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บทคัดยHอ 

 ปTจจุบันวิธีการควบคุมทางชีวภาพโดยใชMยีสต4ปฏิปTกษ4ในการตMานราเปZนวิธีหนึ่งที่ไดMรับความสนใจเปZนอย7าง
มากเพื่อลดผลกระทบต7อสุขภาพของผูMบริโภค การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค4เพื่อประเมินความเปZนปฏิปTกษ4ของยีสต4
ไอโซเลต Y08 และ Y20 ที่แยกไดMจากเมล็ดกาแฟ ต7อการยับยั้งการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 และศึกษา
กลไกสำคัญในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซิน ผลการทดสอบพบว7า ยีสต4ปฏิปTกษ4ทั้งสองไอโซเลต
สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินของ A. flavus ไดMอย7างมีประสิทธิภาพ โดยใชMกลไกสำคัญใน
การยับยั้ง คือ การผลิตสารประกอบอินทรีย4ระเหยง7ายที่มีผลต7อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเสMนใยรา ยีสต4
ปฏิปTกษ4ทั้งสองไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของราไดM 40-60 เปอร4เซ็นต4 และลดการผลิตอะฟลาทอกซินไดM
มากกว7า 90 เปอร4เซ็นต4 และสารประกอบอินทรีย4ระเหยง7ายท่ียีสต4ผลิตมากท่ีสุด คือ เอทานอล 
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Abstract 
 Currently, the biological control using antagonistic yeast is one of the particular interest 
to reduce the effects on the health of consumers. The objective of this study were to evaluate 
the antagonistic activity of antagonistic yeasts (Y08 and Y20 isolated from coffee beans) against 
the growth of A. flavus M3T8R4G3 and to examine the main antagonistic mechanism against the 
fungal growth and aflatoxin production. The results showed that all yeasts could effectively inhibit 
the growth and aflatoxin production of A. flavus. The main antagonistic mechanism was the 
production of VOCs effecting hyphal morphology. Both yeast isolates were able to inhibit the 
fungal growth in the range of 40-70% of inhibition and to reduce aflatoxin production more 90% 
of reduction. The major volatile organic compound produced by yeast was ethanol. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ4ฉบับนี้สำเร็จลุล7วงไปไดMดMวยดี อันเนื่องมาจากความ
กรุณาและอนุเคราะห4ของผูMช7วยศาสตราจารย4 ดร.ชีวานันท4 เดชอุปการ ศิริสมบูรณ4 อาจารย4ที่ปรึกษาโครงการท่ี
กรุณาถ7ายทอดความรูM ใหMคำปรึกษา และคำแนะนำ ที่เปZนประโยชน4อย7างยิ่งต7อโครงการตลอดระยะเวลาของการ
ทำงานวิจัยนี้ ตลอดจนความอนุเคราะห4ในการปรับปรุงแกMไขโครงการวิจัยนี้ใหMสำเร็จตามวัตถุประสงค4ที่ไดMตั้งใจไวM 
ผูMวิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารย4เปZนอย7างสูงมา ณ โอกาสน้ี 
 ขอกราบขอบพระคุณคณาจารย4และเจMาหนMาที ่ทุกท7านในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร4 
จุฬาลงกรณ4มหาวิทยาลัย ที่ใหMความรูM คำแนะนำต7าง ๆ ที่เปZนประโยชน4ต7องานวิจัยฉบับนี้รวมถึงต7อตัวผูMวิจัยเอง 
และใหMความช7วยเหลือ อำนวยความสะดวกในการใชMอุปกรณ4และสารเคมีต7าง ๆ ภายในภาควิชา 
 ขอขอบคุณพี่ ๆ ในหMองปฏิบัติการ 1904/14 ทุกคน ไดMแก7 นางสาวพิชชาภา เอี่ยมลออ นางสาวภาสนันท4 
พันธุมะโอภาส และนายนรวิชญ4 เนตรประดิษฐ4 ตลอดจนเพื่อนร7วมหMองปฏิบัติการ นางสาวณัฐณิชา ตันติเจริญการ 
ท่ีคอยช7วยเหลือในการทำปฏิบัติการ รวมถึงคอยใหMคำแนะนำต7าง ๆ ตลอดการทำโครงการวิจัยฉบับน้ี 
 ขอขอบคุณเพื่อน ๆ นิสิตชั้นปñที่ 4 ที่คอยช7วยเหลือต7าง ๆ โดยเฉพาะอย7างยิ่ง นางสาวญาณิกา ฉันทโชติ 
นายธเนศ ศรีโมรา นางสาวธัญณาพร สุนทรวารี นางสาวนภัสวรรณ ธรรมสวัสดิ์ และนางสาวศิระประภา เหล7ามูล 
ท่ีคอยช7วยเหลือและเปZนกำลังใจในการทำโครงการวิจัยน้ีใหMสำเร็จลุล7วงไปไดMดMวยดี  

ขอขอบคุณวงก็อตเซเว7น ประกอบไปดMวย คุณมาร4คตMวน คุณอิมแจบอม คุณแจ็คสันหวัง คุณปาร4คจินยอง 
คุณชเวยองแจ คุณแบมแบม และคุณคิมยูคยอม วงเอ็นซีที ประกอบไปดMวย คุณคิมโดยอง และคุณฮวังอินจุน ท่ี
เปZนแรงใจและแรงผลักดันท่ีมีความหมายกับผูMวิจัยตลอดการศึกษาและทำโครงการวิจัยน้ีเปZนอย7างมาก 

ขอขอบคุณทุกคนครอบครัวที่คอยสนับสนุนผูMวิจัยเสมอมา และสุดทMายขอขอบคุณตัวเองที่อดทนและ
พยายามต7อการทำงานวิจัยฉบับน้ีจนสำเร็จลุล7วงไปดMวยดี  
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 
1.1 สารพิษจากรา (Mycotoxins) 

สารพิษจากรา (mycotoxins) มาจากคำว9า “myco” รวมกับ “toxin” มีรากศัพทAมาจากภาษากรีกคำว9า 
“mykes” หมายถึงรา และ “toxikon” ที ่หมายถึงสารพิษ (IARC, 1993) เป XนสารเมแทบอไลตAท ุต ิยภ ูมิ 
(secondary metabolite) ที่เปXนพิษต9อมนุษยAและสัตวA ผลิตจากราสายใยหลายชนิด (Zain, 2011) เปXนอันตราย
ต9อสัตวAที่มีกระดูกสันหลังเมื่อบริโภค สูดดม หรือสัมผัส ทำใหmเกิดการสะสมในอวัยวะและเนื้อเยื่อต9าง ๆ ซึ่งมักเกิด
ผ9านการบริโภคอาหารที่มีการปนเปqrอนรา (Marin และคณะ, 2013) เมื่อไดmรับในปริมาณเพียงเล็กนmอยจะทำใหmเกิด
อาการพิษ (mycotoxicosis) แต9ไม9สามารถถ9ายทอดจากคนหนึ่งไปสู9อีกคนหนึ่งไดm การปนเปqrอนของราหรือสารพิษ
จากราเกิดขึ้นตั้งแต9ในช9วงการเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว การเก็บรักษา และการนำผลิตผลทางการเกษตรมาผลิตเปXน
อาหาร (Bennett และ Klich, 2013) องคAการอาหารและการเกษตรแห9งสหประชาชาติ (Food and Agriculture 
Organization of the United Nation: FAO) ระบุว9ากว9า 25 เปอรAเซ็นตAของผลผลิตทางการเกษตรทั่วโลกพบ
การปนเปqrอนของสารพิษจากรา (อำนาจ พัวพลเทพ, 2562) 

สารพิษจากราสามารถแบ9งตามชนิดของราท่ีผลิตสารพิษไดm 4 กลุ 9ม ไดmแก9 1) สารพิษจากราสกุล 
Aspergillus spp. สารพิษจากรากลุ9มนี้มักพบการปนเปqrอนในวัตถุดิบอาหาร เช9น ขmาวโพด ธัญพืชต9าง ๆ พืชน้ำมัน 
กากถั่วเหลือง ขmาวสาลี ขmาวโอäต ขmาวบารAเลยA ขmาวฟåาง ถั่วชนิดต9าง ๆ และเครื่องเทศ เปXนตmน สารพิษจากราในกลุ9ม
นี้ที่สำคัญและมีผลกระทบต9อสุขภาพของมนุษยAและสัตวA ไดmแก9 อะฟลาทอกซิน (aflatoxins) ทำใหmเกิดพิษต9อตับ 
และโอคราทอกซิน (ochratoxins) ทำใหmเกิดพิษต9อไต 2) สารพิษจากราสกุล Fusarium spp. มีมากมายหลาย
ชนิด และพบมากกว9า 20 ชนิด ที่สามารถผลิตสารพิษจากราไดm สารพิษจากราในกลุ9มนี้ที่สำคัญและส9งผลกระทบ
ต9อสุขภาพของมนุษยAและสัตวA ไดmแก9 ไตรโคทีซีน (trichothecenes) เช9น ทีทูทอกซิน (T-2 toxin), ดีออกซีนิวาลี
นอล (deoxynivalenol) และนิวาลีนอล (nivalenol) 3) สารพิษจากราสกุล Penicillium spp. สามารถก9อโรคท้ัง
ในมนุษยAและสัตวA ส9วนใหญ9พบการปนเปqrอนของสารพิษในเมล็ดธัญพืช เช9น ขmาว ขmาวโพด ถั่วลิสง เมล็ดกาแฟ 
สารพิษจากราในกลุ9มนี้ที่สำคัญ ไดmแก9 พาทูลิน (patulin) และซิไตรนิน (citrinin) เปXนตmน และ 4) สารพิษจากรา
กลุ9มอ่ืน ๆ เช9น เออรAกอต (ergot) ซ่ึงเปXนสารพิษท่ีผลิตจาก Clavisep spp. (อำนาจ พัวพลเทพ, 2562) 
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การปนเปqrอนของสารพิษจากราอาจเกิดขึ้นไดmทุกขั้นตอนตั้งแต9การเพาะปลูก การเลี้ยงสัตวA การฆ9าหรือ
ชำแหละ การเก็บเกี่ยว การแปรรูป การบรรจุ การขนส9ง การเก็บรักษา เปXนตmน (สำนักสุขาภิบาลอาหารและน้ำ 
กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข, 2557) ในขณะที่การปนเปqrอนของสารพิษจากราในอาหารมักเกิดขึ้นภายหลัง
การเก็บเก่ียวและระหว9างการเก็บรักษา อันเน่ืองมาจากปíจจัยต9าง ๆ เช9น ความช้ืน อุณหภูมิ และปริมาณออกซิเจน 
ซึ่งปíจจัยเหล9านี้เปXนปíจจัยที่ส9งผลใหmราเจริญและผลิตสารพิษไดm (Kaushal และ Deepak, 1998) ตัวอย9างการ
ปนเปqrอนของสารพิษจากราในผลผลิตทางการเกษตรชนิดต9าง ๆ แสดงในตารางท่ี 1.1 
 
ตารางท่ี 1.1 ตัวอย9างสารพิษจากราและผลผลิตทางการเกษตรท่ีพบการปนเปqrอน 

สารพิษจากรา ตัวอยCางราท่ีผลิตสารพิษ ตัวอยCางผลผลิตทางการเกษตร 
ท่ีพบการปนเปHIอน 

อะฟลาทอกซิน A.  flavus 
A. parasiticus 

ขmาวโพด ขmาวสาลี ขmาวโอäต ขmาวบารAเลยA 
ขmาวฟåาง ถ่ัวชนิดต9าง ๆ 

โอคราทอกซิน A. carbonarius 
A. ochraceus 

เมล็ดกาแฟ เมล็ดโกโกm ไวนA เบียรA 
ผลไมmแหmง เคร่ืองเทศ 

ไตรโคทีซีน F. culmorum 
F. graminearum 

ธัญพืช ผลิตภัณฑAจากธัญพืชต9าง ๆ 

ซีราลีโนน F. culmorum 
F. graminearum 

ธัญพืช ผลิตภัณฑAจากธัญพืชต9าง ๆ 

ฟูโมนิซิน F. proliferatum 
F. oxysporum 

ขmาว ขmาวโพด ขmาวฟåาง 

พาทูลิน P. expansum ผลไมmชนิดท่ีมีความเปXนกรดนmอย เช9น 
แอปเปñrล ลูกแพร พีช เปXนตmน 

ท่ีมา : ดัดแปลงมาจาก อำนาจ พัวพลเทพ, 2562 
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1.2 อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins) 
อะฟลาทอกซิน (aflatoxins) เปXนสารพิษที่พบการปนเปqrอนในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรทั่วโลก 

(Liu และคณะ, 2006) ถูกผลิตจากราในสกุล Aspergillus section Flavi โดยเฉพาะ A. flavus, A. parasiticus 
และ A. nomius เปXนตmน (Marin และคณะ, 2013) จัดเปXนสารพิษที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรmางโมเลกุล 
มีคุณสมบัติทางชีวภาพต9อคน สัตวA และพืช (บดินทรA บุตรอินทรA, 2555) ในธรรมชาติมีอะฟลาทอกซิน 4 ชนิด 
ไดmแก9 อะฟลาทอกซินบี 1, บี 2, จี 1 และจี 2 ซึ่งมีความเปXนพิษเรียงลำดับจากมากไปนmอย ไดmแก9 อะฟลาทอกซินบี 
1, อะฟลาทอกซินจี 1, อะฟลาทอกซินบี 2 และอะฟลาทอกซินจี 2 โดย อะฟลาทอกซินบี 1 เปXนชนิดที่พบบ9อย
และมีพิษรุนแรงที่สุด (จุฑารัตนA เลmาสุทธิพงษA และคณะ, 2562) แลmวยังพบการปนเปqrอนมากที่สุดในพืชผลทาง
การเกษตร เช9น ขmาวโพด ขmาว ถั่วเหลือง และถั่วลิสง เปXนตmน (Jibangyang และคณะ, 2020) โครงสรmางทางเคมี
สามารถแบ9งอะฟลาทอกซินออกเปXน 2 กลุ9ม ไดmแก9 1) กลุ9มอะฟลาทอกซินชนิดบี เปXนสารพวก bis-furano-
isocumarin และ 2) กลุ9มอะฟลาทอกซินชนิดจี เปXนสาร isocoumarin (บดินทรA บุตรอินทรA, 2555) สถาบันวิจัย
มะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on Cancer: IARC) ซึ่งเปXนหน9วยงานในสังกัดองคAการ
อนามัยโลก ไดmจัดประเภทของสารอะฟลาทอกซินไวmในกลุ9มท่ี 1 คือ เปXนสารก9อมะเร็งสำหรับมนุษยA (Murphy และ
คณะ, 2006) นอกจากนี้ ยังมีอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 และเอ็ม 2 ซึ่งเปXนอะฟลาทอกซินที่พบในน้ำนมวัวซึ่งเกิดจาก
การเปลี่ยนรูปของอะฟลาทอกซินบี 1 และบี 2 ที่ปนเปqrอนในอาหารสัตวAโดยกลไกของร9างกายสัตวA (จุฑารัตนA เลmา
สุทธิพงษA และคณะ, 2562) โครงสรmางทางเคมีของอะฟลาทอกซินชนิดต9าง ๆ แสดงในรูปท่ี 1.1 

