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บทคัดยอ 

          ในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวมักพบการปนเปอนจากราและสารพิษจากรา โดยเฉพาะการ

ปนเปอนจากโอคราทอกซินเอ ซึ่งพบปนเปอนในเมล็ดกาแฟทั้งกอนและหลังการแปรรูป การควบคุมทาง

ชีวภาพโดยใชจุลินทรียปฏิปกษเปนวิธีการควบคุมที่มีประสิทธิภาพที่ใชในการควบคุมการปนเปอนจากรา

และสารพิษจากรา แบคทีเรียกรดแลคติกเปนหน่ึงในตัวควบคุมทางชีวภาพที่นาสนใจ โครงการน้ีมี

จุดประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว ไดแก ผลกาแฟสุก เมล็ด

กาแฟหมัก เมล็ดกาแฟกะลา และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนา

โครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย และประเมินผล

การเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกตอราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรีย 

กรดแลคติกได 62 ไอโซเลตจากตัวอยางกาแฟทั้งหมด ยกเวนในเมล็ดกาแฟกะลา และพบมากที่สุดในเมล็ด

กาแฟหมัก จากน้ันจัดจําแนกกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได 6 กลุมตามลักษณะโคโลนีบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง MRS รูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศนจากการยอมสีแกรม และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

สําหรับการประเมินผลการเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดตอราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ

ดวยวิธี Agar spot assay พบวามากกวา 60 เปอรเซ็นตของแบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาทดสอบสามารถ

ยับย้ังการเจริญของราที่ผลิตโอคราทอกซินเอได โดยไอโซเลท MW2A ใหผลการยับย้ังดีที่สุด 
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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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โครงการหลวงตีนตก และเจาหนาที่ประจําศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหมที่คอย   

อํานวยความสะดวกในการเก็บตัวอยางกาแฟเพื่อนํามาใชในการทําวิจัยในครั้งน้ี 

 

          ขอขอบคุณพี่ๆ และเพื่อนๆ ในหองวิจัย 1904/14 สําหรับความชวยเหลือ ความเมตตา คําแนะนํา 

กําลังใจ และแบงปนความสุขใหแกผูวิจัยเสมอมา 

 

          ขอขอบคุณทั้งรุนพี่ เพื่อน รุนนองทุกคนในภาคจุลชีววิทยาและคณะอื่น ๆ ที่คอยใหความชวยเหลือ

และเปนกําลังใจที่ดีอยางเสมอมา 

 

          สุดทายน้ีขอขอบพระคุณบิดา มารดา และสมาชิกในครอบครัวทุกคนที่คอยใหความชวยเหลือ 

กําลังใจ และใหการสนับสนุนตลอดจนสําเร็จการศึกษา 
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

กาแฟ 

 

          กาแฟ (Coffee) เปนพืชในวงศ (Family) Rubiaceae สกุล (Genus) Coffea และมีมากกวารอย 

สายพันธุ (Specie) (Batista และคณะ, 2016) เจริญไดดีในสภาพอากาศคอนขางเย็นอุณหภูมิระหวาง     

17 - 22 องศาเซลเซียส จัดเปนพืชกึ่งเมืองหนาว ถาปลูกในเขตรอนตองปลูกบนพื้นที่สูง (สุริยา ศรีแสง, 

2555) โดยแหลงกําเนิดแลวเปนพืชพื้นเมืองของอาบีซีเนียและอาราเบีย ในป ค.ศ. 575 มีการคนพบกาแฟ

ในประเทศอาราเบีย และขณะเดียวกันมีบางขอมูลกลาววากาแฟเปนพืชพื้นเมืองที่พบในเมืองคัพฟาของ

ประเทศเอธิโอเปย ทําใหกาแฟมีช่ือเรียกตามเมืองน้ี และยังมีการเรียกแตกตางกันออกไปอีกมาก กาแฟเริ่ม

เปนที่แพรหลายเพิ่มข้ึนจากประเทศอาราเบียเขาสูประเทศอิตาลี เนเธอรแลนด เยอรมัน และฝรั่งเศส โดย

ชาวอาราเบียเรียกกาแฟวา คะวาฮ (Kawah) หรือ คะเวฮ (Kaweh) ซึ่งแปลวาพลัง หรือความ

กระปรี้กระเปรา ในชาวตุรกีเรียกวา คะเวฮ (Kaveh) เชนเดียวกัน ตอมาการเรียกช่ือกาแฟไดเปลี่ยนแปลงไป

ตามแหลงผลิต เชน คัฟฟ (Koffee) ในอังกฤษเรียกวา คอฟฟ (Coffee) อันเปนช่ือที่รูจัก และใชมาถึงใน

ปจจุบัน เมื่อมาถึงประเทศไทยคนไทยเรียกวา โกป  ขาวแฝ และกลายเปนกาแฟในที่สุด (สํานักงาน

พัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552) กาแฟเปนหน่ึงในเครื่องด่ืมที่เปนที่รูจักและนิยมบริโภคของผูคนทั่วโลก 

โดยมีปริมาณการจัดหาปละประมาณ 7 ลานตัน และถือเปนหน่ึงในพืชเศรษฐกิจที่เปนแหลงรายไดสําคัญ 

โดยเฉพาะอยางย่ิงในประเทศกําลังพัฒนา ซึ่งในบางประเทศการสงออกกาแฟชวยทํากําไรใหมากกวา     

รอยละ 50 ของรายไดทั้งหมด (Garg, 2016)  

 

สายพันธุกาแฟ 

          กาแฟในสกุล Coffea มีหลายสายพันธุ เชน Coffea arabica, C. canephora., C. dewevrei,  

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

C. racemosa และสายพันธุอื่นๆ ที่มีขอมูลทางพันธุกรรม ความใกลเคียงกัน แตสายพันธุที่เปนที่รูจักกัน 

และมีการปลูกในเชิงการคามี 2 สายพันธุ คือ สายพันธุอะราบิกา (Coffea arabica; Arabica Coffee)  

และสายพันธุโรบัสตา (Coffea canephora; Robusta Coffee) (Batista และคณะ, 2016)   

 

          กาแฟอะราบิกา (Arabica Coffee) 

          กาแฟอะราบิกามีการพูดถึงครั้งแรกโดย Linnaeus ในป ค.ศ. 1753 พันธุที่รูจักกันดี คือ สายพันธุ 

Typica และ Bourbon แตปจจุบันไดมีการพัฒนาปรับปรุงพันธุตางๆ ข้ึนมา เชน สายพันธุ Caturra นิยม

ปลูกในบราซิลและโคลัมเบีย สายพันธุ Mundo Novo นิยมปลูกในบราซิล สายพันธุ Tico นิยมปลูกใน
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อเมริกากลาง และมีการพัฒนาใหเปนไมพุมเต้ียสายพันธุ San Ramon และ Jamaican Blue Mountain 

ตนกาแฟอะราบิกา เปนไมพุมขนาดใหญที่มีใบรูปไขสีเขียวเขม ลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกตางจากกาแฟ

สายพันธุอื่นๆ คือ กาแฟอะราบิกามี 4 ชุดโครโมโซม (4n) มากกวา 2 ชุดโครโมโซม (2n) ผลเปนรูปไข   

และผลจะสุกในเวลาประมาณ 7-9 เดือน เมล็ดกาแฟอะราบิกามักจะมีสองเมล็ดแบน สวนที่เปนเมล็ดเด่ียว

จะเรียกวา peaberry เมื่อเปรียบเทียบกับตนกาแฟโรบัสตา ตนกาแฟอะราบิกาจะมีความแข็งแรงนอยกวา 

ตองการการดูแลอยางดีจึงทําใหมีตนทุนการผลิตสูงกวา เน่ืองจากกาแฟอะราบิกาไมตานทานตอศัตรูพืช 

และโรคตางๆ จึงมีการปรับปรุงพันธุข้ึน โดยสายพันธุ Catuai และ Mundo Novo เปนพันธุที่ไดรับการ

ปรับปรุงพันธุใหใกลเคียง พันธุด้ังเดิมของ C. arabica มากที่สุด กาแฟอะราบิกาสามารถปลูกไดในอเมริกา 

แอฟริกากลาง แอฟริกาตะวันออก อินเดีย และในบางพื้นที่ของอินโดนีเซีย (Batista และคณะ, 2016)   

          ในประเทศไทยมีการปลูกกาแฟอะราบิกาในพื้นที่ภาคเหนือ เริ่มปลูกในพื้นที่จังหวัดแมฮองสอนโดย

โครงการหลวงพัฒนาชาวเขา (มูลนิธิโครงการหลวง) ภายใตความชวยเหลือของกระทรวงเกษตรของ

สหรัฐอเมริกา (USDA) ต้ังแต พ.ศ. 2517 เพื่อทดแทนการปลูกฝนของชาวไทยภูเขาในภาคเหนือ หลังจาก

น้ันไดกระจายพันธุไปตามแหลงปลูกตาง ๆ บนพื้นที่สูงทางภาคเหนือ เชน มูลนิธิแมฟาหลวง ดอยชาง    

ดอยวาวี จังหวัดเชียงราย เชียงใหม แมฮองสอน ตาก นาน และเพชรบูรณ ตามลําดับ (สุริยา ศรีแสง, 2555) 

 

          กาแฟโรบัสตา (Robusta Coffee)  

          กาแฟโรบัสตาเปนสายพันธุที่ปลูกกันอยางแพรหลายมากที่สุดของ C. canephora โดยเปนไมพุม 

หรือตนไมขนาดเล็กที่มีความสูงไดถึง 10 เมตร แตมีระบบรากต้ืน ผลจะกลมและใชเวลากวา 11 เดือน ผลถึง

จะสุก เมล็ดมีรูปไขและมีขนาดเล็กกวา C. arabica กาแฟโรบัสตานิยมปลูกในแถบตะวันตก แอฟริกากลาง  

พื้นที่สวนใหญในเอเชียตะวันออกเฉียงใต และบางพื้นที่ในบราซิล ซึ่งเปนที่รูจักกันในช่ือ Conilon (หรือ

เรียกวา Kouillou) กาแฟโรบัสตาสามารถใชสําหรับผลิตกาแฟที่ละลายนํ้าได และใชผสมกับกาแฟอะราบิกา 

การวิจัยในปจจุบันแสดงใหเห็นวา กาแฟที่มาจากการผสมกันของกาแฟโรบัสตาและกาแฟอะราบิกาน้ัน    

จะใหรสสัมผัสที่แตกตางไปจากรสสัมผัสของกาแฟอะราบิกาเพียงอยางเดียว (Batista และคณะ, 2016)   

          กาแฟโรบัสตาเปนพันธุที่ทนตอโรค แตมีรสชาติกระดางกวาและไมออนละมุนเหมือนกาแฟ        

อะราบิกา มีสารคาเฟอีนมากกวาประมาณรอยละ 2 ถึง 3 ตอเมล็ด สามารถปลูกไดในพื้นที่ต้ังแต

ระดับนํ้าทะเลจนถึงระดับเหนือนํ้าทะเล ประมาณ 2,000 ฟุต ในประเทศไทยปลูกมากในภาคใต เชน จังหวัด

ชุมพร ระนอง และสุราษฏรธานี เปนตน สําหรับในตลาดโลก กาแฟโรบัสตาถือวาเปนกาแฟที่มีคุณภาพตํ่า 

เมล็ดดิบมีราคาไมสูงนัก เน่ืองจากวิธีการผลิตและเมล็ดที่ใชผลิตกาแฟพันธุโรบัสตาน้ัน มักไมเปนที่ยอมรับใน

ตลาดกาแฟชนิดพิเศษ แตอยางไรก็ตามผลผลิตเกือบทั้งหมดของกาแฟพันธุโรบัสตามักถูกนําไปผลิตเปน

กาแฟสําเร็จรูป  ซึ่งจะมีมูลคาในตลาดเครื่องอปุโภคบริโภคสูง การผลิตกาแฟโรบัสตาจึงมีการผลิตเพื่อปอนสู

ตลาดโลกอยางตอเน่ือง จึงมีการปรับปรุงพันธุข้ึนเพื่อใหไดกาแฟที่มีคุณภาพดี และเปนที่ยอมรับในตลาดโลก 

(สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552)          
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องคประกอบของเมล็ดกาแฟ 

          ผลกาแฟ (coffee cherry) มีลักษณะคลายลูกหวา รูปรี กานผลสั้น ผลดิบสีเขียว เมื่อเวลาผลสุก  

จะมีสีเหลือง สีสม หรือสีแดง เมื่อโตเต็มที่ผลกาแฟจะมีขนาดยาว 10-15 มิลลิเมตร ซึ่งภายในบรรจุเมล็ด

กาแฟ (coffee bean) ผลกาแฟประกอบดวยเน้ือเย่ือหลายช้ัน (ภาพที่ 1.1) ไดแก 1) เปลือกหรือผนังผล

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

เหลือง เมื่อสุกมีรสหวาน และมีลักษณะเปนเมือก (mucilage) 3) กะลาหรือผนังผลช้ันใน (parchment 

หรือ hull หรือ endocarp) จะหอหุมเมล็ดไว 4) เย่ือหุมเมล็ด (silver skin หรือ testa หรือ epidermis) 

เปนเย่ือบางๆ หุมเมล็ดที่อยูชวงระหวางเมล็ดกับกะลา 5) เมล็ด (bean หรือ endosperm) ซึ่งจะมี 2 เมล็ด

ประกบกัน ดานที่ประกบกันจะอยูดานในมีลักษณะแบน มีรองบริเวณกลางเมล็ด 1 รอง สวนดานนอกมี

ลักษณะโคง ในบางครั้งหากการผสมเกสรไมสมบูรณ จะทําใหผลติดเมล็ดเพียงเมล็ดเดียว ลักษณะเปนเมล็ด

