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บทคัดยอ 

          ในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวมักพบการปนเปอนจากราและสารพิษจากรา โดยเฉพาะการ

ปนเปอนจากโอคราทอกซินเอ ซึ่งพบปนเปอนในเมล็ดกาแฟทั้งกอนและหลังการแปรรูป การควบคุมทาง

ชีวภาพโดยใชจุลินทรียปฏิปกษเปนวิธีการควบคุมที่มีประสิทธิภาพที่ใชในการควบคุมการปนเปอนจากรา

และสารพิษจากรา แบคทีเรียกรดแลคติกเปนหน่ึงในตัวควบคุมทางชีวภาพที่นาสนใจ โครงการน้ีมี

จุดประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว ไดแก ผลกาแฟสุก เมล็ด

กาแฟหมัก เมล็ดกาแฟกะลา และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนา

โครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย และประเมินผล

การเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกตอราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรีย 

กรดแลคติกได 62 ไอโซเลตจากตัวอยางกาแฟทั้งหมด ยกเวนในเมล็ดกาแฟกะลา และพบมากที่สุดในเมล็ด

กาแฟหมัก จากน้ันจัดจําแนกกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได 6 กลุมตามลักษณะโคโลนีบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง MRS รูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศนจากการยอมสีแกรม และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

สําหรับการประเมินผลการเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดตอราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ

ดวยวิธี Agar spot assay พบวามากกวา 60 เปอรเซ็นตของแบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาทดสอบสามารถ

ยับย้ังการเจริญของราที่ผลิตโอคราทอกซินเอได โดยไอโซเลท MW2A ใหผลการยับย้ังดีที่สุด 
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Abstract 

          Post-havested coffee beans usually are contaminated by molds and mycotoxins, 

especially ochratoxin A (OTA) that found in both unprocessed and processed coffees. 

Biological control using antagonistic microorganisms is one of the effective methods to 

control fungal and mycotoxin contamination. Among the antagonistic microorganisms, 

lactic acid bacteria (LAB) are the good biological agents. The objective of this study was to; 

(a) isolate lactic acid bacteria from cherry coffee, fermented coffee, parchment coffee   

and fermented water from 3 stations of Royal Project Foundation (Mae Lod, Teen Tok and 

Pa Miang), Chiang Mai, Thailand, (b) to evaluate the antagonistic activity of isolated lactic 

acid bacteria against ochratoxigenic fungi. Sixty two lactic acid bacteria were found in all 

samples, particularly in fermented coffee sample (except in the parchment coffee). The 

isolated lactic acid bacteria cloud be divided into six groups depended on colony on MRS 

agar, Grams’ stain, cell morphology and biochemical characteristics. For the evaluation of 

antagonistic activity against ochratoxigenic fungi by agar spot assay, more than 60% of 

selected lactic acid bacteria were able to inhibit growth of ochratoxigenic fungi with the 

greatest inhibitory activity of Mae Lod-MW2A isolate. 
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ค.3 เสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จากการทดสอบ

ความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี Agar spot assay 
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1 

 

บทที่ 1 

 

บทนํา 

กาแฟ 

 

          กาแฟ (Coffee) เปนพืชในวงศ (Family) Rubiaceae สกุล (Genus) Coffea และมีมากกวารอย 

สายพันธุ (Specie) (Batista และคณะ, 2016) เจริญไดดีในสภาพอากาศคอนขางเย็นอุณหภูมิระหวาง     

17 - 22 องศาเซลเซียส จัดเปนพืชกึ่งเมืองหนาว ถาปลูกในเขตรอนตองปลูกบนพื้นที่สูง (สุริยา ศรีแสง, 

2555) โดยแหลงกําเนิดแลวเปนพืชพื้นเมืองของอาบีซีเนียและอาราเบีย ในป ค.ศ. 575 มีการคนพบกาแฟ

ในประเทศอาราเบีย และขณะเดียวกันมีบางขอมูลกลาววากาแฟเปนพืชพื้นเมืองที่พบในเมืองคัพฟาของ

ประเทศเอธิโอเปย ทําใหกาแฟมีช่ือเรียกตามเมืองน้ี และยังมีการเรียกแตกตางกันออกไปอีกมาก กาแฟเริ่ม

เปนที่แพรหลายเพิ่มข้ึนจากประเทศอาราเบียเขาสูประเทศอิตาลี เนเธอรแลนด เยอรมัน และฝรั่งเศส โดย

ชาวอาราเบียเรียกกาแฟวา คะวาฮ (Kawah) หรือ คะเวฮ (Kaweh) ซึ่งแปลวาพลัง หรือความ

กระปรี้กระเปรา ในชาวตุรกีเรียกวา คะเวฮ (Kaveh) เชนเดียวกัน ตอมาการเรียกช่ือกาแฟไดเปลี่ยนแปลงไป

ตามแหลงผลิต เชน คัฟฟ (Koffee) ในอังกฤษเรียกวา คอฟฟ (Coffee) อันเปนช่ือที่รูจัก และใชมาถึงใน

ปจจุบัน เมื่อมาถึงประเทศไทยคนไทยเรียกวา โกป  ขาวแฝ และกลายเปนกาแฟในที่สุด (สํานักงาน

พัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552) กาแฟเปนหน่ึงในเครื่องด่ืมที่เปนที่รูจักและนิยมบริโภคของผูคนทั่วโลก 

โดยมีปริมาณการจัดหาปละประมาณ 7 ลานตัน และถือเปนหน่ึงในพืชเศรษฐกิจที่เปนแหลงรายไดสําคัญ 

โดยเฉพาะอยางย่ิงในประเทศกําลังพัฒนา ซึ่งในบางประเทศการสงออกกาแฟชวยทํากําไรใหมากกวา     

รอยละ 50 ของรายไดทั้งหมด (Garg, 2016)  

 

สายพันธุกาแฟ 

          กาแฟในสกุล Coffea มีหลายสายพันธุ เชน Coffea arabica, C. canephora., C. dewevrei,  

C. congensis, C. eugenioides, C. kapakata, C. salvatrix, C. stenophylla, C. liberica,             

C. racemosa และสายพันธุอื่นๆ ที่มีขอมูลทางพันธุกรรม ความใกลเคียงกัน แตสายพันธุที่เปนที่รูจักกัน 

และมีการปลูกในเชิงการคามี 2 สายพันธุ คือ สายพันธุอะราบิกา (Coffea arabica; Arabica Coffee)  

และสายพันธุโรบัสตา (Coffea canephora; Robusta Coffee) (Batista และคณะ, 2016)   

 

          กาแฟอะราบิกา (Arabica Coffee) 

          กาแฟอะราบิกามีการพูดถึงครั้งแรกโดย Linnaeus ในป ค.ศ. 1753 พันธุที่รูจักกันดี คือ สายพันธุ 

Typica และ Bourbon แตปจจุบันไดมีการพัฒนาปรับปรุงพันธุตางๆ ข้ึนมา เชน สายพันธุ Caturra นิยม

ปลูกในบราซิลและโคลัมเบีย สายพันธุ Mundo Novo นิยมปลูกในบราซิล สายพันธุ Tico นิยมปลูกใน
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อเมริกากลาง และมีการพัฒนาใหเปนไมพุมเต้ียสายพันธุ San Ramon และ Jamaican Blue Mountain 

ตนกาแฟอะราบิกา เปนไมพุมขนาดใหญที่มีใบรูปไขสีเขียวเขม ลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางจากกาแฟ

สายพันธุอื่นๆ คือ กาแฟอะราบิกามี 4 ชุดโครโมโซม (4n) มากกวา 2 ชุดโครโมโซม (2n) ผลเปนรูปไข   

และผลจะสุกในเวลาประมาณ 7-9 เดือน เมล็ดกาแฟอะราบิกามักจะมีสองเมล็ดแบน สวนที่เปนเมล็ดเด่ียว

จะเรียกวา peaberry เมื่อเปรียบเทียบกับตนกาแฟโรบัสตา ตนกาแฟอะราบิกาจะมีความแข็งแรงนอยกวา 

ตองการการดูแลอยางดีจึงทําใหมีตนทุนการผลิตสูงกวา เน่ืองจากกาแฟอะราบิกาไมตานทานตอศัตรูพืช 

และโรคตางๆ จึงมีการปรับปรุงพันธุข้ึน โดยสายพันธุ Catuai และ Mundo Novo เปนพันธุที่ไดรับการ

ปรับปรุงพันธุใหใกลเคียง พันธุด้ังเดิมของ C. arabica มากที่สุด กาแฟอะราบิกาสามารถปลูกไดในอเมริกา 

แอฟริกากลาง แอฟริกาตะวันออก อินเดีย และในบางพื้นที่ของอินโดนีเซีย (Batista และคณะ, 2016)   

          ในประเทศไทยมีการปลูกกาแฟอะราบิกาในพื้นที่ภาคเหนือ เริ่มปลูกในพื้นที่จังหวัดแมฮองสอนโดย

โครงการหลวงพัฒนาชาวเขา (มูลนิธิโครงการหลวง) ภายใตความชวยเหลือของกระทรวงเกษตรของ

สหรัฐอเมริกา (USDA) ต้ังแต พ.ศ. 2517 เพื่อทดแทนการปลูกฝนของชาวไทยภูเขาในภาคเหนือ หลังจาก

น้ันไดกระจายพันธุไปตามแหลงปลูกตาง ๆ บนพื้นที่สูงทางภาคเหนือ เชน มูลนิธิแมฟาหลวง ดอยชาง    

ดอยวาวี จังหวัดเชียงราย เชียงใหม แมฮองสอน ตาก นาน และเพชรบูรณ ตามลําดับ (สุริยา ศรีแสง, 2555) 

 

          กาแฟโรบัสตา (Robusta Coffee)  

          กาแฟโรบัสตาเปนสายพันธุที่ปลูกกันอยางแพรหลายมากที่สุดของ C. canephora โดยเปนไมพุม 

หรือตนไมขนาดเล็กที่มีความสูงไดถึง 10 เมตร แตมีระบบรากต้ืน ผลจะกลมและใชเวลากวา 11 เดือน ผลถึง

จะสุก เมล็ดมีรูปไขและมีขนาดเล็กกวา C. arabica กาแฟโรบัสตานิยมปลูกในแถบตะวันตก แอฟริกากลาง  

พื้นที่สวนใหญในเอเชียตะวันออกเฉียงใต และบางพื้นที่ในบราซิล ซึ่งเปนที่รูจักกันในช่ือ Conilon (หรือ

เรียกวา Kouillou) กาแฟโรบัสตาสามารถใชสําหรับผลิตกาแฟที่ละลายนํ้าได และใชผสมกับกาแฟอะราบิกา 

การวิจัยในปจจุบันแสดงใหเห็นวา กาแฟที่มาจากการผสมกันของกาแฟโรบัสตาและกาแฟอะราบิกาน้ัน    

จะใหรสสัมผัสที่แตกตางไปจากรสสัมผัสของกาแฟอะราบิกาเพียงอยางเดียว (Batista และคณะ, 2016)   

          กาแฟโรบัสตาเปนพันธุที่ทนตอโรค แตมีรสชาติกระดางกวาและไมออนละมุนเหมือนกาแฟ        

อะราบิกา มีสารคาเฟอีนมากกวาประมาณรอยละ 2 ถึง 3 ตอเมล็ด สามารถปลูกไดในพื้นที่ต้ังแต

ระดับนํ้าทะเลจนถึงระดับเหนือนํ้าทะเล ประมาณ 2,000 ฟุต ในประเทศไทยปลูกมากในภาคใต เชน จังหวัด

ชุมพร ระนอง และสุราษฏรธานี เปนตน สําหรับในตลาดโลก กาแฟโรบัสตาถือวาเปนกาแฟที่มีคุณภาพตํ่า 

เมล็ดดิบมีราคาไมสูงนัก เน่ืองจากวิธีการผลิตและเมล็ดที่ใชผลิตกาแฟพันธุโรบัสตาน้ัน มักไมเปนที่ยอมรับใน

ตลาดกาแฟชนิดพิเศษ แตอยางไรก็ตามผลผลิตเกือบทั้งหมดของกาแฟพันธุโรบัสตามักถูกนําไปผลิตเปน

กาแฟสําเร็จรูป  ซึ่งจะมีมูลคาในตลาดเครื่องอปุโภคบริโภคสูง การผลิตกาแฟโรบัสตาจึงมีการผลิตเพื่อปอนสู

ตลาดโลกอยางตอเน่ือง จึงมีการปรับปรุงพันธุข้ึนเพื่อใหไดกาแฟที่มีคุณภาพดี และเปนที่ยอมรับในตลาดโลก 

(สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552)          

 



3 
 

องคประกอบของเมล็ดกาแฟ 

          ผลกาแฟ (coffee cherry) มีลักษณะคลายลูกหวา รูปรี กานผลสั้น ผลดิบสีเขียว เมื่อเวลาผลสุก  

จะมีสีเหลือง สีสม หรือสีแดง เมื่อโตเต็มที่ผลกาแฟจะมีขนาดยาว 10-15 มิลลิเมตร ซึ่งภายในบรรจุเมล็ด

กาแฟ (coffee bean) ผลกาแฟประกอบดวยเน้ือเย่ือหลายช้ัน (ภาพที่ 1.1) ไดแก 1) เปลือกหรือผนังผล

ช้ันนอก (skin หรือ pericarp หรือ exocarp) 2) เน้ือหรือผนังผลช้ันกลาง (pulp หรือ mesocarp) มีสี

เหลือง เมื่อสุกมีรสหวาน และมีลักษณะเปนเมือก (mucilage) 3) กะลาหรือผนังผลช้ันใน (parchment 

หรือ hull หรือ endocarp) จะหอหุมเมล็ดไว 4) เย่ือหุมเมล็ด (silver skin หรือ testa หรือ epidermis) 

เปนเย่ือบางๆ หุมเมล็ดที่อยูชวงระหวางเมล็ดกับกะลา 5) เมล็ด (bean หรือ endosperm) ซึ่งจะมี 2 เมล็ด

ประกบกัน ดานที่ประกบกันจะอยูดานในมีลักษณะแบน มีรองบริเวณกลางเมล็ด 1 รอง สวนดานนอกมี

ลักษณะโคง ในบางครั้งหากการผสมเกสรไมสมบูรณ จะทําใหผลติดเมล็ดเพียงเมล็ดเดียว ลักษณะเปนเมล็ด

เด่ียวหรือเมล็ดโทน (peaberry) ผลกาแฟที่มีเมล็ดเด่ียวจะรูปรางกลมรีทั้งเมล็ด โดยมีรองบริเวณกลางเม็ด  