 

 
 

รูปท่ี 1.1 โครงสรmางทางเคมีของอะฟลาทอกซินแต9ละชนิด (Zhang และคณะ, 2014) 
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คุณสมบัติทางกายภาพของอะฟลาทอกซิน มีลักษณะเปXนผลึกใส เรืองแสงภายใตmแสงอัลตราไวโอเลต 
ละลายน้ำไดm และละลายไดmดีในตัวทำละลายอินทรียA เช9น คลอโรฟอรAม เบนซิน เมทานอล เอทานอล และอะซีโตน
คุณสมบัติที่สำคัญของอะฟลาทอกซิน คือ สามารถทนความรmอนไดmถึงระดับอุณหภูมิ 260-270 องศาเซลซียส 
ดังนั้น การใชmความรmอนในรูปของการตmม อบ คั่ว นึ่ง หรือการใชmความดันไอน้ำ ไม9สามารถทำลายอะฟลาทอกซินไดm 
แต9สามารถถูกทำลายไดmโดยไฮเปอรAคลอไรทA แอมโมเนีย เบส และไฮโดรเจนเปอรAออกไซดA เสื่อมสลายภายใตm
แสงอัลตรmาไวโอเลต แสงแดด และรังสีแกรมม9า (IARC, 2002)  

ความเปXนพิษของอะฟลาทอกซินต9อร9างกายมนุษยAและสัตวAแตกต9างกันออกไป ขึ้นอยู9กับอวัยวะเปõาหมาย 
ปริมาณ และระยะเวลาที่ไดmรับอะฟลาทอกซินเขmาสู9ร9างกาย (Dhanasekaran และคณะ, 2011) มนุษยAสามารถ
ไดmรับอะฟลาทอกซินเขmาสู9ร9างกายไดmทั้งทางตรง โดยบริโภคอาหารที่เปXนผลผลิตทางการเกษตรที่ปนเปqrอนอะฟลา
ทอกซิน และทางอmอมโดยการบริโภคผลิตภัณฑAจากสัตวAที่ปนเปqrอนอะฟลาทอกซิน ซึ่งสัตวAเหล9านั้นไดmรับจากการ
บริโภคอาหารที่มีส9วนผสมของผลผลิตทางการเกษตรที่ปนเปqrอนอะฟลาทอกซิน ซึ่งอะฟลาทอกซินบี 1 เปXนพิษต9อ
สุขภาพร9างกายของมนุษยA เช9น เปXนสารก9อมะเร็ง สารก9อใหmเกิดการกลายพันธุA พิษต9อทารกในครรภA เปXนตmน 
(อภิษฐา ช9างสุพรรณ, 2548) และความเปXนพิษของอะฟลาทอกซินบี 1 ท่ีสะสมในสัตวAเล้ียงลูกดmวยนม เช9น วัว อาจ
ส9งผลกระทบต9อการระบบการทำงานของร9างกายหลายประการทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง เช9น เบื่ออาหาร เกิด
ความเครียด น้ำหนักตัวลดลง เซื่องซึม ทmองร9วง ภูมิคุmมกันของร9างกายลดลง และส9งผลใหmคุณภาพและปริมาณของ
น้ำนมที่ผลิตไดmลดลง นอกจากนี้ ยังสัมพันธAกับความเขmมขmนของอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 ในน้ำนมที่ปนเปqrอนตาม
ปริมาณความเขmมขmนของอะฟลาทอกซินบี  1 ที่สะสมในร9างกายของวัวดmวย (Dhanasekaran และคณะ, 2011) 
ผลกระทบจากการปนเปqrอนของอะฟลาทอกซินโดยเฉพาะอะฟลาทอกซินบี 1 ที่สำคัญอีกประการหนึ่ง คือ เกิด
ภาวะขาดแคลนอาหาร ส9งผลทั้งในมนุษยAและสัตวA เนื่องจากอะฟลาทอกซินบี 1 สามารถทำลายเนื้อเยื่อของผนัง
ลำไสmเล็ก ทำใหmเกิดความผิดปกติในการดูดซึมสารอาหารไดm (Lamplugh และ Hendrickse, 1982; Tchana และ
คณะ, 2010) จากงานวิจัยของ de Vries และคณะ (1990) พบว9า ประชากรวัยเด็กในประเทศแถบแอฟริกา
โดยเฉพาะเด็กที่เปXนโรคขาดโปรตีนอย9างรุนแรงชนิดมาราสมัสและควาซิออรAกอรA มักพบปริมาณอะฟลาทอกซินบี 
1 ปนอยู9ในเลือกสูงกว9าปกติ โดยอะฟลาทอกซินบี 1 เปXนสารเมแทบอไลตAหลักในผูmปåวยจากโรคมาราสมัสและควาซิ
ออรAกอรA ความเปXนพิษของอะฟลาทอกซินแบบเฉียบพลันนั้นมักเกิดในเด็กมากกว9าผูmใหญ9 มีอาการชักและหมดสติ 
เนื่องจากความผิดปกติของตับและสมอง น้ำตาลในเลือดลดลง สมองบวม มีการคั่งของไขมันในอวัยวะภายต9าง ๆ  
เช9น ตับ ไต หัวใจ และปอด บางครั้งมีการตรวจพบอะฟลาทอกซินในตับของผูmปåวย สำหรับผูmใหญ9หากไดmรับสารพิษ
ชนิดนี้เขmาไปเปXนจำนวนมาก หรือแมmเปXนจำนวนนmอยแต9ไดmรับเปXนประจำ อาจเกิดการสะสมทำใหmเกิดอาการชัก 
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หายใจลำบาก ตับถูกทำลาย หัวใจและสมองบวม นอกจากนั้น ยังเปXนสาเหตุของโรคมะเร็งตับ เกิดไขมันมากในตับ 
และพังพืดในตับ (สำนักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข กระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 2, 2561) อะฟลาทอกซินหลัง
จากเขmาสู9ร9างกาย พบว9า ปริมาณอะฟลาทอกซิน 80-90 เปอรAเซ็นตA จะขับออกจากร9างกายผ9านทางปíสสาวะและ
อุจจาระ ส9วนที่เหลืออีก 10-20 เปอรAเซ็นตA จะดูดซึมเขmาสู9ระบบหมุนเวียนเลือดที่บริเวณลำไสmเล็กและสะสมอยู9ใน
เนื้อเยื่อตับและไต หากไม9ไดmรับสารพิษเขmาสู9ร9างกายเพิ่มร9างกายจะขับปริมาณอะฟลาทอกซินเกือบทั้งหมดออก
ภายใน 24 ช่ัวโมง โดยอะฟลาทอกซินบี 1 ซ่ึงเปXนชนิดท่ีมีความเปXนพิษรmายแรงกว9าชนิดอ่ืน หลังจากยmายมาสะสมท่ี
ตับจะเปลี่ยนโครงสรmางทำใหmมีความสามารถสูงในการจับกับโปรตีน ดีเอ็นเอ อารAเอ็นเอ รวมถึงองคAประกอบของ
เซลลAตับ ซึ่งการจับกับองคAประกอบของเซลลAตับเปXนสาเหตุหลักสำคัญที่ทำใหmเกิดสภาพพยาธิวิทยาและมะเร็งใน
เซลลAตับ (Ritchie, 2011; โสภณ วงศAแกmว และคณะ, 2554) 

ในประเทศไทยการควบคุมปริมาณการปนเปqrอนในผลิตภัณฑAอาหารตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
กำหนดใหmมีปริมาณอะฟลาทอกซินปนเปqrอนในอาหารไดmไม9เกิน 20 ไมโครกรัมต9อกิโลกรัม (ประกาศกระทรวง
เกษตรและสหกรณA ฉบับที่ 98, 2529) ในต9างประเทศมีการควบคุมการปนเปqrอนของอะฟลาทอกซินอย9างเขmมงวด 
เช9น สหภาพยุโรปกำหนดใหmมีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปqrอนในธัญพืชไดmไม9เกิน 4 ไมโครกรัมต9อกิโลกรัม 
ประเทศสหรัฐอเมริกากำหนดใหmมีปริมาณอะฟลาทอกซินปนเปqrอนในอาหารไดmไม9เกิน 20 ไมโครกรัมต9อกิโลกรัม 
เปXนตmน (Papiya และ Sasmal, 2001) หลายประเทศมีขmอกำหนดและกฎหมายเพื่อควบคุมปริมาณการปนเปqrอน
ของอะฟลาทอกซินในอาหาร อย9างเช9น ขmอกำหนดของคณะกรรมาธิการยุโรป (European Commission: EU) ท่ี
มีการใชmร9วมกันในประเทศสมาชิกและในอีกหลายประเทศ และตัวอย9างขmอกำหนดของแต9ละประเทศที่ใชmในการ
ควบคุมปริมาณการปนเปqrอนของอะฟลาทอกซินในอาหาร แสดงในตารางท่ี 1.2 และ 1.3 ตามลำดับ 
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ตารางที ่  1.2 ขmอกำหนดการควบคุมปริมาณอะฟลาทอกซินที ่พบในอาหารชนิดต9าง ๆ ได mส ูงส ุด โดย
คณะกรรมาธิการยุโรป (European Commission: EU) 

ชนิดของอาหาร ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมสูงสุด 
(ไมโครกรัมตCอกิโลกรัม) 

ถ่ัวลิสง เมล็ดพืชท่ีใชmผลิตน้ำมัน แอลมอนดA พิสทาชิโอ เฮเซนัต 
ท่ีผ9านกระบวนการทางกายภาพก9อนผลิตเปXนอาหาร 

15 

ผลิตภัณฑAจากถ่ัวสิสง เมล็ดพืชท่ีใชmผลิตน้ำมัน พรmอมบริโภค 4 

ผลิตภัณฑAจากแอลมอนดA พิสทาชิโอ เฮเซนัต พรmอมบริโภค 10 

ผลไมmแหmงท่ีผ9านกระบวนการทางกายภาพก9อนผลิตอาหาร 10 

ผลไมmแหmงและผลิตภัณฑAจากผลไมmแหmงพรmอมบริโภค 4 

ธัญพืชทุกชนิดและผลิตภัณฑAจากธัญพืช 4 

ขmาวและขmาวโพดท่ีใชmประกอบอาหาร 10 

เคร่ืองเทศ เช9น พริกต9าง ๆ พริกปåน พริกไทย ขิง ขม้ิน จันทรAเทศ 10 

ธัญพืชท่ีใชmผลิตอาหารสำหรับแด็ก 0.10 

อาหารท่ีผลิตข้ึนเพ่ือใชmทางการแพทยA 0.10 

นมดิบ นมท่ีผ9านการใหmความรmอน และผลิตภัณฑAจากนม 0.05 

ท่ีมา : ดัดแปลงจากประกาศของกรรมธิการยุโรป Commission Regulation (EU) No. 165/2010 
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ตารางที่ 1.3 ตัวอย9างขmอกำหนดปริมาณอะฟลาทอกซินรวมสูงสุดที่สามารถพบไดmในอาหารประเภทต9าง ๆ ตาม
ขmอกำหนดของแต9ละประเทศ 

ประเทศ ประเภทของอาหาร ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมสูงสุดท่ียอมรับได̀ 
(ไมโครกรัมตCอกิโลกรัม) 

เกาหลีใตm ธัญพืชและผลิตภัณฑAจากธัญพืช ผลไมmแหmง 15 

แคนาดา ถ่ัวและผลิตภัณฑAจากถ่ัว 15 

จีน ขmาวโพดและผลิตภัณฑAจากขmาวโพด 20 

ซิลี อาหารทุกชนิด 5 

ญ่ีปุåน อาหารทุกชนิด 10 

ฟñลิปปñนสA อาหารทุกชนิด 20 

มาเลเซีย อาหารทุกชนิด 35 

แม็กซิโก ธัญพืชและผลิตภัณฑAจากธัญพืช 20 

สหภาพยุโรป ถ่ัวต9าง ๆ ธัญพืช ผลไมmแหmง 
ท่ีเปXนวัตถุดิบประกอบอาหาร 

4 

สหรัฐอเมริกา อาหารทุกชนิด ยกเวmน นม 20 

สิงคโปรA อาหารทุกชนิด 5 

อินเดีย อาหารทุกชนิด 30 

อินโดนีเซีย อาหารทุกชนิด 35 

ฮ9องกง ถ่ัวและผลิตภัณฑAจากถ่ัว 20 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Anukul และคณะ, 2013; Ismail และคณะ, 2018 
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1.3 การควบคุมการปนเปHIอนสารพิษจากรา 
การปนเปqrอนสารพิษจากราในผลผลิตทางการเกษตร สามารถเกิดขึ้นไดmตลอดกระบวนการทั้งก9อนการเก็บ

