมากกว่ากาแฟท่ีผ่านกระบวนการผลิต
เมล็ดกาแฟแบบเปียกซึ่งมีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเป้ือนเฉล่ียอยู่ท่ี 0.01 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  

 

4.1  ข้อก าหนดการปนเปื้อนโอคราทอกซินเอในกาแฟ 

จากท่ีกล่าวไปข้างต้นถึงความส าคัญของเมล็ดกาแฟและอันตรายของการปนเป้ือนโอคราทอกซิน
เอในเมล็ดกาแฟ จึงมีหลายหน่วยงานต้ังข้อก าหนดปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดท่ีสามารถพบปนเป้ือนได้ในเมล็ด
กาแฟ ซึ่งหน่วยงานต่างๆ ในแต่ละประเทศนั้นก าหนดปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดท่ีสามารถพบปนเปื้อนได้ใน
เมล็ดกาแฟแตกต่างกันออกไป เช่น สหภาพยุโรป ก าหนดปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดท่ีสามารถปนเปื้อนได้ใน
เมล็ดกาแฟค่ัว และกาแฟผงส าเร็จรูปเท่ากับ 5.0 และ 10.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ (European 
Commission, 2010) ส าหรับในประเทศไทย ส านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ ก าหนด
ปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดท่ีสามารถปนเปื้อนได้ในเมล็ดกาแฟสาร สายพันธุ์อะราบิกาเท่ากับ 10.0 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม (มกษ. 5701-2561) และเมล็ดกาแฟสาร สายพันธุ์โรบัสต้าเท่ากับ 10.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (มกษ. 
5700-2561)  

 

4.2 ความหลากหลายของราที่พบในกาแฟ 

 ส าหรับประชากรราท่ีพบในผลและเมล็ดกาแฟมีจ านวนกว่า 215 สายพันธุ์ ตัวอย่างราท่ีพบใน
กาแฟ เช่น ราในสกุล Rhizopus, Mucur, Curvularia, Penicillium และ Aspergillus เป็นต้น ซึ่งประชากรราท่ี
พบมากกว่าร้อยละ 40 เป็นราในกลุ่มแอสโคไมโคตา ได้แก่ ราในสกุล Penicillium และ Aspergillus โดยราใน
สกุล Aspergillus section Circumdati และ Aspergillus section Nigri เป็นกลุ่มส าคัญท่ีพบปนเปื้อนบริเวณ
ผิวเมล็ดกาแฟ และภายในเมล็ดกาแฟท่ีได้รับความเสียหาย และยังเป็นสาเหตุหลักของการปนเป้ือนโอคราทอกซิน
เอในเมล็ดกาแฟ (Vaughan และคณะ, 2015)  



12 
 

 ราในสกุล Aspergillus section Circumdati มีลักษณะทางสัญฐานวิทยา ได้แก่ ลักษณะท่ี
มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Macroscopic characters) แตกต่างกันออกไปในแต่ละสายพันธุ์โดยท่ัวไปมีลักษณะ
โคโลนีสีเหลือง ผิวหน้าปุย (floccose) บนอาหาร Czapek’s yeast autolysate agar (CYA) (รูปท่ี 1.5 ก) และ 
Malt extract agar (MEA) (รูปท่ี 1.5 ข) ท่ี 7 วัน อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และส าหรับลักษณะโครงสร้าง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Microscopic characters) คือ ผนังของก้านชูสปอร์ขรุขระ ปลายของก้านชูสปอร์ 
(conidiophore) พองออกเป็นเวสซิเคิล (vesicle) บนเวสซิเคิลมีสเตอริกมา (sterigma) สองช้ัน (biseriate)  มี
โคนิเดียสีเหลืองจนถึงสีเหลืองออกน้ าตาล ขนาดโคนิเดียประมาณ 2-3.5 ไมโครเมตร (รูปท่ี 1.5 ค) สายพันธุ์
ส า คัญ ท่ีพบปนเปื้อนมากในเมล็ดกาแฟและมีการผลิตโอคราทอกซิน เอ ไ ด้แก่  A. ochraceus และ                              
A. westerdijkiae (Taniwaki และคณะ, 2014; Visagie และคณะ, 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.5 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Circumdati (A. westerdijkiae) บน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CYA และ MEA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน [ก] ลักษณะโคโลนีบนอาหาร 
CYA [ข] ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MEA [ค] ลักษณะ conidial heal (Fridvas และคณะ, 2004) 

 

 

 

 

 

[ก
] 

[ข] [ค] 
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ราในสกุล Aspergillus section Nigri หรือราด า มีลักษณะทางสัญฐานวิทยา ได้แก่ ลักษณะท่ีมองเห็นได้
ด้วยตาเปล่า (Macroscopic characters) แตกต่างกันออกไปในแต่ละสายพันธุ์โดยท่ัวไปมีโคโลนีสีน้ าตาลจนถึง   
สีด า เส้นใยสีขาว บนอาหาร CYA (รูปท่ี 1.6 ก) และ MEA (รูปท่ี 1.6 ข) ท่ี 7 วัน อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ส าหรับลักษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Microscopic characters) คือ มีผนังของก้านชูสปอร์เรียบ     
ไม่มีสี ปลายของก้านชูสปอร์ (conidiophore) พองออกเป็นเวสซิเคิลทรงกลม (vesicle) บนเวสซิเคิลมีสเตอริกมา 
(sterigma) หนึ่งช้ัน (uniseriate) หรือสองช้ัน (biseriate) มีโคนิเดียสีน้ าตาลไปจนถึงสีด า โคนิเดียมีขนาด
หลากหลายต้ังแต่ 2.5-10 ไมโครเมตร (รูปท่ี 1.6 ค) ขึ้นกับสายพันธุ์ของรา สายพันธุ์ส าคัญท่ีพบปนเปื้อนมากใน
เมล็ดกาแฟและมีการผลิตโอคราทอกซินเอ ได้แก่  A. carbonarius และ A. niger (Silva และคณะ, 2011; 
Alvindia และคณะ, 2016)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.6 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Nigri (A. carbonarius) บนอาหารเล้ียง
เช้ือแข็ง CYA และ MEA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน [ก] ลักษณะโคโลนีบนอาหาร CYA [ข] 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MEA [ค] ลักษณะ conidial heal (Pitt และ Hocking, 2009) 

 

  จากการศึกษาการปนเปื้อนของราในกาแฟท้ังกาแฟอะราบิกาและกาแฟโรบัสต้า ในประเทศต่างๆ 
พบว่ามีการปนเป้ือนของราในสกุล Aspergillus section Nigri โดยเฉพาะ A. niger, A. carbonarius, A. foetidus  
และ A. japonicus ซึ่งราในสกุล Aspergillus section Nigri มักพบปนเปื้อนในกาแฟโรบัสต้ามากกว่ากาแฟ                
อะราบิกา และส าหรับการปนเปื้อนของราในสกุล  Aspergillus section Circumdati พบ A. ochraceus,                 
A. westerdijkiae, A. sclerotiorum และ A. melleus ปนเปื้อนมากในเมล็ดกาแฟอะราบิกา (Batista และคณะ
,2009; Taniwaki และคณะ, 2014; Alvindia และคณะ, 2016) ส าหรับประชากรราท่ีพบในกาแฟของประเทศไทย
มีการรายงานไม่มากนักโดย Noonim และคณะ (2008) ได้ศึกษาการปนเปื้อนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอใน

[ข] [ก
] 

[ค] 
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กาแฟอะราบิกาจากภาคเหนือและกาแฟโรบัสตาจากภาคใต้ของประเทศไทย พบว่า การปนเปื้อนของราท่ีผลิต      
โอคราทอกซินเอในกาแฟอะราบิกา ส่วนใหญ่เป็นราในสกุล Aspergillus ท้ัง section Nigri โดยเฉพาะ A. niger 
และ section Circumdati โดยเฉพาะ A. westerdijkiae ส าหรับปริมาณโอคราทอกซินเอท่ีปนเป้ือนในเมล็ดกาแฟ
สารของกาแฟอะราบิกาและกาแฟโรบัสตาของประเทศไทยอยู่ในช่วง 0.6-5.5 และ 1.5-8.9 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ตามล าดับ ตัวอย่างการศึกษาการปนเป้ือนของราในเมล็ดกาแฟสารแสดงในตารางท่ี 1.5 

ตารางที่ 1.5 การปนเป้ือนของราในสกุล Aspergillus section Circumdati และ section Nigri                              
ในเมล็ดกาแฟสาร 

สายพันธุ์กาแฟ ประเทศ สายพันธุ์ราในสกุล Aspergillus ที่ปนเปือ้น อ้างอิง 
 section Circumdati  section Nigri 

อะราบิกา 
 

บราซิล A. ochraceus (93) 
A. melleus (2)  
A. sclerotiorum (1) 

A. niger (58) 
A. foetidus (25) 
  

Batista และคณะ 
(2009) 

เอธิโอเปีย A. ochraceus (67) 
A. westerdijkiae (31) 
A. steynii (2) 

A. niger (69) 
A. niger aggregate (31) 

Geremew และ
คณะ (2016) 

ไทย  A. westerdijkiae (41) 
A. melleus (46) 
A. steynii (13) 

A. niger (44) 
A. foetidus (28) 
A. tubingensis (19) 
A. aculeatinus (9) 

Noonim และคณะ 
(2008) 

โรบัสต้า ไทย A. westerdijkiae* A. carbonarius (35) 
A. niger (28) 
A. tubingensis (17) 
A. aculeatinus (15) 

Noonim และคณะ 
(2008) 

ฟิลิปปินส์ A. ochraceus (40) 
A. westerdijkiae (34) 
A. sclerotiorum (26) 

A. carbonarius (7) 
A. niger (86) 
A. japonicus (7) 

Alvindia และคณะ 
(2016) 

หมายเหตุ :  ( ) = เปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลตภายใน section และ * = พบเพียง 1 ไอโซเลต  
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ปัจจัยท่ีท าให้เกิดการปนเปื้อนของราและการสะสมโอคราทอกซินเอในกาแฟ ได้แก่ (1) 
ส่ิงแวดล้อม เช่น สภาพอากาศ อุณหภูมิ ปริมาณแสงแดด ปริมาณน้ าฝน และคุณภาพน้ าท่ีใช้ในกระบวนการหลัง
การเก็บเกี่ยวท่ีต่างกัน (2) การเลือกใช้กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว (3) การจัดการคุณภาพ
ภายในพื้นท่ีเพาะปลูก และ (4) สภาวะการเก็บรักษาเมล็ดกาแฟ ซึ่งกระบวนการหลังการเก็บเกี่ยวเป็นปัจจัย
ส าคัญท่ีท าให้เกิดการปนเปื้อนของราและการสะสมโอคราทอกซินเอในกาแฟ เนื่องจากการจัดการท่ีไม่เหมาะสม
นั้นส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอและส่งผลให้เกิดการสะสมโอคราทอกซินเอตามมาได้
ง่ายมากขึ้น  นอกจากนี้ เมล็ดกาแฟท่ีผ่านกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้งพบการปนเปื้อนของราท่ีมี
ความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอสูงกว่าเมล็ดกาแฟท่ีผ่านกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียก 
เนื่องจากเมล็ดกาแฟท่ีใช้กระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบแห้งถูกตากบนพื้นปูนคอนกรีตหรือลานดินขนาดใหญ่ 
ผิวของเมล็ดกาแฟท่ีสัมผัสกับพื้นดินโดยตรงมีโอกาสสูงในการปนเป้ือนราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ และการตากแดด
ท่ีไม่เพียงพอหรือการได้รับน้ าฝนหลังจากการตากแห้งแล้วส่งผลให้เมล็ดกาแฟมีความช้ืนท่ีเหมาะสมกับการเจริญ
ของราท่ีปนเป้ือนอยู่ในเมล็ดกาแฟ (Noonim และคณะ, 2008; Batista และคณะ, 2009; Geremew และคณะ, 
2016) 