เด่ียวหรือเมล็ดโทน (peaberry) ผลกาแฟที่มีเมล็ดเด่ียวจะรูปรางกลมรีทั้งเมล็ด โดยมีรองบริเวณกลางเม็ด  

1 รอง (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552; Batista และคณะ, 2016)   
 

     
                         ก                                                              ข 

ภาพท่ี 1.1 ภาพแสดงองคประกอบตางๆ ของผลกาแฟ  

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

ข. ภาพตัดขวาง (Batista และคณะ, 2016)   

 

กระบวนการผลิตเมลด็กาแฟ 

          ผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวจะเขาสูกระบวนการแปรรูปใหอยูในสภาพที่เหมาะสม และสะดวกใน 

การนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑกาแฟตอไป (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552;     

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

          กระบวนการแบบแหง (Dry process) เปนกระบวนการผลิตที่งาย มีข้ันตอนนอย ประหยัด

แรงงาน และไมตองการเครื่องมือที่ซับซอน โดยการนําผลกาแฟที่เก็บเกี่ยวไดมาตากแดดบนตาขายประมาณ 

15-20 วัน จนกาแฟแหง (ภาพที่ 2.1ก) ไมควรใหช้ันผลกาแฟมีความหนาเกิน 3 เซนติเมตร และกลับเปน

ระยะๆ เพื่อปองกันการหมัก และสีของผลกาแฟไมสม่ําเสมอ (สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552) 

หลังจากน้ันจึงนําผลกาแฟเขาเครื่องสีกะเทาะเม็ดก็จะไดเมล็ดกาแฟสารที่ตองการ วิธีน้ีมีขอเสีย คือ อาจ 
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เกิดกลิ่นจากการหมักที่เกิดจากเมือกหุมรอบกะลา ตองรีบกะเทาะเปลือกทันทีกอนที่จะเกิดการหมัก (พิมล 

วุฒิสินธุ, 2553) สวนใหญใชกระบวนการผลิตแบบแหงกับกาแฟโรบัสตา (Batista และคณะ, 2016)   

          กระบวนการแบบเปยก (Wet process) เปนกระบวนการที่นิยมในการผลิตเมล็ดกาแฟสาร     

อะราบิกา เพราะสามารถใหเมล็ดกาแฟที่มีกลิ่นและรสชาติดีกวากระบวนการแบบแหง แตมีข้ันตอนมากกวา 

และตองมีนํ้าในการทําความสะอาดอยางเพียงพอ (ภาพที่ 2.1ข) มีข้ันตอนดังน้ี (พิมล วุฒิสินธุ, 2553) 

          1. นําผลกาแฟสุกที่เก็บเกี่ยวไดแชนํ้า เพื่อแยกผลที่ลอยนํ้าออกจากผลกาแฟที่ดี 

          2. การปอกเปลือกผลกาแฟ (pulping) ทําไดโดยใชเครื่องปอกเปลือกผลกาแฟทันทีหลังจากการเกบ็

เกี่ยวเพื่อปองกันการหมักแลวจะเกิดกลิ่นไมดีกับเมล็ดกาแฟสาร ถาหากไมสามารถปอกเปลือกไดทันทีก็เก็บ

ผลกาแฟไวไมเกิน 36 ช่ัวโมง 

          3. การกําจัดเมือก (demulicaging) ตองลอกเมือกออกเพื่อไมไดเกิดการหมัก 

          4. การลางเมล็ดกาแฟ (washing) เปนการลางเมล็ดกาแฟกะลาที่ผานการหมักแลวกอนนําไปตาก 

          5. การแชเมล็ดกาแฟ (water soaking) เปนการแชเมล็ดกาแฟกะลาที่ลางเมือกออกแลวประมาณ 

12 ช่ัวโมง กอนนําไปตากแดด เพื่อทําใหเมล็ดกาแฟมีสีสวยและรสชาติดี 

          6. การทําใหแหง (drying) โดยนําไปตากแดดใหความช้ืนลดลงอยางพอเหมาะกอนนําไปสงขายหรือ

นําไปค่ัว การลดความช้ืนที่พอเหมาะจะทําใหเมล็ดกาแฟมีสีสวยและคุณภาพดี  

          7. การสีเมล็ดกาแฟกะลา (hulling) เพื่อสีเอากะลาออกไปโดยใชเครื่องสี ลักษณะเมล็ดกาแฟสารที่

ดีตองมีสีเขียวอมฟา และมีความช้ืนประมาณรอยละ 11-12  
 

                
 ก                                                          ข 

ภาพท่ี 1.2 กระบวนการผลิตเมลด็กาแฟสาร (green coffee) หลงัการเกบ็เกี่ยว 

ก. กระบวนการแบบแหง (ที่มา : http://www.madrascoffee.in/DryMethod.html) 

ข. กระบวนการแบบเปยก (ที่มา : http://www.madrascoffee.in/WetMethod.html) 

 

          ชนิดของกาแฟเมื่อแบงตามกระบวนการผลิต สามารถแบงไดเปน 3 ชนิด ดังน้ี (กระทรวงเกษตร

และสหกรณ, 2561) 

          1. ผลกาแฟ (coffee cherry) คือ ผลกาแฟสุกที่มลีกัษณะเปนสีแดง (ภาพที่ 1.3ก) 

          2. ผลกาแฟแหง (dried cherry) คือ ผลกาแฟที่ผานกระบวนการทําใหแหงจนไดผลกาแฟแหง      

ที่ไมไดเอาเปลือกออก รวมทั้งเมล็ดกาแฟที่มีเปลือกติดบางสวน (ภาพที่ 1.3ข) 
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          3. กาแฟกะลา (parchment coffee) คือ ผลกาแฟสุกที่เอาผนังผลช้ันนอกและผนังผลช้ันกลาง 

ออก แตยังคงเหลือผนังผลช้ันในหรือที่เรียกวากะลาติดอยู (ภาพที่ 1.3ค) 

          4. กาแฟสาร (green coffee) คือ ผลกาแฟสุกที่เอาสวนของเปลือก ไดแก ผนังผลช้ันนอก ผนังผล

ช้ันกลางออก และผนังผลช้ันในหรือที่เรียกวากะลาออกแลว (ภาพที่ 1.3ง) 
 

          
              ก                             ข                             ค                             ง                              

ภาพท่ี 1.3 ชนิดของกาแฟเมื่อแบงตามกระบวนการผลิต 

ก. ผลกาแฟ (ที่มา : ตัวอยางกาแฟที่เกบ็จากพื้นที่โครงการหลวงในจังหวัดเชียงใหม) 

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

ค. กาแฟกะลา (ทีม่า : ตัวอยางกาแฟที่เกบ็จากพื้นที่โครงการหลวงในจงัหวัดเชียงใหม) 

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

 

จุลินทรียประจําถ่ินท่ีพบในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเก่ียว 

          สวนเน้ือผลกาแฟ (pulp) และเมือก (mucilage) สามารถเปนสารต้ังตนสําหรับการเจริญเติบโต 

ของจุลินทรีย ทั้งแบคทีเรีย ยีสต และราที่มีสวนเกี่ยวของในกระบวนการแปรรูปกาแฟโดยเฉพาะในระหวาง

การหมักผลกาแฟ จุลินทรียสามารถยอยเน้ือผลกาแฟและเมือกที่หุม ทําใหเกิดการกระตุนการเปลี่ยนแปลง

ทางชีวเคมีที่จําเปนตอการหมักตามธรรมชาติ จุลินทรียที่พบในกระบวนการแบบแหง และแบบเปยกมีความ

แตกตางกนั และอาจเปนประโยชนหรือเปนโทษตอเมล็ดกาแฟก็ได (Hamdouche และคณะ, 2016) 

          แบคทีเรียสวนใหญพบในผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว และในระหวางกระบวนการผลิตทั้ ง

กระบวนการแบบแหง และแบบเปยก ไดแก Enterobacteriaceae เชน Klebsiella pneumoniae 

แบคทีเรียกรดอะซิติก เชน Gluconobacter spp. แบคทีเรียในดิน เชน Dyella kyungheensis และ

แบคทีเรียกรดแลคติก เชน lactobacilli, Leuconostoc spp., Lactococcus spp, Weissella spp. พบ

ไดในชวงการหมักของกระบวนการแบบเปยกมากกวากระบวนการแบบแหง (De Bruyn และคณะ, 2017) 

          ยีสตพบมากในผลกาแฟที่อยูในระหวางการหมัก และเปนเช้ือต้ังตนในการผลิตเมล็ดกาแฟทั้งใน

กระบวนการแบบแหง และแบบเปยก ไดแก Kluyveromyces marxianus, Pichia kluyveri, P. ohmeri, 

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

คณะ, 2004)  

          ราที่พบสวนใหญเปนราสายใย มักพบบริเวณเปลือก และเน้ือของผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวหรือ   

ที่ผานการลางนํ้า ไดแก 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) เปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่ผลิตข้ึน

จากราสายใย เชน  Aspergillus sp., Pencillium sp., เปนตน (Alshannaq และ Yu, 2017) ในการจัด

หมวดหมูของสารพิษจากราน้ันจะจัดจําแนกตามชนิด หรือลักษณะของราที่ผลิต หรือแบงตามกลไกการ

ทํางานของสารพิษจากรา ราหน่ึงชนิด อาจจะผลิตสารพิษไดชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได รวมถึงราตางชนิด

กันอาจจะผลิตสารพิษที่เหมือนกันหรือตางชนิดกันไป (Bennett และ Klich, 2003) โดยสารเมแทบอไลต

ทุติยภูมิที่ผลิตจากราสายใยมีเฉพาะบางตัวที่เปนสารพิษ ตัวอยางของสารพิษจากรา เชน อะฟลาทอกซิน 

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

ดีออกซีนิวาลีนอล (deoxynivalenols) ที ทู ทอกซิน (T-2 toxins) ฟูโมนิซิน (fumonisins) และเออรกอต 

อัลคาลอยด (ergot alkaloids) ที่สงผลตอสุขภาพของคนและสัตว รวมถึงผลผลิตทางการเกษตร และมีสวน

สําคัญที่ทําใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ (Haschek และคณะ, 2013) ราและสารพิษจากราที่พบ   

บอยในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรแสดงในตารางที่ 1.1 

 

ตารางท่ี 1.1 ราและสารพิษจากราที่พบบอยในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

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 เออรกอต อัลคาลอยด 

P. expansum พาทูลิน 

   ที่มา : ดัดแปลงจาก Haschek และคณะ, 2013 
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ความอันตรายของสารพิษจากรา  

          สารพิษจากราสามารถจําแนกตามผลที่มีตออวัยวะเปาหมาย เชน สารพิษที่มีผลตอตับ 

(hepatotoxins) สารพิษที่มีผลตอไต (nephrotoxins) สารที่มีผลตอระบบประสาท (neurotoxins)   

สารพิษที่มีผลตอภูมิคุมกัน (immunotoxins) เปนตน หรือจําแนกตามผลที่มีตอเซลลหรือพันธุกรรม เชน 

สารกอวิรูปในทารก (teratogens) สารกอกลายพันธุ (mutagens) สารกอมะเร็ง (carcinogens) และ    

สารกอภูมิแพ (allergens) เมื่อรางกายสัมผัสหรือไดรับสารพิษจากราเขาไปกอใหเกิดอันตรายแกมนุษย   

และสัตวไดอยางฉับพลันหรือเรื้อรังตอระบบตางๆ ของรางกาย (Bennett และ Klich, 2003) 

 

การปนเปอนของสารพิษจากราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

          สารพิษจากราเปนสารที่มีอยูทั่วโลกและพบการปนเปอนตามธรรมชาติในผลผลิตทางการเกษตร

จํานวนมากโดยเฉพาะอยางย่ิงในเมล็ดธัญพืช และพบปนเปอนอยูในถ่ัว ผลไม ผลไมแหง ผัก เมล็ดโกโก 

เมล็ดกาแฟ ไวน เบียร สมุนไพร และเครื่องเทศ (ตารางที่ 1.2) นอกจากน้ี ยังพบไดในเน้ือ ไข นม และ

ผลิตภัณฑจากนม เน่ืองจากสัตวกินอาหารที่มีการปนเปอนเขาไป สารพิษจากราสามารถพบการปนเปอนได

ต้ังแตการ เพาะปลูก กอนและหลังการเก็บเกี่ยว เชน ในชวงเพาะปลูกมักจะพบสกุล Fusarium หรือใน

ระหวางการเก็บรักษาผลผลิตจะพบสารพิษจากสกุล Aspergillus และ Penicillium เปนชนิดแรก (Smith 

และคณะ, 2016) 

 

ตารางท่ี 1.2 การปนเปอนของสารพิษจากราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

สารพิษจากรา อาหารและผลผลิตทางการเกษตรท่ีปนเปอน 

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 ขาวโพด ผลิตภัณฑจากขาวโพด 

ซีราลโีนน เมล็ดพืช เมล็ดธัญพืช 

เออรกอต อัลคาลอยด เมล็ดขาว หญา 

พาทูลิน แอปเปล นํ้าแอปเปล ผลไม ผัก 

   ที่มา : ดัดแปลงจาก Hojnik และคณะ, 2017 
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โอคราทอกซินเอ 

 

          โอคราทอกซินเอ (Ochratoxin A) ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1965 วาเปนสารเมแทบอไลต   

ทุติยภูมิที่ผลิตจาก A. ochraceus และถูกระบุวาเปนสารพิษจากราชนิดใหม โอคราทอกซินเอที่แยกไดจาก

ขาวโพดในสหรัฐอเมริกาไดถูกระบุวาเปนสารพิษที่มีผลอันตรายตอไต (nephrotoxin) หลังจากน้ันมีรายงาน

การคนพบวาโอคราทอกซินเอเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตไดราสายใยหลายสายพันธุในสกุล 

Aspergillus และ Penicillium (Bennett และ Klich, 2003) 

          โอคราทอกซินเอ มีโครงสรางเปน pentaketide ที่เกิดจาก L-phenylalanine 2 โมเลกุลจับกัน

ดวยพันธะเอไมด (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)  มีสูตรโมเลกุลเปน C20H18ClNO6 และมวลโมเลกุลเทากับ 403.8 โอคราทอกซินเอมีลักษณะ

เปนผลึกสีขาว ไมมีกลิ่น มีจุดหลอมเหลว 168 - 173 ºC และละลายนํ้าไดไมดี (Köszegi และ Poór, 2016) 
 

 
ภาพท่ี 1.4 โครงสรางของโอคราทอกซินเอ (El Khoury และ Atoui, 2010) 

 

ความเปนพิษของโอคราทอกซินเอ 

          โอคราทอกซินเอมีความเปนพิษตอการทํางานของไตและตับทั้งในมนุษยและสัตว นอกจากน้ี ยังเปน

สารกดภูมิคุมกัน สารกอมะเร็ง และสารกอใหเกิดทารกวิรูป และมีรายงานวาโอคราทอกซินเอเปนสาเหตุที่

ทําใหเกิดภาวะไตอักเสบเรื้อรัง (Balkan endemic nephropathy; BEN) ของประชากรในแถบตะวันออก

เฉียงใตของยุโรป (โครเอเชีย บอสเนีย บัลแกเรีย และโรมาเนีย) อีกทั้งยังเปนสาเหตุสําคัญของโรคไต 

(Tunisian Nephropathy; TCIN) ของประชากรในตูนิเซีย และถูกจัดใหเปนสารที่อาจกอมะเร็งในกลุม 2B 

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

2010)  

          อวัยวะสําคัญที่เปนเปาหมายของโอคราทอกซินเอ คือ ไต เมื่อโอคราทอกซินเขาสูรางกาย จะไป

รบกวนการทํางานของเอนไซม phenylalanine hydroxylase ในไต เน่ืองจากมีโครงสรางคลายกับ

โครงสรางของ phenylalanine จึงไปยับย้ังการสังเคราะหดีเอ็นเอ สงผลใหเกิดการสังเคราะหโปรตีนที่

ผิดปกติไป และกลายเปนสาเหตุของความผิดปกติตางๆ ตามมา เชน เกิดการกลายพันธุ (Alshannaq และ 

Yu, 2017) 
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ราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ 

          ราสําคัญที่ผลิตโอคราทอกซินเอ ไดแก ราในสกุล Aspergillus และ Penicillium โดยราทั้งสองสกุล

ถูกจัดเปน storage fungi เน่ืองจากมีการผลิตโอคราทอกซินเอในชวงหลังการเก็บเกี่ยวหรือชวงการเก็บ

รักษาผลผลิต แตถาอากาศรอนและแหง Aspergillus และ Penicillium ก็สามารถผลิตโอคราทอกซินเอ

ในชวงการเพาะปลูกไดเชนกัน (Pardo และคณะ, 2005) 

          ราในสกุล Aspergillus ที่ผลิตโอคราทอกซินเอมี 2 กลุม (section) คือ Circumdati และ Nigri 

โดยราในกลุม Circumdati ที่ผลิตโอคราทอกซิน ไดแก A. ochraceus, A. sclerotiorum, A. steynii,     

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

สวนใหญพบวามีการปนเปอนในเมล็ดกาแฟ เมล็ดโกโก องุน เปนตน (Pardo และคณะ, 2005; Alvindia 

และ Guzman, 2016) 

          ราในกลุม Nigri ที่ผลิตโอคราทอกซินเอ ไดแก A. niger และ A. carbonarius พบวามีการปนเปอน

ในองุนและกาแฟเชนกัน โดย A. carbonarius เปนสายพันธุสําคัญในการผลิตโอคราทอกซินเอ เน่ืองจาก

ผลิตไดในปริมาณที่สูงกวา A. niger (Noonim และคณะ, 2008) นอกจากน้ี ยังมี A. lacticoffeatus และ       

A. sclerotioniger ซึ่งเปนสายพันธุที่คัดแยกไดจากกาแฟ และพบวามีการผลิตโอคราทอกซินเอ สวน       

A. heteromorphus, A. japonicas, A. ellipticus และ A. tubingensis พบวามีการผลิตโอคราทอกซินเอ

เชนเดียวกัน (Samson และคณะ, 2004)  

          สวนในสกุล Penicillium ที่ไดรับการยืนยันวาผลิตโอคราทอกซินได ไดแก P. verrucosum ที่พบ

ปนเปอนในธัญพืชในแถบยุโรป แคนาดา สหรัฐอเมริกา เน่ืองจากเจริญไดดีในแถบที่มีอุณหภูมิคอนขางตํ่า 

(Pardo และคณะ, 2005; Ilic และคณะ, 2007) P. nordicum มียีนที่แสดงออกวาผลิตโอเคทอกซินเอได

เชนเดียวกับ A. niger, A. carbonarius, A. steynii และ A. westerdijkiae (Gil-Serna และคณะ, 2018) 

 

การปนเปอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเก่ียว  

          เมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวมีการปนเปอนโอคราทอกซินเอมากกวากอนการเก็บเกี่ยว ในเมล็ด

กาแฟโรบัสตาพบการปนเปอนโอคราทอกซินเอมากกวาในเมล็ดกาแฟอะราบิกา เน่ืองจากโดยทั่วไปเมล็ด

กาแฟโรบัสตาจะใชกระบวนการแบบแหงที่ไมไดผานการเอาเปลือก หรือเน้ือ หรือเมือกออก ซึ่งอาจเปน  

สารต้ังตนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของราได สวนในเมล็ดกาแฟอะราบิกาผานกระบวนการแบบเปยก    

มีราเจริญนอยกวาจึงมีการปนเปอนนอยกวา (Culliao และ Barcelo, 2017; Noonim และคณะ, 2008) 

          Barcelo และ Barcelo (2018) ไดรายงานการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในกาแฟหลังการเก็บ

เกี่ยวในประเทศฟลิปปนส โดยศึกษาในสายพันธุโรบัสตา และสายพันธุอะราบิกาที่อยูระหวางข้ันตอนการ

เก็บรักษา และการตากแหง ในสายพันธุโรบัสตาพบในผลกาแฟที่อยูระหวางการตากแหง มีปริมาณโอครา

ทอกซินเอสูงถึง 120.2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สวนในสายพันธุอะราบิกาพบในผลกาแฟที่อยูระหวางการเก็บ

รักษา มีปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ย 46.7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
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          Chiotta และคณะ (2016) ไดรายงานถึงการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟสารและ

เมล็ดกาแฟที่ผานกระบวนการแปรรูปแลวในกลุมประเทศละตินอเมริกา โดยมีรายงานในประเทศบราซิล   

พบการปนเปอนในเมล็ดกาแฟสาร 0.20 นาโนกรัมตอกรัม และพบในเมล็ดกาแฟที่ผานการแปรรูปแลว   

0.10 ถึง 0.30 นาโนกรัมตอกรัม สวนในประเทศโคลัมเบีย พบการปนเปอนในเมล็ดกาแฟสาร 0.90 ถึง 

19.40 นาโนกรัมตอกรัม และพบในเมล็ดกาแฟที่ผานการแปรรูป 8.40 ถึง 13.90 นาโนกรัมตอกรัม  

           Benites และคณะ (2017) ไดรายงานถึงการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟค่ัวและ

เมล็ดกาแฟค่ัวบดในประเทศโปรตุเกส โดยศึกษาในสายพันธุโรบัสตาและสายพันธุอะราบิกา พบวาทั้งสอง

สายพันธุมีปริมาณโอคราทอกซินเอที่ปนเปอนแตกตางกันเพียงเล็กนอยและปริมาณโอคราทอกซินเอเฉลี่ยที่ 

ตรวจพบในเมล็ดกาแฟค่ัวมี 1.84 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมและในเมล็ดกาแฟค่ัวบดมี 1.45 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  

          สําหรับในประเทศไทย ชวเลิศ ตรีกรุณาสวัสด์ิ และคณะ (2561) ไดรายงานถึงการปนเปอนของ      

โอคราทอกซินเอในตัวอยางกาแฟ สายพันธุโรบัสตาจากจังหวัดชุมพร และระนอง และสายพันธุอะราบิกา

จากจังหวัดแมฮองสอน เชียงใหม และเชียงราย ไดแก ผลกาแฟแหง กาแฟกะลา กาแฟสาร กาแฟค่ัว กาแฟ

โบราณ และกาแฟสําเร็จรูป พบปริมาณโอคราทอกซินเอสูงสุดในผลกาแฟแหงสายพันธุโรบัสตาอยูที่    

63.10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในกาแฟค่ัวพบปริมาณโอคราทอกซินเอตํ่าอยูที่ 0.2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

สวนในกาแฟโบราณและกาแฟสําเร็จรูปตรวจไมพบปริมาณโอคราทอกซินเอ    

          จากรายงานของวิจัยเหลาน้ีแสดงใหเห็นวาการติดตามและประเมินผลของปริมาณโอคราทอกซินเอ 

ที่ปนเปอนในกาแฟน้ันมีความสําคัญ เน่ืองจากโอคราทอกซินเอมีการกระจายอยางกวางขวาง และปจจุบัน

การควบคุมการปนเปอนของโอคราทอกซินเอในกาแฟน้ันยังไมเปนผลสําเร็จ (Benites และคณะ, 2017) 

 

ขอกําหนดปริมาณของโอคราทอกซินเอในอาหาร 

          ปจจุบันองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration of 

the United States; FDA) ยังไมไดกําหนดแนวทางหรือขอกําหนดปริมานในการควบคุมโอคราทอกซินเอ 

(Alshannaq และ Yu, 2017) แตสหภาพยุโรปไดกําหนดขอจํากัดปริมาณของโอคราทอกซินเอไวในอาหาร

หลายประเภท (Commission Regulation (EC) No. 1881/2006, 2006) ขอกําหนดปริมาณของ          

โอคราทอกซินเอในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรตามขอกําหนดของสหภาพยุโรปแสดงในตารางที่ 1.3 

          สําหรับในประเทศไทย ประกาศมาตรฐานสินคาเกษตร เรื่อง เมล็ดกาแฟอะราบิกา พ.ศ. 2561   

และประกาศมาตรฐานสินคาเกษตร เรื่อง เมล็ดกาแฟโรบัสตา พ.ศ. 2561 ไดกําหนดปริมาณสูงสุดของ           

โอคราทอกซินเอพบไดไมเกิน 10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2561) 
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ตารางท่ี 1.3 ขอกําหนดปริมาณของโอคราทอกซินเอในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรของสหภาพยุโรป 

สารพิษจากรา ปริมาณปนเปอนสูงสุด (ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) 

เมล็ดธัญพืชที่ไมผานกระบวนการ 5.0 

ผลิตภัณฑจากธัญพืชทุกชนิด 3.0 

ผลไมแหง (ลูกเกด องุนแหง) 10.0 

เมล็ดกาแฟค่ัว 5.0 

กาแฟผงสําเร็จรูป 10.0 

เครื่องด่ืมจากองุน 2.0 

ผลิตภัณฑธัญพืชสําหรบัทารกและเด็ก 0.5 

เมล็ดกาแฟสาร  10.0 

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

 

แบคทีเรียกรดแลคติก 

           

          แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria; LAB) เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางเอนไซม       

คะตะเลส ไมเคลื่อนที่ และไมสรางสปอร ลักษณะทางสัณฐานวิทยามีทั้งรูปรางแทงและรูปรางกลม เปน

แบคทีเรียที่ไมตองการออกซิเจนหรือตองการออกซิเจนในปริมาณนอย สามารถหมักคารโบไฮเดรตไดเปน

กรดแลคติก การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุลตางๆ ข้ึนอยูกับรูปรางหรือลักษณะเซลล รูปแบบ

ของการหมักนํ้าตาลกลูโคส การใชนํ้าตาลชนิดตางๆ การเจริญที่อุณหภูมิตางๆ (Teuber, 1993) รวมถึงการ

วิเคราะหในระดับพันธุกรรมโดยใชเทคนิคในระดับโมเลกุล และการทําผังวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

(Stiles และ Holzapfel, 1997) สกุลที่มีการจัดจําแนก ไดแก Lactobacillus, Carnobacterium, 

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

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

สกุลตางๆ ของแบคทีเรียกรดแลคติก และคุณสมบัติที่เกี่ยวของแสดงในตารางที่ 1.4 

          แบคทีเรียกรดแลคติกสรางพลังงานจากการหมักคารโบไฮเดรต เกิดกรดแลคติกจากปฏิกิริยา 2   

วิถีทาง คือ วิถีทางที่ไดกรดแลคติกเพียงอยางเดียว เรียกวา โฮโมเฟอรเมนเททีฟ (homofermentative 

metabolism) และวิถีทางที่ไดกรดแลคติกรวมกับสารอื่นในปริมาณที่ใกลเคียงกัน เรียกวา เฮทเทอโร

เฟอรเมนเททีฟ (heterofermentative metabolism) (อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน, 2551; Gaenzle, 2015) 

(ภาพที่ 1.5) 

          โฮโมเฟอรเมนเตทีฟแบคทีเรีย เปนแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกไดในปริมาณรอยละ 85 หรือ

มากกวาจากการหมักคารโบไฮเดรต ซึ่งพวกน้ีจะหมักนํ้าตาลกลูโคส (glucose) 1 โมล เปนกรดแลคติก 2 