เกี่ยวและหลังการเก็บเกี่ยว (Chinphuti และคณะ, 2007) ปíจจุบันการปนเปqrอนสารพิษจากราในอาหารยังคงเปXน
ปíญหาที่ส9งผลกระทบต9อสุขภาพของมนุษยAและสัตวA และส9งผลกระทบต9อเศรษฐกิจโดยเฉพาะทางอุตสาหกรรม 
ดังนั้น จึงจำเปXนตmองมีวิธีจัดการและควบคุมการปนเปqrอน เริ่มตั้งแต9การคัดเลือกวัตถุดิบที่ดีในการผลิต การลmางและ
คัดแยกวัตถุดิบใหmสะอาด ใชmภาชนะและอุปกรณAที่สะอาด เปXนตmน (สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2547) 
วิธีการควบคุมการปนเปqrอนจากราที่ดีที่สุด ไดmแก9 การปõองกันไม9ใหmเกิดการปนเปqrอนสารพิษจากราหรือการปนเปqrอน
ราที่สามารถผลิตสารพิษไดm การลดการปนเปqrอนสารพิษจากรา และการตรวจสอบเพื่อติดตามหาโอกาสที่จะเกิด
การปนเปqrอนของสารพิษจากรา (Wagacha และ Muthomi, 2008) 

การปõองกันการเจริญและการลดการปนเปqrอนของราในผลผลิตทางการเกษตรเริ่มตั้งแต9ในแปลงเพาะปลูก 
สิ่งสำคัญในการลดการปนเปqrอนของรา คือ การควบคุมปíจจัยต9าง ๆ ที่ส9งผลต9อการเจริญของรา (Mohapatra และ
คณะ, 2017) ในปíจจุบันมีหลายวิธี ไดmแก9 1) วิธีทางกายภาพ เปXนการลดการปนเปqrอนของราจากภายนอกไดmทำ
ตั้งแต9ก9อนการเก็บเกี่ยว เช9น การคัดแยกผลผลิตที่เสียหายทิ้ง การลmางทำความสะอาด การทำใหmแหmง การใชmรังสี 
การกรอง การดูดซับ และใชmความรmอนเพื่อฆ9าเชื้อ (Betina, 1989; Luo และคณะ, 2018) การปõองกันการเจริญ
ของราดmวยวิธีนี ้จะสามารถคงความสดและรักษาคุณภาพของผลผลิตไวmไดm (Lurie, 1998) และยังเปXนวิธีที ่มี
ประสิทธิภาพในการลดการปนเปqrอนจากรา 2) วิธีทางเคมี เปXนวิธีที่มีประสิทธิภาพอย9างมากในการลดการปนเปqrอน
ของรา สารเคมีสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีไดmหลายกระบวนการเพื่อลดการปนเปqrอนจากรา แต9ตmองคำนึงถึงความ
ปลอดภัยต9อมนุษยAและสัตวA (He และคณะ, 2010) การใชmสารเคมีมีขmอจำกัดในเร่ืองของความปลอดภัยอาจเกิดเปXน
สารพิษตกคmางอยู9ในอาหารไดmและยังทำใหmคุณค9าของอาหารเปลี่ยนไป (Awad และคณะ, 2010; Tiwari และคณะ, 
2010) และ 3) วิธีทางชีวภาพ ถือเปXนวิธีหนึ่งที่ปลอดภัยต9อสิ่งแวดลmอมและไดmรับความนิยมเปXนอย9างมาก โดยใชm
จุลินทรียAหรือเอนไซมAท่ีไดmจากจุลินทรียA (Taylor และ Draughon, 2001) 
 
1.4 การควบคุมทางชีวภาพ 

การควบคุมทางชีวภาพ เปXนวิธีหนึ่งที่ไดmรับความนิยมโดยใชmสิ่งมีชีวิตหรือจุลินทรียAมายับยั้งหรือทำลายเช้ือ
ก9อโรคเพื่อไม9ใหmสรmางความเสียหายต9อพืช (Jaibangyang และคณะ, 2020) ในปíจจุบันผลผลิตทางการเกษตรชนิด
ต9าง ๆ มุ9งเนmนใหmมีระบบการผลิตเพื่อใหmไดmผลผลิตที่มีความปลอดภัยต9อทั้งผูmผลิต ผูmบริโภค และสิ่งแวดลmอม ดmวย
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เหตุนี้การจัดการโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ จึงเปXนวิธีการหนึ่งที่มีวัตถุประสงคAเพื่อทดแทนหรือลดปริมาณการใชm
สารเคมีใหmนmอยลง โดยใชmจุลินทรียAปฏิปíกษAเปXนตัวควบคุมโรค (Tongsri และคณะ, 2016) 

งานวิจัยหลายฉบับมีการรายงานเกี่ยวกับการนำจุลินทรียAหลายชนิดมาใชmในการควบคุมโรคพืชทั้งก9อนการ
เก็บเกี่ยวและหลังการเก็บเกี่ยวอย9างกวmางขวาง แต9มีจุลินทรียAไม9กี่ชนิดเท9านั้นที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรค
พืช ในหลายประเทศไดmมีการพัฒนาจุลินทรียAเหล9าน้ี ซึ ่งประกอบไปดmวย แบคทีเรีย รา และยีสตA ใหmเปXนชีว
ผลิตภัณฑAเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชใหmดี (Tongsri และคณะ, 2016) จากงานวิจัยของ Canamas 
และคณะ (2011) ไดmศึกษาการใชmผลิตภัณฑAจากแบคทีเรีย Pantoea agglomerans ในแปลงปลูกสmม สามารถลด
การเกิดโรคผลเน9าท่ีมีสาเหตุมาจากรา Penicillium digitatum ไดmดีกว9าการใชmตัวจุลินทรียA และไดmศึกษาการใชm
ยีสตA Candida sake CPA-1 ร9วมกับสารเคลือบผิว ฉีดพ9นแปลงองุ9นเพื่อช9วยลดการเกิดโรคผลเน9าที่มีสาเหตุจาก
รา Botrytis cinerea ภายหลังการเก็บเกี่ยวไดmดีกว9าการใชmยีสตAเพียงอย9างเดียว นอกจากนนี้ สารเคลือบผิวยังมี
ประสิทธิภาพในการช9วยใหmยีสตAมีความคงทนและมีชีวิตรอดไดmนานยิ่งข้ึน และงานวิจัยของ Akila และคณะ (2011) 
ไดmศึกษาการใชmแบคทีเรีย Pseudomonas solanacearum Pf1 ร9วมกับสารสกัดจากพืชในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของกลmวยท่ีเกิดจากรา F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) 

กลไกในการเขmาทำลายเชื ้อก9อโรคพืชของจุลินทรียAปฏิปíกษAมีหลายรูปแบบ ไดmแก9 การเปXนปรสิต 
(parasitism) การสรmางสารปฏิชีวนะ (antibiosis) การผลิตเอนไซมAย9อยผนังเซลลAของเชื้อโรคพืช (production of 
cell wall degrading enzymes) การแข9งขันเพ่ือครอบครองพ้ืนท่ีและอาหาร (competition for nutrients and 
space) และการชักนำใหmพืชมีความตmานทานโรค (induction of disease resistance in plant) ซึ ่งจุลินทรียA
เหล9าน้ีมักมีหลายกลไกร9วมกันในการควบคุมโรคพืช (Tongsri และคณะ, 2016) 
 

1.5 การควบคุมทางชีวภาพโดยยีสตcปฏิปeกษc 

ยีสตAเปXนสิ่งมีชีวิตจำพวกยูแคริโอตมีที่เซลลAเดียวถูกนำมาใชmประโยชนAในอุตสาหกรรมอาหารตั้งแต9อดีต
จนถึงปíจจุบัน (Wisniewski และคณะ, 2007) เนื่องจากยีสตAมีลักษณะที่เลี้ยงง9าย เจริญเติบโตเร็ว พบไดmง9ายใน
พื้นผิว และสภาวะต9าง ๆ (Türker, 2014) นอกจากนี้ เมแทบอไลตAที่ยีสตAผลิตขึ้นมีความปลอดภัยต9อมนุษยAและ
สัตวA รวมทั้งไม9ทำลายผลผลิตทางการเกษตร (Wisniewski และคณะ, 2007) ซึ่งถือเปXนขmอดีของการใชmยีสตAเปXนตัว
ควบคุมทางชีวภาพ และยีสตAหลายสายพันธุAถูกระบุว9าเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการตmานราท่ี
ผลิตสารพิษจากราไดm (Jaibangyang และคณะ, 2020) 
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งานวิจัยหลายฉบับไดmศึกษาความสามารถของยีสตAปฏิปíกษAที่ใชmเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพ ซึ่งมีผลในการ
ยับยั้งการเจริญของราที่ผลิตสารพิษจากรา จากงานวิจัยของ Niknejad และคณะ (2012) ไดmทดสอบความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1, บี 2, จี 1 และจี 2 จากราในสกุล Aspergillus โดยใชm 
Candida parapsilosis พบว9า ยีสตAสามารถยับย้ังการเจริญของราไดmอย9างมีนัยสำคัญ เม่ือทอสอบท่ีความแตกต9าง
ของอุณหภูมิและระยะเวลาในการบ9ม นอกจากนี ้ ยีสตAสามารถลดการผลิตอะฟลาทอกซินไดmตั ้งแต9 54-99 
เปอรAเซ็นตA และสามารถลดการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ไดmสูงท่ีสุด (99.59 เปอรAเซ็นตA) และงานวิจัยของ Ponsone 
และคณะ (2011) ไดmศึกษาความสามารถของยีสตA Kluyveromyces thermotolerans ท่ีสามารถควบคุมรา A. 
cabonarius, A. niger และโอคราทอกซินในองุ9นไดm นอกจากนี้ ยังมีการใชmยีสตAหัวเชื้อผสมเพื่อเพิ่มความสามารถ
ในการเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพ เพื่อช9วยส9งเสริมการเจริญร9วมกันของยีสตA ซึ่งส9งผลในการช9วยเพิ่มความสามารถ
ในการยับยั้งรามากกว9า 1 สายพันธุA เนื่องจากมีกลไกการยับยั้งราที่หลากหลายมากขึ้น และยังช9วยในการลดอัตรา
การเกิดโรคไดmมากขึ้น (Sharma และคณะ, 2009) จากงานวิจัยของ Kepetanakou และคณะ (2012) ไดmศึกษา
การใชmยีสตAผสมสามารถลดปริมาณโอคราทอกซินที่ผลิตไดmถึง 60 เปอรAเซ็นตA ในขณะที่การใชmยีสตAเดี่ยวสามารถลด
ปริมาณโอคราทอกซินท่ีผลิตไดmเพียง 5-15 เปอรAเซ็นตA 
 
1.6 กลไกการควบคุมทางชีวภาพโดยยีสตcปฏิปeกษc 

ปíจจุบันการใชmยีสตAปฏิปíกษAในการเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพมีอย9างแพร9หลาย เพื่อลดการใชmสารเคมีใน
การฆ9าราเพื่อควบคุมการก9อโรคของราที่ปนเปqrอนในผลผลิตทางการเกษตรชนิดต9าง ๆ การศึกษากลไกการควบคุม
ทางชีวภาพโดยยีสตAปฏิปíกษAมีความสำคัญเปXนอย9างมาก เนื่องจากสามารถนำไปพัฒนาประสิทธิภาพในการเปXนตัว
ควบคุมทางชีวภาพของยีสตAไดm ซึ่งยีสตAใชmกลไกท่ีสำคัญในการเปXนปฏิปíกษA ไดmแก9 การแย9งชิงพื้นที่การเจริญและ

สารอาหาร การสรmางเอนไซมA เช9น b-1,3-กลูคาเนส เพื่อย9อยสลายผนังเซลลAของรา และการสรmางสารประกอบ
อินทรียAระเหยง9าย (Volatile Organic Compounds: VOCs) (El-Tarabily และ Sivasithamparam และคณะ, 
2006) 

 
การแยCงชิงพ้ืนท่ีการเจริญและสารอาหาร 
ยีสตAเจริญเติบโตอย9างรวดเร็ว ทำใหmสามารถเพิ่มจำนวนเซลลAไดmในอัตราที่เร็วและมากกว9าราก9อโรค ซึ่งลด

จำนวนลงตามพื้นที่ในการเจริญที่ลดลงไปดmวย จากงานวิจัยของ Droby และคณะ (1991) ไดmศึกษาความสามารถ
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ของยีสตA Pichia guiliermondii ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Botrytis cinerea ที่ก9อโรคในผลแอปเปñrล และ P. 
digitatum ที่ก9อโรคในผลองุ9น ไดmดีที่สุดเมื่อทดสอบที่ความเขmมขmนเริ่มตmนของยีสตAที่สูงถึง 1010 CFUต9อมิลลิลิตร 
ในช9วง 24 ชั่วโมงแรก ยีสตAมีการเจริญเติบโตอย9างรวดเร็ว ดังนั้น การแย9งชิงพื้นที่การเจริญและสารอาหารกับราจึง
เปXนกลไกสำคัญที่ยีสตAสามารถยับยั้งการเจริญของราไดm เมื่อผ9านช9วง 24 ชั่วโมงแรกไปแลmว ยีสตAจะแข9งขันเพื่อแย9ง
ชิงอาหารกับรา ร9วมกับการแข9งขันเพื่อแย9งชิงพื้นที่ในการเจริญเพื่อปõองกันผลผลิตจากราก9อโรค (Li และคณะ, 
2008; Liu และคณะ, 2012)  

 
การสร̀างสารยับย้ังการเจริญและยCอยสลายผนังเซลลcของรา 
เปXนกลไกสำคัญอย9างหนึ่งในการยับยั้งการเจริญของรา ซึ่งการสรmางสาร siderophores สามารถยับย้ัง

การเจริญของราก9อโรคในพืชไดm จากงานวิจัยของ Calvente และคณะ (2001) ไดmศึกษาความสามารถของยีสตA 
Rhodotorula sp. ที่สามารถผลิตกรด rhodotorulic ซึ่งเปXน siderophore ที่สามารถยับยั้งการงอกสปอรAของรา
ก9อโรคในพืชไดmหลายชนิด นอกจากน้ี สารยับย้ังบางชนิดท่ียีสตAผลิตสามารถย9อยผนังเซลลAของราก9อโรคไดm งานวิจัย
ของ Winiewski และคณะ (1991) ไดmศึกษาความสามารถของยีสตA P. guilliermondii ที่สามารถจับกับเสmนใยของ 
B. cinerea และ Penicillium sp. แลmวทำใหmเสmนใยของราเกิดการเวmาเขmาดmานในและย9อยผนังเซลลAบางส9วนไปใน