 

4.2 ผลกระทบของการปนเปื้อนราและสารพิษจากราในกาแฟ 

 การปนเปื้อนราและสารพิษจากราในกาแฟถือเป็นปัญหาหลักท่ีต้องค านึงถึง เนื่องจากการ
ปนเปื้อนของราในกาแฟส่งผลกระทบต่อปริมาณผลผลิตจากการเพาะปลูก อายุการเก็บรักษา คุณภาพ  รสชาติ 
ราคา และความปลอดภัยของผู้บริโภค กาแฟมักถูกท าลายจากศัตรูพืชซึ่งน าไปสู่การปนเป้ือนของราในกาแฟต้ังแต่
ในแปลงเพาะปลูก ท าให้ผลผลิตจากพื้นท่ีเพาะปลูกและอายุการเก็บรักษาของเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวลด
ต่ าลง  (Taniwaki และคณะ, 2014; Geremew และคณะ, 2016) จากการศึกษาของ Lamanaka และคณะ 
(2014) พบว่าการปนเปื้อนของราในเมล็ดกาแฟ โดยเฉพาะราในสกุล Aspergillus ส่งผลกระทบต่อรสชาติของ
กาแฟ คือ ท าให้กาแฟมีรสเปรี้ยว และมีกล่ินคล้ายดินซึ่งเป็นรสชาติของเครื่องด่ืมกาแฟท่ีไม่ได้คุณภาพตาม
มาตรฐาน 

เมล็ดกาแฟท่ีได้รับความเสียหายจากการปนเป้ือนของรารวมถึงสารพิษท่ีราผลิตโดยเฉพาะโอครา
ทอกซินเอถือเป็นเมล็ดกาแฟคุณภาพต่ า ไม่เป็นท่ีต้องการของผู้ผลิตและผู้บริโภค เนื่องจากจ าหน่ายได้ในราคาถูก 
และเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค นอกจากนี้ กาแฟเป็นสินค้าส่งออกส าคัญต่อเศรษฐกิจท้ังในไทยและต่างประเทศ 
คุณภาพของกาแฟท่ีต่ าลงจากการปนเปื้อนของราและสารพิษในกาแฟส่งผลกระทบต่อมูลค่าและเศรษฐกิจการค้า
เมล็ดกาแฟโลกตามไปด้วย (Levi และคณะ, 1974; Taniwaki และคณะ, 2014) 
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ดังท่ีกล่าวมาแล้วว่าการปนเป้ือนของราและสารพิษจากราส่งผลกระทบเชิงลบต่อท้ังสุขภาพของผู้บริโภค
และต่อเศรษฐกิจการค้ากาแฟ อีกท้ังในปัจจุบันหลายประเทศมีข้อก าหนดอย่างชัดเจนเกี่ยวกับการปนเปื้อน
สารพิษจากราในผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรอย่างโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟ แต่การศึกษาการปนเป้ือนของราท่ี
ผลิตโอคราทอกซินเอและปริมาณการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในกาแฟของประเทศไทยยังมีการรายงาน      
ไม่มากนัก ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการปนเป้ือนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอและปริมาณการปนเป้ือนของ
โอคราทอกซินเอในกาแฟอะราบิกาท่ีได้จากขั้นตอนในช่วงต้นของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว
ในจังหวัดเชียงใหม่ ประเทศไทยซึ่งเป็นแหล่งส าคัญในการผลิตกาแฟอะราบิกาภายในประเทศ โดยข้อมูลท่ีได้จาก
การศึกษาในครั้งนี้สามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการหาวิธีป้องกันและการควบคุมการปนเปื้อนของราและ
สารพิษจากราในเมล็ดกาแฟจากประเทศไทยต่อไป 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาการปนเป้ือนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอและการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟ  
อะราบิกาท่ีได้จากขั้นตอนในช่วงต้นของกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียกหลังการเก็บเกี่ยว 
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บทท่ี 2 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. กระจกปิดสไลด์ ขนาด 22x28 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Menzel-GIÄser 

2. กรวยแก้ว ขนาด 50 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

3. กระดาษกรอง ขนาด 110 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Whatman No.1, USA 

4. กระบอกฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท Nippo, Thailand 

5. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง บริษัท Olympus Optical, Japan  

6. ขวดดูแรน ขนาด  500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท SCHOTT, Germany 

7. เครื่องช่ัง รุ่น PG6002-5 และ AG285 บริษัท Mettle Toledo, Switzerland 

8. เครื่องตีบดผสมอาหาร (stomacher) รุ่น NR 397/526 บริษัท Bacthai, Thailand 

9. เครื่องท าน้ าปลอดประจุ (ultra-pure water) รุ่น Maxima บริษัท Alga, UK 

10. เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) ยี่ห้อ Tomy รุ่น SS-325 และ ES-315, Japan 

11. เครื่องปั่นผสม (vortex) รุ่น Gene 2 บริษทั Scientific Industries, USA 

12. เครื่องเปล่ียนอากาศเป็นแก๊สไนโตรเจน ยี่ห้อ Peak Scientific 

13. เรื่องวัดค่าความเป็นกรด-เบส 

14. จานเล้ียงเช้ือแก้ว (petri dish) ขนาด 15x100 มิลลิเมตร บริษัท Pyrex, England 

15. ชุดกรองสุญญากาศ XX10 047 00 บริษัท Merck Millipore, USA 

- กรวยแก้ว เส้นผ่านศูนย์กลาง 47 มิลลิเมตร ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

- ขวดแก้ว ขนาดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

- ท่ีจับยึดกรวยแก้ว 

- จุกแก้วส าหรับปิด 

- เครื่องปั๊ม 

- กระดาษกรอง  ขนาด 0.45 มิลลิเมตร 

16. ชุดโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)  

- ลิควิดโครมาโทกราฟี (liquid chromatography) รุ่น Prostar บริษัท Varian, USA 
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- คอลัมน์ (column) Luna ไมครอน C18 ขนาด 250x4.60 มิลลิลิตร, 5 ไมโครเมตร ยี่ห้อ 

Phenomenex, USA 

- เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนส์ (Fluorescence detector) รุ่น Prostar บริษัท Varian, 

USA 

- เครื่องปั๊ม autosampler รุ่น Prostar บริษัท Varian, USA 

17. ตู้ปลอดเช้ือแบบไบโอฮาซาด ขนาด 2x4 ฟุต รุ่น V6-T บริษัท Lab Micro, Thailand 

18. ตู้ปลอดเช้ือแบบไบโอฮาซาด รุ่น Mark II ยี่ห้อ Clean บริษัท Lab Service 

19. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep frezzer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ยี่ห้อ Sandenintercool 

20. ตู้บ่มเช้ืออุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประกอบในประเทศไทย 

21. ตู้เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

22. ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Conthem Scientific, New Zealand 

23. ถุง stomacher บริษัท White group, Thailand 

24. ถุงมือยาง ขนาดเล็ก บริษัท Sri Trang Glove, Thailand 

25. บีกเกอร์ บริษัท Pyrex, England 

26. ปิเปตต์แก้วขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท Qualicolor 

27. แผ่นพาราฟิล์ม บริษัท Menasha, Thailand 

28. ฟลาสก์ดูดกรองขนาด 1000 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

29. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 2.5, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf, 

Germany 

30. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 5000 ไมโครลิตร บริษัท Mettler, Thailand 

31. สไลด์ ขนาด 25.6x76.2 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Sail Brand, China 

32. หัวกรองส าเร็จ ชนิด PTFE ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร บริษัท 

Fortune Scientific, Thailand 

33. หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16x150 และ 13x100 มิลลิเมตร บริษัท Pyrex, England 

34. หลอดไมโครเซนทริฟิวก์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

35. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ยี่ห้อ Memmert 

36. อ่างอัลตราโซนิก รุ่น SONOREX RX 100 บริษัท Bandelin Elecronic, Germany 

37. ฮีมาไซโตมิเตอร์ (hemocytometer) ยี่ห้อ Boeco, Germany 
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2.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบส าเร็จ 

1. กรดฟอร์มิก (CH2O2) บริษัท Merck, Germany 

2. กรดอะซีติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

3. ชุดวิเคราะห์โอคราทอกซิน (Veratox) บริษัท Neogen, USA ชุดวิเคราะห์โอคราทอกซิน 

ประกอบด้วย 

- โอคราทอกซินเอกับเอนไซน์ (conjugate solution) 

- สารละลายซับสเตรต (substrate solution) 

- สารละลายหยุดปฏิกิริยา (stop solution) 

- สารมาตรฐานโอคราทอกซินเอ ความเข้มข้น 0, 2, 5, 10 และ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

5. ผงวุ้น (agar) บริษัท Himedia, India 

6. ผงสกัดจากมอล์ต (malt extract) บริษัท Himedia, India 

7. เพปโทน (peptone) บริษัท Himedia, India 

8. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

9. สารมาตรฐานโอคราทอกซินเอ บริษัท Sigma, USA 

10. อะซิโตไนไตรล์ (MeCN) บริษัท Labscan, Thailand 

11. Dichloran 18% Glycerol agar (DG18) บริษัท Merck, Germany 

12. Potato Dextrose Agar (PDA) บริษัท Difco Laboratories, USA 

13. Tween 80 บริษัท Scharlab, Spain  
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วิธีการด าเนินงานวิจัย 

1. การเก็บตัวอย่างเมล็ดกาแฟ 

สุ่มเก็บตัวอย่างกาแฟอะราบิกา ได้แก่ ผลกาแฟสุก (cherry coffee) เมล็ดกาแฟหมัก (fermented 

coffee) และเมล็ดกาแฟกะลา (parchment coffee) โดยสุ่มเก็บในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 ซึ่งเป็นช่วงต้น

ของฤดูกาลเก็บเกี่ยวผลกาแฟ จากศูนย์วิจัยโครงการหลวง 3 แห่งในจังหวัดเชียงใหม่ ได้แก่  

1.) สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ต้ังอยู่ในอ าเภอแม่แตง บนพื้นท่ีบริเวณเชิงเขาและท่ีราบระหว่าง

หุบเขา มีความสูงจากระดับน้ าทะเลประมาณ 600-1000 เมตร อุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 28 องศาเซลเซียส  

2.) ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงป่าเมี่ยง ต้ังอยู่ในอ าเภอดอยสะเก็ด บนพื้นท่ีลาดชันและมีภูเขาสลับสับซ้อน 

มีความสูงจากระดับน้ าทะเลประมาณ 650-1500 เมตร อุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 23 องศาเซลเซียส  

3.) ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก ต้ังอยู่ในอ าเภอแม่ออน บนพื้นท่ีบริเวณท่ีราบเชิงเขา มีความสูงจาก

ระดับน้ าทะเลประมาณ 750-1300 เมตร อุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 23 องศาเซลเซียส  