1 รอง (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552; Batista และคณะ, 2016)   
 

     
                         ก                                                              ข 

ภาพท่ี 1.1 ภาพแสดงองคประกอบตางๆ ของผลกาแฟ  

ก. ภาพจําลอง (ที่มา : http://www.ncausa.org/About-Coffee/What-is-Coffee) 

ข. ภาพตัดขวาง (Batista และคณะ, 2016)   

 

กระบวนการผลิตเมลด็กาแฟ 

          ผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวจะเขาสูกระบวนการแปรรูปใหอยูในสภาพที่เหมาะสม และสะดวกใน 

การนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑกาแฟตอไป (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552;     

De Bruyn และคณะ, 2016) โดยทั่วไปสามารถผลิตเมล็ดกาแฟสาร (green coffee) ได 2 กระบวนการ คือ  

          กระบวนการแบบแหง (Dry process) เปนกระบวนการผลิตที่งาย มีข้ันตอนนอย ประหยัด

แรงงาน และไมตองการเครื่องมือที่ซับซอน โดยการนําผลกาแฟที่เก็บเกี่ยวไดมาตากแดดบนตาขายประมาณ 

15-20 วัน จนกาแฟแหง (ภาพที่ 2.1ก) ไมควรใหช้ันผลกาแฟมีความหนาเกิน 3 เซนติเมตร และกลับเปน

ระยะๆ เพื่อปองกันการหมัก และสีของผลกาแฟไมสม่ําเสมอ (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552) 

หลังจากน้ันจึงนําผลกาแฟเขาเครื่องสีกะเทาะเม็ดก็จะไดเมล็ดกาแฟสารที่ตองการ วิธีน้ีมีขอเสีย คือ อาจ 
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เกิดกลิ่นจากการหมักที่เกิดจากเมือกหุมรอบกะลา ตองรีบกะเทาะเปลือกทันทีกอนที่จะเกิดการหมัก (พิมล 

วุฒิสินธุ, 2553) สวนใหญใชกระบวนการผลิตแบบแหงกับกาแฟโรบัสตา (Batista และคณะ, 2016)   

          กระบวนการแบบเปยก (Wet process) เปนกระบวนการที่นิยมในการผลิตเมล็ดกาแฟสาร     

อะราบิกา เพราะสามารถใหเมล็ดกาแฟที่มีกลิ่นและรสชาติดีกวากระบวนการแบบแหง แตมีข้ันตอนมากกวา 

และตองมีนํ้าในการทําความสะอาดอยางเพียงพอ (ภาพที่ 2.1ข) มีข้ันตอนดังน้ี (พิมล วุฒิสินธุ, 2553) 

          1. นําผลกาแฟสุกที่เก็บเกี่ยวไดแชนํ้า เพื่อแยกผลที่ลอยนํ้าออกจากผลกาแฟที่ดี 

          2. การปอกเปลือกผลกาแฟ (pulping) ทําไดโดยใชเครื่องปอกเปลือกผลกาแฟทันทีหลังจากการเกบ็

เกี่ยวเพื่อปองกันการหมักแลวจะเกิดกลิ่นไมดีกับเมล็ดกาแฟสาร ถาหากไมสามารถปอกเปลือกไดทันทีก็เก็บ

ผลกาแฟไวไมเกิน 36 ช่ัวโมง 

          3. การกําจัดเมือก (demulicaging) ตองลอกเมือกออกเพื่อไมไดเกิดการหมัก 

          4. การลางเมล็ดกาแฟ (washing) เปนการลางเมล็ดกาแฟกะลาที่ผานการหมักแลวกอนนําไปตาก 

          5. การแชเมล็ดกาแฟ (water soaking) เปนการแชเมล็ดกาแฟกะลาที่ลางเมือกออกแลวประมาณ 

12 ช่ัวโมง กอนนําไปตากแดด เพื่อทําใหเมล็ดกาแฟมีสีสวยและรสชาติดี 

          6. การทําใหแหง (drying) โดยนําไปตากแดดใหความช้ืนลดลงอยางพอเหมาะกอนนําไปสงขายหรือ

นําไปค่ัว การลดความช้ืนที่พอเหมาะจะทําใหเมล็ดกาแฟมีสีสวยและคุณภาพดี  

          7. การสีเมล็ดกาแฟกะลา (hulling) เพื่อสีเอากะลาออกไปโดยใชเครื่องสี ลักษณะเมล็ดกาแฟสารที่

ดีตองมีสีเขียวอมฟา และมีความช้ืนประมาณรอยละ 11-12  
 

                
 ก                                                          ข 

ภาพท่ี 1.2 กระบวนการผลิตเมลด็กาแฟสาร (green coffee) หลงัการเกบ็เกี่ยว 

ก. กระบวนการแบบแหง (ที่มา : http://www.madrascoffee.in/DryMethod.html) 

ข. กระบวนการแบบเปยก (ที่มา : http://www.madrascoffee.in/WetMethod.html) 

 

          ชนิดของกาแฟเมื่อแบงตามกระบวนการผลิต สามารถแบงไดเปน 3 ชนิด ดังน้ี (กระทรวงเกษตร

และสหกรณ, 2561) 

          1. ผลกาแฟ (coffee cherry) คือ ผลกาแฟสุกที่มลีกัษณะเปนสีแดง (ภาพที่ 1.3ก) 

          2. ผลกาแฟแหง (dried cherry) คือ ผลกาแฟที่ผานกระบวนการทําใหแหงจนไดผลกาแฟแหง      

ที่ไมไดเอาเปลือกออก รวมทั้งเมล็ดกาแฟที่มีเปลือกติดบางสวน (ภาพที่ 1.3ข) 
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          3. กาแฟกะลา (parchment coffee) คือ ผลกาแฟสุกที่เอาผนังผลช้ันนอกและผนังผลช้ันกลาง 

ออก แตยังคงเหลือผนังผลช้ันในหรือที่เรียกวากะลาติดอยู (ภาพที่ 1.3ค) 

          4. กาแฟสาร (green coffee) คือ ผลกาแฟสุกที่เอาสวนของเปลือก ไดแก ผนังผลช้ันนอก ผนังผล

ช้ันกลางออก และผนังผลช้ันในหรือที่เรียกวากะลาออกแลว (ภาพที่ 1.3ง) 
 

          
              ก                             ข                             ค                             ง                              

ภาพท่ี 1.3 ชนิดของกาแฟเมื่อแบงตามกระบวนการผลิต 

ก. ผลกาแฟ (ที่มา : ตัวอยางกาแฟที่เกบ็จากพื้นที่โครงการหลวงในจังหวัดเชียงใหม) 

ข. ผลกาแฟแหง (ทีม่า : https://www.sweetmarias.com/EthiopiaFeb2009-Pages/Image209.html) 

ค. กาแฟกะลา (ทีม่า : ตัวอยางกาแฟที่เกบ็จากพื้นที่โครงการหลวงในจงัหวัดเชียงใหม) 

ง. กาแฟสาร (ที่มา : https://www.gettyimages.com/detail/photo/raw-green-coffee-beans.html) 

 

จุลินทรียประจําถ่ินท่ีพบในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเก่ียว 

          สวนเน้ือผลกาแฟ (pulp) และเมือก (mucilage) สามารถเปนสารต้ังตนสําหรับการเจริญเติบโต 

ของจุลินทรีย ทั้งแบคทีเรีย ยีสต และราที่มีสวนเกี่ยวของในกระบวนการแปรรูปกาแฟโดยเฉพาะในระหวาง

การหมักผลกาแฟ จุลินทรียสามารถยอยเน้ือผลกาแฟและเมือกที่หุม ทําใหเกิดการกระตุนการเปลี่ยนแปลง

ทางชีวเคมีที่จําเปนตอการหมักตามธรรมชาติ จุลินทรียที่พบในกระบวนการแบบแหง และแบบเปยกมีความ

แตกตางกนั และอาจเปนประโยชนหรือเปนโทษตอเมล็ดกาแฟก็ได (Hamdouche และคณะ, 2016) 

          แบคทีเรียสวนใหญพบในผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว และในระหวางกระบวนการผลิตทั้ ง

กระบวนการแบบแหง และแบบเปยก ไดแก Enterobacteriaceae เชน Klebsiella pneumoniae 

แบคทีเรียกรดอะซิติก เชน Gluconobacter spp. แบคทีเรียในดิน เชน Dyella kyungheensis และ

แบคทีเรียกรดแลคติก เชน lactobacilli, Leuconostoc spp., Lactococcus spp, Weissella spp. พบ

ไดในชวงการหมักของกระบวนการแบบเปยกมากกวากระบวนการแบบแหง (De Bruyn และคณะ, 2017) 

          ยีสตพบมากในผลกาแฟที่อยูในระหวางการหมัก และเปนเช้ือต้ังตนในการผลิตเมล็ดกาแฟทั้งใน

กระบวนการแบบแหง และแบบเปยก ไดแก Kluyveromyces marxianus, Pichia kluyveri, P. ohmeri, 

Candida sp., C. pseudointermedia, Issatchenkia orientalis, Torulaspora delbrueckii และ    
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P. anomala ที่พบมากในกระบวนการแบบแหง (De Melo Pereira และคณะ, 2016; Masoud และ 

คณะ, 2004)  

          ราที่พบสวนใหญเปนราสายใย มักพบบริเวณเปลือก และเน้ือของผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวหรือ   

ที่ผานการลางนํ้า ไดแก Aspergillus sp., A. niger, A. ochraceus, Cladosporium sp., Eurotium 

chevalieri, Fusarium sp., F. chlamydosporum, F. solani, Geotrichum sp., Mucor hiemalis, 

Penicillium sp., P. fellutanum, P. roqueforti (Batista และคณะ, 2016)   

           

สารพิษจากรา  

 

          สารพิษจากรา (Mycotoxins) เปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่ผลิตข้ึน

จากราสายใย เชน  Aspergillus sp., Pencillium sp., เปนตน (Alshannaq และ Yu, 2017) ในการจัด

หมวดหมูของสารพิษจากราน้ันจะจัดจําแนกตามชนิด หรือลักษณะของราที่ผลิต หรือแบงตามกลไกการ

ทํางานของสารพิษจากรา ราหน่ึงชนิด อาจจะผลิตสารพิษไดชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได รวมถึงราตางชนิด

กันอาจจะผลิตสารพิษที่เหมือนกันหรือตางชนิดกันไป (Bennett และ Klich, 2003) โดยสารเมแทบอไลต

ทุติยภูมิที่ผลิตจากราสายใยมีเฉพาะบางตัวที่เปนสารพิษ ตัวอยางของสารพิษจากรา เชน อะฟลาทอกซิน 

(aflatoxins) โอคราทอกซินเอ (ochratoxin A) ไตรโคทีซีน (trichothecenes) ซีราลีโนน (zearalenone) 

ดีออกซีนิวาลีนอล (deoxynivalenols) ที ทู ทอกซิน (T-2 toxins) ฟูโมนิซิน (fumonisins) และเออรกอต 

อัลคาลอยด (ergot alkaloids) ที่สงผลตอสุขภาพของคนและสัตว รวมถึงผลผลิตทางการเกษตร และมีสวน

สําคัญที่ทําใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ (Haschek และคณะ, 2013) ราและสารพิษจากราที่พบ   

บอยในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรแสดงในตารางที่ 1.1 

 

ตารางท่ี 1.1 ราและสารพิษจากราที่พบบอยในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

ราท่ีผลิตสารพิษ สารพิษจากรา 

Aspergillus parasiticus อะฟลาทอกซิน บี 1, บี 2, จี 1, จี 2  

A. flavus อะฟลาทอกซิน บี 1, บี 2 

Fusarium sporotrichioides, F. poae ที ทู ทอกซิน 

F. graminearum (roseum) ดีออกซีนิวาลินอล, ซรีาลโีนน 

F. verticillioides, F. proliferatum ฟูโมนิซิน 

Penicillium verrucosum, A. ochracoeus โอคราทอกซินเอ 

Claviceps spp., Neotyphodium coenophialum เออรกอต อัลคาลอยด 

P. expansum พาทูลิน 

   ที่มา : ดัดแปลงจาก Haschek และคณะ, 2013 
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ความอันตรายของสารพิษจากรา  

          สารพิษจากราสามารถจําแนกตามผลที่มีตออวัยวะเปาหมาย เชน สารพิษที่มีผลตอตับ 

(hepatotoxins) สารพิษที่มีผลตอไต (nephrotoxins) สารที่มีผลตอระบบประสาท (neurotoxins)   

สารพิษที่มีผลตอภูมิคุมกัน (immunotoxins) เปนตน หรือจําแนกตามผลที่มีตอเซลลหรือพันธุกรรม เชน 

สารกอวิรูปในทารก (teratogens) สารกอกลายพันธุ (mutagens) สารกอมะเร็ง (carcinogens) และ    

สารกอภูมิแพ (allergens) เมื่อรางกายสัมผัสหรือไดรับสารพิษจากราเขาไปกอใหเกิดอันตรายแกมนุษย   

และสัตวไดอยางฉับพลันหรือเรื้อรังตอระบบตางๆ ของรางกาย (Bennett และ Klich, 2003) 

 

การปนเปอนของสารพิษจากราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

          สารพิษจากราเปนสารที่มีอยูทั่วโลกและพบการปนเปอนตามธรรมชาติในผลผลิตทางการเกษตร

จํานวนมากโดยเฉพาะอยางย่ิงในเมล็ดธัญพืช และพบปนเปอนอยูในถ่ัว ผลไม ผลไมแหง ผัก เมล็ดโกโก 

เมล็ดกาแฟ ไวน เบียร สมุนไพร และเครื่องเทศ (ตารางที่ 1.2) นอกจากน้ี ยังพบไดในเน้ือ ไข นม และ

ผลิตภัณฑจากนม เน่ืองจากสัตวกินอาหารที่มีการปนเปอนเขาไป สารพิษจากราสามารถพบการปนเปอนได

ต้ังแตการ เพาะปลูก กอนและหลังการเก็บเกี่ยว เชน ในชวงเพาะปลูกมักจะพบสกุล Fusarium หรือใน

ระหวางการเก็บรักษาผลผลิตจะพบสารพิษจากสกุล Aspergillus และ Penicillium เปนชนิดแรก (Smith 

และคณะ, 2016) 

 

ตารางท่ี 1.2 การปนเปอนของสารพิษจากราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

สารพิษจากรา อาหารและผลผลิตทางการเกษตรท่ีปนเปอน 

อะฟลาทอกซิน (บี 1, บี 2, จี 1, จี 2, เอ็ม 1) เมล็ดธัญพืช เมล็ดพืช  ถ่ัว เครื่องเทศ 