ที ่ส ุด และงานวิจ ัยของ Marish และคณะ (2002) พบว9า เอนไซมA b-1,3-กลูคาเนส ที ่สร mางจาก Pichia 
membranifaciens สามารถยับย้ังการเจริญของ Botrytis cinerea ในผลองุ9นไดm  

 
การกระตุ̀นภูมิคุ̀มกันของพืช 
ยีสตAปฏิปíกษAสามารถกระตุmนภูมิคุmมกันของพืชไดmอย9างมีประสิทธิภาพในพืชผลทางการเกษตร โดยเฉพาะ

บริเวณท่ีเกิดบาดแผล ทำใหmเกิดกระบวนการปõองกันตัวเองหรือเสริมสรmางภูมิคุmมกันใหmกับพืช ยีสตAสามารถกระตุmนท่ี
บริเวณผิวของผลผลิตทางเกษตรต9อตmานการติดเชื้อของราก9อโรค โดยสรmางสารยับยั้งบางชนิดหรือซ9อมแซมส9วนท่ี
เสียหาย (Spadaro และ Droby, 2016) โดยยีสตAปฏิปíกษAจะกระตุmนใหmพืชสรmางสารยับยั้ง เช9น ฟ´นิลอะลานีน
แอมโมเนีย-ไลเอส, ไฟโทอะลีซิน เพอรAออกซิเดส และเอทิลีน เปXนตmน จากงานวิจัยของ Yao และ Tian (2005) ไดm

ศึกษาการถูกกระตุmนใหmเกิดการสรmางเอนไซมAไคติเนส, b-1,3-กลูคาเนส, ฟ´นิลอะลานีน แอมโมเนีย-ไลเอส และไฟ
โทอะลีซิน เพอรAออกซิเดส ในผลลูกพีช โดย Cryptococcus laurentii และมีการเติมกรดเมทิลจัสโมนิก ซ่ึง
สามารถกระตุmนใหmเกิดการปõองกันของเซลลAไดmดีกว9ากระตุmนดmวยยีสตAเพียงอย9างเดียว 
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การสร̀างสารประกอบอินทรียcระเหยงCาย 
การผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายเปXนอีกหนึ่งกลไกสำคัญที่ยีสตAใชmในการยับยั้งราก9อโรค จาก 

งานวิจัยของ Zeidan และคณะ (2018) ไดmศึกษาสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตโดยยีสตA Lachancea 
thermotolerans ท่ีมีประสิทธิภาพในการการปõองกันมะเขือเทศจากราก9อโรค งานวิจัยของ Francesco และคณะ 
(2015) ไดmทดสอบความสามารถของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที ่สรmางจาก A. pullulans L1 และ A. 
pullulans L8 เพื ่อยับยั ้งการเจริญของรา 5 ชนิด ไดmแก9 Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, P. 
expansum, P. digitum และ P. italicum พบว9า สามารถยับยั้งการงอกของสปอรAราไดmดีเมื่อทดสอบในระดับ
หmองปฏิบัติการ นอกจากนี้ เมื่อทดสอบในผลแอปเปñrลและผลสmมที่มีการเติมราลงไปร9วมกับการใชmสารประกอบ
อินทรียAระเหยง9ายจากยีสตA พบว9า สามารถลดการเจริญของราลงไดm 88 เปอรAเซ็นตA โดยเมื่อวิเคราะหAชนิดของ
สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ยีสตAผลิตทั้งสองสายพันธุA พบว9า เปXนสารประกอบประเภท 2-ฟ́นิล, 1-บิวทานอล-
3-เมทิล, 1-บิวทานอล-2-เมทิล 1-โพรพานอล-2-เมทิล เปXนตmน และงานวิจัยของ Toffano และคณะ (2017) ไดm
ศึกษาประสิทธิภาพของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจาก Sacharomyces cerevisiae เพื่อใชmเปXนตัว
ควบคุมทางชีวภาพต9อโรคเน9าจาก Phyllosticta citricarpa ในผลสmมหลังการเก็บเกี ่ยว พบว9า สารประกอบ
อินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจากยีสตAปฏิปíกษAสามารถยับยั้งการเจริญของเสmนใยและการงอกของสปอรAไดm ซึ่ง S. 
cerevisiae สามารถสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายไดmหลายชนิด ไดmแก9 เอทานอล (มีปริมาณมากที่สุด), 3-
เมทิล-1-บิวทานอล, 2-เมทิล-1-บิวทานอล และเอทิลอะซีเทต เปXนตmน ปíจจุบันมีการนำยีสตAที ่สามารถผลิต
สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายมาใชmในการควบคุมทางชีวภาพ ตัวอย9างของยีสตAที่สามารถผลิตสารประกอบ
อินทรียAระเหยง9ายเพ่ือยับย้ังการเจริญของรา แสดงในตารางท่ี 1.4 
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ตารางท่ี 1.4 สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายจากยีสตAท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของรา 
ชนิดของยีสตc ชนิดของสารประกอบอินทรียc

ระเหยงCายท่ียีสตcผลิต 
ชนิดของราท่ียับย้ัง อ̀างอิง 

S. cerevisiae ACBL-52 3-เมทิล-1-บิวทานอล 
2-เมทิล-1-บิวทานอล 

P. digitatum de Souza และคณะ, 2018 

S. cerevisiae CR-1 เอทานอล 
3-เมทิล-1-บิวทานอล 
2-เมทิล-1-บิวทานอล 
ฟ́นิลเอทิลแอลกอฮอลA 

G. citricarpa Fialho และคณะ, 2010 

C. sake 41E 3-เมทิลบิวทิล เฮกซาโนเอต 
3-เมทิลบิวทิล เพนทาโนเอต 
2-เมทิลโพรพิว เฮกซาโนเอต 
เพนทิลเฮกซาโนเอต 

B. cinerea 
P. expansum 

Arrarte และคณะ, 2017 

P. anomala WRL-076 2-ฟ́นิลเอทานอล A. flavus Hua และคณะ, 2014 

W. anomalus 2-ฟ́นิลเอทานอล 
ไอโซบิวทานอล 

B. cinerea 
 

Oro และคณะ, 2018 

 
ยีสตAหลายชนิดถูกรับรองว9าเปXน Generally recognized as safe (GRAS) สามารถใส9ลงในอาหารไดm

อย9างปลอดภัย และยีสตAมักถูกใชmในอุตสาหกรรมอาหาร เช9น การทำขนมปíง การผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลA 
ตลอดจนการนำยีสตAมาใชmในการปรับปรุงรสชาติเครื่องดื่ม เปXนตmน ยีสตAจึงไดmรับความสนใจเพื่อใชmเปXนตัวควบคุม
ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพและปลอดภัยในการควบคุมราที่ผลิตสารพิษจากราในอาหาร (Zeidan และคณะ, 
2018) 
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จากงานวิจัยก9อนหนmา จิตโสภิณ สมัครกาล (2561) ไดmคัดแยกยีสตAจากเมล็ดกาแฟอะราบิกาจากโครงการ
ในพระราชดำริ จากสถาบันวิจัยโครงการหลวงแม9หลอด ศูนยAพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยAพัฒนาโครงการ
หลวงปåาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม9 และยีสตAที่คัดแยกไดmถูกทดสอบความเปXนปฏิปíกษAเบื้องตmนต9อราที่ผลิตสารพิษจาก
รา โดยพบว9ายีสตAไอโซเลต Y08 และ Y20 ใหmผลการทดสอบที่ดีกว9ายีสตAไอโซเลตอื่นแต9ยังไม9ทราบถึงกลไกสำคัญท่ี
ยีสตAใชmในการเปXนปฏิปíกษAต9อราท่ีผลิตสารพิษ 

ดังนั้น งานวิจัยฉบับนี้จึงมีวัตถุประสงคA เพื่อทดสอบความสามารถของยีสตAปฏิปíกษAไอโซเลต Y08 และ 
Y20 ต9อการยับยั้งการเจริญของ A. flavus และศึกษากลไกสำคัญที่ยีสตAปฏิปíกษAใชmในการยับยั้งการเจริญและการ
ผลิตอะฟลาทอกซินของ A. flavus รวมถึงศึกษาชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9าย (VOCs) ท่ีสำคัญท่ีมีผล
ต9อการยับย้ังการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินของ A. flavus 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

15 

บทท่ี 2 
อุปกรณc เคมีภัณฑc และวิธีดำเนินงานวิจัย 

 
2.1 อุปกรณcท่ีใช̀ในงานวิจัย 
1. กรวยกรอง ขนาดเสmนผ9านศูนยAกลาง 50 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex Germany  
2. กระดาษกรอง เบอรA 1 ขนาด 110 มิลลิลิตร ย่ีหmอ Whatman, USA 
3. กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, USA 
4. กลmองจุลทรรศนAใชmแสงแบบธรรมดา ย่ีหmอ Olympus บริษัท อีฟอรAแอล อินเตอรAเนช่ันแนล จำกัด, Japan 
5. กลmองจุลทรรศนAใชmแสงแบบสเตอริโอ ย่ีหmอ Olympus บริษัท อีฟอรAแอล อินเตอรAเนช่ันแนล จำกัด, Japan 
6. กลmองจุลทรรศนAอิเล็กตรอนแบบส9องกราด รุ9น JSM-IT500HR บริษัท Jeol จำกัด 
7. ขวดใส9สารละลาย ขนาด 500 มิลลิลิตร บริษัท Duran, Germany 
8. เคร่ืองช่ัง รุ9น PG6002-5 และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
9. เคร่ืองน่ึงฆ9าเช้ือดmวยไอน้ำ (autoclave) รุ9น SS-325 และ ES-315 บริษัท Tomy, Japan 
10. เคร่ืองปíÆนผสม (vortex mixer) รุ9น G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 
11. เคร่ืองเปล่ียนอากาศเปXนแกäสไนโตรเจน ย่ีหmอ Peak scientific, UK 
12. เคร่ืองหมุนเหว่ียง (centrifuge) บริษัท Kubota Laboratory, Japan 
13. จานเพาะเช้ือแกmว (petri dish) บริษัท Pyrex, Germany 
14. ชุดกรองสุญญากาศ บริษัท Merk Milipore, USA 

- กรวยกรองแกmว ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
- กระดาษกรอง ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร 
- ขวดรูปชมพู9 ขนาด 1000 มิลลิลิตร 
- คีบล็อกอลูมิเนียม 
- เคร่ืองปíØม 
- จุกสุญญากาศ 

15. ชุดแกäสโครมาโทกราฟ́-แมสสเปคโทรมิเตอรA (Gas Chromatography-Mass Spectrometry: GC-MS) 
- คอลัมนA (column) HP-INNOWAX ขนาด 30 x 0.25 มิลลิเมตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร  

 



 

 

16 

16. ชุดโครมาโทกราฟ́แบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) 
- คอลัมนA (column) C18 ขนาด 150 x 4.6 มิลลิลิตร 5 ไมโครลิตร รุ9น Luna บริษัท Phenomenex, 

USA 
- เคร่ืองตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนตA (fluorescence detector) รุ9น Prostar บริษัท Varian, USA 
- เคร่ืองปíØม autosample รุ9น Prostar บริษัท Varian, USA 

17. ตูmเข่ียเช้ือ รุ9น V6-T ขนาด 2 x 4 ฟุต บริษัท Lab Micro, Thailand 
18. ตูmบ9มเช้ือ (incubator) รุ9น D06064 บริษัท Memmert, Germany 
19. ตูmบ9มเช้ือ (incubator) อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประกอบในประเทศไทย 
20. ตูmบ9มเช้ือ (incubator) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 
21. ตูmบ9มเช้ือ (incubator) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ย่ีหmอ Conthem Scientifc, New Zealand  
22. ตูmเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 
23. ตูmอบแหmง บริษัท Conthem Scientific, New Zealand 
24. ถุงมือยาง ย่ีหmอ ศรีตรังโกลฟ², Thailand 
25. บีกเกอรA ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท Pryrex, Germany 
26. ปñเปตตAแกmว ขนาด 1 มิลลิลิตร ย่ีหmอ Qualicolor, Germany 
27. แผ9นพาราฟñลAม บริษัท Menasha, Thailand 
28. พาสเจอรAปñปเปตตAแกmว ขนาด 150 มิลลิลิตร ย่ีหmอ Volac, UK 
29. ไมโครปñเปตตA ขนาด 20, 200, 1000 และ 5000 มิลลิลิตร บริษัท Eppendorf, Germany 
30. ไมโครปñเปตตAทิป (micropipette tip) ขนาด 200 และ 1000 มิลลิลิตร ย่ีหmอ Hycon บริษัท Biomed,  
     Thailand 
31. สไลดA ขนาด 25.6 x 76.2 มิลลิเมตร ย่ีหmอ Sali Brand, China 
32. หลอดเซนทริฟñวจA ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ย่ีหmอ Hycon บริษัท Biomed, Thailand 
33. หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 
34. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13 x 100 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 
35. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 
36. หัวกรองสำเร็จ ชนิด Polyetrafluoroethylene (PTFE) ขนาดเสmนผ9านศูนยAกลาง 13 มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน        
     0.22 ไมโครเมตร บริษัท Lubitech Technologies, China 
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37. อ9างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ9น WB14 บริษัท Memmert, Germany 
38. อ9างอัลตราโซนิก (ultrasonic bath) รุ9น SONOREX RX 100 บริษัท Bandelin Electronic, Germany 
39. ฮีมาไซโทมิเตอรA ย่ีหmอ Boeco, Germany 
 
2.2 เคมีภัณฑc 
1. โซเดียมคลอไรดA (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
2. ผงวุmน บริษัท Difco Laboratories, USA 
3. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merk, Germany 
4. สารละลายมาตราฐานอะฟลาทอกซินบี 1 บริษัท Sigma-Aldich, USA 
5. อะซิโทไนไตรลA (CH3CN) ย่ีหmอ RCI Labsacn บริษัท V.S.CHM HOUSE, Thailand 
6. D-glucose anhydrous บริษัท HiMedia Laboratories, India 
7. Methanol (HPLC Grade) บริษัท Merck, Germany 
8. Malt extract powder บริษัท HiMedia Laboratories, India 
9. Peptone บริษัท HiMedia Laboratories, India 
10. Potato Dextrose Agar บริษัท Difo Laboratories, USA 
11. Potato Dextrose Broth บริษัท Difo Laboratories, USA 
12. Tween 80 บริษัท Merck, Germany 
13. Yeast extract powder บริษัท HiMedia Laboratories, India 
 