รวมทั้งหมดจ านวน 16 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 1 กิโลกรัม โดยแบ่งออกเป็น ผลกาแฟสุก 6 ตัวอย่าง เมล็ด

กาแฟหมัก 6 ตัวอย่าง เมล็ดกาแฟกะลา 4 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 2.1)  จากนั้น น าตัวอย่างเมล็ดกาแฟท าการทดลอง

ขั้นต่อไปทันที หรือเก็บรักษาไว้ในถุงซิปล็อคปิดสนิทท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แล้วท าการทดลองขั้นต่อไป

โดยเร็วที่สุด 

ตารางที่ 2.1 ตัวอย่างกาแฟอะราบิกาท่ีสุ่มเก็บในการทดลอง 

 

 

 

ชนิดกาแฟ ศูนย์วิจัย จ านวนตัวอย่าง ชื่อตัวอย่าง 

ผลกาแฟสุก 
      

แม่หลอด 3 MC1-3 
ตีนตก 2 TC1-2 
ป่าเมี่ยง 1 PC 

เมล็ดกาแฟหมัก แม่หลอด 4 MF1-4 

ตีนตก 1 TF 

ป่าเมี่ยง 1 PF 

เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด  3 MK1-3 

ตีนตก 1 TK 
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2. การศึกษาการปนเปื้อนของราที่คาดว่าสามารถผลิตโอคราทอกซินเอในตัวอย่างเมล็ดกาแฟ 

  2.1) วิธี direct plating 

  สุ่มหยิบเมล็ดกาแฟจ านวน 50 เมล็ดต่อ 1 ตัวอย่าง วางบนอาหารแข็ง Dichloran 18% 

Glycerol agar (DG18) (ภาคผนวก ก.1) และ Malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก.2) โดยวางเมล็ดกาแฟ 5 

เมล็ดต่อจานเล้ียงเช้ือด้วยวิธีการปลอดเช้ือ (aseptic technique) แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

5-7 วัน บันทึกจ านวนของเมล็ดกาแฟท่ีพบการเจริญของรา เพื่อน าไปค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือ (%infection) 

ในทุกตัวอย่างเมล็ดกาแฟท่ีท าการทดลอง ตามวิธีของ Noonim และคณะ (2008) จากนั้น คัดแยกราท่ีมีโคโลนีสี

ด าและสีเหลืองท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล Aspergillus section Nigri และ section Circumdati ตามล าดับ ซึ่งเป็น

ราท่ีสามารถผลิตโอคราทอกซินเอได้ 

  2.2) วิธี total plate count  

  ช่ังตัวอย่างเมล็ดกาแฟ 50 กรัม ใส่ในถุงใส่ตัวอย่างส าหรับเครื่องตีบดอาหาร และเติม 0.1 

เปอร์เซ็นต์ peptone water (ภาคผนวก ข.1) ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้ 30 นาที แล้วตีผสมกันด้วยเครื่อง

ตีบดผสมอาหาร นาน 2 นาที จากนั้น น าตัวอย่างเจือจางด้วย 0.1 เปอร์เซ็นต์ peptone water ให้มีความเข้มข้น 

100, 1,000 และ 10,000 เท่า น าแต่ละค่าความเจือจางมา 0.1 มิลลิลิตร แล้ว spread plate โดยเกล่ียท่ัวจาน

เล้ียงเช้ือบนอาหารแข็ง Dichloran 18% Glycerol agar (DG18) และ Malt extract agar (MEA) น าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5-7 วัน โดยท าการทดลองสองซ้ า จากนั้น ตรวจดูลักษณะโคโลนี และนับ

จ านวนโคโลนี โดยรายงานผลเป็นหน่วยของ Colony Forming Unit (CFU) ต่อเมล็ดกาแฟ 1 กรัม 

2.3) การคัดแยกและจัดจ าแนกราท่ีคัดแยกได้ 

  น าราด าและราเหลืองท่ีแยกได้จากเมล็ดกาแฟจากข้อ 2.1 และ 2.2 มาจัดจ าแนกโดยใช้ลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ ลักษณะท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าบนอาหาร Czapek’s yeast autolysate agar 

(CYA) (ภาคผนวก ก.4) และ MEA ได้แก ่ลักษณะ ขนาด และสีของโคโลนี และโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ได้แก่ ลักษณะของ conidia, conidiophores และ conidial heads ตามวิธีของ Samson และคณะ (2004) 

และ Pitt และ Hocking (2009) คัดเลือกราด าและราเหลืองท่ีจ าแนกในสกุล Aspergillus แล้วจัดกลุ่มราท่ีมี

ลักษณะคล้ายคลึงกันทางสัณฐานวิทยา จากนั้น คัดเลือกราด าและราเหลืองแต่ละกลุ่ม โดยใช้หลักเกณฑ์ 3                

ไอโซเลตท่ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกัน เลือกมา 1 ไอโซเลต เพื่อน าไปทดสอบความสามารถในการ

ผลิตโอคราทอกซินเอในการทดลองขั้นต่อไป 
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3. การทดสอบความสามารถของราในการผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

 3.1) การผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

  น าราท่ีจ าแนกได้ในสกุล Aspergillus section Nigri และ section Circumdati จากข้อ 2.3 

มาเล้ียงบนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก.3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 7 วัน จากนั้น เก็บสปอร์โดยใช้โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับ tween 80 0.01 เปอร์เซ็นต์ท่ี

ปลอดเช้ือ (ภาคผนวก ข.2 ) เจือจางให้ได้ความเข้มข้นของสปอร์เท่ากับ 10 6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยใช้                      

ฮีมาไซโตมิเตอร์ในการนับจ านวนสปอร์ จากนั้น หยดสารแขวนลอยของสปอร์ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบริเวณ

ตรงกลางของอาหารแข็ง PDA แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  

3.2) การสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณโอคราทอกซินเอ 

  เมื่อบ่มครบ 7 วัน ใช้พาสเจอร์ปิเปตเจาะวุ้น 3 ช้ินบริเวณกลางโคโลนี (รูปท่ี 2.1) ต่อการสกัด 1 

ครั้ง (ตัวอย่างรา 1 ไอโซเลตสกัด 2 ครั้ง) จากนั้น น าช้ินวุ้นจ านวน 3 ช้ิน ใส่ขวดแก้วท่ีมีฝาปิดสนิท ช่ังน้ าหนัก   

ช้ินวุ้น แล้วเติมเมทานอลและกรดฟอร์มิกในอัตราส่วน 25:1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข.3) สกัดโอครา

ทอกซินในอ่างอัลตร้าโซนิก เป็นเวลา 15 นาที กรองสารสกัดท่ีได้ด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 แล้ว

ระเหยเมทานอลด้วยก๊าซไนโตรเจน ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากนั้น เติมเฟสเคล่ือนท่ี (อะซีโตไนไตรล์:น้ า

ปลอดประจุ:กรดอะซีติก ในอัตราส่วน 49.5 : 49.5 : 1 (ภาคผนวก ข.4)) และกรองสารสกัดท่ีได้ด้วยหัวกรอง

ส าเร็จ ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แล้วส่งวิเคราะห์หาปริมาณโอคราทอกซินเอทันทีท่ีศูนย์เครื่องมือวิจัย จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย อาคารสถาบัน 2 ด้วยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ผ่านคอลัมน์ 

C18 (250x4.60 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร ) โดยใช้เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนต์ ท่ีมี  excitation 

wavelength เท่ากับ 333 นาโนเมตร และ emission wavelength เท่ากับ 477 นาโนเมตร และควบคุมให้มี

อัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากับ 1.0 มิลลิเมตรต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ retention time 

(RT) เท่ากับ 10 นาที 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 วิธีการเจาะวุ้นจากโคโลนีเพื่อน ามาสกัดโอคราทอกซินเอในการวิเคราะห์ 
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4. การวิเคราะห์ปริมาณโอคราทอกซินเอในตัวอย่างเมล็ดกาแฟ 

ช่ังตัวอย่างกาแฟท่ีบดละเอียด 10 กรัม แล้วน ามาสกัดโอคราทอกซินเอโดยเติมสารละลายเมทานอล 50 

เปอร์เซ็นต์ ในอัตราส่วน 1:4 จากนั้น เขย่าเป็นเวลา 3 นาที แล้วกรองสารสกัดด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 จากนั้น  

เจือจางด้วยสารละลายเมทานอล 50 เปอร์เซ็นต์ ให้อยู่ในช่วงความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับการทดสอบตาม

ความสามารถในการตรวจวัดของชุดทดสอบ คือ 2-25 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม น าสารสกัดท่ีได้ไปวิเคราะห์ปริมาณ

โอคราทอกซิน ด้วยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) โดยใช้ชุดวิเคราะห์โอคราทอกซิน 

(Neogen’ s Verotox® for ochratoxin, USA) น าสารสกัดท่ีได้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารคอนจูเกต

ระหว่างโอคราทอกซินกับเอนไซน์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้น ดูดสารผสมปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลุมท่ีเคลือบด้วยแอนติบอด้ีท่ีจ าเพาะต่อโอคราทอกซินเอ บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น เทสาร

ผสมออกจากหลุมแล้วล้างหลุมด้วยน้ ากล่ัน 5 ครั้ง แล้วเคาะน้ าท่ีอยู่ในหลุมออกจนหมด แล้วเติมสารละลายซับส

เตรตปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่านาน 10 วินาที แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น  เติม

สารละลายหยุดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซน์กับซับสเตรตปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วอ่านค่าความเข้มแสงผ่าน

เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลต (micro plate reader) (Neogen, USA/Canada) ท่ีความยาวคล่ืน 650 นา

โนเมตร เปรียบเทียบความเข้มแสงของตัวอย่างกับชุดควบคุม (สารมาตรฐานโอคราทอกซินเอ ความเข้มข้น 0, 2, 

5, 10 และ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ท าการทดลองตัวอย่างละ 2 ซ้ า โดยปริมาณต่ าสุดท่ีสามารถตรวจสอบได้

ของชุดทดสอบ (lower limit of detection; LOD) คือ 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และช่วงความสามารถในการ

ตรวจวัดปริมาณของชุดทดสอบอยู่ในช่วง 2-25 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

3.1 การเก็บตัวอย่าง 

 จากการสุ่มเก็บตัวอย่างกาแฟอะราบิกาในช่วงต้นของการผลิตเมล็ดกาแฟ คือ ผลกาแฟสุก (cherry 

coffee) เมล็ดกาแฟหมัก (fermented coffee bean) และเมล็ดกาแฟกะลา (parchment coffee bean) (รูปท่ี 

3.1) ในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 ซึ่งเป็นฤดูกาลเก็บเกี่ยวผลกาแฟ จากโครงการหลวง 3 แห่งในจังหวัด

เชียงใหม่ ได้แก่ สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ศูนย์วิจัยโครงการหลวงป่าเมี่ยง และศูนย์วิจัยโครงการหลวง

ตีนตก เก็บตัวอย่างละ 1 กิโลกรัม ท้ังหมด 16 ตัวอย่าง เป็นผลกาแฟสุก 6 ตัวอย่าง เมล็ดกาแฟหมัก 6 ตัวอย่าง 

และเมล็ดกาแฟกะลา 4 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างกาแฟแต่ละชนิดมีลักษณะ ดังนี้ 

1. ตัวอย่างผลกาแฟสุก มีลักษณะเป็นทรงกลมรี สีแดง และมีใบไม้ปนอยู่กับตัวอย่างเล็กน้อย 

2. ตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมัก มีลักษณะรี สีเขียวอ่อน เมล็ดเปียกและมีเมือกติดอยู่ท่ีเมล็ดเป็นจ านวนมาก  

3. ตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลา มีลักษณะรี สีน้ าตาลอ่อน และแห้ง โดยตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลาจากศูนย์วิจัย

โครงการหลวงตีนตกมีเศษฝุ่น และแมลงปนอยู่เป็นจ านวนมาก  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 ตัวอย่างกาแฟอะราบิกาท้ัง 3 ชนิด [ก] ผลกาแฟสุก (cherry coffee) [ข] เมล็ดกาแฟหมัก [ค] เมล็ด

กาแฟกะลา  

 

 

 

 

 

 

[ค] [ข] [ก] 
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3.2 การปนเปือ้นของราที่คาดว่ามีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ และปริมาณราทั้งหมดใน

ตัวอย่างกาแฟ 

 3.2.1 วิธี Direct plating 

 ผลจากการสุ่มหยิบผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟกะลา ตัวอย่างละ 50 เมล็ด วางบน

อาหารแข็ง Dichloran 18% glycerol (DG18) 25 เมล็ด (วางจานละ 5 เมล็ด จ านวน 5 จานเล้ียงเช้ือ) และวาง

บนอาหารแข็ง Malt extract agar (MEA) 25 เมล็ด (วางจานละ 5 เมล็ด จ านวน 5 จานเล้ียงเช้ือ) (รูปท่ี 3.2) 

ตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด เมื่อค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือ (% infection) ของราท้ังหมดพบว่า ตัวอย่างกาแฟ  

แต่ละชนิดท่ีได้จากสถานีวิจัยท่ีต่างกันให้ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราท้ังหมดไม่แตกต่างกัน ตัวอย่างผลกาแฟ

สุกและเมล็ดกาแฟหมักมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราท้ังหมดเฉล่ียเท่ากับ 96 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

โดยราท่ีพบปนเป้ือนส่วนใหญ่เป็นยีสต์และราสายใยอื่นๆ ส าหรับเมล็ดกาแฟกะลามี เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของรา

ท้ังหมดเฉล่ีย 100 เปอร์เซ็นต์ โดยราท่ีพบปนเปื้อนเป็นราสายใยสีเหลือง ด า และราสายใยอื่นๆ ส าหรับผลการ

ค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราด าและราเหลืองจากตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิดพบว่า กาแฟกะลามีเปอร์เซ็นต์

การติดเช้ือของราด าและราเหลืองเฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 8.00±5.57 และ 17.50±2.18 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับ

เมล็ดกาแฟหมักไม่พบการปนเปื้อนของราเหลือง แต่พบการปนเปื้อนของราด าโดยมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือราด า

เฉล่ียเท่ากับ 2.67±5.12 เปอร์เซ็นต์ และผลกาแฟสุกไม่พบการปนเป้ือนของราด าและราเหลือง (ตารางท่ี 3.1)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 ตัวอย่างการคัดแยกราด าและราเหลืองบนเมล็ดกาแฟกะลาด้วยวิธี direct plating [ก] บนอาหารแข็ง 

DG18  และ [ข] บนอาหารแข็ง MEA บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

 

[ก] [ข] 
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ตารางที่ 3.1  เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราท้ังหมด ราเหลือง และราด า ของตัวอย่างกาแฟแต่ละชนิด 

ชนิดกาแฟ ตัวอย่าง (ศูนย์) 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ 

ราท้ังหมด ราเหลือง ราด า 
ผลกาแฟสุก MC1-3 (แม่หลอด) 92 0 0 
 TC1-2 (ตีนตก) 100 0 0 
 PC (ป่าเมี่ยง) 100 0 0 
      เฉล่ีย 96 ± 7.30 0.00±0.00 0.00±0.00 
เมล็ดกาแฟหมัก MF1-4 (แม่หลอด) 100 0 0.50 
 TF (ตีนตก) 100 0 0 
 PF (ป่าเมี่ยง) 100 0 14 
 เฉล่ีย 100 ± 0.00 0.00±0.00 2.67±5.12 
เมล็ดกาแฟกะลา MK1-3 (แม่หลอด)  100 17.33 5.33 
 TK (ตีนตก) 100 18 16 

 เฉล่ีย 100 ± 0.00 17.50±2.18 8.00±5.57 

 

ส าหรับการคัดแยกราจากตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด จ านวนท้ังหมด 16 ตัวอย่างสามารถคัดแยกราได้

ท้ังหมด 120 ไอโซเลต สามารถจัดจ าแนกเบ้ืองต้นได้เป็นราในสกุล Aspergillus 45 ไอโซเลต โดยแบ่งเป็นราด า 

(black Aspergillus) 21 ไอโซเลต ราเหลือง (yellow Aspergillus) 24 ไอโซเลต และพบราสกุลอื่นๆ 75          

ไอโซเลต ซึ่งส่วนใหญ่เป็นราในสกุล Penicillium, Curvularia และ Rhizopus โดยในตัวอย่างผลกาแฟสุกคัด

แยกราสายใยได้จ านวน 13 ไอโซเลต ซึ่งเป็นราในสกุลอื่นๆ ท้ังหมด ตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักคัดแยกได้ท้ังหมด 28          

ไอโซเลต เป็นราในสกุล Aspergillus 6 ไอโซเลต และราในสกุลอื่นๆ 22 ไอโซเลต และตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลา

สามารถคัดแยกราได้มากท่ีสุดจ านวน 79 ไอโซเลตเป็นราในสกุล Aspergillus 42 ไอโซเลต และราสกุลอื่นๆ 37 

ไอโซเลต  
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3.2.2 วิธี total plate count  

จากการน าตัวอย่างกาแฟมาหาปริมาณราสายใยท้ังหมดด้วยวิธี total plate count บนอาหารแข็ง MEA 

พบว่า ตัวอย่างผลกาแฟสุกและเมล็ดกาแฟหมักมีปริมาณราสายใยปนเปื้อนน้อยกว่า 15 โคโลนี โดยพบยีสต์เจริญ

บนอาหารเป็นจ านวนมาก และตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลามีปริมาณราสายใยปนเป้ือนน้อยกว่า 15 โคโลนี  ส าหรับ

การหาปริมาณราสายใยท้ังหมดบนอาหารแข็ง DG18 พบว่า ในตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด ตัวอย่างผลกาแฟสุกมี

ปริมาณราสายใยปนเปื้อนเฉล่ียสูงท่ีสุดเท่ากับ 1.55±1.5x106 CFU ต่อกรัมของกาแฟ และตัวอย่างเมล็ดกาแฟ

หมักและเมล็ดกาแฟกะลามีปริมาณราสายใยปนเปื้อนเฉล่ียใกล้เคียงกันเท่ากับ 3.55±1.83x105 และ 

2.38±3.03x105  CFU ต่อกรัมของกาแฟ ตามล าดับ โดยตัวอย่างกาแฟแต่ละชนิดท่ีมีปริมาณราปนเปื้อนสูงท่ีสุด

มาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตกมีปริมาณราปนเปื้อนเฉล่ียในผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟ

กะลาสูงถึง 1.91±0.01x106  4.65±1.85x105  และ 7.62±0.03x105  CFU ต่อกรัมของกาแฟ ตามล าดับ (รูปท่ี 

3.3) 

รูปที่ 3.3 จ านวนราสายใยท้ังหมดในตัวอย่างกาแฟ 3 ชนิด จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ตีนตก และป่า
เมี่ยง ด้วยวิธี total plate count บนอาหารแข็ง DG18 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  
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3.2.3  การจัดจ าแนกและคัดเลือกราด าและราเหลืองท่ีคาดว่าผลิตโอคราทอกซินเอ 

 จัดจ าแนกราด าท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล Aspergillus section Nigri ท้ังหมด 21 ไอโซเลต และรา

เหลืองท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล Aspergillus section Circumdati ท้ังหมด 24 ไอโซเลต ท่ีคัดแยกได้จากข้อ 3.2.1 

โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Microscopic characters) และ

ลักษณะท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Macroscopic characters) เมื่อพิจารณาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของ

ราด าและราเหลืองท่ีคัดแยกได้ พบว่า ราด าท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล Aspergillus section Nigri มีลักษณะภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ คือ ท่ีปลายก้านชูสปอร์สปอร์พองออกเป็นเวสซิเคิล (vesicle) มีสเตอริกมา (sterigma) ช้ันเดียว 

(uniseriate) (รูปท่ี 3.4 ก) หรือ สองช้ัน (biseriate) (รูปท่ี 3.4 ข)  ส าหรับราเหลืองท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล 

Aspergillus section Circumdati พบลักษณะปลายก้านชูสปอร์สปอร์พองออกเป็นเวสซิ เคิล (vesicle)              

มีสเตอริกมา (sterigma) สองช้ัน (biseriate) (รูปท่ี 3.4 ค) ซึ่งลักษณะดังกล่าวเป็นลักษณะเด่นของราในสกุล 

Aspergillus ดังนั้น ราด าและราเหลืองท่ีคัดแยกจัดเป็นราในสกุล Aspergillus section Nigri และ section 

Circumdati ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.4 ตัวอย่างลักษณะ conidial head ของราด าและราเหลืองท่ีคัดแยกได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

ก าลังขยาย 400 เท่า [ก] Uniseriate Aspergillus section Nigri [ข] Biseriate Aspergillus section Nigri [ค] 

Biseriate Aspergillus section Circumdati  

 

 

 

[ก] [ข] [ค] 
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จากนั้น จัดจ าแนกราด า ในสกุล Aspergillus section Nigri ตามลักษณะลักษณะท่ีมองเห็นได้ด้วยตา

เปล่าบนอาหาร CYA และ MEA บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน พบว่าสามารถจัดจ าแนกได้ 12 กลุ่ม 

(รูปท่ี 3.5) โดยแต่ละกลุ่มมีลักษณะ ดังนี้       

กลุ่มท่ี 1 โคโลนีสีน้ าตาลด า เส้นใยสีขาว มีรอยยับท่ีผิวโคโลนีเล็กน้อย สร้างสปอร์ขนาดเล็กสีด าจ านวน

มากท่ัวท้ังโคโลนี  ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 3.8 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 ก) 

และบนอาหาร MEA โคโลนีสีด า ไม่มีรอยยับ เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์ขนาดเล็กสีด าเป็นจ านวนมากท่ัวท้ังโคโลนี 

พบการสร้างสเคอโรเทียสีขาวครีม ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 2.5 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ข) 

กลุ่มท่ี 2 โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาว มีรอยยับอย่างเห็นได้ชัดท่ีผิวโคโลนี สร้างสปอร์ขนาดเล็กสีด าตรง

บริเวณกลางโคโลนี มีความหนานแน่นของสปอร์น้อย และใต้โคโลนีมีสีครีม ขนาดโคโลนีประมาณ 4.5 เซนติเมตร 

บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 ค) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีด า มีรอยยับเล็กน้อย เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์เล็กน้อย 

สปอร์มีขนาดเล็กสีด าบริเวณกลางโคโลนี ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 4.3 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5

ง) 

กลุ่มท่ี 3 โคโลนีสีน้ าตาลด า เส้นใยสีขาวฟู ไม่มีรอยยับผิวโคโลนี สร้างสปอร์สีน้ าตาลด า มีความหนาน