โอคราทอกซิน (เอ, บี, ซี) เมล็ดธัญพืช ผลไม เบียร ไวน นํ้าผลไม กาแฟ 

ที ทู ทอกซิน เมล็ดพืช 

ดีออกซีนิวาลินอล เมล็ดพืช 

ฟูโมนิซิน ขาวโพด ผลิตภัณฑจากขาวโพด 

ซีราลโีนน เมล็ดพืช เมล็ดธัญพืช 

เออรกอต อัลคาลอยด เมล็ดขาว หญา 

พาทูลิน แอปเปล นํ้าแอปเปล ผลไม ผัก 

   ที่มา : ดัดแปลงจาก Hojnik และคณะ, 2017 
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โอคราทอกซินเอ 

 

          โอคราทอกซินเอ (Ochratoxin A) ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1965 วาเปนสารเมแทบอไลต   

ทุติยภูมิที่ผลิตจาก A. ochraceus และถูกระบุวาเปนสารพิษจากราชนิดใหม โอคราทอกซินเอที่แยกไดจาก

ขาวโพดในสหรัฐอเมริกาไดถูกระบุวาเปนสารพิษที่มีผลอันตรายตอไต (nephrotoxin) หลังจากน้ันมีรายงาน

การคนพบวาโอคราทอกซินเอเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตไดราสายใยหลายสายพันธุในสกุล 

Aspergillus และ Penicillium (Bennett และ Klich, 2003) 

          โอคราทอกซินเอ มีโครงสรางเปน pentaketide ที่เกิดจาก L-phenylalanine 2 โมเลกุลจับกัน

ดวยพันธะเอไมด (ภาพที่ 1.4) มีช่ือ IUPAC คือ L-phenylalanine-N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-

hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-2-benzopyrane-7-yl) carbonyl]-(R)-isocoumarin (El Khoury และ 

Atoui, 2010)  มีสูตรโมเลกุลเปน C20H18ClNO6 และมวลโมเลกุลเทากับ 403.8 โอคราทอกซินเอมีลักษณะ

เปนผลึกสีขาว ไมมีกลิ่น มีจุดหลอมเหลว 168 - 173 ºC และละลายนํ้าไดไมดี (Köszegi และ Poór, 2016) 
 

 
ภาพท่ี 1.4 โครงสรางของโอคราทอกซินเอ (El Khoury และ Atoui, 2010) 

 

ความเปนพิษของโอคราทอกซินเอ 

          โอคราทอกซินเอมีความเปนพิษตอการทํางานของไตและตับทั้งในมนุษยและสัตว นอกจากน้ี ยังเปน

สารกดภูมิคุมกัน สารกอมะเร็ง และสารกอใหเกิดทารกวิรูป และมีรายงานวาโอคราทอกซินเอเปนสาเหตุที่

ทําใหเกิดภาวะไตอักเสบเรื้อรัง (Balkan endemic nephropathy; BEN) ของประชากรในแถบตะวันออก

เฉียงใตของยุโรป (โครเอเชีย บอสเนีย บัลแกเรีย และโรมาเนีย) อีกทั้งยังเปนสาเหตุสําคัญของโรคไต 

(Tunisian Nephropathy; TCIN) ของประชากรในตูนิเซีย และถูกจัดใหเปนสารที่อาจกอมะเร็งในกลุม 2B 

เมื่อป 1993 โดย IARC (International Agency for Research on Cancer) (El Khoury และ Atoui, 

2010)  

          อวัยวะสําคัญที่เปนเปาหมายของโอคราทอกซินเอ คือ ไต เมื่อโอคราทอกซินเขาสูรางกาย จะไป

รบกวนการทํางานของเอนไซม phenylalanine hydroxylase ในไต เน่ืองจากมีโครงสรางคลายกับ

โครงสรางของ phenylalanine จึงไปยับย้ังการสังเคราะหดีเอ็นเอ สงผลใหเกิดการสังเคราะหโปรตีนที่

ผิดปกติไป และกลายเปนสาเหตุของความผิดปกติตางๆ ตามมา เชน เกิดการกลายพันธุ (Alshannaq และ 

Yu, 2017) 
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ราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ 

          ราสําคัญที่ผลิตโอคราทอกซินเอ ไดแก ราในสกุล Aspergillus และ Penicillium โดยราทั้งสองสกุล

ถูกจัดเปน storage fungi เน่ืองจากมีการผลิตโอคราทอกซินเอในชวงหลังการเก็บเกี่ยวหรือชวงการเก็บ

รักษาผลผลิต แตถาอากาศรอนและแหง Aspergillus และ Penicillium ก็สามารถผลิตโอคราทอกซินเอ

ในชวงการเพาะปลูกไดเชนกัน (Pardo และคณะ, 2005) 

          ราในสกุล Aspergillus ที่ผลิตโอคราทอกซินเอมี 2 กลุม (section) คือ Circumdati และ Nigri 

โดยราในกลุม Circumdati ที่ผลิตโอคราทอกซิน ไดแก A. ochraceus, A. sclerotiorum, A. steynii,     

A. westerdijkiae, A. melleus, A. auricomus, A. ostianus, A. petrakii, A. sulfurous, A. alliaceus 

สวนใหญพบวามีการปนเปอนในเมล็ดกาแฟ เมล็ดโกโก องุน เปนตน (Pardo และคณะ, 2005; Alvindia 

และ Guzman, 2016) 

          ราในกลุม Nigri ที่ผลิตโอคราทอกซินเอ ไดแก A. niger และ A. carbonarius พบวามีการปนเปอน

ในองุนและกาแฟเชนกัน โดย A. carbonarius เปนสายพันธุสําคัญในการผลิตโอคราทอกซินเอ เน่ืองจาก

ผลิตไดในปริมาณที่สูงกวา A. niger (Noonim และคณะ, 2008) นอกจากน้ี ยังมี A. lacticoffeatus และ       

A. sclerotioniger ซึ่งเปนสายพันธุที่คัดแยกไดจากกาแฟ และพบวามีการผลิตโอคราทอกซินเอ สวน       

A. heteromorphus, A. japonicas, A. ellipticus และ A. tubingensis พบวามีการผลิตโอคราทอกซินเอ

เชนเดียวกัน (Samson และคณะ, 2004)  

          สวนในสกุล Penicillium ที่ไดรับการยืนยันวาผลิตโอคราทอกซินได ไดแก P. verrucosum ที่พบ

ปนเปอนในธัญพืชในแถบยุโรป แคนาดา สหรัฐอเมริกา เน่ืองจากเจริญไดดีในแถบที่มีอุณหภูมิคอนขางตํ่า 

(Pardo และคณะ, 2005; Ilic และคณะ, 2007) P. nordicum มียีนที่แสดงออกวาผลิตโอเคทอกซินเอได

เชนเดียวกับ A. niger, A. carbonarius, A. steynii และ A. westerdijkiae (Gil-Serna และคณะ, 2018) 

 

การปนเปอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเก่ียว  

          เมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวมีการปนเปอนโอคราทอกซินเอมากกวากอนการเก็บเกี่ยว ในเมล็ด

กาแฟโรบัสตาพบการปนเปอนโอคราทอกซินเอมากกวาในเมล็ดกาแฟอะราบิกา เน่ืองจากโดยทั่วไปเมล็ด

กาแฟโรบัสตาจะใชกระบวนการแบบแหงที่ไมไดผานการเอาเปลือก หรือเน้ือ หรือเมือกออก ซึ่งอาจเปน  

สารต้ังตนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของราได สวนในเมล็ดกาแฟอะราบิกาผานกระบวนการแบบเปยก    

มีราเจริญนอยกวาจึงมีการปนเปอนนอยกวา (Culliao และ Barcelo, 2017; Noonim และคณะ, 2008) 

          Barcelo และ Barcelo (2018) ไดรายงานการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในกาแฟหลังการเก็บ

เกี่ยวในประเทศฟลิปปนส โดยศึกษาในสายพันธุโรบัสตา และสายพันธุอะราบิกาที่อยูระหวางข้ันตอนการ

เก็บรักษา และการตากแหง ในสายพันธุโรบัสตาพบในผลกาแฟที่อยูระหวางการตากแหง มีปริมาณโอครา

ทอกซินเอสูงถึง 120.2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สวนในสายพันธุอะราบิกาพบในผลกาแฟที่อยูระหวางการเก็บ

รักษา มีปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ย 46.7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
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          Chiotta และคณะ (2016) ไดรายงานถึงการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟสารและ

เมล็ดกาแฟที่ผานกระบวนการแปรรูปแลวในกลุมประเทศละตินอเมริกา โดยมีรายงานในประเทศบราซิล   

พบการปนเปอนในเมล็ดกาแฟสาร 0.20 นาโนกรัมตอกรัม และพบในเมล็ดกาแฟที่ผานการแปรรูปแลว   

0.10 ถึง 0.30 นาโนกรัมตอกรัม สวนในประเทศโคลัมเบีย พบการปนเปอนในเมล็ดกาแฟสาร 0.90 ถึง 

19.40 นาโนกรัมตอกรัม และพบในเมล็ดกาแฟที่ผานการแปรรูป 8.40 ถึง 13.90 นาโนกรัมตอกรัม  

           Benites และคณะ (2017) ไดรายงานถึงการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟค่ัวและ

เมล็ดกาแฟค่ัวบดในประเทศโปรตุเกส โดยศึกษาในสายพันธุโรบัสตาและสายพันธุอะราบิกา พบวาทั้งสอง

สายพันธุมีปริมาณโอคราทอกซินเอที่ปนเปอนแตกตางกันเพียงเล็กนอยและปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ยที่ 

ตรวจพบในเมล็ดกาแฟค่ัวมี 1.84 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมและในเมล็ดกาแฟค่ัวบดมี 1.45 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  

          สําหรับในประเทศไทย ชวเลิศ ตรีกรุณาสวัสด์ิ และคณะ (2561) ไดรายงานถึงการปนเปอนของ      

โอคราทอกซินเอในตัวอยางกาแฟ สายพันธุโรบัสตาจากจังหวัดชุมพร และระนอง และสายพันธุอะราบิกา

จากจังหวัดแมฮองสอน เชียงใหม และเชียงราย ไดแก ผลกาแฟแหง กาแฟกะลา กาแฟสาร กาแฟค่ัว กาแฟ

โบราณ และกาแฟสําเร็จรูป พบปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดในผลกาแฟแหงสายพันธุโรบัสตาอยูที่    

63.10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในกาแฟค่ัวพบปริมาณโอคราทอกซินเอตํ่าอยูที่ 0.2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

สวนในกาแฟโบราณและกาแฟสําเร็จรูปตรวจไมพบปริมาณโอคราทอกซินเอ    

          จากรายงานของวิจัยเหลาน้ีแสดงใหเห็นวาการติดตามและประเมินผลของปริมาณโอคราทอกซินเอ 

ที่ปนเปอนในกาแฟน้ันมีความสําคัญ เน่ืองจากโอคราทอกซินเอมีการกระจายอยางกวางขวาง และปจจุบัน

การควบคุมการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในกาแฟน้ันยังไมเปนผลสําเร็จ (Benites และคณะ, 2017) 

 

ขอกําหนดปริมาณของโอคราทอกซินเอในอาหาร 

          ปจจุบันองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration of 

the United States; FDA) ยังไมไดกําหนดแนวทางหรือขอกําหนดปริมานในการควบคุมโอคราทอกซินเอ 

(Alshannaq และ Yu, 2017) แตสหภาพยุโรปไดกําหนดขอจํากัดปริมาณของโอคราทอกซินเอไวในอาหาร

หลายประเภท (Commission Regulation (EC) No. 1881/2006, 2006) ขอกําหนดปริมาณของ          

โอคราทอกซินเอในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรตามขอกําหนดของสหภาพยุโรปแสดงในตารางที่ 1.3 

          สําหรับในประเทศไทย ประกาศมาตรฐานสินคาเกษตร เรื่อง เมล็ดกาแฟอะราบิกา พ.ศ. 2561   

และประกาศมาตรฐานสินคาเกษตร เรื่อง เมล็ดกาแฟโรบัสตา พ.ศ. 2561 ไดกําหนดปริมาณสูงสุดของ           

โอคราทอกซินเอพบไดไมเกิน 10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2561) 

 

 

 

 

 



11 
 

ตารางท่ี 1.3 ขอกําหนดปริมาณของโอคราทอกซินเอในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรของสหภาพยุโรป 

สารพิษจากรา ปริมาณปนเปอนสูงสุด (ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) 

เมล็ดธัญพืชที่ไมผานกระบวนการ 5.0 

ผลิตภัณฑจากธัญพืชทุกชนิด 3.0 

ผลไมแหง (ลูกเกด องุนแหง) 10.0 

เมล็ดกาแฟค่ัว 5.0 

กาแฟผงสําเร็จรูป 10.0 

เครื่องด่ืมจากองุน 2.0 

ผลิตภัณฑธัญพืชสําหรบัทารกและเด็ก 0.5 

เมล็ดกาแฟสาร  10.0 

   ที่มา : ดัดแปลงจาก Commission Regulation (EC) No. 1881/2006, 2006 

 

แบคทีเรียกรดแลคติก 

           

          แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria; LAB) เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางเอนไซม       

คะตะเลส ไมเคลื่อนที่ และไมสรางสปอร ลักษณะทางสัณฐานวิทยามีทั้งรูปรางแทงและรูปรางกลม เปน

แบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนหรือตองการออกซิเจนในปริมาณนอย สามารถหมักคารโบไฮเดรตไดเปน

กรดแลคติก การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุลตางๆ ข้ึนอยูกับรูปรางหรือลักษณะเซลล รูปแบบ

ของการหมักนํ้าตาลกลูโคส การใชนํ้าตาลชนิดตางๆ การเจริญที่อุณหภูมิตางๆ (Teuber, 1993) รวมถึงการ

วิเคราะหในระดับพันธุกรรมโดยใชเทคนิคในระดับโมเลกุล และการทําผังวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

(Stiles และ Holzapfel, 1997) สกุลที่มีการจัดจําแนก ไดแก Lactobacillus, Carnobacterium, 

Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Brochothix, Pediococcus, Weissella และ Tetragenococcus (Stiles และ Holzapfel, 1997)     

สกุลตางๆ ของแบคทีเรียกรดแลคติก และคุณสมบัติที่เกี่ยวของแสดงในตารางที่ 1.4 

          แบคทีเรียกรดแลคติกสรางพลังงานจากการหมักคารโบไฮเดรต เกิดกรดแลคติกจากปฏิกิริยา 2   

วิถีทาง คือ วิถีทางที่ไดกรดแลคติกเพียงอยางเดียว เรียกวา โฮโมเฟอรเมนเททีฟ (homofermentative 

metabolism) และวิถีทางที่ไดกรดแลคติกรวมกับสารอื่นในปริมาณที่ใกลเคียงกัน เรียกวา เฮทเทอโร