2.3 จุลินทรียcท่ีใช̀ในงานวิจัย 
1. Aspergillus flavus M3T8R4G3 
2. ยีสตAไอโซเลต Y08 ซ่ึงคัดแยกมาจากเมล็ดกาแฟอะราบิกา จากสถาบันวิจัยโครงการหลวงแม9หลอด และศูนยA
พัฒนาโครงการหลวงตีนตก จังหวัดเชียงใหม9 ประเทศไทย 
3. ยีสตAไอโซเลต Y20 ซ่ึงคัดแยกมาจากเมล็ดกาแฟอะราบิกา จากสถาบันวิจัยโครงการหลวงแม9หลอด ศูนยAพัฒนา
โครงการหลวงตีนตก และศูนยAพัฒนาโครงการหลวงปåาเม่ียง จังหวัดเชียงใหม9 ประเทศไทย  
 จุลินทรียAท่ีใชmท้ังหมดในงานวิจัยถูกเก็บรักษาท่ีคลังจุลินทรียA ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรA 
จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย 
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2.4 วิธีดำเนินงานวิจัย 
 
2.4.1 การเตรียมจุลินทรียc 
 
2.4.1.1 เซลลAยีสตAแขวนลอย 

นำยีสตAปฏิปíกษAไอโซเลต Y08 และ Y20 ที่ไดmรับจากคลังจุลินทรียA ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรA 
จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast Malt extract (YM) (ภาคผนวก ก) บ9มที่ 30 
องศาเซลเซียส เปXนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้น นำโคโลนีเดี่ยวที่แยกไดmใชmเปXนหัวเชื้อยีสตAมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว YM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลmวบ9มที่ 30 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 24 ชั่วโมง ถ9ายลงอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM 
หลอดใหม9 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บ9มที่ 37 องศาเซลเซียส โดยยีสตAไอโซเลต Y08 บ9มเปXนเวลา 9 ชั่วโมง และ
ยีสตAไอโซเลต Y20 บ9มเปXนเวลา 9 ชั่วโมง 30 นาที เพื่อใหmไดmเซลลAยีสตAในระยะเวลาการเจริญช9วง mid log phase 
(พิลัมภา ตองอ9อน, 2562) จากนั้น นำยีสตAถ9ายลงหลอดไมโครเซนทริฟñวจAขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำมาปíÆนเหวี่ยงท่ี 
5,000 รอบต9อนาที เปXนเวลา 10 นาที ลmางตะกอนยีสตAดmวยสารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) 
(ภาคผนวก ข) ผสมใหmเขmากันปíÆนเหวี่ยงที่ 5,000 รอบต9อนาที เปXนเวลา 10 นาที จำนวน 2 ครั้ง จากนั้น ละลาย
ตะกอนยีสตAดmวยสารละลาย PBS และนับจำนวนเซลลAยีสตAดmวยฮีมาไซโทมิเตอรAใหmมีความเขmมขmน 106 เซลลAต9อ
มิลลิลิตร 

 
2.4.1.2 สปอรAราแขวนลอย 

นำ A. flavus M3T8R4G3 ที่สามารถผลิตอะฟลาทอกซิน (โนทัย กิตติกำแหง, 2554) จากคลังจุลินทรียA 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรA จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose 
Agar (PDA) (ภาคผนวก ก) บ9มที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน แลmวเก็บสปอรAราดmวยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดA 0.85 เปอรAเซ็นตA ผสมกับ Tween 80 ความเขmมขmน 1 เปอรAเซ็นตA ที่ปราศจากเชื้อ และนับจำนวนสปอรAราใหmมี
ความเขmมขmนสปอรA 106 สปอรAต9อมิลลิลิตร 
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2.4.2 การทดสอบความสามารถของยีสตcปฏิปeกษcเบ้ืองต̀นในการยับย้ังการเจริญของ A. flavus 
 

2.4.2.1 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญดmวยวิธี Dual culture 
นำเซลลAยีสตAแขวนลอยทั้งสองไอโซเลตจากขmอ 2.4.1.1 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของ A. flavus M3T8R4G3 ดmวยวิธี Dual culture ดัดแปลงมาจากวิธีของ Pantelides และคณะ (2015) โดยใชm
ลูปขีดเซลลAยีสตAแขวนลอยใหmเปXนเสmนตรงลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แลmวหยดสปอรAราแขวนลอยจากขmอ 
2.4.1.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใหmห9างจากรอยขีดยีสตA 2.5 เซนติเมตร (รูปที่ 2.1) รอจนแหmงสนิท แลmวนำไปบ9มท่ี 
25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน โดยใชmอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ท่ีขีดดmวยสารละลาย PBS ท่ีปราศจากเซลลAยีสตA 
แลmวหยดสปอรAราแขวนลอยห9างจากรอยขีดสารละลาย PBS 2.5 เซนติเมตร เปXนชุดควบคุม ทำการทดลองซ้ำ 3 
ครั้ง หลังจากบ9มครบตามกำหนดแลmว วัดขนาดเสmนผ9านศูนยAกลางโคโลนีของรา นำมาคำนวณเปอรAเซ็นตAการยับย้ัง
การเจริญของรา ดังน้ี 
 
 
เปอรAเซ็นตAการยับย้ัง =           x 100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.1 การทดสอบดmวยวิธี Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 

เพ่ือทดสอบความสามารถของยีสตAปฏิปíกษAเบ้ืองตmนในการยับย้ังการเจริญของ A. flavus 

เสmนผ9านศูนยAกลางโคโลนีราชุดควบคุม - เสmนผ9านศูนยAกลางโคโลนีราชุดทดสอบ 
เสmนผ9านศูนยAกลางโคโลนีราชุดควบคุม 

2.5 ซม. สปอร%ราแขวนลอย รอยขีด 
เซลล%ยีสต%แขวนลอย 
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2.4.2.2 การทดสอบความสามารถของยีสตAปฏิปíกษAในการสรmางสารยับย้ังการเจริญเม่ือเล้ียงร9วมกับรา 
นำเซลลAยีสตAแขวนลอยทั้งสองไอโซเลตจากขmอ 2.4.1.1 มาทดสอบความสามารถในการสรmางสารยับยั้งการ

เจริญเมื่อเลี้ยงร9วมกับ A. flavus M3T8R4G3 ดmวยวิธี Agar spot assay ดัดแปลงมาจากวิธีของ Sangmanee 
และ Hogpattarakere (2014) โดยเตร ียมอาหารเล ี ้ยงเช ื ้อแข ็ง Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้น หยดสารแขวนลอยเซลลAยีสตAลงบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อจำนวน 2 
ตำแหน9ง ตำแหน9งละ 10 ไมโครลิตร บ9มท่ี 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 2 วัน จากน้ัน เทอาหารเล้ียงเช้ือ PDA (วุmน 
0.8 เปอรAเซ็นตA) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ผสมดmวยสปอรAราแขวนลอยจากขmอ 2.4.1.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YPD ที่มีการเจริญของยีสตA บ9มต9อที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 5 วัน โดยชุดควบคุมใชm
อาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่ไม9หยดสารแขวนลอยเซลลAยีสตA ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง หลังจากบ9มครบตามกำหนดแลmว 
สังเกตบริเวณท่ีมีการยับย้ังการเจริญของรา 
 
2.4.2.3 การทดสอบน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลAยีสตAในการยับย้ังการเจริญของรา 

เลี้ยงยีสตAทั้งสองไอโซเลตในอาหารเชื้อเหลว YM บ9มที่ 37 องศาเซลเซียส จนถึงระยะ mid log phase 
ซึ่งยีสตAมีอัตราการเจริญสูงที่สุด โดยยีสตAไอโซเลต Y08 บ9มเปXนเวลา 9 ชั่วโมง และยีสตAไอโซเลต Y20 บ9มเปXนเวลา 
9 ชั่วโมง 30 นาที และจนถึงระยะ late log phase ซึ่งเปXนช9วงการเจริญที่เหมาะสมต9อการสรmางเมแทบอไลตAทุติย
ภูมิ โดยยีสตAไอโซเลต Y08 บ9มเปXนเวลา 12 ชั่วโมง และยีสตAไอโซเลต Y20 บ9มเปXนเวลา 13 ชั่วโมง (พิลัมภา ตอง
อ9อน, 2562) จากน้ัน แยกน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลAยีสตA โดยใชmหัวกรองสำเร็จ ชนิด Polyetrafluoroethylene 
(PTFE) ขนาดเสmนผ9านศูนยAกลาง 13 มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แลmวแบ9งครึ่งหนึ่งไปใหmความรmอนท่ี 
121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที ไดmน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ผ9านการใหmความรmอน จากนั้น ทดสอบ
ดmวยวิธี Agar diffusion assay ดัดแปลงมาจากวิธีของ Balouiri และคณะ (2016) โดยกระจายสปอรAราแขวนลอย
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แลmวนำไปเจาะหลุมจำนวน 2 หลุม จากนั้น หยดน้ำเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากยีสตAทั้ง 2 รูปแบบ ไดmแก9 น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ผ9านและไม9ผ9านการใหmความรmอนที่ไดmจากช9วง
การเจริญระยะ mid log phase และ late log phase ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่เจาะไวmบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA บ9มที่ 25 องศาเซลเซียสเปXนเวลา 7 วัน โดยใชmอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่กระจายสปอรAราแขวนลอย 
และเจาะหลุมหยดอาหารเลี้ยงเชื้อ YM เปXนชุดควบคุม ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง หลังจากบ9มครบตามกำหนดแลmว 
สังเกตบริเวณยับย้ังการเจริญของรารอบหลุดทดสอบ 
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2.4.3 การทดสอบความสามารถของสารประกอบอินทรียcระเหยงCาย (volatile organic Compounds: 
VOCs) ของยีสตcตCอการยับย้ังการเจริญและการผลิตสารพิษของรา 
 
2.4.3.1 การทดสอบการสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษ
ของรา 

ทดสอบความสามารถของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจากยีสตAปฏิปíกษAดmวยวิธี face to face 
double petri dish assay ดัดแปลงมาจากวิธีของ Fiori และคณะ (2014) โดยนำเซลลAยีสตAแขวนลอยแต9ละไอโซ
เลตจากขmอ 2.4.1.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อแข็ง YPD จากนั ้น หยดสปอรAรา
แขวนลอยจากขmอ 2.4.1.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA รอใหmแหmงสนิท แลmวนำ
จานอาหารเล้ียงยีสตA (YPD) และจานอาหารเล้ียงรา (PDA) ประกบเขmากัน โดยใหmจานอาหารเล้ียงราอยู9ดmานบนแลmว
พันจานอาหารเล้ียงเช้ือท้ังสองดmวยพาราฟñลAม บ9มท่ี 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน ใชmจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
ที่เลี ้ยงราประกบดmวยจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YPD ที่ปราศจากยีสตAเปXนชุดควบคุม ทำการทดลองซ้ำ 3 คร้ัง 
หลังจากบ9มครบตามกำหนดแลmว วัดขนาดเสmนผ9านศูนยAกลางของรา คำนวณเปอรAเซ็นตAการยับยั้งการเจริญของรา
เทียบกับชุดควบคุม สังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีดmวยตาเปล9า แลmวนำเสmนใยราท่ีสังเกตเห็นการยับย้ัง
ช ัดเจนไปส9องด mวยกลmองจ ุลทรรศนAอ ิ เล ็กตรอนแบบส9องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 
เปรียบเทียบกับเสmนใยราในชุดควบคุม ที่ศูนยAเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรAและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย 
จากนั้นเจาะอาหารเลี้ยงรา (PDA) ตรงกลางโคโลนี จำนวน 6 ชิ้น นำไปสกัดและวิเคราะหAปริมาณอะฟลาทอกซินบี 
1 ตามการทดลองในขmอ 2.4.5.2  

 
2.4.3.2 การทดสอบความสามารถในการลดการผลิตสารพิษจากรา 

หลังจากวัดการเจริญของรา ในขmอ 2.4.5.1 นำรามาสกัดอะฟลาทอกซินบี 1 ตามวิธีของ Dachoupakan 
และคณะ (2009) โดยเจาะอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณโคโลนีของ A. flavus M3T8R4G3 จำนวน 6 ชิ้น ใส9ในขวดสกัด 
ชั่งน้ำหนักขวดสกัดทั้งก9อนและหลังใส9อาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อคำนวณหาน้ำหนักของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้น เติมเม
ทานอลเพ่ือสกัดอะฟลาทอกซินบี 1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สกัดสารพิษจากราโดยใชmอ9างอัลตราโซนิก เปXนเวลา 15 
นาที แลmวกรองดmวยกระดาษกรองเบอรA 1 เม่ือไดmสารสกัดแลmวใหmนำสารสกัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไประเหยดmวยแกäส
ไนโตรเจนท่ี 40 องศาเซลเซียส จากนั้น เติมเฟสเคลื่อนที่สำหรับอะฟลาทอกซินบี 1 (อะซีโทไนไตรลA : น้ำปลอด
ประจุ : เมทานอล อัตราส9วน 20:60:20) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไปกรองใส9ขวดไวออลผ9านหัวกรองสำเร็จรูปที่มี
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ขนาดเสmนผ9านศูนยAกลาง 13 มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แลmวส9งวิเคราะหAปริมาณอะฟลาทอกซินดmวย
เครื่องโครมาโทกราฟ´สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) ที่ศูนยAเคร่ืองมือวิจัย
วิทยาศาสตรAและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย วิเคราะหAปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 โดยใชmคอลัมนA C18  
(150 x 4.6 มิลลิเมตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร) ตรวจวัดดmวยเครื ่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนตAที ่มี excitation 
wavelength เท9ากับ 365 นาโนเมตร และ emission wavelength เท9ากับ 435 นาโนเมตร มีอัตราการไหลของ
เฟสเคลื่อนที่เท9ากับ 1.0 มิลลิลิตรต9อนาที ที่ 40 องศาเซลเซียส โดย retention time (RT) ของอะฟลาทอกซินบี 
1 เท9ากับ 7 นาที 
 