แน่นของสปอร์ค่อนข้างสูง และใต้โคโลนีมีสีเหลือง ขนาดโคโลนีประมาณ 7 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 

จ) และบนอาหาร MEA มีโคโลนีสีด า เส้นใยสีขาวฟู ไม่มีรอยยับผิวโคโลนี สร้างสปอร์เล็กน้อย สปอร์มีขนาดเล็กสี

ด าบริเวณกลางโคโลนี ใต้โคโลนีมีสีเหลืองอ่อนและมีขนาดโคโลนีประมาณ 5.3 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ฉ) 

กลุ่มท่ี 4 โคโลนีสีน้ าตาล เส้นใยสีขาว โดยตรงกลางโคโลนีมีสปอร์ขนาดเล็กสีเขียวขี้ม้า และสีของโคโลนี

ในช้ันท่ีถัดออกมา (color of colony layer) เป็นสีน้ าตาลและสีครีม ตามล าดับ มีรอยยับเล็กน้อยท่ีผิวหน้าโคโลนี 

ใต้โคโลนีมีสีครีมและมีขนาดโคโลนีประมาณ 8 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 ช) และบนอาหาร MEA 

ลักษณะโคโลนีสีน้ าตาลเทา เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์ขนาดเล็กสีเขียวขี้ม้าบริเวณกลางโคโลนี และสีของโคโลนีใน

ช้ันท่ีถัดออกมา (color of colony layer) เป็นสีเทาและน้ าตาล ตามล าดับ ไม่มีรอยยับผิวโคโลนี ใต้โคโลนีสี

เหลืองอ่อน และมีขนาดโคโลนีประมาณ 5.2 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ซ) 

กลุ่มท่ี 5 มีโคโลนีสีน้ าตาล เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับจ านวนมาก สร้างสปอร์สีน้ าตาลขนาดเล็กอยู่

บริเวณกลางโคโลนี ความหนาแน่นของสปอร์ค่อนข้างน้อย ใต้โคโลนีมีน้ าตาลอ่อน  ขนาดโคโลนีประมาณ 7.5 

เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 ฌ) และบนอาหาร MEA มีโคโลนีสีน้ าตาลเทา เส้นใยสีครีม โคโลนีมีรอยยับ

จ านวนมาก สร้างสปอร์สีน้ าตาลขนาดเล็กจ านวนมากบริเวณกลางโคโลนี  ใต้โคโลนีมีสีเหลืองอ่อนและมีขนาด

โคโลนีประมาณ 5.5 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ญ) 
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กลุ่มท่ี 6 โคโลนีด า เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับอย่างเห็นได้ชัดเป็นจ านวนมาก สร้างสปอร์ขนาดเล็กสีด า

จ านวนมากท่ัวทั้งโคโลนี ใต้โคโลนีสีเหลือง และมีขนาดโคโลนีประมาณ 7.5 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 

ฎ) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับเล็กน้อย สร้างสปอร์ขนาดเล็กสีด า สปอร์มีความ

หนาแน่นของจ านวนสปอร์ค่อนข้างน้อย ใต้โคโลนีมีสีครีมและมีขนาดโคโลนีประมาณ 7 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ฏ) 

กลุ่มท่ี 7 โคโลนีสีเขียวขี้ม้า เส้นใยสีขาว มีรอบยับท่ีผิวโคโลนี สร้างสปอร์เล็กน้อย ใต้โคโลนีสีครีม และมี

ขนาดโคโลนีประมาณ 5.0 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 ฐ) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีน้ าตาล เส้นใยสี

ขาว ไม่มีรอยยับท่ีผิวโคโลนี สร้างสปอร์เล็กน้อย ใต้โคโลนีมีสีครีมและมีขนาดโคโลนีประมาณ 4.5 เซนติเมตร (รูป

ท่ี 3.5 ฑ) 

 กลุ่มท่ี 8 โคโลนีสีเทาอ่อน เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับอย่างเห็นได้ชัด สร้างสปอร์สีเทาขนาดเล็กบริเวณ

กลางโคโลนี ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 7 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ฒ) และบนอาหาร MEA 

โคโลนีสีเทา เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับเล็กน้อย สร้างสปอร์สีเทาหนาแน่นอยู่บริเวณกลางโคโลนี ใต้โคโลนีมีสี

เหลืองและมีขนาดโคโลนีประมาณ 5 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ณ) 

กลุ่มท่ี 9 โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับอย่างเห็นได้ชัดอยู่เป็นจ านวนมาก สร้างสปอร์สีด าขนาด

เล็กจ านวนมากท่ัวท้ังโคโลนี ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 6.5 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 

3.5 ด) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับอย่างเห็นได้ชัดอยู่เป็นจ านวนมาก สร้าง

สปอร์สีด าขนาดเล็กจ านวนมาก ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 4.5 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ต) 

กลุ่มท่ี 10 โคโลนีสีน้ าตาล เส้นใยสีขาวฟู  โคโลนีมีรอบยับเล็กน้อย สร้างสปอร์สีน้ าตาลขนาดเล็กอยู่ท่ัว

โคโลนีอย่างไม่หนาแน่น ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 6.2 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 

ถ) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีเทา เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับจ านวนค่อนข้างมาก สร้างสปอร์สีเทาขนาดเล็ก

บริเวณกลางโคโลนี ใต้โคโลนีสีเหลืองอ่อน และมีขนาดโคโลนีประมาณ 5 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ท) 

กลุ่มท่ี 11 โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอบยับอยู่เป็นจ านวนมาก สร้างสปอร์สีด าขนาดเล็กอยู่ท่ัว

โคโลนีอย่างหนาแน่น ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 7.5 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 ธ) 

และบนอาหาร MEA โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับจ านวนมาก สร้างสปอร์สีด าขนาดเล็กอย่างไม่

หนาแน่น ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 6 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 น) 

กลุ่มท่ี 12 โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาวฟู  โคโลนีมีรอบยับเล็กน้อย สร้างสปอร์สีด าขนาดเล็กอยู่บริเวรกลาง

โคโลนี  ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 6.3 เซนติเมตร บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.5 บ) และบน

อาหาร MEA โคโลนีสีด า เส้นใยสีขาวฟู ไม่มีรอยยับท่ีผิวโคโลนี สร้างสปอร์เล็กน้อย สปอร์มีสีด าอยู่บริเวณกลาง

โคโลนี ใต้โคโลนีมีสีเหลืองอ่อน และมีขนาดโคโลนีประมาณ 6 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.5 ป) 
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รูปที่ 3.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Nigri ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟบน
อาหาร CYA (ด้านซ้าย) และอาหาร MEA (ด้านขวา) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน กลุ่มท่ี 1 [ก] 

[ข], กลุ่มท่ี 2 [ค][ง], กลุ่มท่ี 3 [จ][ฉ], กลุ่มท่ี 4 [ช][ซ]  

[ก] [ข] 

[ค] [ง] 

[จ] [ฉ] 

[ช] [ซ] 
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รูปที่ 3.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Nigri ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟบน
อาหาร CYA (ด้านซ้าย) และอาหาร MEA (ด้านขวา) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  กลุ่มท่ี 5 

[ฌ][ญ], กลุ่มท่ี 6 [ฎ][ฏ], กลุ่มท่ี 7 [ฐ][ฑ], กลุ่มท่ี 8 [ฒ][ณ]  

[ฌ] [ญ] 

[ฎ] [ฏ] 

[ฐ] [ฑ] 

[ฒ] [ณ] 
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รูปที่ 3.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Nigri ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟบน
อาหาร CYA (ด้านซ้าย) และอาหาร MEA (ด้านขวา) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  กลุ่มท่ี 9 
[ด][ต], กลุ่มท่ี 10 [ถ][ท], กลุ่มท่ี 11 [ธ][น], กลุ่มท่ี 12 [บ][ป],  

[ด] [ต] 

[ถ] [ท] 

[ธ] [น] 

[บ] [ป] 
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ส าหรับราเหลืองในสกุล Aspergillus section Circumdati เมื่อจัดจ าแนกตามลักษณะลักษณะท่ี
มองเห็นได้ด้วยตาเปล่าบนอาหาร CYA และ MEA บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน พบว่า สามารถจัด
จ าแนกได้เป็น 4 กลุ่ม (รูปท่ี 3.6) โดยแต่ละกลุ่มมีลักษณะ ดังนี้  

กลุ่มท่ี 1 โคโลนีสีเหลือง ผิวหน้ามีลักษณะเป็นปุย (floccose) เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับอย่างเห็นได้
ชัด สร้างสปอร์สีเหลืองขนาดเล็กจ านวนมาก ใต้โคโลนีมีสีน้ าตาลอ่อน และมีขนาดโคโลนีประมาณ 5.5 เซนติเมตร 
บนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.6 ก) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีเหลือง เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์สีเหลืองจ านวนมากท่ัว
ท้ังโคโลนี โคโลนีไม่มีรอยยับ ใต้โคโลนีมีสีเหลืองอมเขียว และมีขนาดโคโลนีประมาณ 4.2 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.6 ข)  

กลุ่มท่ี 2 โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผิวหน้ามีลักษณะเป็นปุย (floccose) เส้นใยสีขาวฟู สร้างสปอร์สีเหลือง
จ านวนเล็กน้อย ใต้โคโลนีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 3.5 เซนติเมตรบนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.6 ค) และบน
อาหาร MEA โคโลนีสีเหลืองซีด กลางโคโลนีมีสีน้ าตาล เส้นใยสีขาวฟู สร้างสปอร์สีเหลืองออกน้ าตาลอยู่บริเวณ
กลางโคโลนี ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 2.0 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.6 ง) 

กลุ่มท่ี 3 โคโลนีสีเหลืองอมน้ าตาล เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์สีเหลืองอมน้ าตาล ใต้โคโลนีสีครีม และมี
ขนาดโคโลนีประมาณ 2.0 เซนติเมตรบนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.6 จ) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีเหลือง เส้นใยสี
ขาว สร้างสปอร์สีเหลือง ใต้โคโลนีมีสีครีม และมีขนาดโคโลนีประมาณ 1.2 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.6 ฉ) 

กลุ่มท่ี 4 โคโลนีสีเหลืองสด เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์สีน้ าตาลอมเหลือง ใต้โคโลนีสีเหลืองอ่อน และมี
ขนาดโคโลนีประมาณ 2.2 เซนติเมตรบนอาหาร CYA (รูปท่ี 3.6 ช) และบนอาหาร MEA โคโลนีสีเหลืองสด เส้น
ใยสีขาว สร้างสปอร์สีเหลืองเข้ม ใต้โคโลนีสีเหลืองอ่อน และมีขนาดโคโลนีประมาณ 2.0 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.6 ซ)   
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รูปที่ 3.6 ลักษณะสัณฐานวิทยาของราในสกุล Aspergillus section Circumdati ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟ
บนอาหาร CYA (ด้านซ้าย) และอาหาร MEA (ด้านขวา) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน กลุ่มท่ี 1 

[ก][ข], กลุ่มท่ี 2 [ค][ง], กลุ่มท่ี 3 [จ][ฉ], กลุ่มท่ี 4 [ช][ซ] 

[ก] [ข] 

[ค] [ง] 

[จ] [ฉ] 

[ช] [ซ] 
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เมื่อจัดจ าแนกราด าและราเหลืองแล้ว พบว่า ราด ามีจ านวนกลุ่มมากกว่าราเหลืองแต่จ านวนไอโซเลตใน