เฟอรเมนเททีฟ (heterofermentative metabolism) (อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน, 2551; Gaenzle, 2015) 

(ภาพที่ 1.5) 

          โฮโมเฟอรเมนเตทีฟแบคทีเรีย เปนแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกไดในปริมาณรอยละ 85 หรือ

มากกวาจากการหมักคารโบไฮเดรต ซึ่งพวกน้ีจะหมักนํ้าตาลกลูโคส (glucose) 1 โมล เปนกรดแลคติก 2 

โมล (ภาพที่ 1.5ก) และไดกรดอะซิติก (acetic acid) เอทานอล (ethanol) และคารบอนไดออกไซด (CO2) 
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เล็กนอย สายพันธุที่นิยมใชหมัก ไดแก Lactobacillus acidophilus, L. delbruckii และ L. helveticus 

(อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน, 2551) และสวนใหญใชในการหมักเน้ือสัตว นม หรือการหมักในความเขมขน   

ของเกลือสูง (Gaenzle, 2015) 

          เฮทเทอโรเฟอรเมนเตทีฟแบคทีเรีย เปนแบคทีเรียที่หมักคารโบไฮเดรต เชน นํ้าตาลกลูโคสให     

กรดแลคติกประมาณรอยละ 50 นอกน้ันใหกรดอะซิติก เอทานอล และคารบอนไดออกไซด (ภาพที่ 1.5ข) 

สายพันธุที่นิยมใชหมัก ไดแก L. plantarum, L. casei และ L. sake (อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน, 2551) 

และสวนใหญใชในการหมักไวน ไซเดอร ขาวโอต (cereal porridges) แปงโดสําหรับทําขนมปง กิมจิ 

(Gaenzle, 2015) 

 

ตารางท่ี 1.4 สกุลตางๆ ของแบคทีเรียกรดแลคติกและคุณสมบัติที่เกี่ยวของ 

สกุล  รูปราง Catalase Nitrite reduction การหมัก 

Lactobacillus rod - - Hetero- 

Weissella rod - - Homo-/Hetero- 

Streptococcus coccus - - Homo- 

Carnobacterium rod - - Homo- 

Enterococcus coccus - - Homo- 

Lactococcus coccus - - Homo- 

Vagococcus coccus - - Homo- 

Leuconostoc coccus - - Hetero- 

Oenonostoc coccus - - Hetero- 

Brochothix rod + + Homo- 

Pediococcus coccus +* + Homo- 

Tetragenococcus coccus - - Homo- 

   ที่มา : ดัดแปลงจาก Stiles และ Holzapfel, 1997 

   หมายเหตุ :  สัญลักษณ - หมายถึงไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลสและไมเกิดรีดักชันของไนไตรล 

                  * Pediococcus โดยปกติไมสรางคะตะเลสแตมีบางสายพันธุที่สราง pseudocatalase 

                  Homo- :  Homofermentative       

                 Hetero- : Heterofermentative 
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ภาพท่ี 1.5 วิถีกระบวนการหมักนํ้าตาลของแบคทเีรียกรดแลคติก (Axelsson, 2004) 

ก. โฮโมเฟอรเมนเททฟี (วิถีไกลโคไลซสิ)   ข. เฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ (วิถี 6-ฟอสฟอกลูโคเนต) 

 

ความสําคัญของแบคทีเรียกรดแลคติก 

          แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสําคัญทางเศรษฐกิจโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร บทบาทสําคัญ 

คือ ใชเปนหัวเช้ือต้ังตนสําหรับการหมัก ซึ่งมีบทบาทสามารถยับย้ังจุลินทรียชนิดอื่น และปองกันการเนาเสีย

ในอาหารหมักหลายชนิด ทั้งยังมีบทบาทสําคัญในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตวโดยเฉพาะใน   

วัยเด็ก และวัยรุน สามารถควบคุมเช้ือประจําถ่ินที่มีตามธรรมชาติใน นม เน้ือสัตว ผัก และผลิตภัณฑจาก

ธัญพืชเมื่อมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสม (Gaenzle, 2015)  

          นอกจากน้ี แบคทีเรียกรดแลคติกยังถูกนํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพที่ปลอดภัยในการ  

ควบคุมการเจริญของราที่ปนเปอนหลังการเก็บเกี่ยว สามารถสรางสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา หรือ 

สารเมแทบอไลตไปยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากรา (Lappa และคณะ, 2018) 

ก ข 
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ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเปนปฏิปกษตอราท่ีผลิตสารพิษ 

          แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสามารถในการควบคุมการเจริญเติบโต และยับย้ังการผลิตสารพิษ  

ของรา โดยทั่วไปแลวเกิดจากสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา สารประกอบเหลาน้ีมีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า   

เชน กรดอินทรีย (กรดอะซิติก และกรดแลคติก) ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) สารประกอบประเภท

โปรตีน รูเทอริน กรดไขมัน และสารประกอบฟโนลิก (Perczak และคณะ, 2018) ทั้งน้ี ตองคํานึงถึงปจจัย   

ที่มีผลตอการสรางสารประกอบของแบคทีเรียแลคติกดวย โดยมีปจจัยสําคัญ ไดแก ระยะพักตัวของเช้ือ 

(incubation time) อุณหภูมิ อาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช คาความเปนกรด-เบส (Dalié และคณะ, 2010)          

          กรดอินทรีย (organic acids) เปนผลิตภัณฑสุดทายจากการหมักคารโบไฮเดรต ผลิตภัณฑหลักของ

การหมัก คือ กรดแลคติก และกรดอะซิติก กรดเหลาน้ีไดรับการยอมรับวามีความปลอดภัยสําหรับใชใน  

การเก็บรักษาอาหาร มีสมมติฐานวาเมื่อกรดอินทรียแพรเขาไปในเย่ือหุมเซลล (plasma membrane)   

ของรา จะทําใหเกิดความเปนกลางของศักยไฟฟาภายในเซลล และนําไปสูการเกิด bacteriostasis สงผลให

กลไกตางๆ ของราหยุดการทํางาน (Perczak และคณะ, 2018) กรดอะซิติกเปนตัวยับย้ังการเติบโตของรา  

ที่ดีที่สุด สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ P. expansum IDM / FS2, A. niger FTDC3227 และ IDM1, 

A. flavus FTDC3226 และ F. graminearum IDM623 ที่ความเขมขนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

(Dalié และคณะ, 2010) 

          ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) สวนใหญจะผลิตเมื่อมีออกซิเจน และเน่ืองจากไมสามารถสราง

เอนไซมคะตะเลสไดจึงมีการสะสมของไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวทําใหเกิดออกซิเดชันที่ลิพิดเมมเบรน 

(lipid membrane) และที่โปรตีนในเซลลของรา มีผลยับย้ังการเจริญของราได (Dalié และคณะ, 2010) 

และมีการเสนอใหใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเคลือบบนผิวของแอปเปลเพื่อ ยับย้ังการเจริญของ   

Penicillium expansum (Perczak และคณะ, 2018) 

          กรดไขมัน สารประกอบที่แนะนํา คือ Antifungal 3-Hydroxy Fatty Acids (3-OH-FAs) ที่ผลิต

จาก Lactobacillus plantarum MiLAB 14 โดยมีคุณสมบัติคลายผงซักฟอกหรือสารซักลางตางๆ ซึ่งมี 

ผลตอโครงสรางของเย่ือหุมเซลลของรา 3-OH-FAs ทําให lipid bilayers เปลี่ยนรูปรางไป แบคทีเรียจึง

สามารถซึมผานเย่ือหุมเซลลไปแลวปลอยพวกอิเล็กโทรไลตและโปรตีนภายในเซลล สงผลใหเย่ือหุมเซลล 

ของราแตก (Sjögren และคณะ, 2003) 

          รูเทอริน เปนผลิตภัณฑจากการหมักกลีเซอรอลที่ผลิตโดย Lactobacillus reuteri, L. brevis,     

L. buchneri, L. collinoides และ L. coryniformis ภายใตการหมักแบบไมใชออกซิเจน สารประกอบน้ี

สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม ribonuclease ซึ่งเปนเอนไซมหลักที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห       

ดีเอ็นเอ (Perczak และคณะ, 2018) และมีรายงานวาสามารถยับย้ังการเจริญของ Candida sp., 

Torulopsis sp., Saccharomyces sp., Aspergillus sp. และ Fusarium sp. (Dalié และคณะ, 2010) 

          สารประกอบฟโนลิก เปนสารประกอบฟนอล และเปนวงอะโรมาติกไมอิ่มตัว Mandal และคณะ 

(2007) ศึกษาพบวา Pediococcus acidilactici LAB 5 สามารถผลิตสารประกอบฟโนลิกที่สามารถยับย้ัง

ราที่ผลิตสารพิษไดในปริมาณที่แตกตางกันไปตามแหลงอาหารที่พบราน้ันๆ เชน Alternaria solani, 
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Aspergillus fumigatus, A. parasiticus, Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Fusarium 

oxysporum, Microsporium sp., Mucor sp. และ Penicillium sp. 

 

          สารประกอบประเภทโปรตีน ยังไมมีหลักฐานชัดเจนวาเปนสารประกอบโปรตีนที่ยับย้ังการเติบโต

ของราจากการผลิตของแบคทีเรียกรดแลคติก แตก็ยังมรีายงานวามบีางสายพันธุ เชน Lactococcus lactis 

subsp. lactis, Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum และ Pediococcus pentosaceous 

ที่ผลิตสารยับย้ังราที่ไวตอเอนไซมโปรติโอไลติก (proteolytic enzymes) (Perczak และคณะ, 2018) 

 

          Rouse และคณะ (2008) ไดศึกษาคุณสมบัติการยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากรา 

ของ Pediococcus pentosaceus วาสามารถยับย้ัง Penicillium expansum ที่เปนสาเหตุทําให      

แอปเปลเนา พบวา P. pentosaceus สรางสารประกอบเปปไทดออกมา (antifungal peptides) และ

สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตและการผลิตพาทูลินของ P. expansum และลดการเนาของแอปเปลได 

 

          Kivanc และคณะ (2014) ไดศึกษาและคนพบเปนครั้งแรกวา Enterococcus durans มีคุณสมบัติ

สามารถยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากราของ P. chrysogenum, P. griseofulvum       

และ A. parasiticus โดยผลิตสารประกอบประเภทโปรตีน และกรดอินทรีย แตตองศึกษาเพิ่มเติมวา

สารประกอบน้ีของ E. durans สามารถยับย้ังจุลินทรียไดเลยหรือใชรวมกบัสารปองกันแบบชีวภาพชนิดอืน่ๆ 

และ E. durans สามารถใชเปนหัวเช้ือต้ังตน (starter culture) ในอาหารได จึงทําใหสามารถใชเปนสาร

ยับย้ังจุลินทรียในอาหารไดโดยตรง แตก็ยังตองศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับ E. durans ดวยเชนกัน 

 

          Al-Haik และคณะ (2017) ไดศึกษาคุณสมบัติการยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากรา

ของ Lactobacillus bulgaricus S2 ที่มีการใชกันอยางแพรหลายในการหมักและการเก็บรักษาอาหารโดย

แยกมาจากนมแกะ พบวา L. bulgaricus S2 สรางสารประกอบที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตและการ

ผลิตอะฟลาทอกซินของ Aspergillus flavus ได 

 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเก่ียว 

          แบคทีเรียกรดแลคติกพบไดต้ังแตผิวของผลกาแฟสุก แตพบไดมากที่สุดในกระบวนการผลิตเมล็ด

กาแฟ โดยเฉพาะกระบวนการแบบเปยก ซึ่งพบมากที่สุดในข้ันตอนการแชเมล็ดกาแฟ เน่ืองจากแบคทีเรีย   

กรดแลคติกสามารถใชผนังผลช้ันกลาง และผนังผลช้ันในของผลกาแฟเปนสารต้ังตนในการหมัก ทําให

สามารถเจริญเติบโตได สวนในกระบวนการแบบแหง เน่ืองจากมีความช้ืนลดลงทําใหการหมักเกิดไดไมดี 

เปนผลใหพบแบคทีเรียกรดแลคติกไดนอยกวา (De Bruyn และคณะ, 2017) แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบ

บอยในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวแสดงในตารางที่ 1.5 
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ตารางท่ี 1.5 แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบบอยในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว 

สกุล  สายพันธุ ท่ีมา 

Lactobacillus Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus brevis  

Lactobacillus paracasei 

Djossou และคณะ (2011) 

De Melo Pereira และคณะ 

(2016) 

Weissella Weissella confuse 

Weissella thailandensis 

Leong และคณะ (2014) 

Enterococcus Enterococcus faecalis Leong และคณะ (2014) 

Lactococcus Lactococcus lactis subsp. lactis Leong และคณะ (2014) 

Leuconostoc Leuconostoc citreum 

Leuconostoc pseudomesenteroides 

Leuconostoc mesenteroides 

Leong และคณะ (2014) 

 

Vilela และคณะ (2010) 

 

การออกฤทธิ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเปนปฏิปกษตอราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ 

          Djossou และคณะ (2011) ไดศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกในไซเลจกาแฟ และราที่ผลิตโอคราทอก

ซินเอในเมล็ดกาแฟโรบัสตา พบวา Lactobacillus plantarum สามารถผลิตสารประกอบที่เปนปฏิปกษ

ตอรามายับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ที่ปนเปอนในเมล็ดกาแฟโรบัสตาได  

          Belkacem-Hanfi และคณะ (2014) ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกจากขาว มีรายงานวา                 

L. plantarum สามารถยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ไดเชนกัน และพบวา L. plantarum ผลิต

กรดอินทรีย คือ กรดอะซิติก และกรดโพรพิโอนิก 

          Leong และคณะ (2014) ไดศึกษาแบคทีเรียแลคติกที่คัดแยกจากผลกาแฟสด (coffee cherrys)  

สายพันธุอะราบิกาในไตหวัน พบวามี Weissella confusa, Leuconostoc pseudomesenteroides, 

Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc citreum, Weissella 

thailandensis, Enterococcus faecalis และ Enterococcus sp. และมีแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด   

34 ไอโซเลทที่สามารถยับย้ังการเจริญของ A. flavus ไดโดยการผลิตสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา

นอกจากน้ียังพบวา Lactococcus lactis subsp. lactis และ Enterococcus faecalis สามารถผลิตสาร

ยับย้ังที่คลายกับแบคทีริโอซิน (bacteriocin-like)  