โมล (ภาพที่ 1.5ก) และไดกรดอะซิติก (acetic acid) เอทานอล (ethanol) และคารบอนไดออกไซด (CO2) 
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เล็กนอย สายพันธุที่นิยมใชหมัก ไดแก Lactobacillus acidophilus, L. delbruckii และ L. helveticus 

(อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน, 2551) และสวนใหญใชในการหมักเน้ือสัตว นม หรือการหมักในความเขมขน   

ของเกลือสูง (Gaenzle, 2015) 

          เฮทเทอโรเฟอรเมนเตทีฟแบคทีเรีย เปนแบคทีเรียที่หมักคารโบไฮเดรต เชน นํ้าตาลกลูโคสให     

กรดแลคติกประมาณรอยละ 50 นอกน้ันใหกรดอะซิติก เอทานอล และคารบอนไดออกไซด (ภาพที่ 1.5ข) 

สายพันธุที่นิยมใชหมัก ไดแก L. plantarum, L. casei และ L. sake (อําพรรณ ชัยกุลเสรีวัฒน, 2551) 

และสวนใหญใชในการหมักไวน ไซเดอร ขาวโอต (cereal porridges) แปงโดสําหรับทําขนมปง กิมจิ 

(Gaenzle, 2015) 

 

ตารางท่ี 1.4 สกุลตางๆ ของแบคทีเรียกรดแลคติกและคุณสมบัติที่เกี่ยวของ 

สกุล  รูปราง 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 - หมายถึงไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลสและไมเกิดรีดักชันของไนไตรล 

                  * Pediococcus โดยปกติไมสรางคะตะเลสแตมีบางสายพันธุที่สราง pseudocatalase 

                  Homo- :  Homofermentative       

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

ก. โฮโมเฟอรเมนเททฟี (วิถีไกลโคไลซสิ)   ข. เฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ (วิถี 6-ฟอสฟอกลูโคเนต) 

 

ความสําคัญของแบคทีเรียกรดแลคติก 

          แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสําคัญทางเศรษฐกิจโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร บทบาทสําคัญ 

คือ ใชเปนหัวเช้ือต้ังตนสําหรับการหมัก ซึ่งมีบทบาทสามารถยับย้ังจุลินทรียชนิดอื่น และปองกันการเนาเสีย

ในอาหารหมักหลายชนิด ทั้งยังมีบทบาทสําคัญในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตวโดยเฉพาะใน   

วัยเด็ก และวัยรุน สามารถควบคุมเช้ือประจําถ่ินที่มีตามธรรมชาติใน นม เน้ือสัตว ผัก และผลิตภัณฑจาก

ธัญพืชเมื่อมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสม (Gaenzle, 2015)  

          นอกจากน้ี แบคทีเรียกรดแลคติกยังถูกนํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพที่ปลอดภัยในการ  

ควบคุมการเจริญของราที่ปนเปอนหลังการเก็บเกี่ยว สามารถสรางสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา หรือ 

สารเมแทบอไลตไปยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากรา (Lappa และคณะ, 2018) 

ก ข 
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ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเปนปฏิปกษตอราท่ีผลิตสารพิษ 

          แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสามารถในการควบคุมการเจริญเติบโต และยับย้ังการผลิตสารพิษ  

ของรา โดยทั่วไปแลวเกิดจากสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา สารประกอบเหลาน้ีมีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า   

เชน กรดอินทรีย (กรดอะซิติก และกรดแลคติก) ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) สารประกอบประเภท

โปรตีน รูเทอริน กรดไขมัน และสารประกอบฟโนลิก (Perczak และคณะ, 2018) ทั้งน้ี ตองคํานึงถึงปจจัย   

ที่มีผลตอการสรางสารประกอบของแบคทีเรียแลคติกดวย โดยมีปจจัยสําคัญ ไดแก ระยะพักตัวของเช้ือ 

(incubation time) อุณหภูมิ อาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช คาความเปนกรด-เบส (Dalié และคณะ, 2010)          

          กรดอินทรีย (organic acids) เปนผลิตภัณฑสุดทายจากการหมักคารโบไฮเดรต ผลิตภัณฑหลักของ

การหมัก คือ กรดแลคติก และกรดอะซิติก กรดเหลาน้ีไดรับการยอมรับวามีความปลอดภัยสําหรับใชใน  

การเก็บรักษาอาหาร มีสมมติฐานวาเมื่อกรดอินทรียแพรเขาไปในเย่ือหุมเซลล (plasma membrane)   

ของรา จะทําใหเกิดความเปนกลางของศักยไฟฟาภายในเซลล และนําไปสูการเกิด bacteriostasis สงผลให

กลไกตางๆ ของราหยุดการทํางาน (Perczak และคณะ, 2018) กรดอะซิติกเปนตัวยับย้ังการเติบโตของรา  

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

A. flavus FTDC3226 และ F. graminearum IDM623 ที่ความเขมขนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

(Dalié และคณะ, 2010) 

          ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) สวนใหญจะผลิตเมื่อมีออกซิเจน และเน่ืองจากไมสามารถสราง

เอนไซมคะตะเลสไดจึงมีการสะสมของไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวทําใหเกิดออกซิเดชันที่ลิพิดเมมเบรน 

(lipid membrane) และที่โปรตีนในเซลลของรา มีผลยับย้ังการเจริญของราได (Dalié และคณะ, 2010) 

และมีการเสนอใหใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเคลือบบนผิวของแอปเปลเพื่อ ยับย้ังการเจริญของ   

Penicillium expansum (Perczak และคณะ, 2018) 

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

จาก Lactobacillus plantarum MiLAB 14 โดยมีคุณสมบัติคลายผงซักฟอกหรือสารซักลางตางๆ ซึ่งมี 

ผลตอโครงสรางของเย่ือหุมเซลลของรา 3-OH-FAs ทําให lipid bilayers เปลี่ยนรูปรางไป แบคทีเรียจึง

สามารถซึมผานเย่ือหุมเซลลไปแลวปลอยพวกอิเล็กโทรไลตและโปรตีนภายในเซลล สงผลใหเย่ือหุมเซลล 

ของราแตก (Sjögren และคณะ, 2003) 

          รูเทอริน เปนผลิตภัณฑจากการหมักกลีเซอรอลที่ผลิตโดย Lactobacillus reuteri, L. brevis,     

L. buchneri, L. collinoides และ L. coryniformis ภายใตการหมักแบบไมใชออกซิเจน สารประกอบน้ี

สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม ribonuclease ซึ่งเปนเอนไซมหลักที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห       

ดีเอ็นเอ (Perczak และคณะ, 2018) และมีรายงานวาสามารถยับย้ังการเจริญของ Candida sp., 

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

          สารประกอบฟโนลิก เปนสารประกอบฟนอล และเปนวงอะโรมาติกไมอิ่มตัว Mandal และคณะ 

(2007) ศึกษาพบวา Pediococcus acidilactici LAB 5 สามารถผลิตสารประกอบฟโนลิกที่สามารถยับย้ัง

ราที่ผลิตสารพิษไดในปริมาณที่แตกตางกันไปตามแหลงอาหารที่พบราน้ันๆ เชน Alternaria solani, 
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Aspergillus fumigatus, A. parasiticus, Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Fusarium 

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

 

          สารประกอบประเภทโปรตีน ยังไมมีหลักฐานชัดเจนวาเปนสารประกอบโปรตีนที่ยับย้ังการเติบโต

ของราจากการผลิตของแบคทีเรียกรดแลคติก แตก็ยังมรีายงานวามบีางสายพันธุ เชน Lactococcus lactis 

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

ที่ผลิตสารยับย้ังราที่ไวตอเอนไซมโปรติโอไลติก (proteolytic enzymes) (Perczak และคณะ, 2018) 

 

          Rouse และคณะ (2008) ไดศึกษาคุณสมบัติการยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากรา 

ของ Pediococcus pentosaceus วาสามารถยับย้ัง Penicillium expansum ที่เปนสาเหตุทําให      

แอปเปลเนา พบวา P. pentosaceus สรางสารประกอบเปปไทดออกมา (antifungal peptides) และ

สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตและการผลิตพาทูลินของ P. expansum และลดการเนาของแอปเปลได 

 

          Kivanc และคณะ (2014) ไดศึกษาและคนพบเปนครั้งแรกวา Enterococcus durans มีคุณสมบัติ

สามารถยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากราของ P. chrysogenum, P. griseofulvum       

และ A. parasiticus โดยผลิตสารประกอบประเภทโปรตีน และกรดอินทรีย แตตองศึกษาเพิ่มเติมวา

สารประกอบน้ีของ E. durans สามารถยับย้ังจุลินทรียไดเลยหรือใชรวมกบัสารปองกันแบบชีวภาพชนิดอืน่ๆ 

และ E. durans สามารถใชเปนหัวเช้ือต้ังตน (starter culture) ในอาหารได จึงทําใหสามารถใชเปนสาร

ยับย้ังจุลินทรียในอาหารไดโดยตรง แตก็ยังตองศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับ E. durans ดวยเชนกัน 

 

          Al-Haik และคณะ (2017) ไดศึกษาคุณสมบัติการยับย้ังการเจริญของราและการผลิตสารพิษจากรา

ของ Lactobacillus bulgaricus S2 ที่มีการใชกันอยางแพรหลายในการหมักและการเก็บรักษาอาหารโดย

แยกมาจากนมแกะ พบวา L. bulgaricus S2 สรางสารประกอบที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตและการ

ผลิตอะฟลาทอกซินของ Aspergillus flavus ได 

 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเก่ียว 

          แบคทีเรียกรดแลคติกพบไดต้ังแตผิวของผลกาแฟสุก แตพบไดมากที่สุดในกระบวนการผลิตเมล็ด

กาแฟ โดยเฉพาะกระบวนการแบบเปยก ซึ่งพบมากที่สุดในข้ันตอนการแชเมล็ดกาแฟ เน่ืองจากแบคทีเรีย   

กรดแลคติกสามารถใชผนังผลช้ันกลาง และผนังผลช้ันในของผลกาแฟเปนสารต้ังตนในการหมัก ทําให

สามารถเจริญเติบโตได สวนในกระบวนการแบบแหง เน่ืองจากมีความช้ืนลดลงทําใหการหมักเกิดไดไมดี 

เปนผลใหพบแบคทีเรียกรดแลคติกไดนอยกวา (De Bruyn และคณะ, 2017) แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบ

บอยในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวแสดงในตารางที่ 1.5 
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ตารางท่ี 1.5 แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบบอยในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว 

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) 

 

การออกฤทธิ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเปนปฏิปกษตอราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ 

          Djossou และคณะ (2011) ไดศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกในไซเลจกาแฟ และราที่ผลิตโอคราทอก

ซินเอในเมล็ดกาแฟโรบัสตา พบวา Lactobacillus plantarum สามารถผลิตสารประกอบที่เปนปฏิปกษ

ตอรามายับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ที่ปนเปอนในเมล็ดกาแฟโรบัสตาได  

          Belkacem-Hanfi และคณะ (2014) ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกจากขาว มีรายงานวา                 

L. plantarum สามารถยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ไดเชนกัน และพบวา L. plantarum ผลิต

กรดอินทรีย คือ กรดอะซิติก และกรดโพรพิโอนิก 

          Leong และคณะ (2014) ไดศึกษาแบคทีเรียแลคติกที่คัดแยกจากผลกาแฟสด (coffee cherrys)  

สายพันธุอะราบิกาในไตหวัน พบวามี Weissella confusa, Leuconostoc pseudomesenteroides, 

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

thailandensis, Enterococcus faecalis และ Enterococcus sp. และมีแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด   

34 ไอโซเลทที่สามารถยับย้ังการเจริญของ A. flavus ไดโดยการผลิตสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา

นอกจากน้ียังพบวา Lactococcus lactis subsp. lactis และ Enterococcus faecalis สามารถผลิตสาร

ยับย้ังที่คลายกับแบคทีริโอซิน (bacteriocin-like)  

          De Melo Pereira และคณะ (2016) พบแบคทีเรียกรดแลคติกในเมล็ดกาแฟที่อยูในข้ันตอนการ

ผลิต เชน ในข้ันตอนการหมักไดแก Lactobacillus sp., Lactobacillus brevis, Lactobacillus 

plantarum และ Lactobacillus paracasei สามารถย้ังย้ังการเจริญของ A. westerdijkiae ได และ

ยับย้ังไดมากข้ึนเมื่ออยูรวมกับยีสต เชน Pichia fermentans ในขณะที่ De Bruyn และคณะ (2017) พบ

แบคทีเรียกรดแลคติกในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวที่อยูในชวงการผลิตแบบเปยก (Wet processing) ใน
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ข้ันตอนการหมักของผลกาแฟที่ยังไมไดเอาเปลือกออก (depulping) โดยพบ Leuconostoc spp., 

Lactococcus spp. และ Weissella spp. และพบวาสรางสารเมแทบอไลต เชน กรดอะซิติก เอทานอล 

กลีเซอรอล กรดแลคติก และแมนนิทอล เปนตน แตเมื่อผานการหมัก การแช และการทําใหแหงแลวน้ันจะมี

ความเขมขนลดลง 

 

         ปจจุบันนิยมใชตัวควบคุมทางชีวภาพมาเปนทางเลือกในการควบคุมการเจริญของรา และการ    

ผลิตสารพิษจากราที่ปนเปอนในชวงหลังการเก็บเกี่ยว แบคทีเรียกรดแลคติกเปนหน่ึงในตัวควบคุมทาง

ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ สามารถสรางสารประกอบที่เปนปฏิปกษตอรา หรือสารเมแทบอไลตไปยับย้ังการ

เจริญของรา และการผลิตสารพิษจากรา (Lappa และคณะ, 2018) นอกจากน้ี แบคทีเรียกรดแลคติกยังถูก