แต่ละกลุ่มของราด ามีเพียง 1-4 ไอโซเลตซึ่งน้อยกว่าราเหลืองท่ีมีจ านวนไอโซเลตในแต่ละกลุ่ม 4-11 ไอโซเลต โดย

ราด าส่วนใหญ่ท่ีคัดแยกมีลักษณะ conidial head เป็นแบบ uniseriate (ตารางท่ี 3.2) จากนั้น คัดเลือกราด า

และราเหลืองในแต่ละกลุ่ม โดยใช้หลักเกณฑ์ 3 ไอโซเลตท่ีมีลักษณะคล้ายคลึงกันเลือกมา 1 ไอโซเลต เพื่อน าไป

ทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอในการทดลองต่อไป 

ตารางที่ 3.2 จ านวนไอโซเลตในแต่ละกลุ่มของราด าและราเหลืองท่ีจัดจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

รา กลุ่ม (จ านวนไอโซเลต) ลักษณะ conidial head ไอโซเลต 
ราด า    

1 (2) Uniseriate MF2I1, MK2I9 
2 (4) Uniseriate MK2I25, MK3I27, MK3I3, TKI20 
3 (1) Uniseriate TKI19 
4 (1) Uniseriate TKI18 
5 (1) Uniseriate MK2I8 
6 (2) Uniseriate MK2I17, MK1I16 
7 (1) Uniseriate MK1I11 
8 (3) Uniseriate MK2I20, MK3I23, MK3I23 (2) 
9 (1) Uniseriate MF3I1 
10 (1) Uniseriate TKI15 
11 (1) Biseriate PFI1 
12 (3) Biseriate MK1I8, PFI2, PFI3 

ราเหลือง    
1 (11) Biseriate MK3I9, MK2I3, TKI9, MK3I5,        

MK3I5(2), TKI1, TKI6, TKI13, 
MK3I6, MK3I4, MK2I15 

2 (5) Biseriate TKI2, TKI5, TKI7, TKI14, TKI10 
3 (4) Biseriate MK1I15, MK1I17, MK3I19, MK3I18 
4 (4) Biseriate MK1I6, MK2I16, MK3I15, MK2I6  

 

 



37 
 

3.3 การทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอของราที่คัดแยกได้ 

 ราด าในสกุล Aspergillus section Nigri ท่ีจัดจ าแนกโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาจ านวน 12 ไอโซเลต

จาก 21 ไอโซเลต ถูกสุ่มมาทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ พบว่า ท้ัง 12 ไอโซเลตสามารถผลิต

โอคราทอกซินเอได้ โดยมีปริมาณการผลิตต่ าสุดเท่ากับ 2.32±0.29 นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารแข็ง PDA และมี

ปริมาณการผลิตสูงสุดเท่ากับ 64.57±12.51 นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ไอโซเลตราด าท่ีให้ปริมาณ

การผลิตสูงสุด คือ TKI20 ถูกคัดแยกมาจากจากเมล็ดกาแฟกะลาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตก (ตารางท่ี 3.3) 

ราเหลืองในสกุล Aspergillus section Circumdati ท่ีจัดจ าแนกโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาจ านวน 

10 ไอโซเลตจาก 24 ไอโซเลต ถูกสุ่มมาทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ พบว่าท้ัง 10 ไอโซเลต

สามารถผลิตโอคราทอกซินเอได้ โดยมีปริมาณการผลิตต่ าสุดเท่ากับ 1.26±0.38 นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเล้ียง

เช้ือแข็ง และมีปริมาณการผลิตสูงสุดเท่ากับ 74.69±9.28 นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ไอโซเลตรา

เหลืองท่ีให้ปริมาณการผลิตสูงสุด คือ TKI9 ถูกคัดแยกมาจากเมล็ดกาแฟกะลาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตก 

(ตารางท่ี 3.3)  
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ตารางที่ 3.3 การผลิตโอคราทอกซินเอของรา Aspergillus section Nigri และ Aspergillus section 
Circumdati ท่ีคัดแยกได้ 

 

 

ไอโซเลต ชนิดกาแฟ ศูนย์ 
ปริมาณโอคราทอกซินเอ 

(นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
Aspergillus section Nigri 
MF2I1  เมล็ดกาแฟหมัก แม่หลอด 2.67±1.47 
PFI2  เมล็ดกาแฟหมัก ป่าเมี่ยง 19.70±8.95 
MK1I11  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 23.78±12.46 
MK1I16  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 14.88±5.40 
MK1I8  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 11.86±8.50 
MK2I8  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 5.11±1.11 
MK2I20  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 29.94±5.27 
MK3I23  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 13.53±10.22 

MK3I27  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 8.68±6.11 
TKI18  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 3.76±3.76 
TKI19  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 2.32±0.29 
TKI20  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 64.57±12.51 
Aspergillus section Circumdati 
MK1I6  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 1.26±0.38 
MK2I6  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 4.51±2.42 
MK3I5  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 13.09±3.22 
MK3I6  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 14.12±1.64 
MK3I9  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 11.16±1.09 
MK3I19  เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 8.81±0.08 
TKI5  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 2.86±1.29 
TKI6  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 36.64±4.31 
TKI7  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 47.13±21.23 
TKI9  เมล็ดกาแฟกะลา ตีนตก 74.69±9.28 
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3.4 การปนเปือ้นของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟ 

 การประเมินปนเป้ือนโอคราทอกซินเอในตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักและเมล็ดกาแฟกะลาด้วยวิธี enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) พบว่า ตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักและเมล็ดกาแฟกะลาทุกตัวอย่างมีการ

ปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอ ซึ่งตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักมีปริมาณการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอน้อยกว่าใน

เมล็ดกาแฟกะลา โดยเมล็ดกาแฟหมักมีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเปื้อนอยู่ในช่วง น้อยกว่า 0.1-2.0 ไมโครกรัม

ต่อกิโลกรัม และตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักท่ีมีปริมาณการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอสูงสุดมาจากศูนย์วิจัย

โครงการหลวงป่าเมี่ยงมีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเป้ือนเฉล่ียเท่ากับ 1.70±0.15 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับ

เมล็ดกาแฟกะลามีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเป้ือนอยู่ในช่วง 0.1-10.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และตัวอย่างเมล็ด

กาแฟกะลาท่ีได้จากศูนย์วิ จัยโครงการหลวงตีนตกมีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเปื้อน เฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 

6.48±3.76 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ตารางท่ี 3.4) 

 

ตารางที่ 3.4 ปริมาณโอคราทอกซินเอในตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักและเมล็ดกาแฟกะลา 

ชนิดกาแฟ ศูนย์วิจัย ปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ย  
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

ช่วงปริมาณของโอคราทอกซินเอ 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

เมล็ดกาแฟหมัก แม่หลอด 0.50±0.4 <0.1-0.9 

ป่าเมี่ยง 1.70±0.15 1.0-2.1 

ตีนตก 1.63±0.08 1.2-2.0 

เมล็ดกาแฟกะลา แม่หลอด 0.90±0.57 0.1-2.9 

ตีนตก 6.48±3.76 1.8-10.3 
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บทท่ี 4 

สรุป และวิจารณ์ผลการทดลอง 

 จากการศึกษาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างกาแฟในช่วงต้นกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียกหลัง

การเก็บเกี่ยว 3 ชนิด คือ ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟกะลาจากโครงการหลวง 3 โครงการ ได้แก่ 

สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตก และศูนย์วิจัยโครงการหลวงป่าเมี่ยง ในจังหวัด

เชียงใหม่ ประเทศไทย รวมท้ังหมด 16 ตัวอย่างด้วยวิธี direct plating พบว่า ตัวอย่างผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟ

หมัก และเมล็ดกาแฟกะลาจากโครงการหลวงท้ัง 3 โครงการมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราท้ังหมดไม่แตกต่างกัน 

โดยมีเปอร์เช็นต์การติดเช้ือเฉล่ียในกาแฟแต่ละชนิด เท่ากับ 96 100 และ 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ส าหรับ

เปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราด าและราเหลือง พบว่า ตัวอย่างเมล็ดกาแฟท้ัง 3 ชนิดมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือต่ า โดย

ตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลามีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือของราด าและราเหลืองสูงท่ีสุด เท่ากับ 8 .00±5.57 และ 

17.50±2.18 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะท่ีตัวอย่างผลกาแฟสุกและเมล็ดกาแฟหมักพบการติดเช้ือจากราด า

และราเหลืองได้ต่ า หรือไม่พบการติดเช้ือ แต่พบการปนเปื้อนของราสายใยในสกุลอื่นๆ เป็นจ านวนมาก เช่น 

Penicillium, Fusarium, Curvularia และ Rhizopus ซึ่งเป็นราท่ีพบปนเปื้อนได้มากในแปลงเพาะปลูก (field 

fungi) นอกจากนี้ ในผลกาแฟสุกและเมล็ดกาแฟหมักพบการปนเปื้อนของยีสต์เป็นหลัก สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Lamanaka และคณะ (2014) พบการปนเปื้อนของราในสกุล Penicillium, Fusarium และ ยีสต์ เป็นกลุ่ม

หลักในผลกาแฟสุก และเมล็ดกาแฟหมัก เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Pereira และคณะ (2014) ซึ่งราเหล่านี้

สามารถพบปนเป้ือนได้มากท้ังในผลกาแฟสุกหลังการเก็บเกี่ยว และจากเมล็ดกาแฟท่ีผ่านการตากแห้งอย่างเมล็ด

กาแฟกะลาด้วย (Urbano และคณะ, 2001; Taniwaki และคณะ, 2003) ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากผลกาแฟสุกอาจ

ได้รับความเสียหายระหว่างการเพาะปลูก และการเก็บเกี่ยวจึงส่งผลให้เกิดการปนเป้ือนของราในกลุ่ม field fungi 

ได้ และเมื่อก าจัดเนื้อผลของผลกาแฟสุกออก แล้วน าไปแช่น้ าจะได้เป็นเมล็ดกาแฟหมักซึ่งกระบวนการหมักเมล็ด

กาแฟมีสภาวะค่อนข้างเป็นกรด ซึ่งกระตุ้นให้เกิดการเจริญของยีสต์ประจ าถิ่นในกาแฟ (indigenous coffee 

yeasts) เพื่อช่วยในการก าจัดเมือกท่ีเมล็ดกาแฟ และท าให้กล่ินรสของกาแฟดียิ่งขึ้น ดังนั้น ในเมล็ดกาแฟหมักจึง

พบการปนเป้ือนของยีสต์เป็นหลัก (Pereira และคณะ, 2014) ในขณะท่ีเมล็ดกาแฟกะลาถูกท าให้แห้ง ส่งผลให้รา

ด าและราเหลืองท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล Aspergillus ซึ่งเป็นราท่ีเจริญได้ดีเมื่อปริมาณน้ าอิสระต่ า (water 

activity, aw) (Xerophilic fungi) จึงพบการเจริญของราด าและราเหลืองได้มากท่ีสุดในตัวอย่างจากกาแฟกะลา 

อีกท้ังระหว่างกระบวนการตากแห้งต้องอาศัยระยะเวลา ส่ิงแวดล้อมและสภาพภูมิอากาศท่ีเอื้ออ านวยเพื่อให้เมล็ด