          De Melo Pereira และคณะ (2016) พบแบคทีเรียกรดแลคติกในเมล็ดกาแฟที่อยูในข้ันตอนการ

ผลิต เชน ในข้ันตอนการหมักไดแก Lactobacillus sp., Lactobacillus brevis, Lactobacillus 

plantarum และ Lactobacillus paracasei สามารถย้ังย้ังการเจริญของ A. westerdijkiae ได และ

ยับย้ังไดมากข้ึนเมื่ออยูรวมกับยีสต เชน Pichia fermentans ในขณะที่ De Bruyn และคณะ (2017) พบ

แบคทีเรียกรดแลคติกในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวที่อยูในชวงการผลิตแบบเปยก (Wet processing) ใน
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ข้ันตอนการหมักของผลกาแฟที่ยังไมไดเอาเปลือกออก (depulping) โดยพบ Leuconostoc spp., 

Lactococcus spp. และ Weissella spp. และพบวาสรางสารเมแทบอไลต เชน กรดอะซิติก เอทานอล 

กลีเซอรอล กรดแลคติก และแมนนิทอล เปนตน แตเมื่อผานการหมัก การแช และการทําใหแหงแลวน้ันจะมี

ความเขมขนลดลง 

 

         ปจจุบันนิยมใชตัวควบคุมทางชีวภาพมาเปนทางเลือกในการควบคุมการเจริญของรา และการ    

ผลิตสารพิษจากราที่ปนเปอนในชวงหลังการเก็บเกี่ยว แบคทีเรียกรดแลคติกเปนหน่ึงในตัวควบคุมทาง

ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ สามารถสรางสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา หรือสารเมแทบอไลตไปยับย้ังการ

เจริญของรา และการผลิตสารพิษจากรา (Lappa และคณะ, 2018) นอกจากน้ี แบคทีเรียกรดแลคติกยังถูก

นํามาใชใน เชิงการคา โดยถือวาเปนจุลินทรียที่ปลอดภัย ไมเปนเช้ือกอโรค (Generally recognized as 

safe; GRAS) (De Melo Pereira และคณะ, 2016) ดวยประโยชนเหลาน้ีจึงทําใหแบคทีเรียกรดแลคติก 

เปนจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการใชควบคุมการเจริญ และการผลิตสารพิษจากราในเมล็ดกาแฟหลัง   

การเก็บเกี่ยวได 

 

         ดังน้ัน โครงการน้ีมีจุดประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว 

ไดแก ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก เมล็ดกาแฟกะลา และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวง

แมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม  

ประเทศไทย และประเมินผลการเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกตอราที่มีความสามารถในการผลิต 

โอคราทอกซินเอ 
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บทที ่2 

 

อุปกรณ เคมีภณัฑ และวิธีการทดลอง 

 

อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

 

1. กลองจุลทรรศนแบบใชแสงย่ีหอ Olympus บริษัท Olympus, Japan  

2. ขวดดูแรนขนาด 500 และ 1,000 มิลลลิิตร บริษัท SCOHTT, Germany 

3. ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 

4. เครื่องช่ังรุน PG6002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

5. เครื่องดูดจายสารละลาย (pipette aid) รุน YP17CAF0004076 บริษัท DLAB Scientific, China 

6. เครื่องตีบดผสมอาหาร (stomacher) รุน Nr 397/520 บริษัท IUL Instruments, Spain 

7. เครื่องน่ึงฆาเช้ือไอนํ้า รุน SS-325 และ ES-315 บริษัท Tomy Digital Biology, Japan 

8. เครื่องปนผสมรุน Gene2 บริษัท Scientific Industries, USA 

9. เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส รุน Seven Easy บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

10. จานเลี้ยงเช้ือแกว ขนาด 15 x 100 มิลลเิมตร บริษัท Pyrex, England 

11. จานเลี้ยงเช้ือพลาสติก ขนาด 15 x 94 มิลลเิมตร บริษัท Greiner bio-one, Thailand 

12. ตูบมเช้ืออุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 

13. ตูบมเช้ืออุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 

14. ตูบมเช้ืออุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส บริษัท Contherm Scientific Limited, New Zealand 

15. ตูเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

16. ตูแชจุดเยือกแข็งตํ่า อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

17. ตูอบแหง บริษัท Contherm Scientific Limited, New Zealand 

18. ถุงมือยาง ย่ีหอ SemperGuard รุน 0537 บริษัท Siamsempermed, Thailand 

19. ถุงใสตัวอยางสําหรับตีบดผสมอาหาร (stomacher bag) บริษัท White group, Thailand 

20. ที่วางหลอดทดลอง (test tube rack) 

21. บีกเกอร ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 

22. ปเปตตพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร บริษัท Merck, Germany 

23. แผนพาราฟลม บริษัท Menasha, Thailand 

24. ไมโครปเปตต ขนาด 20, 200, 1000 ไมโครลิตร และขนาด 5 มิลลิลิตร บริษัท Eppendrof, Germany 

25. หลอดดักแกส (durham tube)  

26. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13 x 100 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 
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27. หลอดไมโครเซนติฟวก ขนาด 1.5 มิลลลิิตร บริษัท Axygen, USA  

28. ฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) บริษัท Precicolor, Germany 

 

เคมีภัณฑ 

 

1. กลูโคส (glucose) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

2. แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) บริษัท Carlo Erba Reagent s.r.l., Italy 

3. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany  

4. นํ้ากลั่น  

5. นํ้าปลอดประจ ุ

6. เปปโทน (peptone) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

7. ผงวุน (agar) บริษัท Difco Laboratories, USA  

8. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany  

9. ฟนอลเรด (phenol red) บริษัท May and Baker, England 

10. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

11. ราฟโนส (raffinose) บริษัท Bio Basic, Canada 

12. แลกโทส (lactose) บริษัท Oxoid Ltd., England 

13. สารละลายไอโอดีน (Gram Iodine solution) 

14. สีแกรมคริสตัลไวโอเลต (Gram Crytal Violet) 

15. สีซาฟานิน โอ (Gram Safranin O) 

16. เอทานอล 95% (CH2OH) 

17. ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2)  

18. de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar บริษัท Difco Laboratories, USA 

19. N, N, N’, N-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochroride บริษัท Sigma, USA 

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

21. Potato Dextrose Broth บริษัท Difco Laboratories, USA 

22. Tween 80 บริษัท Merck, Germany 
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วิธีดําเนินการทดลอง 

 

2.1 การเก็บตัวอยางกาแฟ 

 

          เก็บตัวอยางเมล็ดกาแฟอะราบิกา 3 ชนิด ไดแก ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟ 

กะลา จํานวน 16 ตัวอยาง ตัวอยางละ 1 กิโลกรัม ประกอบดวย ผลกาแฟสุก 6 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ก) 

เมล็ดกาแฟหมัก 6 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ข) เมล็ดกาแฟกะลา จํานวน 4 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ค) และเก็บ

ตัวอยางนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ จํานวน 5 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ข) ตัวอยางละ 1 ลิตร ตัวอยางทั้งหมดเก็บเมื่อ

เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 (ชวงตนฤดูการเก็บเกี่ยว) จากพื้นที่โครงการหลวง 3 โครงการในจังหวัด

เชียงใหม ประเทศไทย ไดแก สถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด (ต้ังอยูที่ตําบลสบเปง อําเภอแมแตง มีพื้นที่ 

5,226 ไร สูงจากระดับนํ้าทะเล 600 - 1,000 เมตร อุณหภูมิเฉลี่ย 28 องศาเซลเซียส) ศูนยพัฒนาโครงการ

หลวงตีนตก (ต้ังอยูที่ตําบลหวยแกว อําเภอแมออน มีพื้นที่ 75,506 ไร สูงจากระดับนํ้าทะเล 650 - 1,500 

เมตร อุณหภูมิเฉลี่ย 23 องศาเซลเซียส) และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง (ต้ังอยูที่ตําบลเทพเสด็จ       

อําเภอดอยสะเก็ด มีพื้นที่ 21,656 ไร สูงจากระดับนํ้าทะเล 750 - 1,300 เมตร อุณหภูมิเฉลี่ย 23       

องศาเซลเซียส) (มูลนิธิโครงการหลวง, 2555) ในชวงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 จังหวัดเชียงใหม         

มีอุณหภูมิตํ่าสุดเฉลี่ย 19-21 องศาเซลเซียส อุณหภูมิสูงสุดเฉลี่ย 31-33 องศาเซลเซียส และมีปริมาณนํ้าฝน

เฉลี่ย 15-30 มิลลิเมตร (ศูนยอุตุนิยมวิทยาภาคเหนือ, 2561) 

 

         
                      ก                                    ข                                     ค  

ภาพท่ี 2.1 ตัวอยางกาแฟที่เกบ็จากพื้นที่โครงการหลวงในจงัหวัดเชียงใหม 

ก. ผลกาแฟสุก  ข. เมล็ดกาแฟหมักและนํ้าหมัก  ค. เมล็ดกาแฟกะลา 
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2.2 การนับจํานวนและคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางกาแฟดวยวิธีการ Dilution plating 

method 

 

          ช่ังตัวอยางกาแฟจํานวน 50 กรัม ใสในถุงใสตัวอยางสําหรับตีบดผสมอาหาร (stomacher bag) 

เติม 0.1 เปอรเซ็นต peptone water (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 450 มิลลิลิตร แชนาน 30 นาที แลวตีผสม

กันดวยเครื่องตีบดผสมอาหาร (stomacher) นาน 2 นาที สําหรับตัวอยางนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ นํานํ้าหมักมา    

1 มิลลิลิตร แลวตัวอยางทั้งหมดนํามาเจือจางดวย 0.1 เปอรเซ็นต peptone water 9 มิลลิลิตร จนมี   

ความเจือจางที่เหมาะสม จากน้ัน นําตัวอยางที่ไดเจือจางใหเหมาะสมมา 0.1 มิลลิลิตร แลว spread plate 

โดยเกลี่ยใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) ที่มีแคลเซียมคารบอเนต 

(ภาคผนวก ก) ทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจน

จํากัดเปนเวลา 2 วัน ตรวจดูลักษณะโคโลนี และนับจํานวนโคโลนีที่มีวงใส (clear zone) เกิดข้ึน รายงาน

ผลเปนจํานวนโคโลนีตอกรัมกาแฟ (Colony Forming Units (CFU)/g)  

          นําโคโลนีที่มีวงใสมา streak plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต นําไป 

บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัดเปนเวลา 2 วัน เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเด่ียว 

และแยกใหไดสายพันธุบริสุทธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคติกมากข้ึน 

 

2.3 การจําแนกกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได 

 

          ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่    

คัดแยกไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด       

เปนเวลา 2 วัน แลวจึงนํามาทดสอบดังน้ี  

 

2.3.1 การศึกษารูปรางเซลลดวยการยอมติดสีแกรม (Gram stain)  

 

          กระจายเช้ือบนแผนสไลด ทําใหแหงในอากาศ ผานเปลวไฟ ยอมดวยสีแกรมคริสตัลไวโอเลต 

(Crystal violet) นาน 1 นาที ลางสีออก แลวยอมดวยสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที ลางดวยนํ้าประปา 

และลางสีออกโดยใช 95% แอลกอฮอล สังเกตดูสีแกรมคริสตัลไวโอเลตที่ถูกชะออก พอเริ่มจางใหจุม    

แผนสไลดลงนํ้าเพื่อหยุดปฏิกิริยา จากน้ัน ยอมดวยสีซาฟานินโอ (Safanin O) นาน 30 วินาที ลางนํ้า    

และซับใหแหง ศึกษารูปรางเซลล และการยอมติดสีมวงของคริสตัลไวโอเลตดวยกลองจุลทรรศนแบบ       

ใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 เทา  
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2.3.2 การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test)  

 

          กระจายเช้ือบนแผนสไลด แลวหยดสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) รอยละ 3 จํานวน     

1 หยด สังเกตการเกิดฟองแกส โดยถาเกิดฟองแกส แสดงวามีการสรางคะตะเลสใหผลการทดสอบเปน   

บวก (Positive test; +) ถาไมมีฟองกาซแสดงวาไมมีการสรางคะตะเลส ใหผลการทดสอบเปนลบ 

(Negative test; -) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกใหผลการทดสอบเปนลบ (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช    

ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 

 

2.3.3 การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test)  

 

          นําโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคติกมา streak plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียม

คารบอเนต บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันหยด

สารละลาย Kovac's oxidase reagent (ภาคผนวก ข) 2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ สังเกตการ

เปลี่ยนแปลง ของโคโลนี โดยถาที่โคโลนีเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที แสดงวามีการสรางออกซิเดส 

ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test; +) และถาโคโลนีไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงวาไมมีการสรางออก

ซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test; -) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกจะใหผลการทดสอบเปนลบ          

(เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 

 

2.3.4 การทดสอบการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล  

 

          นําแบคทีเรียกรดแลคติกมาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีกลูโคส แลกโทส และราฟโนส ความ

เขมขน 1 เปอรเซ็นต และมีฟนอลเรด (Phenol red) ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนตัวบงช้ี (Indicator) 

แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเกิดฟองแกสใน

หลอดดักแกส และการเปลี่ยนสีของอาหารจากสีแดงเปนสีเหลือง โดยถามีฟองแกสในหลอดดักแกสแสดงวา

มีการสรางแกส ถาอาหารเปลี่ยนสีจากสีแดงเปนสีเหลืองแสดงวามีการสรางกรด และถาไมมแีกส และ/หรือ

สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงแสดงวาไมมีการสรางแกส และ/หรือไมมีการสรางกรด เทียบกับหลอดควบคุม      

(ไมมีแบคทีเรียทดสอบ) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 
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2.4 การประเมินความเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟตอราท่ีมี

ความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ 

 

2.4.1 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรรา (Sangmanee และ Hongpattarakere, 2014) 

 

          เลี้ยง Aspergillus carbonarius TK4.2 (พัณณชิตา ธราดลศิริฐิติกุล, 2554) และราไอโซเลท   

TKI9 ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA  

(Potato dextrose agar) นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากน้ัน ขูดสปอรราโดย 

ใช Physiological water (ภาคผนวก ข) แลวเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว PDB (Potato dextrose 

broth) (ภาคผนวก ก) และนับจํานวนสปอรราดวยฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) ปรับความเขมขน

ของสารแขวนลอยสปอรราใหมีความเขมขนเทากับ 106 สปอรตอมิลลิลิตร หลังจากน้ัน นําสารแขวนลอย