นํามาใชใน เชิงการคา โดยถือวาเปนจุลินทรียที่ปลอดภัย ไมเปนเช้ือกอโรค (Generally recognized as 

safe; GRAS) (De Melo Pereira และคณะ, 2016) ดวยประโยชนเหลาน้ีจึงทําใหแบคทีเรียกรดแลคติก 

เปนจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการใชควบคุมการเจริญ และการผลิตสารพิษจากราในเมล็ดกาแฟหลัง   

การเก็บเกี่ยวได 

 

         ดังน้ัน โครงการน้ีมีจุดประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว 

ไดแก ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก เมล็ดกาแฟกะลา และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวง

แมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม  

ประเทศไทย และประเมินผลการเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกตอราที่มีความสามารถในการผลิต 

โอคราทอกซินเอ 
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บทที ่2 

 

อุปกรณ เคมีภณัฑ และวิธีการทดลอง 

 

อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

 

1. กลองจุลทรรศนแบบใชแสงย่ีหอ Olympus บริษัท Olympus, Japan  

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

3. ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 

4. เครื่องช่ังรุน PG6002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

5. เครื่องดูดจายสารละลาย (pipette aid) รุน YP17CAF0004076 บริษัท DLAB Scientific, China 

6. เครื่องตีบดผสมอาหาร (stomacher) รุน Nr 397/520 บริษัท IUL Instruments, Spain 

7. เครื่องน่ึงฆาเช้ือไอนํ้า รุน SS-325 และ ES-315 บริษัท Tomy Digital Biology, Japan 

8. เครื่องปนผสมรุน Gene2 บริษัท Scientific Industries, USA 

9. เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส รุน Seven Easy บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

10. จานเลี้ยงเช้ือแกว ขนาด 15 x 100 มิลลเิมตร บริษัท Pyrex, England 

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

12. ตูบมเช้ืออุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 

13. ตูบมเช้ืออุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 

14. ตูบมเช้ืออุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส บริษัท Contherm Scientific Limited, New Zealand 

15. ตูเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

16. ตูแชจุดเยือกแข็งตํ่า อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

17. ตูอบแหง บริษัท Contherm Scientific Limited, New Zealand 

18. ถุงมือยาง ย่ีหอ SemperGuard รุน 0537 บริษัท Siamsempermed, Thailand 

19. ถุงใสตัวอยางสําหรับตีบดผสมอาหาร (stomacher bag) บริษัท White group, Thailand 

20. ที่วางหลอดทดลอง (test tube rack) 

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

22. ปเปตตพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร บริษัท Merck, Germany 

23. แผนพาราฟลม บริษัท Menasha, Thailand 

24. ไมโครปเปตต ขนาด 20, 200, 1000 ไมโครลิตร และขนาด 5 มิลลิลิตร บริษัท Eppendrof, Germany 

25. หลอดดักแกส (durham tube)  

26. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13 x 100 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 
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27. หลอดไมโครเซนติฟวก ขนาด 1.5 มิลลลิิตร บริษัท Axygen, USA  

28. ฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) บริษัท Precicolor, Germany 

 

เคมีภัณฑ 

 

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

2. แคลเซียมคารบอเนต (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. ผงวุน (agar) บริษัท Difco Laboratories, USA  

8. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany  

9. ฟนอลเรด (phenol red) บริษัท May and Baker, England 

10. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

11. ราฟโนส (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. ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (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 

  



20 
 

วิธีดําเนินการทดลอง 

 

2.1 การเก็บตัวอยางกาแฟ 

 

          เก็บตัวอยางเมล็ดกาแฟอะราบิกา 3 ชนิด ไดแก ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และเมล็ดกาแฟ 

กะลา จํานวน 16 ตัวอยาง ตัวอยางละ 1 กิโลกรัม ประกอบดวย ผลกาแฟสุก 6 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ก) 

เมล็ดกาแฟหมัก 6 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ข) เมล็ดกาแฟกะลา จํานวน 4 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ค) และเก็บ

ตัวอยางนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ จํานวน 5 ตัวอยาง (ภาพที่ 2.1ข) ตัวอยางละ 1 ลิตร ตัวอยางทั้งหมดเก็บเมื่อ

เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 (ชวงตนฤดูการเก็บเกี่ยว) จากพื้นที่โครงการหลวง 3 โครงการในจังหวัด

เชียงใหม ประเทศไทย ไดแก สถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด (ต้ังอยูที่ตําบลสบเปง อําเภอแมแตง มีพื้นที่ 

5,226 ไร สูงจากระดับนํ้าทะเล 600 - 1,000 เมตร อุณหภูมิเฉลี่ย 28 องศาเซลเซียส) ศูนยพัฒนาโครงการ

หลวงตีนตก (ต้ังอยูที่ตําบลหวยแกว อําเภอแมออน มีพื้นที่ 75,506 ไร สูงจากระดับนํ้าทะเล 650 - 1,500 

เมตร อุณหภูมิเฉลี่ย 23 องศาเซลเซียส) และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง (ต้ังอยูที่ตําบลเทพเสด็จ       

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

องศาเซลเซียส) (มูลนิธิโครงการหลวง, 2555) ในชวงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 จังหวัดเชียงใหม         

มีอุณหภูมิตํ่าสุดเฉลี่ย 19-21 องศาเซลเซียส อุณหภูมิสูงสุดเฉลี่ย 31-33 องศาเซลเซียส และมีปริมาณนํ้าฝน

เฉลี่ย 15-30 มิลลิเมตร (ศูนยอุตุนิยมวิทยาภาคเหนือ, 2561) 

 

         
                      ก                                    ข                                     ค  

ภาพท่ี 2.1 ตัวอยางกาแฟที่เกบ็จากพื้นที่โครงการหลวงในจงัหวัดเชียงใหม 

ก. ผลกาแฟสุก  ข. เมล็ดกาแฟหมักและนํ้าหมัก  ค. เมล็ดกาแฟกะลา 
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2.2 การนับจํานวนและคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางกาแฟดวยวิธีการ Dilution plating 

method 

 

          ช่ังตัวอยางกาแฟจํานวน 50 กรัม ใสในถุงใสตัวอยางสําหรับตีบดผสมอาหาร (stomacher bag) 

เติม 0.1 เปอรเซ็นต peptone water (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 450 มิลลิลิตร แชนาน 30 นาที แลวตีผสม

กันดวยเครื่องตีบดผสมอาหาร (stomacher) นาน 2 นาที สําหรับตัวอยางนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ นํานํ้าหมักมา    

1 มิลลิลิตร แลวตัวอยางทั้งหมดนํามาเจือจางดวย 0.1 เปอรเซ็นต peptone water 9 มิลลิลิตร จนมี   

ความเจือจางที่เหมาะสม จากน้ัน นําตัวอยางที่ไดเจือจางใหเหมาะสมมา 0.1 มิลลิลิตร แลว spread plate 

โดยเกลี่ยใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) ที่มีแคลเซียมคารบอเนต 

(ภาคผนวก ก) ทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจน

จํากัดเปนเวลา 2 วัน ตรวจดูลักษณะโคโลนี และนับจํานวนโคโลนีที่มีวงใส (clear zone) เกิดข้ึน รายงาน

ผลเปนจํานวนโคโลนีตอกรัมกาแฟ (Colony Forming Units (CFU)/g)  

          นําโคโลนีที่มีวงใสมา streak plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต นําไป 

บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัดเปนเวลา 2 วัน เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเด่ียว 

และแยกใหไดสายพันธุบริสุทธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคติกมากข้ึน 

 

2.3 การจําแนกกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได 

 

          ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่    

คัดแยกไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด       

เปนเวลา 2 วัน แลวจึงนํามาทดสอบดังน้ี  

 

2.3.1 การศึกษารูปรางเซลลดวยการยอมติดสีแกรม (Gram stain)  

 

          กระจายเช้ือบนแผนสไลด ทําใหแหงในอากาศ ผานเปลวไฟ ยอมดวยสีแกรมคริสตัลไวโอเลต 

(Crystal violet) นาน 1 นาที ลางสีออก แลวยอมดวยสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที ลางดวยนํ้าประปา 

และลางสีออกโดยใช 95% แอลกอฮอล สังเกตดูสีแกรมคริสตัลไวโอเลตที่ถูกชะออก พอเริ่มจางใหจุม    

แผนสไลดลงนํ้าเพื่อหยุดปฏิกิริยา จากน้ัน ยอมดวยสีซาฟานินโอ (Safanin O) นาน 30 วินาที ลางนํ้า    

และซับใหแหง ศึกษารูปรางเซลล และการยอมติดสีมวงของคริสตัลไวโอเลตดวยกลองจุลทรรศนแบบ       

ใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 เทา  
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2.3.2 การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test)  

 

          กระจายเช้ือบนแผนสไลด แลวหยดสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) รอยละ 3 จํานวน     

1 หยด สังเกตการเกิดฟองแกส โดยถาเกิดฟองแกส แสดงวามีการสรางคะตะเลสใหผลการทดสอบเปน   

บวก (Positive test; +) ถาไมมีฟองกาซแสดงวาไมมีการสรางคะตะเลส ใหผลการทดสอบเปนลบ 

(Negative test; -) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกใหผลการทดสอบเปนลบ (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช    

ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 

 

2.3.3 การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test)  

 

          นําโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคติกมา streak plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียม

คารบอเนต บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันหยด

สารละลาย Kovac's oxidase reagent (ภาคผนวก ข) 2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ สังเกตการ

เปลี่ยนแปลง ของโคโลนี โดยถาที่โคโลนีเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที แสดงวามีการสรางออกซิเดส 

ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test; +) และถาโคโลนีไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงวาไมมีการสรางออก

ซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test; -) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกจะใหผลการทดสอบเปนลบ          

(เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 

 

2.3.4 การทดสอบการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล  

 

          นําแบคทีเรียกรดแลคติกมาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีกลูโคส แลกโทส และราฟโนส ความ

เขมขน 1 เปอรเซ็นต และมีฟนอลเรด (Phenol red) ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนตัวบงช้ี (Indicator) 

แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจน เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเกิดฟองแกสใน

หลอดดักแกส และการเปลี่ยนสีของอาหารจากสีแดงเปนสีเหลือง โดยถามีฟองแกสในหลอดดักแกสแสดงวา

มีการสรางแกส ถาอาหารเปลี่ยนสีจากสีแดงเปนสีเหลืองแสดงวามีการสรางกรด และถาไมมแีกส และ/หรือ

สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงแสดงวาไมมีการสรางแกส และ/หรือไมมีการสรางกรด เทียบกับหลอดควบคุม      

(ไมมีแบคทีเรียทดสอบ) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 
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2.4 การประเมินความเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟตอราท่ีมี

ความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ 

 

2.4.1 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรรา (Sangmanee และ Hongpattarakere, 2014) 

 

          เลี้ยง Aspergillus carbonarius TK4.2 (พัณณชิตา ธราดลศิริฐิติกุล, 2554) และราไอโซเลท   

TKI9 ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA  

(Potato dextrose agar) นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากน้ัน ขูดสปอรราโดย 

ใช Physiological water (ภาคผนวก ข) แลวเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว PDB (Potato dextrose 

broth) (ภาคผนวก ก) และนับจํานวนสปอรราดวยฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) ปรับความเขมขน

ของสารแขวนลอยสปอรราใหมีความเขมขนเทากับ 106 สปอรตอมิลลิลิตร หลังจากน้ัน นําสารแขวนลอย

สปอรราใสในอาหารเลี้ยงเช้ือกึ่งแข็ง PDA (วุน 0.8 เปอรเซ็นต) โดยใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ        

105 สปอรตอมิลลิลิตร  

  

2.4.2 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS 

 

          นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ยายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

 

2.4.3 การยับย้ังการเจริญของราดวยวิธี Agar spot assay (Sangmanee และ Hongpattarakere, 2014) 

 

         หยดเช้ือที่เตรียมไวในขอ 2.4.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงตรงกลางอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS  

จํานวน 2 หยด แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากการบม นําจานเลี้ยงเช้ือ

มาเททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือกึ่งแข็ง PDA (วุน 0.8 เปอรเซ็นต) (ภาคผนวก ก) ที่ผสมกับสารแขวนลอยสปอร

ราที่มีความเขมขน 105 สปอรตอมิลลิลิตรที่เตรียมไวในขอ 2.4.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร รอใหอาหารแข็ง 

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา  7 วัน ทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา บันทึกผลความสามารถใน

การเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกตอราที่มีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ โดยวัดขนาด

เสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก เทียบกับชุดควบคุม (ไมมี

แบคทีเรียทดสอบ)  
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บทที่ 3 

 

ผลการทดลอง 

 

3.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟ ดวยวิธีการ Dilution plating method 

          จากการนับจํานวนจุลินทรียที่คาดวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟ ไดแก ผลกาแฟสุก 

เมล็ดกาแฟหมัก เมล็ดกาแฟกะลา และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟดวยวิธีการ Dilution plating method บน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน โดยนับจํานวน

โคโลนีที่มีวงใสเกิดข้ึนบนอาหาร (ภาพที่ 3.1) พบวา ในตัวอยางกาแฟทุกชนิดพบโคโลนีที่มีวงใสบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต ยกเวนในเมล็ดกาแฟกะลา โดยในนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากศูนย

พัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยงพบจํานวนจุลินทรียมากที่สุดจํานวน 5.6 x 108 CFU/ml สวนในผลกาแฟสุก 

และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟตัวอยางที่ 3 จากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอดพบจํานวนจุลินทรียนอยที่สุด

จํานวนจุลินทรียที่พบในตัวอยางกาแฟจากพื้นที่โครงการหลวงในจังหวัดเชียงใหมแสดงในตารางที่ 3.1 