กาแฟกะลาแห้งอย่างสมบูรณ์ จึงส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนของราด าและราเหลือง (Teixera และคณะ, 2001; 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914001434#bb0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914001434#bb0120
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Frisvad และคณะ, 2004; Leong และคณะ, 2004) ซึ่งสอดคล้องกับผลการคัดแยกราสายใยจากตัวอย่างกาแฟ

ท้ัง 3 ชนิดในงานวิจัยนี้ พบว่า เมล็ดกาแฟกะลาสามารถคัดแยกราด าและราเหลืองในสกุล Aspergillus ได้มาก

ท่ีสุด และผลกาแฟสุกและเมล็ดกาแฟหมักไม่สามารถคัดแยกราในสกุล Aspergillus ได้แต่สามารถแยกราในสกุล

อื่นๆ เช่น Fusarium, Curvularia และ Rhizopus ซึ่งเป็นราในกลุ่ม Field fungi ได้มาก 

เมื่อพิจารณาถึงปริมาณราสายใยท้ังหมดท่ีพบปนเปื้อนในตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด พบว่า ผลกาแฟสุกมี

ปริมาณราสายใยปนเปื้อนสูงท่ีสุด โดยมีปริมาณเท่ากับ 1.55±1.5x106 CFU ต่อกรัมของกาแฟ ตัวอย่างเมล็ด

กาแฟหมักและเมล็ดกาฟกะลามีปริมาณราสายใยปนเปื้อนเฉล่ียใกล้เคียงกัน เท่ากับ 3.55±1.83x105 และ 

2.38±3.03x105  CFU ต่อกรัมของกาแฟ ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าเมื่อเมล็ดกาแฟผ่านขั้นตอนการผลิตมากขึ้นส่งผล

ให้จ านวนของราสายใยท่ีปนเปื้อนลดน้อยลง ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากขั้นตอนต่าง ๆ ในกระบวนการผลิต เช่น การ

ก าจัดเปลือกและเนื้อผลจะช่วยลดการปนเปื้อนของราท่ีบริเวณผิวของผลกาแฟลงได้ และกระบวนการหมัก

สามารถช่วยหยุดการเจริญของราท่ีปนเปื้อนได้ (Batista และคณะ, 2016) และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณราของ

ตัวอย่างกาแฟชนิดต่าง ๆ ท่ีได้จากโครงการหลวง 3 แห่ง พบว่า ตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิดจากศูนย์พัฒนาโครงการ

หลวงตีนตกมีปริมาณราสายใยปนเป้ือนสูงท่ีสุด    

ส าหรับผลการคัดแยกและจัดจ าแนกราด าและราเหลืองท่ีคาดว่าเป็นราในสกุล Aspergillus section 

Nigri และ Aspergillus section Circumdati โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบลักษณะเด่นของ conidial 

head ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท าให้สามารถสรุปได้ว่า ราด าและราเหลืองท่ีคัดแยกได้เป็นราในสกุล Aspergillus 

และจากการจัดจ าแนกลักษณะท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าบนอาหาร CYA และ MEA พบว่า รากลุ่มหลักท่ีพบ

ปนเป้ือนในเมล็ดกาแฟกะลาสายพันธุ์อะราบิกา คือ Aspergillus section Circumdati ซึ่งจัดจ าแนกได้ท้ังหมด 4 

กลุ่ม นอกจากนี้ ยังพบความหลากหลายของ Aspergillus section Nigri มากถึง 12 กลุ่ม ส าหรับราเหลืองใน

สกุล Aspergillus section Circumdati กลุ่มท่ีมีจ านวนไอโซเลตมากท่ีสุด คือ กลุ่มท่ี 1 ซึ่งมีลักษณะโคโลนีสี

เหลือง ผิวหน้ามีลักษณะเป็นปุย (floccose) เส้นใยสีขาว โคโลนีมีรอยยับอย่างเห็นได้ชัด สร้างสปอร์สีเหลือง

ขนาดเล็กจ านวนมาก ใต้โคโลนีมีสีน้ าตาลอ่อน และมีขนาดโคโลนีประมาณ 5.5 เซนติเมตร บนอาหาร CYA และ

บนอาหาร MEA มีโคโลนีสีเหลือง เส้นใยสีขาว สร้างสปอร์สีเหลืองจ านวนมากท่ัวท้ังโคโลนี โคโลนีไม่มีรอยยับ ใต้

โคโลนีมีสีเหลืองอมเขียว และมีขนาดโคโลนีประมาณ 4.2 เซนติเมตรลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์มี conidial 

head เป็น Biseriate ซึ่งจากการทดลองไม่สามารถระบุสายพันธุ์ได้อย่างชัดเจน แต่ลักษณะสัณฐานวิทยาดังกล่าว

ใกล้เคียงกับ A. westerdijkiae A. steynii และ A. ochraceus  (Pitt และ Hocking, 2009; Visagie และคณะ, 

2014) ซึ่งเป็นราสายพันธุ์หลักในสกุล Aspergillus section Circumdati ท่ีพบปนเป้ือนได้มากในกาแฟอะราบิกา 

เนื่องมาจาก Aspergillus section Circumdati เป็นราท่ีเจริญได้ดีเมื่อมีปริมาณน้ าอิสระต่ า (Xerophilic fungi) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914001434#bb0040
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และมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญท่ีอุณหภูมิค่อนข้างเย็นประมาณ 20-28 องศาเซลเซียส ซึ่งช่วงอุณหภูมิ

ดังกล่าวเป็นช่วงท่ีเหมาะสมต่อการเพาะปลูกกาแฟอะราบิกาจึงพบราใน section Circumdati ปนเปื้อนได้มาก 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Noonim และคณะ (2008) ท่ีพบว่า Aspergillus section Circumdati เป็นรากลุ่ม

หลักท่ีพบปนเป้ือนในกาแฟอะราบิกาจากทางเหนือของประเทศไทย เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Taniwaki และ

คณะ (2003) ท่ีพบ Aspergillus section Circumdati เป็นรากลุ่มหลักท่ีปนเป้ือนในกาแฟจากประเทศบราซิล 

 หลังจากการจัดจ าแนกราด าในสกุล Aspergillus section Nigri และราเหลืองในสกุล Aspergillus 

section Circumdati แล้วสุ่มเลือกราด าในสกุล Aspergillus section Nigri จ านวน 12 ไอโซเลต และราเหลือง

ในสกุล Aspergillus section Circumdati จ านวน 10 ไอโซเลตมาทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอก

ซินเอ พบว่า Aspergillus section Nigri ท่ีผลิตโอคราทอกซินเอได้สูงสุด คือ ไอโซเลต TKI20 ซึ่งแยกได้จากเมล็ด

กาแฟกะลาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตกสามารถผลิตโอคราทอกซินเอได้เท่ากับ 64.57±12.51 นาโนกรัมต่อ

กรัมของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง และ Aspergillus section Circumdati ท่ีผลิตโอคราทอกซินเอได้สูงสุด คือ ไอโซ

เลต TKI9 ซึ่งแยกได้จากเมล็ดกาแฟกะลาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตกเช่นกัน สามารถผลิตโอคราทอกซินเอ

ได้เท่ากับ 74.69±9.28 นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง ในขณะท่ี Aspergillus section Nigri และ 

Aspergillus section Circumdati ท่ีคัดแยกได้จากเมล็ดกาแฟอะราบิกาในงานวิจัยของ Alvindia และคณะ 

(2016) สามารถผลิตโอคราทอกซินเอได้สูงสุดถึง 18,439 และ 36,561 นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า Aspergillus section Nigri และ Aspergillus section Circumdati ท่ีคัดแยกได้จาก

เมล็ดกาแฟอะราบิกาในงานวิจัยนี้มีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอต่ า ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก ปัจจัยทาง

ส่ิงแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ ปริมาณน้ าอิสระ ท่ีไม่เหมาะสมต่อการผลิตโอคราทอกซินเอ หรือสายพันธุ์ของราท่ีคัด

แยกได้มีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอได้ต่ า (Taniwaki และคณะ, 2003; Visagie และคณะ,2014) 

ส าหรับการปนเป้ือนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟหมักและเมล็ดกาแฟกะลา พบว่า เมล็ดกาแฟหมัก

มีปริมาณการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอต่ ากว่าเมล็ดกาแฟกะลา ส าหรับเมล็ดกาแฟหมักมีการปนเปื้อนเฉล่ีย

อยู่ในช่วง น้อยกว่า 0.1-2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และเมล็ดกาแฟกะลามีการปนเปื้อนเฉล่ียอยู่ในช่วง 0.1-10.3 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ท้ังนี้อาจเป็นผลมาจากระหว่างกระบวนการการตากเมล็ดกาแฟท่ีต้องใช้ระยะเวลา และ

สภาพภูมิอากาศท่ีเหมาะสมเพื่อให้ได้เมล็ดกาแฟกะลาท่ีแห้งสมบูรณ์ตามท่ีกล่าวไปข้างต้น ประกอบกับการมี

หมอกในตอนเช้า และมีฝนตกในบางพื้นท่ีในจังหวัดเชียงใหม่ (กรมอุตุนิยมวิทยา, 2561)  อาจจึงส่งผลให้เกิดการ

ปนเปื้อนของ Aspergillus section Nigri และ section Circumdati และเกิดการผลิตโอคราทอกซินเอสะสมใน

เมล็ดกาแฟกะลาได้มากกว่า ดังนั้น การเก็บเกี่ยวและการจัดการกระบวนการหลังการเก็บเกี่ยวภายใต้การควบคุม

ท่ีเหมาะสมสามารถช่วยลดการปนเป้ือนของราและโอคราทอกซินเอได้ (Taniwaki และคณะ, 2003) เมื่อพิจารณา
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ปริมาณโอคราทอกซินในตัวอย่างกาแฟแต่ละตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่างกาแฟกะลาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีน

ตกมีปริมาณโอคราทอกซินเอปนเปื้อนสูงสุด เท่ากับ 6.48±3.76 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งสอดคล้องกับผลการ

ทดสอบความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอของ Aspergillus section Nigri และ section Circumdati ท่ี

คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้ พบว่าท้ังไอโซเลต Aspergillus section Nigri และ section Circumdati ท่ีผลิตโอครา

ทอกซินเอได้สูงสุดถูกคัดแยกมาจากตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลาท่ีได้จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตกซึ่งอาจเป็น

สาเหตุท าให้เมล็ดกาแฟกะลาจากศูนย์วิจัยโครงการหลวงตีนตกมีปริมาณโอคราทอกซินเอสูงท่ีสุดจากตัวอย่าง

ท้ังหมด  

แต่อย่างไรก็ตามในประเทศไทย ไม่มีข้อก าหนดปริมาณโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟหมักและเมล็ด

กาแฟกะลา มีเพียงในเมล็ดกาแฟสาร ซึ่งก าหนดให้มีโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟสาร ส าหรับกาแฟอะราบิกาได้

ไม่เกิน 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (มกษ. 5700-2561) จากปริมาณการปนเป้ือนโอคราทอกซินเอท่ีตรวจสอบได้ใน

เมล็ดกาแฟกะลาท่ีได้จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงท้ัง 3 แห่ง ซึ่งจะถูกสีเปลือกออกเป็นเมล็ดกาแฟสารต่อไป     

อาจส่งผลให้การปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอต่ าลง ท้ังนี้ ปริมาณของโอคราทอกซินเอท่ีปนเปื้อน ในผลผลิต