สปอรราใสในอาหารเลี้ยงเช้ือกึ่งแข็ง PDA (วุน 0.8 เปอรเซ็นต) โดยใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ        

105 สปอรตอมิลลิลิตร  

  

2.4.2 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS 

 

          นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ยายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

 

2.4.3 การยับย้ังการเจริญของราดวยวิธี Agar spot assay (Sangmanee และ Hongpattarakere, 2014) 

 

         หยดเช้ือที่เตรียมไวในขอ 2.4.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงตรงกลางอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS  

จํานวน 2 หยด แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากการบม นําจานเลี้ยงเช้ือ

มาเททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือกึ่งแข็ง PDA (วุน 0.8 เปอรเซ็นต) (ภาคผนวก ก) ที่ผสมกับสารแขวนลอยสปอร

ราที่มีความเขมขน 105 สปอรตอมิลลิลิตรที่เตรียมไวในขอ 2.4.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร รอใหอาหารแข็ง 

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา  7 วัน ทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา บันทึกผลความสามารถใน

การเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกตอราที่มีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ โดยวัดขนาด

เสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก เทียบกับชุดควบคุม (ไมมี

แบคทีเรียทดสอบ)  
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บทที่ 3 

 

ผลการทดลอง 

 

3.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟ ดวยวิธีการ Dilution plating method 

          จากการนับจํานวนจุลินทรียที่คาดวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟ ไดแก ผลกาแฟสุก 

เมล็ดกาแฟหมัก เมล็ดกาแฟกะลา และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟดวยวิธีการ Dilution plating method บน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน โดยนับจํานวน

โคโลนีที่มีวงใสเกิดข้ึนบนอาหาร (ภาพที่ 3.1) พบวา ในตัวอยางกาแฟทุกชนิดพบโคโลนีที่มีวงใสบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต ยกเวนในเมล็ดกาแฟกะลา โดยในนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากศูนย

พัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยงพบจํานวนจุลินทรียมากที่สุดจํานวน 5.6 x 108 CFU/ml สวนในผลกาแฟสุก 

และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟตัวอยางที่ 3 จากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอดพบจํานวนจุลินทรียนอยที่สุด

จํานวนจุลินทรียที่พบในตัวอยางกาแฟจากพื้นที่โครงการหลวงในจังหวัดเชียงใหมแสดงในตารางที่ 3.1 

 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่มีวงใสเกิดข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียม

คารบอเนต บมที่ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน 
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ตารางท่ี 3.1 จํานวนจุลินทรียที่พบในตัวอยางกาแฟจากพื้นที่โครงการหลวงในจังหวัดเชียงใหม 

 จํานวนจุลินทรีย  

 

ตัวอยาง 

ผลกาแฟสุก (C) 

(CFU/g) 

เมล็ดกาแฟหมัก (F) 

(CFU/g) 

นํ้าหมักเมล็ดกาแฟ (W) 

(CFU/ml) 

แมหลอด (M) MC1 4.8 x 106 MF1 8.5 x 105 MW1 3.9 x 106 

 MC2 5.3 x 106 MF2 7.5 x 107 MW2 8.9 x 107 

 MC3 TFTC MF3 7.5 x 107 MW3 TFTC 

   MF4 1.0 x 108   

ปาเมี่ยง (P) PC1 8.4 x 107 PF1 1.9 x 108 PW1 5.6 x 108 

ตีนตก (T) TC1 3.4 x 107 TF1 4.7 x 107 TW1 9.0 x 107 

 TC2 3.4 x 107     

หมายเหตุ : TFTC หมายถึง จํานวนโคโลนีที่มีวงใสมีจํานวนนอยกวา 30 โคโลนี 

 

          จากผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟ โดยนับจํานวนโคโลนีที่มีวงใสเกิดข้ึนบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต พบวา สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดทั้งหมด 

62 ไอโซเลต โดยพบในตัวอยางเมล็ดกาแฟหมักมากที่สุดจํานวน 39 ไอโซเลต จํานวนไอโซเลตแบคทีเรีย 

กรดแลคติกที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟแตละชนิดแสดงในตารางที่ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 จํานวนไอโซเลตแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟแตละชนิด 

ตัวอยาง 

จํานวนไอโซเลตแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได 

ผลกาแฟสุก (C) เมล็ดกาแฟหมัก (F) นํ้าหมักเมล็ดกาแฟ (W) 

แมหลอด (M) MC1 4 MF1 10 MW1 1 

 MC2 1 MF2 2 MW2 4 

   MF3 10   

   MF4 2   

ปาเมี่ยง (P) PC1 5 PF1 7 PW1 2 

ตีนตก (T) TC1 1 TF1 8 TW1 3 

 TC2 2     

 

 

 



26 
 

3.2 ผลการจําแนกกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได  

 

3.2.1 ผลการจําแนกกลุมเบ้ืองตนโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

 

          จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทุก       

ไอโซเลตบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 

ที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน แลวสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่เกิดข้ึน พบวา มีลักษณะ 

โคโลนีที่แตกตางกัน จํานวน 5 รูปแบบ (ตารางที่ 3.3 และภาพที่ 3.2-3.6) และจากการศึกษารูปรางเซลล

ดวยการยอมสีแกรม พบวา เซลลของแบคทีเรียทุกไอโซเลตยอมติดสีมวงของสีแกรมคริสตัลไวโอเลต    

แสดงวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก และรูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย       

1,000 เทา พบวา เปนเซลลรูปแทง ขนาดสั้น (short rod) และรูปกลม (coccus) (ภาพที่ 3.2-3.6) โดย

ลักษณะโคโลนีแบบที่ 2 เปนลักษณะที่พบไดมากที่สุด และพบไดในตัวอยางกาแฟทั้ง 3 ชนิด ไดแก         

ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ ลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลของแบคทีเรีย     

กรดแลคติกที่คัดแยกไดแสดงในตารางที่ 3.3  

 

ตารางท่ี 3.3 ลักษณะโคโลนีและรูปรางเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได 

รูปแบบ ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล จํานวนไอโซเลต 

1 กลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส แทงสั้น  1 

2 กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น  36 

3 กลม สีเหลืองขุน ใตโคโลนีมีสีเหลือง นูน ขอบเรียบ กลม 8 

4 กลม สีเหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ กลม  12 

5 กลางโคโลนีมีสีเหลือง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น  5 

หมายเหตุ : รูปรางเซลลดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ภาพท่ี 3.2 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 1 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 2 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ภาพท่ี 3.4 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 3 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3.5 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 4 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ภาพท่ี 3.6 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 5 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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3.2.2 ผลการจําแนกกลุมเบ้ืองตนโดยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคม ี

 

          จากการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส การสรางเอนไซม   

ออกซิเดส และการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 3 ชนิด ไดแก กลูโคส แลคโตส และราฟโนส 

 

          ผลการทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส ทําไดโดยกระจายเช้ือบนแผนสไลดสะอาด แลวหยด

ไฮโดรเจนเพอรออกไซดรอยละ 3 เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกเปนแบคทีเรียที่ไมสรางเอนไซมคะตะเลส 

จึงใหผลการทดสอบเปนลบ พบวา แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 62 ไอโซเลต ใหผลการทดสอบ   

เปนลบกับไฮโดรเจนเพอรออกไซดรอยละ 3 คือ ไมเกิดฟองแกส 

 

          ผลการทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส ทําไดโดยหยดสารละลาย Kovac’s oxidase reagent 

2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญไมมีกิจกรรมไซโตโครม   

ซี ออกซิเดส (Cytochrom C oxidase) ซึ่งหากการทดสอบเปนผลลบ แสดงวาแบคทีเรียชนิดน้ันไมสามารถ

ใชออกซิเจนในการสรางพลังงาน ซึ่งเกิดข้ึนในชวงการถายทอดอิเลคตรอน หรืออาจใชไซโตโครมชนิดอื่น    

ในการถายทอดอิเลคตรอน (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) พบวาแบคทีเรียกรด   

แลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 62 ไอโซเลต ใหผลการทดสอบเปนลบกับสารละลาย Kovac’s oxidase reagent 

คือ โคโลนีไมเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที 

 

          ผลการทดสอบการสรางกรด และแกสจากการหมักนํ้าตาล โดยมีฟนอลเรดเปนตัวบงช้ี แบคทีเรีย

กรดแลคติกสามารถหมักคารโบไฮเดรตได ผลิตภัณฑสุดทายของการหมักเปนกรด หรือเปนกรดและแกส   

(เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) หากมีการสรางกรดสังเกตไดจากอาหารเลี้ยงเช้ือ

เหลว MRS เปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีแดง และหากมีการสรางแกส สังเกตไดจากฟองแกสที่เกิดในหลอด   

ดักแกส พบวา แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จํานวน 56 ไอโซเลต สามารถสรางกรด และแกสจากการ

หมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด และจํานวน 6 ไอโซเลต สรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด 

 

          จากผลการศึกษาลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล  และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ 

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได สามารถจําแนกกลุมเบื้องตนได 6 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 3.4 
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ตารางท่ี 3.4 กลุมของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจําแนกตามลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 

กลุม ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล แกรม คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล จํานวน 

ไอโซเลท กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

1 กลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส แทงสั้น บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 1 

2 กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 30 

3 กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น บวก - - กรด กรด กรด 6 

4 กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ กลม บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 8 

5 กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ กลม บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 12 

6 กลางโคโลนีมสีีเหลือง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 5 

หมายเหตุ : รูปรางเซลลดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 เทา 

               บวก หมายถึง แบคทีเรียแกรมบวกที่เซลลยอมติดสีมวงของสีแกรมคริสตัลไวโอเลท 

               สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 

               กรด หมายถึง มีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 
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          ไอโซเลตแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 6 กลุม มีดังน้ี 

          กลุมที่ 1 โคโลนีกลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส เซลลรูปแทงขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว และ

คู หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 1 ไอโซเลต ประกอบดวยไอโซเลตที่คัดแยกจาก      

ผลกาแฟสุกจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ไดแก ไอโซเลต MC1A 

          กลุมที่ 2 โคโลนีกลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ เซลลรูปแทงขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู 

กลุม และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 30 ไอโซเลต ประกอบดวย        

ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวง  

แมหลอด ไดแก ไอโซเลต MC1B, MF1D, MF1E, MF2B, MF2C, MF3D, MF3E, MF4B, MF4C, MW2A, 

MW2B และ MW2D ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากศูนย

พัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง ไดแก ไอโซเลต PC1A, PF1F, PF1G, PW1A และ PW1B สวนไอโซเลตที่คัด

แยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก ไดแก  

ไอโซเลต TC1A, TC2A,  TC2B, TF1B, TF1C, TF1D, TF1E, TF1F, TF1G, TW1A, TW1B และ TW1C  

          กลุมที่ 3 โคโลนีกลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ เซลลรูปแทงขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู 

กลุม และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบโฮโมเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 6 ไอโซเลต ประกอบดวย ไอโซเลต

ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ไดแก          

ไอโซเลต MF1A, MF1B, MF1C และ MF3B ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุกจากศูนยพัฒนาโครงการ

หลวงปาเมี่ยง ไดแก ไอโซเลต PC1B, PF1F, PF1G, PW1A และ PW1B สวนไอโซเลตที่คัดแยกจากเมล็ด

กาแฟหมักจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก ไดแก ไอโซเลต PF1H 

          กลุมที่ 4 โคโลนีกลม สีเหลืองขุน ใตโคโลนีมีสีเหลือง นูน ขอบเรียบ เซลลรูปกลม จัดเรียงตัวเปน

เซลลเด่ียว คู กลุม และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ ประกอบดวย ไอโซเลต

ที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด 

ไดแก ไอโซเลต MF3A, MF3C, MF3G, MF3H, MF3I, MF3J และ MW2C และไอโซเลตที่คัดแยกจากเมล็ด   

กาแฟหมักจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก ไดแก ไอโซเลต TF1A  

          กลุมที่ 5 โคโลนีกลม สีเหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ เซลลรูปกลม จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู กลุม 

และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 12 ไอโซเลต ประกอบดวย        

ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวง   

แมหลอด ไดแก ไอโซเลต MC1C, MC1D, MC2A, MF1F, MF1G, MF1H, MF1I, MF1J, MF3F และ 

MW1A ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุกจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง ไดแก ไอโซเลต PC1C, 

PC1D และ PC1E 

          กลุมที่ 6 โคโลนีรูปรางไมแนนอน กลางโคโลนีมีสีเหลือง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร เซลลรูปแทง

ขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู และกลุม หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 5       

ไอโซเลต ประกอบดวย ไอโซเลตที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟหมักจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง ไดแก 

ไอโซเลต PF1A, PF1B, PF1C, PF1D และ PF1E  
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3.3 ผลการประเมินความเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดในการยับยั้งการเจริญของรา

ท่ีผลิตโอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay 

 

          คัดเลอืกแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 15 ไอโซเลต จาก 6 กลุม โดยใชหลักการจํานวน 5 ไอโซเลต 

เลือก 1 ไอโซเลต ประกอบดวย ตัวแทนกลุมที่ 1 ไดแก ไอโซเลต MC1A ตัวแทนกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลต 

MF1D, MF3D, MF4A, MW2A, PC1A, TF1B และ TW1B ตัวแทนกลุมที่ 3 ไดแก  ไอโซเลต TF1H ตัวแทน

กลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลต  MW2C และ TF1A ตัวแทนกลุมที่ 5 ไดแก ไอโซเลต MF1G, MW1A และ PC1D 

และตัวแทนกลุมที่ 6 ไดแก ไอโซเลต PF1B จากน้ัน นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดมาทดสอบความ

เปนปฏิปกษในการยับย้ังการเจริญของ Aspergillus carbonarius TK4.2 (พัณณชิตา ธราดลศิริฐิติกุล, 

2554) และราไอโซเลท TKI9 ที่คัดแยกไดจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก  

 

          จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟใน 

การยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 ดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS   

ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งขณะเหลว PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน พบวา       

ในชุดควบคุม ราสามารถเจริญไดดี สรางเสนใย และสรางสปอรเต็มพื้นที่บนจานเลี้ยงเช้ือ เมื่อเทียบกับ     

ในชุดทดสอบที่มีการหยดแบคทีเรียกรดแลคติกที่ คัดแยกได  พบวาราเจริญเปนเพียงเสนใยสีขาว             

ไมสรางสปอร หรือสรางสปอรเพียงเล็กนอย และเกิดวงใสบริเวณรอบหยดเช้ือ ดังแสดงในภาพที่ 3.7 