 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่มีวงใสเกิดข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียม

คารบอเนต บมที่ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน 
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ตารางท่ี 3.1 จํานวนจุลินทรียที่พบในตัวอยางกาแฟจากพื้นที่โครงการหลวงในจังหวัดเชียงใหม 

 จํานวนจุลินทรีย  

 

ตัวอยาง 

ผลกาแฟสุก (C) 

(CFU/g) 

เมล็ดกาแฟหมัก (F) 

(CFU/g) 

นํ้าหมักเมล็ดกาแฟ (W) 

(CFU/ml) 

แมหลอด (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   

ปาเมี่ยง (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 จํานวนโคโลนีที่มีวงใสมีจํานวนนอยกวา 30 โคโลนี 

 

          จากผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอยางกาแฟ โดยนับจํานวนโคโลนีที่มีวงใสเกิดข้ึนบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต พบวา สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดทั้งหมด 

62 ไอโซเลต โดยพบในตัวอยางเมล็ดกาแฟหมักมากที่สุดจํานวน 39 ไอโซเลต จํานวนไอโซเลตแบคทีเรีย 

กรดแลคติกที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟแตละชนิดแสดงในตารางที่ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 จํานวนไอโซเลตแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟแตละชนิด 

ตัวอยาง 

จํานวนไอโซเลตแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได 

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

แมหลอด (M) MC1 4 MF1 10 MW1 1 

 MC2 1 MF2 2 MW2 4 

   MF3 10   

   MF4 2   

ปาเมี่ยง (P) PC1 5 PF1 7 PW1 2 

ตีนตก (T) TC1 1 TF1 8 TW1 3 

 TC2 2     
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3.2 ผลการจําแนกกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได  

 

3.2.1 ผลการจําแนกกลุมเบ้ืองตนโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

 

          จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทุก       

ไอโซเลตบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 

ที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน แลวสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่เกิดข้ึน พบวา มีลักษณะ 

โคโลนีที่แตกตางกัน จํานวน 5 รูปแบบ (ตารางที่ 3.3 และภาพที่ 3.2-3.6) และจากการศึกษารูปรางเซลล

ดวยการยอมสีแกรม พบวา เซลลของแบคทีเรียทุกไอโซเลตยอมติดสีมวงของสีแกรมคริสตัลไวโอเลต    

แสดงวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก และรูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย       

1,000 เทา พบวา เปนเซลลรูปแทง ขนาดสั้น (short rod) และรูปกลม (coccus) (ภาพที่ 3.2-3.6) โดย

ลักษณะโคโลนีแบบที่ 2 เปนลักษณะที่พบไดมากที่สุด และพบไดในตัวอยางกาแฟทั้ง 3 ชนิด ไดแก         

ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ ลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลของแบคทีเรีย     

กรดแลคติกที่คัดแยกไดแสดงในตารางที่ 3.3  

 

ตารางท่ี 3.3 ลักษณะโคโลนีและรูปรางเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได 

รูปแบบ ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล จํานวนไอโซเลต 

1 กลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส แทงสั้น  1 

2 กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น  36 

3 กลม สีเหลืองขุน ใตโคโลนีมีสีเหลือง นูน ขอบเรียบ กลม 8 

4 กลม สีเหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ กลม  12 

5 กลางโคโลนีมีสีเหลือง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น  5 

หมายเหตุ : รูปรางเซลลดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ภาพท่ี 3.2 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 1 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 2 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ภาพท่ี 3.4 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 3 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3.5 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 4 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ภาพท่ี 3.6 ลักษณะโคโลนีรูปแบบที่ 5 บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต บมที่ 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด เปนเวลา 2 วัน และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา 
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3.2.2 ผลการจําแนกกลุมเบ้ืองตนโดยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคม ี

 

          จากการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส การสรางเอนไซม   

ออกซิเดส และการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 3 ชนิด ไดแก กลูโคส แลคโตส และราฟโนส 

 

          ผลการทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส ทําไดโดยกระจายเช้ือบนแผนสไลดสะอาด แลวหยด

ไฮโดรเจนเพอรออกไซดรอยละ 3 เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกเปนแบคทีเรียที่ไมสรางเอนไซมคะตะเลส 

จึงใหผลการทดสอบเปนลบ พบวา แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 62 ไอโซเลต ใหผลการทดสอบ   

เปนลบกับไฮโดรเจนเพอรออกไซดรอยละ 3 คือ ไมเกิดฟองแกส 

 

          ผลการทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส ทําไดโดยหยดสารละลาย Kovac’s oxidase reagent 

2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญไมมีกิจกรรมไซโตโครม   

ซี ออกซิเดส (Cytochrom C oxidase) ซึ่งหากการทดสอบเปนผลลบ แสดงวาแบคทีเรียชนิดน้ันไมสามารถ

ใชออกซิเจนในการสรางพลังงาน ซึ่งเกิดข้ึนในชวงการถายทอดอิเลคตรอน หรืออาจใชไซโตโครมชนิดอื่น    

ในการถายทอดอิเลคตรอน (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) พบวาแบคทีเรียกรด   

แลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 62 ไอโซเลต ใหผลการทดสอบเปนลบกับสารละลาย Kovac’s oxidase reagent 

คือ โคโลนีไมเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที 

 

          ผลการทดสอบการสรางกรด และแกสจากการหมักนํ้าตาล โดยมีฟนอลเรดเปนตัวบงช้ี แบคทีเรีย

กรดแลคติกสามารถหมักคารโบไฮเดรตได ผลิตภัณฑสุดทายของการหมักเปนกรด หรือเปนกรดและแกส   

(เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) หากมีการสรางกรดสังเกตไดจากอาหารเลี้ยงเช้ือ

เหลว MRS เปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีแดง และหากมีการสรางแกส สังเกตไดจากฟองแกสที่เกิดในหลอด   

ดักแกส พบวา แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จํานวน 56 ไอโซเลต สามารถสรางกรด และแกสจากการ

หมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด และจํานวน 6 ไอโซเลต สรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด 

 

          จากผลการศึกษาลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล  และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ 

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได สามารถจําแนกกลุมเบื้องตนได 6 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 3.4 
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ตารางท่ี 3.4 กลุมของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจําแนกตามลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 

กลุม ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล แกรม คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล จํานวน 

ไอโซเลท กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

1 กลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส แทงสั้น บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 1 

2 กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 30 

3 กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น บวก - - กรด กรด กรด 6 

4 กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ กลม บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 8 

5 กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ กลม บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 12 

6 กลางโคโลนีมสีีเหลือง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น บวก - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 5 

หมายเหตุ : รูปรางเซลลดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงที่กําลังขยาย 1,000 เทา 

               บวก หมายถึง แบคทีเรียแกรมบวกที่เซลลยอมติดสีมวงของสีแกรมคริสตัลไวโอเลท 

               สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 

               กรด หมายถึง มีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 
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          ไอโซเลตแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 6 กลุม มีดังน้ี 

          กลุมที่ 1 โคโลนีกลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส เซลลรูปแทงขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว และ

คู หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 1 ไอโซเลต ประกอบดวยไอโซเลตที่คัดแยกจาก      

ผลกาแฟสุกจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ไดแก ไอโซเลต MC1A 

          กลุมที่ 2 โคโลนีกลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ เซลลรูปแทงขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู 

กลุม และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 30 ไอโซเลต ประกอบดวย        

ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวง  

แมหลอด ไดแก ไอโซเลต MC1B, MF1D, MF1E, MF2B, MF2C, MF3D, MF3E, MF4B, MF4C, MW2A, 

MW2B และ MW2D ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากศูนย

พัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง ไดแก ไอโซเลต PC1A, PF1F, PF1G, PW1A และ PW1B สวนไอโซเลตที่คัด

แยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก ไดแก  

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

          กลุมที่ 3 โคโลนีกลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ เซลลรูปแทงขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู 

กลุม และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบโฮโมเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 6 ไอโซเลต ประกอบดวย ไอโซเลต

ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ไดแก          

ไอโซเลต MF1A, MF1B, MF1C และ MF3B ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุกจากศูนยพัฒนาโครงการ

หลวงปาเมี่ยง ไดแก ไอโซเลต PC1B, PF1F, PF1G, PW1A และ PW1B สวนไอโซเลตที่คัดแยกจากเมล็ด

กาแฟหมักจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก ไดแก ไอโซเลต PF1H 

          กลุมที่ 4 โคโลนีกลม สีเหลืองขุน ใตโคโลนีมีสีเหลือง นูน ขอบเรียบ เซลลรูปกลม จัดเรียงตัวเปน

เซลลเด่ียว คู กลุม และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ ประกอบดวย ไอโซเลต

ที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด 

ไดแก ไอโซเลต MF3A, MF3C, MF3G, MF3H, MF3I, MF3J และ MW2C และไอโซเลตที่คัดแยกจากเมล็ด   

กาแฟหมักจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก ไดแก ไอโซเลต TF1A  

          กลุมที่ 5 โคโลนีกลม สีเหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ เซลลรูปกลม จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู กลุม 

และตอกันเปนสายโซ หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 12 ไอโซเลต ประกอบดวย        

ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวง   

แมหลอด ไดแก ไอโซเลต MC1C, MC1D, MC2A, MF1F, MF1G, MF1H, MF1I, MF1J, MF3F และ 

MW1A ไอโซเลตที่คัดแยกจากผลกาแฟสุกจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง ไดแก ไอโซเลต PC1C, 

PC1D และ PC1E 

          กลุมที่ 6 โคโลนีรูปรางไมแนนอน กลางโคโลนีมีสีเหลือง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร เซลลรูปแทง

ขนาดสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู และกลุม หมักนํ้าตาลแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 5       

ไอโซเลต ประกอบดวย ไอโซเลตที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟหมักจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง ไดแก 

ไอโซเลต PF1A, PF1B, PF1C, PF1D และ PF1E  
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3.3 ผลการประเมินความเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดในการยับยั้งการเจริญของรา

ท่ีผลิตโอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay 

 

          คัดเลอืกแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 15 ไอโซเลต จาก 6 กลุม โดยใชหลักการจํานวน 5 ไอโซเลต 

เลือก 1 ไอโซเลต ประกอบดวย ตัวแทนกลุมที่ 1 ไดแก ไอโซเลต MC1A ตัวแทนกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลต 

MF1D, MF3D, MF4A, MW2A, PC1A, TF1B และ TW1B ตัวแทนกลุมที่ 3 ไดแก  ไอโซเลต TF1H ตัวแทน

กลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลต  MW2C และ TF1A ตัวแทนกลุมที่ 5 ไดแก ไอโซเลต MF1G, MW1A และ PC1D 

และตัวแทนกลุมที่ 6 ไดแก ไอโซเลต PF1B จากน้ัน นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดมาทดสอบความ

เปนปฏิปกษในการยับย้ังการเจริญของ Aspergillus carbonarius TK4.2 (พัณณชิตา ธราดลศิริฐิติกุล, 

2554) และราไอโซเลท TKI9 ที่คัดแยกไดจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก  

 

          จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟใน 

การยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 ดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS   

ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งขณะเหลว PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน พบวา       

ในชุดควบคุม ราสามารถเจริญไดดี สรางเสนใย และสรางสปอรเต็มพื้นที่บนจานเลี้ยงเช้ือ เมื่อเทียบกับ     

ในชุดทดสอบที่มีการหยดแบคทีเรียกรดแลคติกที่ คัดแยกได  พบวาราเจริญเปนเพียงเสนใยสีขาว             

ไมสรางสปอร หรือสรางสปอรเพียงเล็กนอย และเกิดวงใสบริเวณรอบหยดเช้ือ ดังแสดงในภาพที่ 3.7 

 

    
 

ภาพท่ี 3.7 การทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของราที่ผลิต

โอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS   ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง

ขณะเหลว PDA บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุม (ข) ชุดทดสอบที่มีการหยด

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดรวมกับการเลี้ยง A. carbonarius TK4.2 

(ก) (ข) 
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          จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟใน 

การยับย้ังการเจริญของราไอโซเลท TKI9 ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก

ดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งขณะเหลว PDA ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน พบวา ในชุดควบคุม ราสามารถเจริญไดดี สรางเสนใยไดเต็ม

พื้นที่บนจานเลี้ยงเช้ือ เมื่อเทียบกับในชุดทดสอบที่มีการหยดแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได พบวา รา

เจริญและสรางเสนใยสีขาวไดนอย และเกิดวงใสบริเวณรอบหยดเช้ือ ดังแสดงในภาพที่ 3.8 

 

     
 

ภาพท่ี 3.8 การทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของราที่ผลิต

โอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่เททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง

ขณะเหลว PDA บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุม (ข) ชุดทดลองที่มีการหยด

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดรวมกับการเลี้ยงราไอโซเลท TKI9 

 

          ผลการทดสอบความสามารถเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟใน   

การยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 และราไอโซเลท TKI9 โดยมีระดับการยับย้ังการเจริญ      

3 ระดับ คือ การยับย้ังการเจริญมากที่สุดและไมพบการสรางเสนใย (+++) (ภาพที่ 3.9ก) การยับย้ังการ

เจริญบางสวน พบการสรางเสนใย และสปอรเล็กนอย (++) (ภาพที่ 3.9ข) และไมมีการยับย้ังการเจริญ       

(-) (ภาพที่ 3.9ค) 

 

 

 

 

 

(ก) (ข) 
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ภาพท่ี 3.9 การยับย้ังการเจริญของราในแตละระดับที่กําหนดตามสัญลักษณ 