2.4.3.3 การวิเคราะหAชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAปฏิปíกษA 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YPD ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวดบรรจุสารขนาด 20 มิลลิลิตร หยดเซลลA
ยีสตAแขวนลอยจากขmอ 2.4.1.1 บ9มที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 2 วัน จากนั้นส9งวิเคราะหAชนิดของสารประกอบ
อินทรียAระเหยง9ายท่ียีสตAผลิตไดmโดยวิธี Headspace Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Headspace 
GC-MS) ที่ศูนยAเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรAและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย วิเคราะหAดmวยเครื่อง GC-MS 
ยี่หmอ Agilent 7890B และ Agilent 7633 ALS เชื่อมต9อกับ Agilent 7000C GC/MS Triple Quadrupole MSD 
model ใชmคอลัมนA HP-INNOWAX ขนาด 30 x 0.25 มิลลิเมตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร ใชmลูปขนาด 1 มิลลิลิตร 
เพื่อวิเคราะหAสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายท่ี 80 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 60 นาที โดยมีอัตราส9วนของ split 
ratio เท9ากับ 50:1 อยู9ท่ี 180 องศาเซลเซียส มีแกäสฮีเลียมเปXนตัวพาดmวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต9อนาที ควบคุม
อุณหภูมิเริ่มตmนที่ 40 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 5 นาที และเพิ่มเปXน 230 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 5 นาที โดยมี
อัตราการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิเท9ากับ 5 องศาเซลเซียสต9อนาที สำหรับการวิเคราะหAน้ำหนักโมเลกุลจะวิเคราะหA
ในช9วง 33-500 เมตรต9อเฮิรAต กำหนดแหล9งกำเนิดประจุไฟฟõาที่ 230 องศาเซลเซียส ใชmพลังงาน 70 อิเล็กตรอน
โวลตA วิเคราะหAน้ำหนักโมเลกุลโดยกำหนดอุณหภูมิในการถ9ายโอนมวลสารท่ี 250 องศาเซลเซียส 
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บทท่ี 3 
ผลการทดลอง 

 
3.1 การทดสอบความสามารถของยีสตcปฏิปeกษcเบ้ืองต̀นในการยับย้ังการเจริญของ A. flavus 
 จากการนำ A. flavus M3T8R4G3 ที่มีความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 มาเลี้ยงร9วมกับยีสตA
ไอโซเลต Y08 และ Y20 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ดmวยวิธี Dual culture บ9มที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน 
เพื่อทดสอบความสามารถของยีสตAปฏิปíกษAเบื้องตmนในการยับยั้งการเจริญของราพบว9า A. flavus M3T8R4G3 
เลี้ยงร9วมกับยีสตAปฏิปíกษAทั้งสองไอโซเลต มีขนาดโคโลนีที่เล็กลงเล็กนmอยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เลี้ยงรา
เพียงอย9างเดียว เมื่อพิจารณาลักษณะของโคโลนีราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบว9า A. flavus M3T8R4G3 สรmาง
เสmนใยราสีขาวและสรmางสปอรAสีเขียวซึ่งไม9แตกต9างจากราในชุดควบคุม และสามารถสังเกตเห็นบริเวณยับยั้งท่ี
เกิดขึ้นใกลmกับรอยขีดของยีสตAทั้งสองไอโซเลตที่ใชmทดสอบ (รูปท่ี 3.1) เมื่อพิจารณาผลการยับยั้งการเจริญของรา
จากค9าเปอรAเซ็นตAการยับยั้ง (ตารางที่ 3.1) พบว9า ยีสตAทั้งสองไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของราไดmไม9แตกต9าง
กันอย9างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรAเซ็นตA โดยยีสตAไอโซเลต Y08 สามารถยับยั้งการเจริญ

ของราไดmดีท่ีสุด ดmวยเปอรAเซ็นตAการยับย้ังการเจริญของราเท9ากับ 19.00±1.37 เปอรAเซ็นตA (ตารางท่ี 3.1) 
 

   
รูปที่ 3.1 การเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เมื่อเลี้ยงร9วมกับยีสตAปฏิปíกษAดmวยวิธี Dual culture บ9มที่ 25 
องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุมที่เลี้ยงราเพียงอย9างเดียว, (ข) ยีสตAไอโซเลต Y08 และ (ค) ยีสตAไอโซ
เลต Y20 
 

ก ข ค 
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ตารางที่ 3.1 การเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เมื่อเลี้ยงร9วมกับยีสตAปฏิปíกษAทั้งสองไอโซเลต ดmวยวิธี Dual 
culture บ9มท่ี 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน 

ชุดทดสอบ การเจริญของรา 
 เสmนผ9านศูนยAกลางโคโลนี (เซนติเมตร) เปอรAเซ็นตAการยับย้ัง 

ชุดควบคุม 6.00±0.00  

ยีสตAไอโซเลต Y08 4.86±0.07a 19.00±1.37a 

ยีสตAไอโซเลต Y20 4.71±0.15a 18.09±3.07a 

* ตัวอักษรที่เหมือนกันในแต9ละแถวแสดงความไม9แตกต9างกันอย9างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรAเซ็นตA 
 
3.2 การทดสอบความสามารถของยีสตcปฏิปeกษcเบ้ืองต̀นในการสร̀างสารยับย้ังการเจริญเม่ือเล้ียงรCวมกับรา 
 จากผลการทดลองในขmอ 3.1 พบว9า ยีสตAปฏิปíกษAทั้งสองชนิดมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา
ไดm ดังนั้น เพื่อศึกษาหากลไกที่ยีสตAใชmในการควบคุมการเจริญของรา จึงทดสอบความสามารถของยีสตAปฏิปíกษAใน
การสรmางสารยับยั้งการเจริญของราดmวยวิธี Agar spot assay พบว9า เมื่อเลี้ยงราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
(วุmน 0.8 เปอรAเซ็นตA) ที่อยู9ดmานเหนือโคโลนียีสตAปฏิปíกษAท่ีเจริญอยู9บนอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD เปXนเวลา 7 วัน แลmว
สังเกตลักษณะการเจริญของรา พบว9าการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เบาบางเหนือโคโลนีของยีสตAท้ังสองไอ
โซเลต และเกิดบริเวณยับย้ังข้ึนชัดเจนเหนือโคโลนีของยีสตAเปXนบริเวณกวmาง เม่ือเทียบกับชุดควบคุม (รูปท่ี 3.2) 
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รูปที่ 3.2 การเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เมื่อเลี้ยงร9วมกับยีสตAปฏิปíกษAดmวยวิธี Agar spot assay บ9มที่ 25 
องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุมที่เลี้ยงร9วมกับราเพียงอย9างเดียว, (ข) ยีสตAไอโซเลต Y08 และ (ค) 
ยีสตAไอโซเลต Y20 
 
3.3 ทดสอบความสามารถของน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลcยีสตcในการยับย้ังการเจริญของรา 
 จากผลการทดลองในขmอ 3.2 แสดงใหmเห็นว9า ยีสตAปฏิปíกษAที่ใชmทดสอบทั้งสองไอโซเลตสามารถสรmางสารเม
แทบอไลตAที่สามารถแพร9ผ9านอาหารเลี้ยงเชื้อและมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 จึง
ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตmนของสารเมแทบอไลตAที่ยีสตAปฏิปíกษAทั้งสองไอโซเลตผลิตขึ้นดmวยวิธี Agar diffusion 
assay โดยทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราจากน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลAยีสตAที่ไดmจากช9วง
การเจริญระยะ mid log phase และ late log phase ใน 2 รูปแบบ คือ น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ผ9าน
การใหmความรmอนและไม9ผ9านการใหmความรmอน ซึ่งผลการทดสอบแสดงในรูปที่ 3.3 และ 3.4 สำหรับยีสตAไอโซเลต 
Y08 และ Y20 ตามลำดับ พบว9า น้ำเลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลลAยีสตAทั ้งในระยะ mid log phase และ late log 
phase ของยีสตAทั้งสองไอโซเลตที่ผ9านและไม9ผ9านการใหmความรmอน ไม9สามารถยับยั้งการเจริญของ A. flavus 
M3T8R4G3 ไดm เนื่องจากไม9พบบริเวณยับยั้งรอบหลุมที่มีการทดสอบ นอกจากนี้ ราในชุดทดสอบสามารถเจริญ
และสรmางสปอรAสีเขียวไม9แตกต9างจากราในชุดควบคุม (รูปท่ี 3.3 และ 3.4) 
 

ก ข ค 

ก ข ค 
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รูปท่ี 3.3 การเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เม่ือเล้ียงร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y08 เพ่ือทดสอบความสามารถของ
น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลAยีสตAระยะ mid log phase และ late log phase ในการยับยั้งการเจริญของราดmวย
วิธี Agar diffusion assay หลุม A ทดสอบดmวยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ผ9านการใหmความรmอน หลุม B 
ทดสอบดmวยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ไม9ผ9านการใหmความรmอน บ9มที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน (ก) 
ชุดควบคุม (ข) น้ำเลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลลAยีสตAไอโซเลต Y08 ระยะ mid log phase  และ (ค) น้ำเลี ้ยงเช้ือ
ปราศจากเซลลAยีสตAไอโซเลต Y08 ระยะ late log phase 
 

   
รูปท่ี 3.4 การเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เม่ือเล้ียงร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y20 เพ่ือทดสอบความสามารถของ
น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลAยีสตAระยะ mid log phase และ late log phase ในการยับยั้งการเจริญของราดmวย
วิธี Agar diffusion assay หลุม A ทดสอบดmวยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ผ9านการใหmความรmอน หลุม B 
ทดสอบดmวยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAที่ไม9ผ9านการใหmความรmอน บ9มที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน (ก) 
ชุดควบคุม (ข) น้ำเลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลลAยีสตAไอโซเลต Y20 ระยะ mid log phase  และ (ค) น้ำเลี ้ยงเช้ือ
ปราศจากเซลลAยีสตAไอโซเลต Y20 ระยะ late log phase 
 

A B A B A B 

ก ข ค 

A B A B A B 
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3.4 การทดสอบความสามารถของสารประกอบอินทรียcระเหยงCาย (volatile organic compounds: VOCs) 
ของยีสตcตCอการยับย้ังการเจริญและการผลิตสารพิษของรา 

 
3.4.1 ทดสอบการสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญและการผลิตสารพิษของรา 
 เม่ือนำ A. flavus M3T8R4G3 ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA มาเล้ียงร9วมกับยีสตAแต9ละไอโซเลตท่ีเจริญ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YPD ดmวยวิธี face to face double petri dish assay พบว9า ลักษณะโคโลนีของราเปXน
ลักษณะเสmนใยสีขาว เกิดการสรmางสปอรA และมีขนาดเสmนผ9านศูนยAกลางโคโลนีของราเล็กกว9าชุดควบคุมอย9าง
ชัดเจน โดยเฉพาะในชุดทดสอบที่เลี้ยงร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y08 (รูปที่ 3.5) ที่สามารถยับยั้งการเจริญของราไดm

สูงสุดเท9ากับ 64.81±1.03 เปอรAเซ็นตA สำหรับยีสตAไอโซเลต Y20 โดยมีเปอรAเซ็นตAการยับยั้งการเจริญของรา

เท9ากับ 49.50±1.04 เปอรAเซ็นตA (ตารางที่ 3.2) สำหรับการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 พบว9า ราที่เลี้ยงร9วมกับยีสตA
ปฏิปíกษAทั้งสองไอโซเลตผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ลดลงใกลmเคียงกันและลดลงมากกว9า 90 เปอรAเซ็นตA โดยเฉพาะ 

เมื่อเลี้ยงร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y08 สามารถลดการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ไดmมากที่สุด เท9ากับ 94.54±0.06 
เปอรAเซ็นตA (ตารางท่ี 3.2) 
 

   
รูปที่ 3.5 การเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เมื่อทดสอบความสามารถในการสรmางสารประกอบอินทรียAระเหย
ง9ายของยีสตAปฏิปíกษAดmวยวิธี face to face double petri dish assay บ9มที่ 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน 
(ก) ชุดควบคุมท่ีเล้ียงราเพียงอย9างเดียว, (ข) ยีสตAไอโซเลต Y08 และ (ค) ยีสตAไอโซเลต Y20 
 

ก ข
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ตารางที่ 3.2 การเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus M3T8R4G3 เมื่อทดสอบความสามารถใน
การสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9าย โดยสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่สรmางจากยีสตAปฏิปíกษAดmวยวิธี face 
to face double petri dish assay บ9มท่ี 25 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน 

ชุดทดสอบ การเจริญของรา การผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 
 เสmนผ9าน

ศูนยAกลางโคโลนี 
(เซนติเมตร) 

เปอรAเซ็นตAการยับย้ัง ปริมาณ 
อะฟลาทอกซินบี 1 
(นาโนกรัมต9อกรัม) 

เปอรAเซ็นตAการลดลง 

ชุดควบคุม 6.00±0.44  751.00±87.56  

ยีสตAไอโซเลต Y08 1.83±1.03a 64.81±1.03a 37.93±0.02a 94.95±0.03a 

ยีสตAไอโซเลต Y20 3.03±1.04a 49.50±1.04a 41.00±0.05a 94.54±0.06a 

* ตัวอักษรที่เหมือนกันในแต9ละแถวแสดงความไม9แตกต9างกันอย9างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรAเซ็นตA 
 
3.4.2 วิเคราะหAลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราโดยใชm Scanning Electron Microscope (SEM) 

จากผลการทดลองที่ไดmจากขmอ 3.4.1 พบว9า ยีสตAไอโซเลต Y08 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ 
A. flavus M3T8R4G3 ไดmดีที่สุด และลดการผลิตอะฟลาทอกซินไดmใกลmเคียงกับยีสตAไอโซเลต Y20 ดังนั้น จึงนำรา
ที่เลี้ยงร9วมกับยีสตAไอโซเลตดังกล9าวมาวิเคราะหAลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เล้ียงราเพียง
อย9างเดียวดmวยเคร่ือง Scanning Electron Microscope (SEM) โดยเลือกวิเคราะหAบริเวณขอบของโคโลนีรา 