 

    
 

ภาพท่ี 3.7 การทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของราที่ผลิต

โอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS   ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง

ขณะเหลว PDA บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุม (ข) ชุดทดสอบที่มีการหยด

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดรวมกับการเลี้ยง A. carbonarius TK4.2 

(ก) (ข) 
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          จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟใน 

การยับย้ังการเจริญของราไอโซเลท TKI9 ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก

ดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งขณะเหลว PDA ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน พบวา ในชุดควบคุม ราสามารถเจริญไดดี สรางเสนใยไดเต็ม

พื้นที่บนจานเลี้ยงเช้ือ เมื่อเทียบกับในชุดทดสอบที่มีการหยดแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได พบวา รา

เจริญและสรางเสนใยสีขาวไดนอย และเกิดวงใสบริเวณรอบหยดเช้ือ ดังแสดงในภาพที่ 3.8 

 

     
 

ภาพท่ี 3.8 การทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของราที่ผลิต

โอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง

ขณะเหลว PDA บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุม (ข) ชุดทดลองที่มีการหยด

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดรวมกับการเลี้ยงราไอโซเลท TKI9 

 

          ผลการทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟใน   

การยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 และราไอโซเลท TKI9 โดยมีระดับการยับย้ังการเจริญ      

3 ระดับ คือ การยับย้ังการเจริญมากที่สุดและไมพบการสรางเสนใย (+++) (ภาพที่ 3.9ก) การยับย้ังการ

เจริญบางสวน พบการสรางเสนใย และสปอรเล็กนอย (++) (ภาพที่ 3.9ข) และไมมีการยับย้ังการเจริญ       

(-) (ภาพที่ 3.9ค) 

 

 

 

 

 

(ก) (ข) 



35 
 

 
 

ภาพท่ี 3.9 การยับย้ังการเจริญของราในแตละระดับที่กําหนดตามสัญลักษณ 

ก. การยับย้ังมากที่สุด (+++) ข. การยับย้ังบางสวน (++) ค. ไมมีการยับย้ัง (-) 

 

          ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกที่    

คัดแยกได จํานวน 8 ไอโซเลต จาก 15 ไอโซเลต ที่สามารถยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 ได 

ประกอบดวย ตัวแทนกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลต MF1D, MF4A และ MW2A ตัวแทนกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลต 

MW2C ตัวแทนกลุมที่ 5 ไดแก ไอโซเลต MF1G, MW1A และ PC1D และตัวแทนกลุมที่ 6 ไดแก ไอโซเลต 

PF1B และพบวาไอโซเลต MW2A  มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญ และการสรางสปอรของราสูง   

ที่สุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับย้ังการเจริญไดอีก 7 ไอโซเลต โดย    

A. carbonarius TK4.2 เมื่อเลี้ยงรวมกับไอโซเลต MW2A มีการเจริญนอยมากจนมองไมเห็นการสราง   

เสนใยบนจานเลี้ยงเช้ือ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ัง 1.95±0.48 เซนติเมตร 

  

          ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของราไอโซเลต TKI9 ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนา

โครงการหลวงตีนตก พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จํานวน 9 ไอโซเลต จาก 15 ไอโซเลต ที่

สามารถยับย้ังการเจริญของราไอโซเลต TKI9 ได ประกอบดวย ตัวแทนกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลต MF1D, 

MF3D, MF4A, MW2A และ TW1B ตัวแทนกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลต MW2C และ TF1A ตัวแทนกลุมที่ 5 

ไดแก ไอโซเลต MF1G และตัวแทนกลุมที่ 6 ไดแก ไอโซเลต PF1B และพบวาไอโซเลต MW2A มี

ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราสูงที่สุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และแบคทีเรียกรดแลคติกที่

สามารถยับย้ังการเจริญไดอีก 8 ไอโซเลต โดยราไอโซเลต TKI9 เมื่อเลี้ยงรวมกับไอโซเลต MW2A มีการ

เจริญนอยมากจนมองไมเห็นการสรางเสนใยบนจานเลี้ยงเช้ือ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณ

ยับย้ัง 1.88±0.58 เซนติเมตร 

 

          การยับย้ังการเจริญของราและขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวญยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่

คัดแยกไดในการยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 และราไอโซเลท TKI9 แสดงในตารางที่ 3.5 

 

(ก) (ข) (ค) 
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ตารางท่ี 3.5 การยับย้ังการเจริญของราและขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรด   

แลคติกที่คัดแยกไดในการยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 และราไอโซเลท TKI9 
 

 A. carbonarius TK4.2  ราไอโซเลท TKI9 

ไอโซเลต การยับยั้ง เสนผานศูนยกลาง (ซม.)   การยับยั้ง เสนผานศูนยกลาง (ซม.) 

MC1A - -  - - 

MF1D ++ 1.92±0.35  ++ 1.15±0.81 

MF3D - -  ++ 1.67±0.44 

MF4A ++ 1.89±0.28    +++ 1.40±0.14 

MW2A +++ 1.95±0.48  ++ 1.88±0.58 

PC1A - -  - - 

TF1B - -  - - 

TW1B - -  ++ 1.10±0.74 

TF1H - -  - - 

MW2C ++ 1.39±0. 11  +++ 1.31±0.25 

TF1A - -  ++ 1.32±0.10 

MF1G ++ 1.79±0.25   ++ 1.25±0.08 

MW1A ++ 1.63±0.39   - - 

PC1D ++ 1.75±0.21   - - 

PF1B ++ 1.70±0.30  ++ 1.56±0.22 

 หมายเหตุ : สัญลกัษณ +++ หมายถึง การยับย้ังการเจริญมากที่สุด และไมพบการสรางเสนใย 

                สัญลักษณ ++ หมายถึง การยับย้ังการเจรญิบางสวน พบการสรางเสนใย และสปอรเลก็นอย 

                สัญลักษณ - หมายถึง ไมมีการยับย้ังการเจริญ 
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บทที่ 4 

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 

          จากการศึกษาสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางกาแฟจากพื้นที่โครงการหลวง        

3 โครงการ ไดแก สถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนา

โครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย โดยคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกดวยวิธีการ  

Dilution plating method บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต เน่ืองจากแบคทีเรีย 

กรดแลคติกสามารถสรางพลังงานจากการหมักคารโบไฮเดรตเกิดเปนกรดแลคติกได (Gänzle, 2015) กรด

แลคติกจึงทําปฏิกิริยากับแคลเซียมคารบอเนต เกิดเปนอนุพันธเชิงซอนของ Ca(C3H6O3)2 นํ้า และ

คารบอนไดออกไซด (Moorehead และ Shumway, 2008) ซึ่งสารเชิงซอนของ Ca(C3H6O3)2 ทําใหเกิด   

วงใสบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ดังน้ัน โคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกที่เจริญบนอาหารจึงเกิด   

วงใสรอบโคโลนี ลักษณะวงใสที่เกิดข้ึนสามารถใชเปนตัวบงช้ีสําหรับ การคัดเลือกเบื้องตนเพื่อนําไปทดสอบ

ดวยวิธีอื่นๆ ในการพิสูจนวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดมีทั้งหมด 62    

ไอโซเลต โดยคัดแยกจากตัวอยางเมล็ดกาแฟหมักไดมากที่สุดจํานวน 39 ไอโซเลต และพบในจํานวนที่

ใกลเคียงกันในพื้นที่โครงหลวงทั้ง 3 โครงการ สวนตัวอยางผลกาแฟสุก และตัวอยางนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ

สามารถคัดแยกไดจํานวน 13 ไอโซเลต และ 9 ไอโซเลต ตามลําดับ จากผลการศึกษาที่พบแบคทีเรียกรด  

แลคติกในเมล็ดกาแฟหมักไดมากที่สุดน้ัน เน่ืองจากในข้ันตอนการหมักเมล็ดกาแฟมีสารอาหารเพียงพอ

สําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และแบคทีเรียกรดแลคติกเปนหน่ึงในจุลินทรียที่สามารถเจริญเติบโต 

ไดดีในขณะที่มีการหมัก และพื้นที่โครงการหลวงทั้ง 3 โครงการใชกระบวนการแบบเปยกในการผลิตเมล็ด

กาแฟ จึงทําใหพบแบคทีเรียกรดแลคติกไดในเมล็ดกาแฟหมัก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Batista และ

คณะ (2016) ที่ไดศึกษาจุลินทรียที่พบในกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปยก และพบวาจุลินทรียหลักที่

พบในกระบวนการน้ี คือ แบคทีเรียกรดแลคติก เชน Lactobacillus sp., Leuconostoc sp. และ 

Weissella sp. โดยพบมากในข้ันตอนการหมักเมล็ดกาแฟจากการใชเมือกของเมล็ดกาแฟเปนสารต้ังตน   

ในการหมัก และเชนเดียวกันกับงานวิจัยของ De Bruyn และคณะ (2017) ที่พบแบคทีเรียกรดแลคติกได

มากที่สุดในกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปยก และพบมากที่สุดในข้ันตอนการแชเมล็ดกาแฟ เน่ืองจาก

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถใชผนังผลช้ันกลาง และผนังผลช้ันในของผลกาแฟเปนสารต้ังตนในการหมัก 

ทําใหสามารถเจริญเติบโตไดดี 

 

          จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยสังเกตลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศน รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 62 ไอโซเลต เปน

แบคทีเรียแกรมบวก โดยพบเปนเซลลรูปแทง ขนาดสั้น จํานวน 42 ไอโซเลต และเซลลรูปกลม จํานวน    

20 ไอโซเลต ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และเอนไซมออกซิเดส จากกระบวนการหมักนํ้าตาลพบ 
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แบคทีเรียกรดแลคติกกลุมโฮโมเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 6 ไอโซเลต ที่สรางเฉพาะกรด ไมมีการสรางแกส

คารบอนไดออกไซด และพบแบคทีเรียกรดแลคติกกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 56 ไอโซเลต    

โดยมีการสรางกรดและแกสคารบอนไดออกไซดจากการหมัก โดยโฮโมเฟอรเมนเททีฟ เปนกระบวนการหมกั

ที่สวนใหญไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดแลคติก และไมพบแกสในหลอดดักแกส สวนการหมักนํ้าตาลแบบ   

เฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ เปนกระบวนการหมักนํ้าตาลที่จะเกิดกรดแลคติก กรดอะซิติก เอทานอล และ

แกสคารบอนไดออกไซด โดยพบแกสในหลอดดักแกส (Salminen และ Von Wright, 2004) จากผล

การศึกษาจึงสามารถพิสูจนไดเบื้องตนวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติก และสามารถจําแนกแบคทีเรียกรด     

แลคติกที่คัดแยกไดตามลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS รูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศน   

และคุณสมบัติทางชีวเคมีไดเปน 6 กลุม 

          จากการจําแนกกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได พบวา กลุมที่ 2 เปนกลุมที่พบมากที่สุด 

และพบไดจากตัวอยางกาแฟทุกตัวอยางในพื้นที่โครงการหลวงทั้ง 3 โครงการ โดยจากลักษณะทาง   

สัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมีคาดวามีความใกลเคียงกับ Lactobacillus sp. กลุมเฮทเทอโร

เฟอรเมนเททีฟที่สามารถหมักไดทั้งนํ้าตาลเฮกโซส คือ กลูโคส และแลคโตส และนํ้าตาลเพนโตส คือ     

ราฟโนส โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความใกลเคียงกับลักษณะ โคโลนี และรูปรางเซลลในงานวิจัยของ 

Boonma และคณะ (2014) ที่ศึกษาเกี่ยวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของ Lactobacillus rhamnosus 

LR-L31, LR-L34 และ LR-35 พบวาลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS เปนโคโลนีกลม สีขาวขุน 

นูน ขอบเรียบ และเซลลเปนรูปแทงสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู กลุม และตอกันเปนสายโซ และ

ใกลเคียงกับงานวิจัยของสุพรรณิการ ศรีบัวทอง (2548) ที่คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต PD55 จาก

ขาวหมัก พบลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลเชนเดียวกันน้ี โดยผลการจําแนกระดับสปชีสดวยวิธี partial 

16S rRNA sequence และชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50CHL พบวาเปน Lactobacillus cellobiosus  

และอยูในกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ สวนคุณสมบัติทางชีวเคมีใหผลทดสอบเชนเดียวกันกับการจําแนก

แบคทีเรียกรดแลคติกของ Wood และ Holzepfel (1992) ที่กลาวถึง Lactobacillus sp. วาไมมีการสราง

เอนไซมคะตะเลส และเอนไซมออกซิเดส รวมทั้งเกิดกระบวนการหมักแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟได    

ในนํ้าตาลเฮกโซส และนํ้าตาลเพนโตส  

          จากผลการศึกษาทั้งหมดสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดจากตัวอยางผลกาแฟสุก เมล็ด

กาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดในทุกข้ันตอนการ

ผลิต ต้ังแตหลังการเก็บเกี่ยว หรือในระหวางกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ และแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัด

แยกไดสวนใหญเปนกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ นอกจากน้ี แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดบางกลุม 

สามารถพบไดเฉพาะในบางพื้นที่  เชน กลุมที่ 6 คัดแยกไดจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยงเพียงที่

เดียว ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Leong และคณะ (2014) ไดศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียกรด

แลคติกจากผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวในประเทศไตหวัน สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดหลายชนิด 

โดยชนิดหลักที่พบเปนกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ ไดแก Leuconostoc sp. และ Weissella sp. ที่

ระดับความสูงเฉลี่ย 800 เมตร และคัดแยก Lactococcus lactis subsp. lactis ไดที่ระดับความสูงเฉลี่ย 
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1,200 เมตร ซึ่งแสดงใหเห็นวาระดับความสูง หรือสภาพอากาศของแตละสถานที่น้ันมีผลตอการกระจายตัว

ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แตกตางกัน และเชนเดียวกันกับงานวิจัยของ Avallone และคณะ (2001) 

ศึกษาจุลินทรียประจําถ่ินในระหวางที่เกิดกระบวนการหมักของเมล็ดกาแฟ พบแบคทีเรียกรดแลคติกเปน

จุลินทรียหลักที่พบไดในกระบวนการน้ี คือ Leuconostoc mesenteroides dextranicum และ 

Lactobacillus brevis และพบวาเปนกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟที่ผลิตกรดแลคติก และกรดอะซิติก   

ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกถือวาเปนจุลินทรียที่พบบอยในระหวางการหมักตามธรรมชาติ 

 

          จากการศึกษาความเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟทั้ง 3 ชนิด