ก. การยับย้ังมากที่สุด (+++) ข. การยับย้ังบางสวน (++) ค. ไมมีการยับย้ัง (-) 

 

          ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกที่    

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

ประกอบดวย ตัวแทนกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลต MF1D, MF4A และ MW2A ตัวแทนกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลต 

MW2C ตัวแทนกลุมที่ 5 ไดแก ไอโซเลต MF1G, MW1A และ PC1D และตัวแทนกลุมที่ 6 ไดแก ไอโซเลต 

PF1B และพบวาไอโซเลต MW2A  มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญ และการสรางสปอรของราสูง   

ที่สุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับย้ังการเจริญไดอีก 7 ไอโซเลต โดย    

A. carbonarius TK4.2 เมื่อเลี้ยงรวมกับไอโซเลต MW2A มีการเจริญนอยมากจนมองไมเห็นการสราง   

เสนใยบนจานเลี้ยงเช้ือ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ัง 1.95±0.48 เซนติเมตร 

  

          ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของราไอโซเลต TKI9 ที่คัดแยกจากเมล็ดกาแฟกะลา ศูนยพัฒนา

โครงการหลวงตีนตก พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จํานวน 9 ไอโซเลต จาก 15 ไอโซเลต ที่

สามารถยับย้ังการเจริญของราไอโซเลต TKI9 ได ประกอบดวย ตัวแทนกลุมที่ 2 ไดแก ไอโซเลต MF1D, 

MF3D, MF4A, MW2A และ TW1B ตัวแทนกลุมที่ 4 ไดแก ไอโซเลต MW2C และ TF1A ตัวแทนกลุมที่ 5 

ไดแก ไอโซเลต MF1G และตัวแทนกลุมที่ 6 ไดแก ไอโซเลต PF1B และพบวาไอโซเลต MW2A มี

ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราสูงที่สุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และแบคทีเรียกรดแลคติกที่

สามารถยับย้ังการเจริญไดอีก 8 ไอโซเลต โดยราไอโซเลต TKI9 เมื่อเลี้ยงรวมกับไอโซเลต MW2A มีการ

เจริญนอยมากจนมองไมเห็นการสรางเสนใยบนจานเลี้ยงเช้ือ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณ

ยับย้ัง 1.88±0.58 เซนติเมตร 

 

          การยับย้ังการเจริญของราและขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวญยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่

คัดแยกไดในการยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 และราไอโซเลท TKI9 แสดงในตารางที่ 3.5 

 

(ก) (ข) (ค) 
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ตารางท่ี 3.5 การยับย้ังการเจริญของราและขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรด   

แลคติกที่คัดแยกไดในการยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 และราไอโซเลท TKI9 
 

 A. carbonarius TK4.2  ราไอโซเลท TKI9 

ไอโซเลต การยับยั้ง เสนผานศูนยกลาง (ซม.)   การยับยั้ง เสนผานศูนยกลาง (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 และไมพบการสรางเสนใย 

                สัญลักษณ ++ หมายถึง การยับย้ังการเจรญิบางสวน พบการสรางเสนใย และสปอรเลก็นอย 

                สัญลักษณ - หมายถึง ไมมีการยับย้ังการเจริญ 
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บทที่ 4 

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 

          จากการศึกษาสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางกาแฟจากพื้นที่โครงการหลวง        

3 โครงการ ไดแก สถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนา

โครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย โดยคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกดวยวิธีการ  

Dilution plating method บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต เน่ืองจากแบคทีเรีย 

กรดแลคติกสามารถสรางพลังงานจากการหมักคารโบไฮเดรตเกิดเปนกรดแลคติกได (Gänzle, 2015) กรด

แลคติกจึงทําปฏิกิริยากับแคลเซียมคารบอเนต เกิดเปนอนุพันธเชิงซอนของ Ca(C3H6O3)2 นํ้า และ

คารบอนไดออกไซด (Moorehead และ Shumway, 2008) ซึ่งสารเชิงซอนของ Ca(C3H6O3)2 ทําใหเกิด   

วงใสบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ดังน้ัน โคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกที่เจริญบนอาหารจึงเกิด   

วงใสรอบโคโลนี ลักษณะวงใสที่เกิดข้ึนสามารถใชเปนตัวบงช้ีสําหรับ การคัดเลือกเบื้องตนเพื่อนําไปทดสอบ

ดวยวิธีอื่นๆ ในการพิสูจนวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดมีทั้งหมด 62    

ไอโซเลต โดยคัดแยกจากตัวอยางเมล็ดกาแฟหมักไดมากที่สุดจํานวน 39 ไอโซเลต และพบในจํานวนที่

ใกลเคียงกันในพื้นที่โครงหลวงทั้ง 3 โครงการ สวนตัวอยางผลกาแฟสุก และตัวอยางนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ

สามารถคัดแยกไดจํานวน 13 ไอโซเลต และ 9 ไอโซเลต ตามลําดับ จากผลการศึกษาที่พบแบคทีเรียกรด  

แลคติกในเมล็ดกาแฟหมักไดมากที่สุดน้ัน เน่ืองจากในข้ันตอนการหมักเมล็ดกาแฟมีสารอาหารเพียงพอ

สําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และแบคทีเรียกรดแลคติกเปนหน่ึงในจุลินทรียที่สามารถเจริญเติบโต 

ไดดีในขณะที่มีการหมัก และพื้นที่โครงการหลวงทั้ง 3 โครงการใชกระบวนการแบบเปยกในการผลิตเมล็ด

กาแฟ จึงทําใหพบแบคทีเรียกรดแลคติกไดในเมล็ดกาแฟหมัก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Batista และ

คณะ (2016) ที่ไดศึกษาจุลินทรียที่พบในกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปยก และพบวาจุลินทรียหลักที่

พบในกระบวนการน้ี คือ แบคทีเรียกรดแลคติก เชน Lactobacillus sp., Leuconostoc sp. และ 

Weissella sp. โดยพบมากในข้ันตอนการหมักเมล็ดกาแฟจากการใชเมือกของเมล็ดกาแฟเปนสารต้ังตน   

ในการหมัก และเชนเดียวกันกับงานวิจัยของ De Bruyn และคณะ (2017) ที่พบแบคทีเรียกรดแลคติกได

มากที่สุดในกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปยก และพบมากที่สุดในข้ันตอนการแชเมล็ดกาแฟ เน่ืองจาก

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถใชผนังผลช้ันกลาง และผนังผลช้ันในของผลกาแฟเปนสารต้ังตนในการหมัก 

ทําใหสามารถเจริญเติบโตไดดี 

 

          จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยสังเกตลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศน รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทั้ง 62 ไอโซเลต เปน

แบคทีเรียแกรมบวก โดยพบเปนเซลลรูปแทง ขนาดสั้น จํานวน 42 ไอโซเลต และเซลลรูปกลม จํานวน    

20 ไอโซเลต ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และเอนไซมออกซิเดส จากกระบวนการหมักนํ้าตาลพบ 
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แบคทีเรียกรดแลคติกกลุมโฮโมเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 6 ไอโซเลต ที่สรางเฉพาะกรด ไมมีการสรางแกส

คารบอนไดออกไซด และพบแบคทีเรียกรดแลคติกกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ จํานวน 56 ไอโซเลต    

โดยมีการสรางกรดและแกสคารบอนไดออกไซดจากการหมัก โดยโฮโมเฟอรเมนเททีฟ เปนกระบวนการหมกั

ที่สวนใหญไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดแลคติก และไมพบแกสในหลอดดักแกส สวนการหมักนํ้าตาลแบบ   

เฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ เปนกระบวนการหมักนํ้าตาลที่จะเกิดกรดแลคติก กรดอะซิติก เอทานอล และ

แกสคารบอนไดออกไซด โดยพบแกสในหลอดดักแกส (Salminen และ Von Wright, 2004) จากผล

การศึกษาจึงสามารถพิสูจนไดเบื้องตนวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติก และสามารถจําแนกแบคทีเรียกรด     

แลคติกที่คัดแยกไดตามลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS รูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศน   

และคุณสมบัติทางชีวเคมีไดเปน 6 กลุม 

          จากการจําแนกกลุมของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได พบวา กลุมที่ 2 เปนกลุมที่พบมากที่สุด 

และพบไดจากตัวอยางกาแฟทุกตัวอยางในพื้นที่โครงการหลวงทั้ง 3 โครงการ โดยจากลักษณะทาง   

สัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมีคาดวามีความใกลเคียงกับ Lactobacillus sp. กลุมเฮทเทอโร

เฟอรเมนเททีฟที่สามารถหมักไดทั้งนํ้าตาลเฮกโซส คือ กลูโคส และแลคโตส และนํ้าตาลเพนโตส คือ     

ราฟโนส โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความใกลเคียงกับลักษณะ โคโลนี และรูปรางเซลลในงานวิจัยของ 

Boonma และคณะ (2014) ที่ศึกษาเกี่ยวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของ Lactobacillus rhamnosus 

LR-L31, LR-L34 และ LR-35 พบวาลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS เปนโคโลนีกลม สีขาวขุน 

นูน ขอบเรียบ และเซลลเปนรูปแทงสั้น จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว คู กลุม และตอกันเปนสายโซ และ

ใกลเคียงกับงานวิจัยของสุพรรณิการ ศรีบัวทอง (2548) ที่คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต PD55 จาก

ขาวหมัก พบลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลเชนเดียวกันน้ี โดยผลการจําแนกระดับสปชีสดวยวิธี partial 

16S rRNA sequence และชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50CHL พบวาเปน Lactobacillus cellobiosus  

และอยูในกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ สวนคุณสมบัติทางชีวเคมีใหผลทดสอบเชนเดียวกันกับการจําแนก

แบคทีเรียกรดแลคติกของ Wood และ Holzepfel (1992) ที่กลาวถึง Lactobacillus sp. วาไมมีการสราง

เอนไซมคะตะเลส และเอนไซมออกซิเดส รวมทั้งเกิดกระบวนการหมักแบบเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟได    

ในนํ้าตาลเฮกโซส และนํ้าตาลเพนโตส  

          จากผลการศึกษาทั้งหมดสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดจากตัวอยางผลกาแฟสุก เมล็ด

กาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟ แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดในทุกข้ันตอนการ

ผลิต ต้ังแตหลังการเก็บเกี่ยว หรือในระหวางกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ และแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัด

แยกไดสวนใหญเปนกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ นอกจากน้ี แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดบางกลุม 

สามารถพบไดเฉพาะในบางพื้นที่  เชน กลุมที่ 6 คัดแยกไดจากศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยงเพียงที่

เดียว ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Leong และคณะ (2014) ไดศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียกรด

แลคติกจากผลกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวในประเทศไตหวัน สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดหลายชนิด 

โดยชนิดหลักที่พบเปนกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟ ไดแก Leuconostoc sp. และ Weissella sp. ที่

ระดับความสูงเฉลี่ย 800 เมตร และคัดแยก Lactococcus lactis subsp. lactis ไดที่ระดับความสูงเฉลี่ย 
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1,200 เมตร ซึ่งแสดงใหเห็นวาระดับความสูง หรือสภาพอากาศของแตละสถานที่น้ันมีผลตอการกระจายตัว

ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แตกตางกัน และเชนเดียวกันกับงานวิจัยของ Avallone และคณะ (2001) 

ศึกษาจุลินทรียประจําถ่ินในระหวางที่เกิดกระบวนการหมักของเมล็ดกาแฟ พบแบคทีเรียกรดแลคติกเปน

จุลินทรียหลักที่พบไดในกระบวนการน้ี คือ Leuconostoc mesenteroides dextranicum และ 

Lactobacillus brevis และพบวาเปนกลุมเฮทเทอโรเฟอรเมนเททีฟที่ผลิตกรดแลคติก และกรดอะซิติก   

ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกถือวาเปนจุลินทรียที่พบบอยในระหวางการหมักตามธรรมชาติ 

 

          จากการศึกษาความเปนปฏิปกษของแบคทีเรียกรดแลคติที่คัดแยกไดจากตัวอยางกาแฟทั้ง 3 ชนิด

ในการยับย้ังการเจริญของราที่ผลิตโอคราทอกซินเอดวยวิธี Agar spot assay พบวาแบคทีเรียกรดแลคติก

ไอโซเลต MW2A มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญ และการสรางสปอรของราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ 

สูงที่สุด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดไอโซเลตอื่น ผลการทดลองสอดคลอง

กับงานวิจัยอื่นที่รายงานความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของรา Djossou  

และคณะ (2011) ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากไซเลจกาแฟในการยับย้ัง

การเจริญของราที่ปนเปอนในเมล็ดกาแฟดวยวิธี Dual-culture agar plate พบวาแบคทีเรียกรดแลคติก

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

ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 13 สายพันธุที่คัดแยกจากเมล็ดโกโกหมักในการ   

ยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius  พบวาสามารถยับย้ังการเจริญของ A. carbonarius ได และสามารถ

นํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในระหวางกระบวนการผลิตเมล็ดโกโกได 

          แบคทีเรียกรดแลคติกมีกลไกที่สามารถยับย้ังการเจริญของรา เชน การแยงสารอาหาร การผลิต 

กรดอินทรีย และการผลิตสารเมแทบอไลตอื่นที่ออกฤทธ์ิเปนปฏิปกษที่สามารถยับย้ังการเจริญของรา และ

บางชนิดมีผลตอการสรางสารพิษจากรา นอกจากน้ี ยังพบวาผนังเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถ   

ดูดซับสารพิษจากรา ทําใหชวยลดการปนเปอนสารพิษจากรา ในอาหารได (Holzer และคณะ, 2003)    