รูปที ่ 3.6 แสดงลักษณะเสmนใยบริเวณขอบโคโลนีของ A. flavus M3T8R4G3 พบว9า ลักษณะเสmนใย
บริเวณขอบของโคโลนีของราเมื่อเลี้ยงร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y08 ที่กำลังขยาย 500 เท9า มีลักษณะบางลีบแบน
ผิดปกติกว9าเสmนใยราในชุดควบคุม (รูปที่ 3.6ค) และเมื่อเพิ่มกำลังขยายเปXน 1000 เท9า พบว9า ลักษณะเสmนใยบาง
ลีบแบนผิดปกติชัดเจนข้ึนและพบลักษณะเสmนใยบิดเปXนเกลียวผิดรูปเม่ือเทียบกับชุดควบคุม (รูปท่ี 3.6ง) 
 

ก ข 
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ร ูปที ่  3.6 ลักษณะเส mนใยบร ิเวณขอบโคโลนีของ A. flavus M3T8R4G3 จากกลmอง Scanning Electron 
Microscope (SEM) เมื่อทดสอบผลของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAไอโซเลต Y08 บ9มที่ 25 องศา
เซลเซียส เปXนเวลา 7 วัน (ก, ข) ชุดควบคุมเมื ่อเลี ้ยงราเพียงอย9างเดียวที ่กำลังขยาย 500 และ 1000 เท9า 
ตามลำดับ (ค, ง) ชุดทดสอบเมื่อเลี้ยงราร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y08 ที่กำลังขยาย 500 และ 1000 เท9า ตามลำดับ 
ลูกศรสีแดงแสดงลักษณะเสmนใยของราท่ีลีบแบนผิดปกติ 
 
3.4.3 วิเคราะหAชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAปฏิปíกษA 

ผลการวิเคราะหAหาชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจากยีสตAไอโซเลต Y08 ดmวยวิธี GC-MS 
analysis แสดงในรูปที่ 3.7 พบว9า ยีสตAไอโซเลต Y08 สามารถผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายชนิดเอทานอล
ไดmปริมาณมากที่สุด (retention time, RT เท9ากับ 3.160 นาที) รองลงมาไดmแก9 เอทิลอะซีเทต (RT เท9ากับ 2.533 
นาที) (รูปที่ 3.7) และตารางที่ 3.3 แสดงชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายทั้งหมดที่ยีสตAไอโซเลต Y08 ผลิต
ไดm พบว9า ยีสตAไอโซเลต Y08 สามารถผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายไดm 10 ชนิด ไดmแก9 อะซีตัลดีไฮดA เอทิลอะ
ซีเทต บิวทานอล, 3-เมทิล เอทานอล กรดโพรพาโนอิก, เอทิลเอสเทอรA 1-โพรพานอล, 2-เมทิล 1-บิวทานอล, 3-

ก ข 
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เมทิล-, อะซีเทต 1-บิวทานอล, 3-เมทิล-, โพรพาโนเอต 1-บิวทานอล, 3-เมทิล และกรดแอซิติก, 2-ฟ´นิลเอทิลเอส
เทอรA 
 

 
 

รูปท่ี 3.7 โครมาโทแกรมของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายในสัดส9วนท่ีมากท่ีสุดท่ีผลิตจากยีสตAไอโซเลต Y08 
 

ตารางที่ 3.3 ชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจากยีสตAไอโซเลต Y08 เมื่อบ9มที่ 25 องศาเซลเซียส 
เปXนเวลา 2 วัน วิเคราะหAโดยเคร่ือง GC-MS Chromatography 

สารประกอบอินทรียAระเหยง9าย ยีสตAไอโซเลต Y08 
RA (%) 

อะซีตัลดีไฮดA 1.06 
เอทิลอะซีเทต 27.76 
บิวทานอล, 3-เมทิล 0.73 
เอทานอล 100 
กรดโพรพาโนอิก, เอทิลเอสเทอรA 0.88 
1-โพรพานอล, 2-เมทิล 3.16 
1-บิวทานอล, 3-เมทิล-, อะซีเทต 40.74 
1-บิวทานอล, 3-เมทิล-, โพรพาโนเอต 0.78 
1-บิวทานอล, 3-เมทิล 7.65 
กรดแอซิติก, 2-ฟ́นิลเอทิลเอสเทอรA 2.13 

เอทานอล 

เอทิลอะซีเทต 
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บทท่ี 4 
สรุปและวิจารณcผลการทดลอง 

 
4.1 การทดสอบความสามารถของยีสตcปฏิปeกษcเบ้ืองต̀นในการยับย้ังการเจริญของ A. flavus 

การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 โดยใชmยีสตAปฏิปíกษAไอโซเลต 
Y08 และ Y20 ดmวยวิธี Dual culture ทำใหmทราบถึงความสามารถในการเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพของยีสตA
ปฏิปíกษAเบ้ืองตmน จากผลการทดลอง พบว9า ยีสตAไอโซเลต Y08 และ Y20 มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของ 

A. flavus M3T8R4G3 ไดmใกลmเคียงกัน (19.00±1.37 และ 18.09±3.07 เปอรAเซ็นตA ตามลำดับ) ปíจจุบันมีรายงาน
การศึกษาการใชmยีสตAเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพ เพื่อยับยั้งการเจริญของราก9อโรคพืชและราที่ผลิตสารพิษหลาย
ชนิด รวมทั ้งราที ่ผลิตอะฟลาทอกซิน จากงานวิจัยของ Hernández-Montiel และคณะ (2010) ไดmศึกษา
ความสามารถของยีสตA Debaryomyces hansenii ที่คัดแยกจากน้ำทะเลและเปลือกของผลมะนาวแม็กซิกัน 
พบว9า D. hansenii สามสายพันธุ A ไดmแก9  D. hansenii DhhBCS06, D. hansenii LL1 และ D. hansenii LL2 
สามารถลดการเกิดโรคเน9าเสียจากราในผลมะนาวแม็กซิกันหลังจากการเก็บเกี่ยวผลผลิตไดmมากถึง 80 เปอรAเซ็นตA 
และงานวิจัยของ Zhang และคณะ (2017) พบว9า Pichia membranaefaciens และ Kloeckera apiculate มี
ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของ Monilinia fructicola ซ่ึงก9อใหmเกิดโรคเน9าในผลลูกพลัมหลังการเก็บเก่ียว 
โดยยีสตAทั้งสองชนิดสามารถลดการงอกของสปอรAและการเจริญของเสmนใยราไดmอย9างมีนัยสำคัญ ยีสตAมีกลไกท่ี
สำคัญหลายอย9างที่ใชmควบคุมราก9อโรค ซึ่งการแย9งชิงพื้นที่และสารอาหารเปXนกลไกเบื้องตmนที่ยีสตAแสดงความเปXน
ปฏิปíกษAต9อราก9อโรค เนื่องจากยีสตAสามารถเจริญเติบโตไดmอย9างรวดเร็ว สามารถเพิ่มจำนวนเซลลAในอัตราที่เร็วกว9า
ราก9อโรค ทำใหmจำนวนราก9อโรคและพื้นที่ในการเจริญลดลง จากงานวิจัย Afsah-Hejri (2013) พบว9า ยีสตAที่คัด
แยกมาจากต mนถ ั ่ วพ ิทาช ิ โอ ได mแก 9  Pseudozyma fusiformata, Cryptococcus albidus, Rhodotorula 
fragaria, Cryptococcus hungaricus และ Rhodotorula hinula สามารถยับยั้งการเจริญ การงอกของสปอรA
รา และการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus ไดm โดย P.  fusiformata สามารถลดการงอกของสปอรAราไดm
ดีที่สุด (84.6 เปอรAเซ็นตA) และ C. albidus สามารถลดน้ำหนักแหmงรวมของราไดmมากที่สุด (77.9 เปอรAเซ็นตA) ทั้งน้ี 
การลดลงของน้ำหนักแหmงและการงอกของสปอรAราอาจมีส9วนเกี่ยวขmองกับการแย9งชิงอาหารของยีสตAกับรา และ
งานวิจัยของ Hua และคณะ (2019) ในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ A. flavus โดยใชmยีสตA 
Wickerhamoomyces anomalus ดmวยวิธี Dual culture พบว9า สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลา
ทอกซินของ A. flavus ไดm โดยสามารถลดจำนวนสปอรAราไดmมากกว9า 95 เปอรAเซ็นตA และยังสามารถกดการ
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แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขmองกับการผลิตอะฟลาทอกซินของราไดm นอกจากน้ี ยังพบว9ายีสตAสามารถใชmคารAโบไฮเดรต
และไนโตรเจนไดmท้ังในรูปแบบน้ำตาลโมเลกุลคู9และน้ำตาลโมเลกุลเด่ียว (Spadaro และ Droby, 2016)  
 
4.2 การทดสอบความสามารถของน้ำยีสตcปฏิปeกษcเบ้ืองต̀นในการสร̀างสารยับย้ังการเจริญเม่ือเล้ียงรCวมกับรา 

นอกจากการแย9งชิงพ้ืนท่ีและสารอาหารแลmว กลไกสำคัญอีกอย9างหน่ึงท่ียีสตAใช9ในการควบคุมราก9อโรค คือ 
การสรmางสารยับยั้งการเจริญของรา เริ่มจากการทดสอบสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงยีสตAปฏิปíกษAร9วมกับราดmวยวิธี Agar 
sport assay จากผลการทดลอง พบว9า ไม9มีการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 เหนือโคโลนีของยีสตAทั้งสองไอ
โซเลต และสังเกตเห็นบริเวณยับยั้งชัดเจน แสดงว9ายีสตAไอโซเลต Y08 และ Y20 ผลิตสารยับยั้งการเจริญของรา 
และสารนั้นสามารถแพร9ผ9านอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (วุmน 0.8 เปอรAเซ็นตA) จากงานวิจัยของ Medina-Córdova และ
คณะ (2016) พบว9า ยีสตA Debaryomyces hensenii มีความสามารถในการผลิตสารตmานราในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากเซลลA และผลิตสารตmานราที่มีความสามารถในการแพร9ผ9านบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไดm ทำใหmราเจริญลดลง
โดยเฉพาะ Aspergillus sp. และยีสตA D. hensenii ยังสามารถผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายท่ีสามารถยับย้ัง
การเจริญของเสmนใยราไดmอีกดmวย งานวิจัยของ Tayel และคณะ (2013) ในการทดสอบความสามารถของ Pichia 

anomala ในการผลิตเอนไซมA b-1,3-กลูคาเนส ซึ่งมีคุณสมบัติเปXนสารตmานการเจริญของรา และทดสอบผลของ
เอนไซมAต9อการเจริญของเสmนใยรา A. flavus พบว9า ยีสตAสามารถผลิตเอนไซมAทั้งสองชนิดไดmดี เมื่อบ9มราร9วมกับ P. 
anomala และสังเกตลักษณะของเสmนใยราผ9านกลmองจุลทรรศนAอิเล็กตรอนแบบส9องกราด (SEM) พบว9า เมื่อบ9ม
เปXนเวลา 72 ช่ัวโมง เสmนใยของรามีรูปร9างผิดปกติ เกิดการแตกออกของเซลลAอย9างชัดเจน งานวิจัยของ Nally และ
คณะ (2015) พบว9า Kluyveromyces marxianus BKm128 และ K.  marxianus BKm145 สามารถยับยั้งการ
เจริญของ Aspergillus terrus ไดm โดยผลิตเอนไซมAลามินาริเนส เพื ่อทำลายผนังเซลลAของรา และผลิต 

siderophore เพื่อแย9งชิงธาตุเหล็กที่สำคัญต9อการเจริญของรา รวมทั้งสามารถผลิตเอนไซมA b-1,3-กลูคาเนส เพ่ือ
ยับยั้งการงอกของสปอรAราไดm งานวิจัยของ Banani และคณะ (2014) ไดmตัดต9อยีนที่สามารถสรmางเอนไซมAโปรติ
เอสของ Aureobasidium pullulans PL5 ใส9ใน Pichia pastoris KM71 และทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ัง
การเจริญของราก9อโรคในผลแอปเปñrล ไดmแก9 Monilinia fructicola, Botrytis cenaria, Alternaria alternata 
และ Penicillium expansum พบว9า P. pastoris KM71 สามารถสรmางเอนไซมAโปรติเอสและยับยั้งการงอกของ
สปอรA M. fructicola และ B. cenaria ไดmดี ทำใหmเสmนใยของราบวมข้ึน เม่ือสังเกตใตmกลmองจุลทรรศนA และงานวิจัย
ของ Nally และคณะ (2015) ในการศึกษากลไกของยีสตAที่สามารถผลิตสารยับยั้งการเจริญต9อราก9อโรคเน9าในผล
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องุ9น พบว9า Saccharomyces cerevisiae สามารถผลิตเอนไซมAลามินาริเนสและไคติเนส เปXนเอนไซมAที่สามารถ
ทำลายโครงสรmางของผนังเซลลAราไดm และผลิตสาร siderophore เพื่อใชmในการแย9งธาตุเหล็ก ซึ่งเปXนธาตุอาหารท่ี
จำเปXนต9อการเจริญของราก9อโรค  
 