ในการยับย้ังการเจริญของราที่ผลิตโอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay พบวาแบคทีเรียกรดแลคติก

ไอโซเลต MW2A มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญ และการสรางสปอรของราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ 

สูงที่สุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดไอโซเลตอื่น ผลการทดลองสอดคลอง

กับงานวิจัยอื่นที่รายงานความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของรา Djossou  

และคณะ (2011) ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากไซเลจกาแฟในการยับย้ัง

การเจริญของราที่ปนเปอนในเมล็ดกาแฟดวยวิธี Dual-culture agar plate พบวาแบคทีเรียกรดแลคติก

จํานวน 10 ไอโซเลตสามารถยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ได Essia Ngang และคณะ (2015) 

ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 13 สายพันธุที่คัดแยกจากเมล็ดโกโกหมักในการ   

ยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius  พบวาสามารถยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ได และสามารถ

นํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในระหวางกระบวนการผลิตเมล็ดโกโกได 

          แบคทีเรียกรดแลคติกมีกลไกที่สามารถยับย้ังการเจริญของรา เชน การแยงสารอาหาร การผลิต 

กรดอินทรีย และการผลิตสารเมแทบอไลตอื่นที่ออกฤทธ์ิเปนปฏิปกษที่สามารถยับย้ังการเจริญของรา และ

บางชนิดมีผลตอการสรางสารพิษจากรา นอกจากน้ี ยังพบวาผนังเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถ   

ดูดซับสารพิษจากรา ทําใหชวยลดการปนเปอนสารพิษจากรา ในอาหารได (Holzer และคณะ, 2003)    

สารเมแทบอไลตที่ออกฤทธ์ิเปนปฏิปกษตอราที่แบคทีเรียกรดแลคติกสรางข้ึน สวนใหญเปนสารที่มีนํ้าหนัก

โมเลกุลตํ่าและทนความรอน และพบวาสารเมแทบอไลตเหลาน้ีสรางข้ึนในระหวางที่แบคทีเรียกรดแลคติก   

มีการเจริญเติบโต (Dalié และคณะ, 2010)  

          Perczak และคณะ (2018) รายงานเกี่ยวกับสารเมแทบอไลตที่เปนปฏิปกษตอราที่สรางโดย

แบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก กรดอินทรีย เชน กรดแลคติก กรดอะซิติก ไฮโดรเจนเพอรออกไซด

สารประกอบประเภทโปรตีน รูเทอริน กรดไขมัน และสารประกอบฟโนลิก ซึ่งสารเมแทบอไลตเหลาน้ี

สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของจุลินทรียอื่น โดยออกฤทธ์ิบริเวณเย่ือหุมเซลล ทําใหเซลลตายสงผลให

ยับย้ังการเจริญได ในงานวิจัยของ Magnusson และคณะ (2003) ศึกษาการสรางสารเมแทบอไลตที่เปน

ปฏิปกษตอราของ Lactobacillus coryniformis Si3 พบการสรางไซคลิกไดเปปไทด คือ  cyclo(Phe-Pro) 

และ cyclo(Phe-4-OH-Pro) และกรดฟนิลแลคติก ซึ่งสามารถยับย้ังการเจริญของ  A. fumigatus และ   

A. nidulans ได  
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          จากผลการศึกษาทั้งหมดแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผลกาแฟสุก เมล็ด

กาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก 

และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราที่    

ผลิตโอคราทอกซินเอได ซึ่งอาจนํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในการควบคุมการเจริญของราที่ผลิต     

โอคราทอกซินเอที่พบปนเปอนในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว เพื่อใหไดเมล็ดกาแฟที่มีคุณภาพดีสําหรับ 

การบริโภคตอไป 
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ภาคผนวก ก 

 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต (de Man, Rogosa and Sharpe) 

อาหารสําเร็จรูป MRS        22   กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต         2   กรัม 

ผงวุน           6   กรัม 

          ละลายสวนผสมทั้ง 3 ชนิด ในนํ้ากลั่นปริมาตร 400 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ          

15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) 

อาหารสําเร็จรูป MRS        5.5   กรัม 

          ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) ที่มีผงวุน 0.8% 

อาหารสําเร็จรูป PDB        4.8   กรัม 

ผงวุน           0.16   กรัม 

          ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ้ากลั่นปริมาตร 200 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

4. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDB (Potato Dextrose Broth) 

อาหารสําเร็จรูป PDB        2.4   กรัม 

          ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 

1. สารละลายที่ใชเตรียมสปอรราแขวนลอย 

          ช่ังโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับ Tween 80

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหเขากัน นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121     

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

2. สารสะลายเปปโทน (Peptone water) 

          ช่ังเปปโทน 0.45 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 450 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ      

15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

3. การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 

2555) 

          หลักการ ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) เปนผลิตภัณฑที่ได (by-product) จากการหายใจระดับ

เซลล และเปนพิษเมื่อสะสมในเซลล เอนไซมคะตะเลสทําลาย H2O2 กอนที่สารน้ีจะทําอันตรายตอเซลลดวย

แยก H2O2 เปนออกซิเจนอิสระ ซึ่งเกิดเปนฟอง และนํ้า การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลสจึงใช

สารละลาย H2O2 ทดสอบ ดังน้ัน ถาเปนแบคทีเรียที่สรางคะตะเลสจึงแสดงการสลาย H2O2 ได และ

สังเกตเห็นมีฟองกาซเกิดข้ึน ซึ่งโดยทั่วไปปฏิกิริยาจะเกิดเร็วมาก และจะมีฟองปรากฏใหเห็น 

 

สารละลายทดสอบ 

          3% ของไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 

 

วิธีการทดสอบ 

          นําเช้ือที่ตองการทดสอบปายลงบนสไลดที่สะอาด หยดสารละลาย 3% ของไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

ลงบนเช้ือที่ปายไวกอน แลวอานผลทันที 

          Positive catalase test คือ เกิดฟองแกสทันที และเห็นไดชัด 

          Negative catalase test คือ ไมเกิดฟองแกสข้ึน 
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4. การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 

2555) 

          หลักการ Aerobic bacteria มีกระบวนการ Oxidative phosphorylation ในการหายใจระดับ

เซลลเพื่อสรางพลังงาน โดยระหวางการเกิดขบวนการน้ี จะมีการถายเทอิเล็กตรอนใหกับออกซิเจนโดยผาน

วิถีของการขนสงอิเล็คตรอน ซึ่งจะอาศัยการทํางานของ Cytochrome ตางๆ ซึ่งการทดสอบออกซิเดสน้ี   

เปนการทดสอบหา Cytochrome C oxidase ของแบคทีเรีย ซึ่งจะไปออกซิไดซสารเคมีทําใหเกิด   

สารประกอบสีมวง 

 

สารละลายทดสอบ (Oxidase regent) 

          Kovac' s oxidase reagent (1% tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochroride) 

          ช่ัง Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochroride 1 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 

100 มิลลิลิตร แลวนําไปใชทดสอบทันที 

 

วิธีการทดสอบ 

วิธีที่ 1 Indirect paper procedures 

          1. วางกระดาษกรองลงในเพลต 

          2. หยด Kovac's oxidase reagent ลงบนกระดาษใหพอช้ืน 

          3. ใชลูปเข่ียเช้ือ แลวปายลงในกระดาษกรอง ยาวประมาณ 3 เซนติเมตร 

          4. สังเกตการเปลี่ยนสีของเช้ือที่ปายลงในกระดาษกรอง 

          5. อานผล 

          Oxidase positive คือ มีการเปลี่ยนสีเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที 

          Oxidase negative คือ เช้ือที่ปายลงไปแลวไมมีการเปลี่ยนสี 

วิธีที่ 2 Direct plate procedures 

          1. Streak เช้ือทดสอบลงบน agar plate ใหไดโคโลนีเด่ียว 

          2. หยด Kovac' s oxidase reagent 2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ 

          3. สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโคโลนี 

          4. การอานผล 

          Oxidase positive : โคโลนีเปลี่ยนสีเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที 

          Oxidase negative : โคโลนีไมเปลี่ยนสี 
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5. การทดสอบการสรางกรด และแกสในกลูโคส 1 เปอรเซ็นต (Acid and gas production from 1% 

glucose) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 

          หลักการ ระหวางการหมัก สารอินทรียถูกใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทาย ผลิตภัณฑสุดทายของ

การหมักเปนกรด หรือ เปนกรดและแกส ปฏิกิริยาการหมักถูกตรวจสอบดวยการเปลี่ยนสีของตัวบงช้ีคา

ความเปนกรด-เบส (pH indicator) โดยทั่วไปมีการใชฟนอลเรด (Phenol red) เปนตัวบงช้ีการหมัก

คารโบไฮเดรต เน่ืองจากผลิตภัณฑจากการหมักคารโบไฮเดรตเปนกรดอินทรีย แตมีตัวบงช้ีคาความเปน  

กรด-เบสอื่นๆ ที่สามารถใชได เชน Bromocresol purple (หรือ Bromcresol purple) และ 

Bromothymol blue  (หรือ Bomthymol blue) 

 

การเตรียมอาหารทดสอบ 

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS        100   มิลลิลิตร 

กลูโคส  1   กรัม 

ฟนอลเรด 0.02   กรัม 

          ถายอาหารลงในหลอดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสหลอดดักแกส (Durham tube) น่ึงฆาเช้ือดวย   

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที อาหารมีสีแดงของฟนอลเรด   

มีคาความเปนกรด-เบสประมาณ 7.4 ± 0.2 

 

วิธีการทดสอบ 

          เข่ียแบคทีเรียกรดแลคติก ใสในหลอดอาหารที่เตรียมไว นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง

นํามาตรวจผล เทียบกับหลอดควบคุม (ไมมีแบคทีเรียทดสอบ) ดังน้ี 

          ผลการทดสอบเปนลบ (Negative test) อาหารไมเปลี่ยนสี 

          หมักกลูโคสไดกรด (Acid production) อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง 

          หมักกลูโคสไดกรดและแกส (Acid and gas production) อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง 

และฟองแกสที่ดานบนของหลอดดักแกส 

 

          การทดสอบการสรางกรดในนํ้าตาล 1 เปอรเซ็นต ใชวิธีเดียวกับการทดสอบการหมักกลูโคสที่กลาว   

ในขางตน แตเปลี่ยนชนิดนํ้าตาลจากกลูโคสเปนแลคโตส และราฟโนส 
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ภาคผนวก ค 

 

ขอมูลดิบ 

 

ภาพท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกมาใชในการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอ A. carbonarius TK4.2 และ   

ราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี Agar spot assay จํานวน 15 ไอโซเลต 

 

   
MC1A (กลุมที ่1) MF1D (กลุมที ่2) MF3D (กลุมที ่2) 

   
MF4A (กลุมที ่2) MW2A (กลุมที ่2) TW1B (กลุมที ่2) 
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ภาพท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกมาใชในการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอ A. carbonarius TK4.2 และ   

ราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี Agar spot assay จํานวน 15 ไอโซเลต 

 

   
TF1B (กลุมที ่2) PC1A (กลุมที ่2) TF1H (กลุมที ่3) 

   
MW2C (กลุมที ่4) TF1A (กลุมที ่4) MF1G (กลุมที ่5) 

   
MW1A (กลุมที ่5) PC1D (กลุมที ่5) PF1B (กลุมที ่6) 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

MC1A กลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส แทง - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC1C กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC1D กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC2A กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1A  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF1B  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF1C  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF1D  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1E  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1F  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1G  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1H  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1I  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1J  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด 

54 



55 
 

ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

MF2A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF2B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3A กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ  แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF3C กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3D กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3E กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3F กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3G กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3H กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3I กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3J กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF4A  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF4B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW1A  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

MW2A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW2B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW2C กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW2D กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

PC1C กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1D กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1E กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1A กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1B กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1C กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1D กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1E กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1F กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 56 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

PF1G กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PW1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PW1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TC1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TC2A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TC2B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1A กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1C กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1D กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1E กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1F กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1G กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1H กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

TW1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 57 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

TW1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TW1C กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 
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ตารางท่ี ค.2 เสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอ A. carbonarius TK4.2 

ดวยวิธี Agar spot assay 
 

 A. carbonarius TK4.2 (เซนติเมตร)   

 ซ้ําท่ี 1   ซ้ําท่ี 2  

ไอโซเลต (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง  (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง 

MC1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ  ไมมีการยับย้ังการเจรญิ 

MF1D 1.8 1.9 2.1 2.5  1.6 1.6 วงใสไมชัดเจน  

MF3D ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

MF4A 1.8 1.6 2.5  2.0  1.7 1.6 1.9 2.0 

MW2A 2.8 2.5 1.5 1.7  1.7 1.7 1.7 2.0 

PC1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TF1B ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TW1B ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TF1H ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

MW2C 1.5 1.5 1.3 1.4  1.5 1.4 1.3 1.2 

TF1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

MF1G 2.2 1.8 1.8  2.2  1.8 1.6 1.5 1.6 

MW1A 1.7 1.6 1.8  2.0  วงใสไมชัดเจน  วงใสไมชัดเจน  

PC1D 1.8 2.0 1.7  1.5  วงใสไมชัดเจน  วงใสไมชัดเจน  

PF1B 1.8 2.0 1.3 1.4  1.8 1.9 วงใสไมชัดเจน  59 
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ตารางท่ี ค.3 เสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี 

Agar spot assay 

 ราไอโซเลต TKI9 (เซนติเมตร)   

 ซ้ําท่ี 1   ซ้ําท่ี 2  

ไอโซเลต (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง  (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง 

MC1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ  ไมมีการยับย้ังการเจรญิ 

MF1D 1.2 1. 1 วงใสไมชัดเจน   2.0 1.4 1.5 2.0 

MF3D 2.3 1.7 2.0 2.2  1.5 1.2 1.3 1.2 

MF4A 1.4 1.4 1.2 1.4  1.3 1.3 1.5 2.3 

MW2A 1.5 1.3 2.5 2.3  2.0 2.3 1.4 1.3 

PC1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TF1B ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TW1B 1.7 1.4 วงใสไมชัดเจน   1.5 1.4 1.2 1.6 

TF1H ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

MW2C 1.5 1.6 1.3 1.7  1. 1 1.0 1.5 1.8 

TF1A 1.3 1.2 1.3 1.2  1.5 1.4 1.3 1.4 

MF1G 1.4 1.3 1.2 1.3  1.2 1.1 1.3 1.2 

MW1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

PC1D ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

PF1B 1.3 1.4 1.4 1.4  1.8 1.7 1.7 1.8 
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