สารเมแทบอไลตที่ออกฤทธ์ิเปนปฏิปกษตอราที่แบคทีเรียกรดแลคติกสรางข้ึน สวนใหญเปนสารที่มีนํ้าหนัก

โมเลกุลตํ่าและทนความรอน และพบวาสารเมแทบอไลตเหลาน้ีสรางข้ึนในระหวางที่แบคทีเรียกรดแลคติก   

มีการเจริญเติบโต (Dalié และคณะ, 2010)  

          Perczak และคณะ (2018) รายงานเกี่ยวกับสารเมแทบอไลตที่เปนปฏิปกษตอราที่สรางโดย

แบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก กรดอินทรีย เชน กรดแลคติก กรดอะซิติก ไฮโดรเจนเพอรออกไซด

สารประกอบประเภทโปรตีน รูเทอริน กรดไขมัน และสารประกอบฟโนลิก ซึ่งสารเมแทบอไลตเหลาน้ี

สามารถออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของจุลินทรียอื่น โดยออกฤทธ์ิบริเวณเย่ือหุมเซลล ทําใหเซลลตายสงผลให

ยับย้ังการเจริญได ในงานวิจัยของ Magnusson และคณะ (2003) ศึกษาการสรางสารเมแทบอไลตที่เปน

ปฏิปกษตอราของ Lactobacillus coryniformis Si3 พบการสรางไซคลิกไดเปปไทด คือ  cyclo(Phe-Pro) 

และ cyclo(Phe-4-OH-Pro) และกรดฟนิลแลคติก ซึ่งสามารถยับย้ังการเจริญของ  A. fumigatus และ   

A. nidulans ได  
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          จากผลการศึกษาทั้งหมดแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผลกาแฟสุก เมล็ด

กาแฟหมัก และนํ้าหมักเมล็ดกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก 

และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราที่    

ผลิตโอคราทอกซินเอได ซึ่งอาจนํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในการควบคุมการเจริญของราที่ผลิต     

โอคราทอกซินเอที่พบปนเปอนในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว เพื่อใหไดเมล็ดกาแฟที่มีคุณภาพดีสําหรับ 

การบริโภคตอไป 
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ภาคผนวก ก 

 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนต (de Man, Rogosa and Sharpe) 

อาหารสําเร็จรูป MRS        22   กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต         2   กรัม 

ผงวุน           6   กรัม 

          ละลายสวนผสมทั้ง 3 ชนิด ในนํ้ากลั่นปริมาตร 400 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ          

15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

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

อาหารสําเร็จรูป MRS        5.5   กรัม 

          ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) ที่มีผงวุน 0.8% 

อาหารสําเร็จรูป PDB        4.8   กรัม 

ผงวุน           0.16   กรัม 

          ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ้ากลั่นปริมาตร 200 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

4. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDB (Potato Dextrose Broth) 

อาหารสําเร็จรูป PDB        2.4   กรัม 

          ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 

1. สารละลายที่ใชเตรียมสปอรราแขวนลอย 

          ช่ังโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับ Tween 80

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหเขากัน นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121     

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

2. สารสะลายเปปโทน (Peptone water) 

          ช่ังเปปโทน 0.45 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 450 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือดวยความดันไอ      

15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

3. การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 

2555) 

          หลักการ ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) เปนผลิตภัณฑที่ได (by-product) จากการหายใจระดับ

เซลล และเปนพิษเมื่อสะสมในเซลล เอนไซมคะตะเลสทําลาย H2O2 กอนที่สารน้ีจะทําอันตรายตอเซลลดวย

แยก H2O2 เปนออกซิเจนอิสระ ซึ่งเกิดเปนฟอง และนํ้า การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลสจึงใช

สารละลาย H2O2 ทดสอบ ดังน้ัน ถาเปนแบคทีเรียที่สรางคะตะเลสจึงแสดงการสลาย H2O2 ได และ

สังเกตเห็นมีฟองกาซเกิดข้ึน ซึ่งโดยทั่วไปปฏิกิริยาจะเกิดเร็วมาก และจะมีฟองปรากฏใหเห็น 

 

สารละลายทดสอบ 

          3% ของไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 

 

วิธีการทดสอบ 

          นําเช้ือที่ตองการทดสอบปายลงบนสไลดที่สะอาด หยดสารละลาย 3% ของไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

ลงบนเช้ือที่ปายไวกอน แลวอานผลทันที 

          Positive catalase test คือ เกิดฟองแกสทันที และเห็นไดชัด 

          Negative catalase test คือ ไมเกิดฟองแกสข้ึน 
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4. การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 

2555) 

          หลักการ Aerobic bacteria มีกระบวนการ Oxidative phosphorylation ในการหายใจระดับ

เซลลเพื่อสรางพลังงาน โดยระหวางการเกิดขบวนการน้ี จะมีการถายเทอิเล็กตรอนใหกับออกซิเจนโดยผาน

วิถีของการขนสงอิเล็คตรอน ซึ่งจะอาศัยการทํางานของ Cytochrome ตางๆ ซึ่งการทดสอบออกซิเดสน้ี   

เปนการทดสอบหา Cytochrome C oxidase ของแบคทีเรีย ซึ่งจะไปออกซิไดซสารเคมีทําใหเกิด   

สารประกอบสีมวง 

 

สารละลายทดสอบ (Oxidase regent) 

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

          ช่ัง Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochroride 1 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 

100 มิลลิลิตร แลวนําไปใชทดสอบทันที 

 

วิธีการทดสอบ 

วิธีที่ 1 Indirect paper procedures 

          1. วางกระดาษกรองลงในเพลต 

          2. หยด Kovac's oxidase reagent ลงบนกระดาษใหพอช้ืน 

          3. ใชลูปเข่ียเช้ือ แลวปายลงในกระดาษกรอง ยาวประมาณ 3 เซนติเมตร 

          4. สังเกตการเปลี่ยนสีของเช้ือที่ปายลงในกระดาษกรอง 

          5. อานผล 

          Oxidase positive คือ มีการเปลี่ยนสีเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที 

          Oxidase negative คือ เช้ือที่ปายลงไปแลวไมมีการเปลี่ยนสี 

วิธีที่ 2 Direct plate procedures 

          1. Streak เช้ือทดสอบลงบน agar plate ใหไดโคโลนีเด่ียว 

          2. หยด Kovac' s oxidase reagent 2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ 

          3. สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโคโลนี 

          4. การอานผล 

          Oxidase positive : โคโลนีเปลี่ยนสีเปนสีนํ้าเงินเขมภายใน 1 นาที 

          Oxidase negative : โคโลนีไมเปลี่ยนสี 
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5. การทดสอบการสรางกรด และแกสในกลูโคส 1 เปอรเซ็นต (Acid and gas production from 1% 

glucose) (เทพอัปสร แสนสุข และวรนุช ภักดีเดชาเกียรติ, 2555) 

          หลักการ ระหวางการหมัก สารอินทรียถูกใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทาย ผลิตภัณฑสุดทายของ

การหมักเปนกรด หรือ เปนกรดและแกส ปฏิกิริยาการหมักถูกตรวจสอบดวยการเปลี่ยนสีของตัวบงช้ีคา

ความเปนกรด-เบส (pH indicator) โดยทั่วไปมีการใชฟนอลเรด (Phenol red) เปนตัวบงช้ีการหมัก

คารโบไฮเดรต เน่ืองจากผลิตภัณฑจากการหมักคารโบไฮเดรตเปนกรดอินทรีย แตมีตัวบงช้ีคาความเปน  

กรด-เบสอื่นๆ ที่สามารถใชได เชน Bromocresol purple (หรือ Bromcresol purple) และ 

Bromothymol blue  (หรือ Bomthymol blue) 

 

การเตรียมอาหารทดสอบ 

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS        100   มิลลิลิตร 

กลูโคส  1   กรัม 

ฟนอลเรด 0.02   กรัม 

          ถายอาหารลงในหลอดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสหลอดดักแกส (Durham tube) น่ึงฆาเช้ือดวย   

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางน้ิว ที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที อาหารมีสีแดงของฟนอลเรด   

มีคาความเปนกรด-เบสประมาณ 7.4 ± 0.2 

 

วิธีการทดสอบ 

          เข่ียแบคทีเรียกรดแลคติก ใสในหลอดอาหารที่เตรียมไว นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง

นํามาตรวจผล เทียบกับหลอดควบคุม (ไมมีแบคทีเรียทดสอบ) ดังน้ี 

          ผลการทดสอบเปนลบ (Negative test) อาหารไมเปลี่ยนสี 

          หมักกลูโคสไดกรด (Acid production) อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง 

          หมักกลูโคสไดกรดและแกส (Acid and gas production) อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง 

และฟองแกสที่ดานบนของหลอดดักแกส 

 

          การทดสอบการสรางกรดในนํ้าตาล 1 เปอรเซ็นต ใชวิธีเดียวกับการทดสอบการหมักกลูโคสที่กลาว   

ในขางตน แตเปลี่ยนชนิดนํ้าตาลจากกลูโคสเปนแลคโตส และราฟโนส 
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ภาคผนวก ค 

 

ขอมูลดิบ 

 

ภาพท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกมาใชในการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอ A. carbonarius TK4.2 และ   

ราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี Agar spot assay จํานวน 15 ไอโซเลต 

 

   
MC1A (กลุมที ่1) MF1D (กลุมที ่2) MF3D (กลุมที ่2) 

   
MF4A (กลุมที ่2) MW2A (กลุมที ่2) TW1B (กลุมที ่2) 
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ภาพท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี และรูปรางเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกมาใชในการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอ A. carbonarius TK4.2 และ   

ราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี Agar spot assay จํานวน 15 ไอโซเลต 

 

   
TF1B (กลุมที ่2) PC1A (กลุมที ่2) TF1H (กลุมที ่3) 

   
MW2C (กลุมที ่4) TF1A (กลุมที ่4) MF1G (กลุมที ่5) 

   
MW1A (กลุมที ่5) PC1D (กลุมที ่5) PF1B (กลุมที ่6) 

 

53 



54 
 

ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

MC1A กลม สีขาว เย้ิม ขอบเรียบ ใส แทง - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC1C กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC1D กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MC2A กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1A  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF1B  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF1C  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF1D  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1E  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1F  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1G  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1H  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1I  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF1J  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

MF2A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF2B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3A กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ  แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

MF3C กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3D กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3E กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3F กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3G กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3H กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3I กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF3J กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF4A  กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MF4B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW1A  กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

MW2A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW2B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW2C กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

MW2D กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

PC1C กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1D กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PC1E กลม สเีหลืองขุน เย้ิม นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1A กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1B กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1C กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1D กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1E กลม กลางโคโลนีมสีีเหลอืง ขอบเรียบ ใส แบนติดอาหาร แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PF1F กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 56 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

PF1G กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PW1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

PW1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TC1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TC2A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TC2B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1A กลม สเีหลืองขุน ใตโคโลนีมสีีเหลือง นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1C กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1D กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1E กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1F กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1G กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TF1H กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด กรด กรด 

TW1A กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 57 
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ตารางท่ี ค.1 ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล และผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได (ตอ) 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี รูปรางเซลล คะตะเลส ออกซิเดส การสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาล 

กลูโคส แลคโตส ราฟโนส 

TW1B กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

TW1C กลม สีขาวขุน นูน ขอบเรียบ แทงสั้น - - กรด/แกส กรด/แกส กรด/แกส 

หมายเหตุ : สัญลักษณ - หมายถึง ไมพบการสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนลบ คือ ไมเกิดฟองแกส 

               กรด/แกส หมายถึง มีการสรางกรดและแกสจากการหมักนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด / กรด หมายถึงมีการสรางเฉพาะกรดจากการหมักนํ้าตาลแตละชนิด 
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ตารางท่ี ค.2 เสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอ A. carbonarius TK4.2 

ดวยวิธี Agar spot assay 
 

 A. carbonarius TK4.2 (เซนติเมตร)   

 ซ้ําท่ี 1   ซ้ําท่ี 2  

ไอโซเลต (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง  (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง 

MC1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ  ไมมีการยับย้ังการเจรญิ 

MF1D 1.8 1.9 2.1 2.5  1.6 1.6 วงใสไมชัดเจน  

MF3D ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

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 ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TF1B ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TW1B ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TF1H ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

MW2C 1.5 1.5 1.3 1.4  1.5 1.4 1.3 1.2 

TF1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

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  วงใสไมชัดเจน  วงใสไมชัดเจน  

PC1D 1.8 2.0 1.7  1.5  วงใสไมชัดเจน  วงใสไมชัดเจน  

PF1B 1.8 2.0 1.3 1.4  1.8 1.9 วงใสไมชัดเจน  59 
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ตารางท่ี ค.3 เสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จากการทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเปนปฏิปกษตอราไอโซเลต TKI9 ดวยวิธี 

Agar spot assay 

 ราไอโซเลต TKI9 (เซนติเมตร)   

 ซ้ําท่ี 1   ซ้ําท่ี 2  

ไอโซเลต (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง  (1) ซายไปขวา (1) บนลงลาง (2) ซายไปขวา (2) บนลงลาง 

MC1A ไมมีการยับย้ังการเจรญิ  ไมมีการยับย้ังการเจรญิ 

MF1D 1.2 1. 1 วงใสไมชัดเจน   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 ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TF1B ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

TW1B 1.7 1.4 วงใสไมชัดเจน   1.5 1.4 1.2 1.6 

TF1H ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

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 ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

PC1D ไมมีการยับย้ังการเจรญิ    ไมมีการยับย้ังการเจรญิ   

PF1B 1.3 1.4 1.4 1.4  1.8 1.7 1.7 1.8 
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