4.3 ทดสอบความสามารถของน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลcยีสตcในการยับย้ังการเจริญของรา 
 จากผลการทดลองขmางตmนทำใหmทราบว9ายีสตAปฏิปíกษAสามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราไดm จึง
ศึกษาต9อไปว9ายีสตAปฏิปíกษAผลิตสารยับยั้งดังกล9าวในช9วงใดของการเจริญและศึกษาคุณสมบัติเบื้องตmนของสาร
ยับย้ังดังกล9าว ดmวยวิธี Agar diffusion assay จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลลAยีสตA
ทั้งสองไอโซเลตที่เจริญในระยะ mid log phase และ late log phase ที่ผ9านและไม9ผ9านการใหmความรmอนในการ
ยับยั้งการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 พบว9า น้ำเลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลลAยีสตAทั ้งสองไอโซเลตในทุกชุด
ทดสอบไม9สามารถยับย้ังการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 ไดm แสดงใหmเห็นว9าสารท่ีอยู9ในน้ำเล้ียงเช้ือปราศจาก
เซลลAยีสตAท้ังสองไอโซเลตไม9มีฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของ A. flavus M3T8R4G3 อย9างไรก็ตาม ผลการทดสอบ
ดmวยวิธี Agar sport assay แสดงใหmเห็นว9ายีสตAทั้งสองไอโซเลตสามารถผลิตสารยับยั้งซึมผ9านอาหารเลี้ยงเชื้อไดm 
แสดงว9าสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งดังกล9าวอาจถูกผลิตขึ้นเมื่อมีการเจริญร9วมกับราเท9านั้น ซึ่งสอดคลmองกับงานวิจัยของ 
Zhu และคณะ (2015) ในการศึกษาผลของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลAยีสตA S. cerevisiae M114 เพื่อยับยั้งการ
งอกของสปอรAรา A. cabonarius พบว9า เมื่อเลี้ยงราร9วมกับยีสตAในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPD เปXนเวลา 3 วัน 
จากนั้นแยกน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAออกจากตะกอนเซลลAยีสตA และนำน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลAยีสตAไป
เลี้ยงร9วมกับราเปXนเวลา 96 ชั่วโมง สามารถยับยั้งการงอกของสปอรAราไดmอย9างมีประสิทธิภาพ จึงสรุปไดmว9าเมื่อมี
การเจริญของราร9วมกับยีสตA ยีสตAจะสามารถผลิตสารท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของราอยู9ในอาหารเล้ียงเช้ือไดm 
  
4.4 การทดสอบความสามารถของสารประกอบอินทรียcระเหยงCาย (volatile organic compounds: VOCs) 
ของยีสตcตCอการยับย้ังการเจริญและการผลิตสารพิษของรา 
 
4.4.1 การทดสอบการสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษ
ของรา 
 กลไกสำคัญอีกหนึ่งประการของยีสตAปฏิปíกษAในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา ไดmแก9 การ
สรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายจากยีสตA ทดสอบดmวยวิธี face to face double petri dish assay พบว9า 
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ยีสตAปฏิปíกษAทั้งสองไอโซเลตสามารถสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราไดmอย9างมี
ประสิทธิภาพ (49-64 เปอรAเซ็นตA) และลดการผลิตอะฟลาทอกซินอย9างชัดเจน (94 เปอรAเซ็นตA) โดยสารประกอบ

อินทรียAระเหยง9ายของยีสตAไอโซเลต Y08 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งดีที ่สุด ยับยั ้งการเจริญ (64.81±1.03 

เปอรAเซ็นตA) และยับย้ังการผลิตอะฟลาทอกซิน (94.95±0.03 เปอรAเซ็นตA) จากงานวิจัยของ Jibangyang และคณะ 
(2020) ไดmศึกษาผลของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAที ่คัดแยกไดmจากใบของธัญพืชต9าง ๆ พบว9า 
saprophytic yeasts ที่แยกไดmจากใบพืชมีกลไกในการผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่มีผลต9อการยับยั้งการ
เจริญเติบโต การงอกของโคนิเดีย และลดการผลิตอะฟลาทอกซินในเมล็ดขmาวโพดที่ปนเปqrอน A. flavus A39 
สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตโดย saprophytic yeasts มีประสิทธิภาพในการเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพ
เพื่อควบคุมการปนเปqrอนของอะฟลาทอกซินที่ผลิตจาก A. flavus ในระหว9างการเก็บรักษาเมล็ดพืช งานวิจัยของ 
Chang และคณะ (2015) พบว9า 2-ฟ´นิลเอทิลแอลกอฮอลA ส9งผลต9อการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินของ A. 
flavus โดยการไดmรับ 2-ฟ´นิลเอทิลแอลกอฮอลA ทำใหm A. flavus ถูกกระตุmนการเจริญในระดับหนึ่งและหยุดการ
เจริญไป ซึ่งการเจริญนี้จะส9งผลไปยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวขmองกับการผลิตอะฟลาทอกซิน และงานวิจัย
ของ Farbo และคณะ (2018) พบว9า ยีสตAสามารถผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่สามารถยับยั้งการเจริญ
และการผลิตโอคราทอกซินเอจาก Aspergillus carbonarius และ Aspergillus ochaceus ไดmอย9างมีนัยสำคัญ 
 
4.4.2 วิเคราะหAลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราโดยใชm Scanning Electron Microscope (SEM) 

จากผลการทดสอบความสามารถในการผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตA เพื่อยับยั้งการเจริญ
และการผลิตสารพิษจากราของ A. flavus M3T8R4G3 พบว9า ยีสตAไอเลต Y08 สามารถยับยั้งการเจริญไดmดีที่สุด 
และลดการผลิตสารพิษจากราไดmอย9างมีประสิทธิภาพ ดังนั้น จึงนำเสmนใยราบริเวณขอบโคโลนีที่เลี้ยงร9วมกับยีสตAไอ
โซเลต Y08 มาวิเคราะหAลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยใชmกลmองจุลทรรศนAอิเล็กตรอนแบบส9องกราด (SEM) จากผล
การวิเคราะหA พบว9า เสmนใยของ A. flavus M3T8R4G3 ที่เลี ้ยงร9วมกับยีสตAไอโซเลต Y08 มีลักษณะลีบแบน
ผิดปกติแตกต9างจากชุดควบคุมอย9างชัดเจน แสดงใหmเห็นว9า สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายท่ีผลิตจากยีสตAไอโซเลต 
Y08 มีผลต9อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา ทำใหmมีการเจริญและการพัฒนาของเสmนใยราท่ีผิดปกติ สอดคลmองกับ
งานวิจัยของ Farbo และคณะ (2018) ในการทดสอบผลของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจากยีสตAท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของ A. ochraceus และ A. carbonarius ที่ปนเปqrอนในผลองุ9น จากการทดสอบพบว9า 
เสmนใยของราทั้งสองชนิดบริเวณขอบของโคโลนีราที่เลี้ยงร9วมกับยีสตAปฏิปíกษA เมื่อนำมาส9องดูดmวยกลmองจุลทรรศนA
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อิเล็กตรอนแบบส9องกราด (SEM) มีลักษณะแตกต9างจากชุดควบคุมอย9างชัดเจน เสmนใยมีการจับตัวเปXนกmอนและท่ี
ปลายของเสmนใยเกิดการบวม ทำใหmเซลลAแตกหลายตำแหน9ง  
 
4.4.3 วิเคราะหAชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAปฏิปíกษA 
 จากผลการวิเคราะหAชนิดของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAไอโซเลต Y08 ดmวยวิธี GC-MS 
analysis พบว9า ยีสตAไอโซเลต Y08 สามารถผลิตสารประกอบอินทรีย Aระเหยง9ายไดmหลายชนิด โดยผลิต
สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายชนิดเอทานอลมากที่สุด จากงานวิจัยของ Hua และคณะ (2014) ไดmวิเคราะหAชนิด
ของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที ่ผลิตจาก P. anomala WRL-076 (W. anomalus) และศึกษาผลของ
สารประกอบอินทรียAระเหยง9ายที่ผลิตจากยีสตAปฏิปíกษAต9อการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. 
flavus พบว9า  P. anomala WRL-076 ผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายชนิด 2-ฟ´นิลเอทานอล โดย2-ฟ´นิลเอ
ทานอล สามารถยับยั้งการเจริญของเสmนใยราและการงอกของสปอรAราไดm พบบริเวณยับยั้งชัดเจนเมื่อทดสอบบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง นอกจากนี้ 2-ฟ´นิลเอทานอล ยังมีผลต9อยีนที่สำคัญในการสังเคราะหAอะฟลาทอกซินบี 1 และ
งานวิจัยของ Masoud และคณะ (2005) พบว9า P. anomala สามารถผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายเพ่ือ
ยับยั้งการเจริญของ A. ochraceus ไดmหลายชนิด ไดmแก9 เอทิลอะซีเทต ไอโวบิวทิลอะซีเทต 2-ฟ´นิลเอทิลอะซีเทต 
และเอทิลโพรพิโอเนต โดยผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายชนิดเอทิลอะซีเทตในปริมาณมากที่สุด และพบอีก
ว9า 2-ฟ́นิลเอทิลอะซีเทต เปXนสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายท่ีสำคัญในการยับย้ังการผลิตโอคราทอกซินเอของรา 
  

จากผลการทดสอบท้ังหมดขmางตmนสามารถสรุปไดmว9า ยีสตAปฏิปíกษAทั้งสองไอโซเลต ไดmแก9 ยีสตAไอโซเลต 
Y08 และ Y20 มีความสามารถในการเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพในระดับ in vitro เพ่ือยับยั้งการเจริญและการผลิต
สารพิษจากรา A. flavus M3T8R4G3 ไดm โดยมีกลไกสำคัญ ไดmแก9 การสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9าย จาก
การทดสอบ พบว9า ยีสตAไอโซเลต Y08 มีประสิทธิภาพในการสรmางสารประกอบอินทรียAระเหยง9าย เพื่อยับยั้งการ
เจริญของราและลดการผลิตสารพิษจากราไดmดีที่สุด จากผลการทดลองขmางตmนสามารถใชmเปXนหลักฐานในการศึกษา
การใชmยีสตAปฏิปíกษAในการเปXนตัวควบคุมทางชีวภาพในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรต9อไป และสามารถนำไป
พัฒนาประสิทธิภาพของยีสตAปฏิปíกษAเพื่อใชmในการควบคุมการเจริญและการผลิตสารพิษจากราใหmมีประสิทธิภาพ
มากย่ิงข้ึน 
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ข̀อเสนอแนะ 
1. ระบุชนิดของยีสตAเพ่ือทราบขmอมูลเก่ียวกับยีสตAมากข้ึน การเปXนเช้ือก9อโรค 
2. ศึกษาผลของปíจจัยต9าง ๆ ต9อการผลิตสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตA 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของสารประกอบอินทรียAระเหยง9ายของยีสตAในการควบคุมการเจริญและการผลิต
สารพิษจากราในตัวอย9างอาหารจริง เช9น ธัญพืชต9าง ๆ  
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 อาหารสำเร็จรูป PDA (Difco Laboratories, USA)    39 กรัม 
 น้ำกล่ัน         1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายส9วนผสมใหmเขmากัน จากนั้นนำไปนึ่งฆ9าเชื ้อ (autoclave) ที ่ความดันไอ 15 ปอนต9อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 
 
2. Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) 
 ผงสกัดจากยีสตA (yeast extract)      10.0 กรัม 
 เพปโทน (peptone)       20.0 กรัม 
 เด็กซAโทรส (dextrose)       20.0 กรัม 
 ผงวุmน (agar)        15.0 กรัม 
 น้ำกล่ัน         1,000 มิลลิลิตร 
 ละลายส9วนผสมใหmเขmากัน จากนั้นนำไปนึ่งฆ9าเชื ้อ (autoclave) ที ่ความดันไอ 15 ปอนต9อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 
 
3. Yeast Mold (YM) 
 ผงสกัดจากยีสตA (yeast extract)      3.0 กรัม 
 ผงสกัดจากมอลตA (malt extract)      3.0 กรัม 
 เพปโทน (peptone)       5.0 กรัม 
 เด็กซAโทรส (dextrose)       10.0 กรัม 
 ผงวุmน (agar)        20.0 กรัม 
 น้ำกล่ัน         1,000 มิลลิลิตร 
 ละลายส9วนผสมใหmเขmากัน จากนั้นนำไปนึ่งฆ9าเชื ้อ (autoclave) ที ่ความดันไอ 15 ปอนต9อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
สูตรและวิธีการเตรียมสารเคมี 

 
1. เฟสเคล่ือนท่ีสำหรับอะฟลาทอกซินบี 1 
 เมทานอล        200 มิลลิลิตร 
 อะซีโตไนไตรลA (HPLC grade)      200 มิลลิลิตร 
 น้ำปลอดประจุ        600 มิลลิลิตร 
 ละลายส9วนผสมใหmเขmากัน แลmวกรองดmวยชุดกรองผ9านกระดาษกรองขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร 
 
2. ฟอสเฟตบัฟเฟอรc (Phosphate Bufffered Saline, PBS pH 7.2) 
 โซเดียมคลอไรดA        8.0 กรัม 
 โพแทสเซียมคลอไรดA       0.2 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรฟอสเฟต      0.24 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต     1.44 กรัม 
น้ำปลอดประจุ        800 มิลลิลิตร 
ละลายส9วนผสมใหmเขmากัน ปรับความเปXนกรด-ด9าง ใหmเท9ากับ 7.2 จากนั้นปรับปริมาตรดmวยน้ำปลอดประจุ

จนมีปริมาตรเท9ากับ 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ9าเชื้อ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนต9อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 
 
3. สารแขวนลอยสปอรcรา (Physiological water) 
 โซเดียมคลอไรดA        0.85 กรัม 
 สารลดแรงตึงผิว (Tween 80)      1.0 กรัม 

น้ำกล่ัน         100 มิลลิลิตร 
 ละลายส9วนผสมใหmเขmากัน จากนั้นนำไปนึ่งฆ9าเชื ้อ (autoclave) ที ่ความดันไอ 15 ปอนต9อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐานสารพิษจากรา 

 
1. กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

 
 
2. โครมาโทแกรมของอะฟลาทอกซินบี 1 

 
 Retention Time (RT) : 7 นาที 
 



 

 

51 

3. การคำนวณปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 
ปริมาณอะฟลทอกซินบี 1 =  
 
โดย A คือ พ้ืนท่ีใตmกราฟ 
 B คือ สัมประสิทธ์ิหนmา X ของกราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 
 C คือ เฟสเคล่ือนท่ี ท่ีเติมลงในอะฟลาทอกซินบี 1 ท่ีสกัดไดm (เท9า) 
 D คือ น้ำหนักวุmน (กรmม) 
หน9วย นาโนกรัมต9อกรัม 

A 
[B x 2.5 (ปริมาตรเมทานอลท่ีใชmในการสกัด(ml)) x C x (1/D)] 
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