กาแฟมีความแตกต่างกันขึ้นกับปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมในแต่ละปี เช่น ปริมาณน้ าฝน อุณหภูมิ ความเข้มของแสง 

ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญต่อการปนเป้ือนของราและการสะสมโอคราทอกซินเอ รวมไปถึงกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟท่ี

เลือกใช้ การจัดการภายในแปลงเพาะปลูก สภาวะในการเก็บรักษาท่ีเป็นปัจจัยท่ีส่งผลต่อการปนเปื้อนของราและ

การสะสมโอคราทอกซินเอในกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว และการแปรรูป  

จากการศึกษาในครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าตัวอย่างกาแฟอะราบิกาจากช่วงต้นกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบ
เปียกท่ีเก็บเมื่อเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ป่าเมี่ยง และตีนตก ผลกาแฟ
สุกและเมล็ดกาแฟหมักแทบไม่พบการปนเป้ือนของ Aspergillus section Circumdati และ section Nigri โดย
ยีสต์และราสายใยอื่นๆอย่าง Penicillium, Curvularia และ Rhizopus เป็นรากลุ่มหลักท่ีพบปนเปื้อน ส าหรับ
เมล็ดกาแฟกะลาพบการปนเปื้อนของราในสกุล Aspergillus section Circumdati และ section Nigri เพียง 
17.50±2.18 และ 8.00±5.57 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดย Aspergillus section Circumdati เป็นราสายพันธุ์
หลักท่ีพบปนเป้ือน นอกจากนี้ ยังพบว่ามีการปนเป้ือนของราในสกุล Aspergillus section Nigri หลากหลายกลุ่ม 
แต่ Aspergillus section Circumdati และ section Nigri ท่ีพบปนเปื้อนและคัดแยกได้มีความสามารถในการ
ผลิตโอคราทอกซินเอได้ในปริมาณต่ าประกอบกับมีการปนเปื้อนของราท้ังสองกลุ่มไม่มากนักจึงส่งผลให้เมล็ด
กาแฟหมักและเมล็ดกาแฟกะลา สายพันธุ์อะราบิกา มีการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอน้อยกว่าข้อก าหนด
ปริมาณโอคราทอกซินเอ ส าหรับกาแฟอะราบิกาในประเทศไทย 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารแข็ง Dichloran 18% Glycerol (DG18) agar 

 อาหารส าเร็จรูป DG18    31.6 กรัม 

 กลีเซอรอล     175 มิลลิลิตร 

 ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เติมกลีเซอรอล 175 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่า
เช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

2. อาหารแข็ง Malt Extract agar (MEA) 

 ผงสกัดจากมอล์ต (Malt extract)   30 กรัม 

 เพปโทน (peptone)    5 กรัม 

 คอปเปอร ์(II) ซัลเฟต    0.005 กรัม 

 ซิงค์ (II) ซัลเฟต     0.01 กรัม 

วุ้น      15 กรัม 

ช่ังส่วนผสมท้ังหมดแล้วละลายในน้ ากล่ัน ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ี
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

3. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA)  

 อาหารส าเร็จรูป PDA (Difco Laboratories, USA)  39 กรัม 

ช่ังอาหารส าเร็จรูปแล้วละลายในน้ ากล่ัน จากนั้นปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่า
เช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4. อาหารแข็ง Czapek’ s Yeast Autolysate agar (CYA) 

 Czapek concentrate    10 มิลลิลิตร 

 ซูโครส      30 กรัม 

 ผงผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)  5 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต     1 กรัม 

 คอปเปอร์ (II) ซัลเฟต    0.005 กรัม 

 ซิงค์ (II) ซัลเฟต     0.01 กรัม 

วุ้น      20 กรัม 

ช่ังส่วนผสมท้ังหมดแล้วละลายในน้ ากล่ัน ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ี
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

5. Czapek concentrate  

 โซเดียมไนเตรต     30  กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด์     5 กรัม 

 แมกนีเซียม (II) ซัลเฟต    5 กรัม 

ไอร์รอน (II) ซัลเฟต     0.1 กรัม 

ช่ังส่วนผสมท้ังหมดละลายในน้ ากล่ัน แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 
 

1. สารละลายเพปโทน 0.1 เปอร์เซ็นต์ (peptone water) 

 ช่ังเพปโทน 1 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. สารละลายที่ใช้เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ 

 ช่ังโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตรผสมกับ Tween80 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที 

3. เมทานอลผสมกับกรดฟอร์มิก อัตราส่วน 25:1 ส าหรับสกัดโอคราทอกซินเอ 

 เตรียมเมทานอลปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมกับกรดฟอร์มิกปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

4. เฟสเคลื่อนที่ส าหรับโอคราทอกซินเอ 

 เตรียมอะซีโตไนไตรล์ปริมาตร 495 มิลลิลิตร น้ าปลอดประจุปริมาตร 495 มิลลิลิตรและกรดอะซีติก
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมรวมกัน และกรองด้วยชุดกรองผ่านกระดาษกรอง ไล่แก๊สในสารละลายด้วยเครื่องคล่ืน
เสียงความถ่ีสูง (sonication) เป็นเวลา 15 นาทีก่อนน าไปใช้วิเคราะห์ปริมาณโอคราทอกซินเอด้วยเครื่อง HPLC 
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ภาคผนวก ค  
 

 

รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 

 

 

รูปที่ ค.2 โครมาโทแกรมของโอคราทอกซินเอ retention time (RT) ประมาณ 11 นาที 
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การค านวณปริมาณโอคราทอกซินเอ 

ปริมาณโอคราทอกซินเอ (นาโนกรัมต่อกรัมวุ้น) =  (A/B) x 2.5 x C x (1/D)  

โดย A = พื้นท่ีใต้กราฟ 

  B = สัมประสิทธิ์หน้า X ของกราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 

  C = การเติมเฟสเคล่ือนท่ีลงในโอคราทอกซินเอท่ีสกัดได้ 

  D = น้ าหนักวุ้น 
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ภาคผนวก ง 

 

1. การค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ (% infection) 

 เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ =    จ านวนเมล็ดกาแฟท่ีมีการเจริญของรา x 100 

              จ านวนเมล็ดกาแฟท้ังหมด 
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ภาคผนวก จ 

ข้อมูลดิบ 

ตารางที่ จ.1 จ านวนราสายใยท้ังหมดของตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด จากศูนย์วิจัยโครงการหลวงท้ัง 3 แห่งบน
อาหารแข็ง DG18 

 

 

ชนิดกาแฟ ตัวอย่าง CFU/g ของกาแฟ เฉลี่ยแต่ละศูนย์ 

ผลกาแฟสุก 
    แม่หลอด 
 
 
 
    ป่าเมี่ยง 
    ตีนตก 

   
  MC1 3.28±2.93x105 

17.58±20.50 x105 MC2 46.57±44.93x105 

MC3 2.90±1.85x105 
PC 2.23±0.76x105 2.23±0.76x105 
TC1 19.20±14.30x105 

19.14±0.06 x105 
TC2 19.08±17.43x105 

เมล็ดกาแฟหมัก 
    แม่หลอด 
 
 
 
 

     
     ป่าเมี่ยง 
     

     ตีนตก 

   
MF1 2.35±0.50x105 

3.71±2.31x105 
MF2 3.90±1.45x105 

MF3 1.70±0.20x105 

MF4 6.87±5.13x105 

PF 1.85±1.20x105 1.85±1.20x105 

TF 4.65±1.85x105 4.65±1.85x105 

เมล็ดกาแฟกะลา 
    แม่หลอด 
 
 
    ตีนตก 

   
MK1 4.00±3.50x104 

6.30±2.06x104 MK2 5.90±5.10x104 
MK3 9.00±2.00x104 

TK 76.2±0.25x104 76.2±0.25x104 
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ตารางที่ จ.2 จ านวนไอโซเลตราเหลือง ราด าและราอื่นๆ ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟท้ัง 3 ชนิด จากศูนย์วิจัย
โครงการหลวงท้ัง 3 แห่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ศูนย์ ตัวอย่าง 
จ านวนไอโซเลต 

ราเหลือง ราด า ราอื่นๆ 

แม่หลอด 

ผลกาแฟสุก (MC1-3) 0 0 5 

เมล็ดกาแฟหมัก (MF1-4) 0 3 16 

เมล็ดกาแฟกะลา (MK1-3) 15 11 33 

ตีนตก 

ผลกาแฟสุก (TC1-2) 0 0 6 

เมล็ดกาแฟหมัก (TF) 0 0 4 

เมล็ดกาแฟกะลา (TK) 9 4 7 

ป่าเม่ียง 

ผลกาแฟสุก (PC) 0 0 2 

เมล็ดกาแฟหมัก (PF) 0 3 2 

*ไม่มีตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลา    

รวม (120 ไอโซเลต) 24 21 75 
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ตารางที่ จ.3 การผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ของ Aspergillus section Circumdati 

ชื่อตัวอย่าง ปริมาณโอคราทอกซินเอ 
(นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 

ปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ย 
(นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 

SD 

MK3I5#1 16.31 13.09 3.22 
MK3I5#2 9.87 

MK3I6#1 12.49 14.12 1.64 
MK3I6#2 15.76 

MK3I9#1 12.24 11.16 1.09 
MK3I9#2 10.07 

MK1I6#1 1.64 1.26 0.38 
MK1I6#2 0.88 

MK3I19#1 8.73 8.81 0.08 
MK3I19#2 8.89 

MK2I6#1 6.93 4.51 2.42 
MK2I6#2 2.10 

TKI5#1 1.58 2.86 1.29 
TKI5#2 4.15 

TKI7#1 68.36 35.47 32.88 
TKI7#2 2.59 

TKI9#1 65.41 74.69 9.28 
TKI9#2 83.97 

TKI6#1 40.96 36.64 4.31 
TKI6#2 32.33 

*หมายเหตุ #1 และ #2 ด้านหลังช่ือตัวอย่าง คือ การสกัดครั้งท่ี 1 และ 2 ตามล าดับ 
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ตารางที่ จ.4 การผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ของ Aspergillus section Nigri 

ชื่อตัวอย่าง ปริมาณโอคราทอกซินเอ 
(นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 

ปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ย 
(นาโนกรัมต่อกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 

SD 

MF2I1#1 4.14 2.67 1.47 
MF2I1#2 1.20 
MK1I11#1 11.32 23.78 12.46 
MK1I11#2 36.24 
MK2I20#1 35.21 29.94 5.27 
MK2I20#2 24.67 
MK3I27#1 14.79 8.68 6.11 
MK3I27#2 2.57 
PFI2#1 28.64 19.70 8.95 
PFI2#2 10.75 
MK1I8#1 20.36 11.86 8.50 
MK1I8#2 3.36 
MK2I8#1 4.00 5.11 1.11 
MK2I8#2 6.21 
MK1I16#1 20.28 14.88 5.40 
MK1I16#2 9.48 
MK3I23#1 3.31 13.53 10.22 
MK3I23#2 23.76 
TKI18#1 0.00 3.76 3.76 
TKI18#2 7.52 

TKI19#1 2.03 2.32 0.29 

TKI19#2 2.61 

TKI20#1 77.08 46.63 30.44 

TKI20#2 16.19 
*หมายเหตุ #1 และ #2 ด้านหลังช่ือตัวอย่าง คือ การสกัดครั้งท่ี 1 และ 2 ตามล าดับ 
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