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บทคัดย่อ 

 สารพิษจากราเปนสิ่งปนเปอนที่พบไดบอยในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรรวมถึงเมล็ดกาแฟ 

ยีสตปฏิปกษไดรับความสนใจใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในการตานราที่สรางสารพิษเพื่อลดผลกระทบตอ

สุขภาพของผูบริโภค ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อประเมินความเปนปฏิปกษของยีสตที่แยกไดจากเมล็ด

กาแฟ (ไอโซเลต Y08 และ Y20) ตอการเจริญและการผลิตสารพิษจากราของ Aspergillus carbonarius ที่

ผลิตโอคราทอกซิน และ Aspergillus flavus ที่ผลิตอะฟลาทอกซิน ผลการทดสอบพบวายีสต Y08 และ Y20 

สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากราไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยกลไกที่สําคัญในการยับยั้ง คือ 

การผลิตและปลดปลอยสารประกอบอินทรียระเหยงาย ซึ่งจากการทดสอบพบวา ยีสตทั้ง 2 ไอโซเลตสามารถ

ยับยั้งการเจริญของรา (70-80 เปอรเซ็นต) และลดการผลิตสารพิษจากราไดเกือบ 100 เปอรเซ็นต  
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Abstract 

Mycotoxins are a common contaminant frequently found in foods and agricultural products, 

including coffee beans. Antagonistic yeast are interesting to be widely used as a biological 

control agents against mycotoxigenic fungi in order to reduce the effects on the health of 

consumers. The objective of this study was to evaluate the antagonistic activity of yeasts (Y08 

and Y20) isolated from coffee beans against  the growth and mycotoxin production of 

ochratoxigenic fungi Aspergillus carbonarius and aflatoxigenic fungi Aspergillus flavus. The 

results showed that yeast Y08 and Y20 could inhibit the growth and mycotoxin production of 

both mycotoxigenic fungi effectively. The major mechanism was the production and releasing 

of volatile organic compounds. The results showed that they could inhibit the growth of both 

fungi (70-80% inhibition) and reduced the production of mycotoxins by almost 100%. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี อันเนื่องมาจากความ

กรุณาและอนุเคราะหของ ผูชวยศาสตราจารย ดร.ชีวานันท เดชอุปการ ศิริสมบูรณ อาจารยที่ปรึกษาโครงการ 

ที่ใหความรู คําแนะนํา คําปรึกษาและขอคิดเห็นตาง ๆ  ที่เปนประโยชนอยางยิ่งตอโครงการตลอดระยะเวลา

ของการทํางานวิจัยน้ี ตลอดจนความอนุเคราะหในการปรับปรุงแกไขโครงการวิจัยน้ีใหสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 

ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารยเปนอยางสูงมา ณ ที่นี้ 

 ขอกราบขอบพระคุณคณะอาจารยภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ทุกทาน ที่ใหความรูและคําแนะนําตางๆ ที่เปนประโยชนตองานวิจัยฉบับนี้ รวมถึงตอตัวผูวิจัยเอง 

 ขอขอบคุณพี่ ๆ เจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยทุกทาน 

ที่ใหความชวยเหลือและอํานวยความสะดวกในการใชอุปกรณและสารเคมีตาง ๆ ภายในภาควิชา 

 ขอขอบคุณพี่ ๆ  ในหองปฏิบัติการ 1904/14 ทุกคนอันไดแก นางสาวพิชามญชุ โสมา นางสาวพิชชา

ภา เอี่ยมลออ และนางสาวภาสนันท พันธุมะโอภาส ตลอดจนเพื่อนรวมหองปฏิบัติการ นางสาวธมนวรรณ 

พรหมอารักษ ที่ใหความชวยเหลือในการทําปฏิบัติการ รวมถึงคอยใหคําแนะนําตาง ๆ ตลอดการทํา

โครงการวิจัยฉบับนี้ 

 ขอขอบคุณเพื่อน ๆ นิสิตช้ันปที่ 4 ที่ชวยเหลือในดานตาง ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่ง นายจิรายุส ขาวสังข 

นางสาวณัฐมณ วาจรัส นายธนพล กุลวัชวิมล และนายทรงเกียรติ์ สุขมงคลชัย นอกจากนี้ยังมีเพื่อน ๆ ในกลุม 

ที่คอยชวยเหลือ และเปนกําลังใจทั้งดานการเรียน และการทําโครงการวิจัยน้ีใหสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 

 ขอขอบคุณ คุณองซองอู และคุณคิมจงฮยอน ที่เปนกําลังใจ เปนแรงผลักดัน และเปนความผอนคลาย

ที่มีความหมายกับผูวิจัยตลอดการศึกษาและทําโครงการงานวิจัยน้ีเปนอยางมาก 

 ขอขอบคุณครอบครัว คุณพอ คุณแม และนองสาวที่คอยสงเสริม สนับสนุน และเปนกําลังใจใหแก

ผูวิจัยเสมอมา และสุดทายขอขอบคุณตัวเองที่อดทนและพยายามเปนอยางมากตอการทํางานวิจัยฉบับนี้ จน

สําเร็จลุลวง 
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บทท่ี 1 

บทน า 

สารพิษจากรา (Mycotoxins) 

  สารพิษจากราเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite) ของราสายใย ซึ่งเปนอันตรายตอ

สัตวที่มีกระดูกสันหลังเมื่อบริโภค สูดดม หรือสัมผัส ทําใหเกิดสะสมในอวัยวะและเนื้อเยื่อตาง ๆ ซึ่งมักจะเกิดผาน

การบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนรา เชน ธัญพืช ผลไม นม และผลิตภัณฑแปรรูปตาง ๆ   แลวกอใหเกิดโรค 

Mycotoxicosis อุบัติการณของการปนเปอนราเกิดไดในแตละฤดูกาลและจําเพาะตอสิ่งบริโภคตาง ๆ และสารพิษ

จากราที่ปนเปอนในอาหารมักพบรวมกับการเจริญของรา (Marin และคณะ 2013) ราที่สรางสารพิษมักเจริญบน

อาหารจําพวกธัญพืช ผลไมแหง ถ่ัว เปนตน สามารถพบการเจริญราของเหลาน้ีในผลติภัณฑทางการเกษตรไดทั้งใน

ข้ันตอนกอนการเก็บเกี่ยว หลังการเก็บเกี่ยว และระหวางการเก็บรักษาที่ไมถูกตอง องคการอาหารและการเกษตร

แหงสหประชาชาติ (Food and agriculture organization of the United Nations; FAO) คาดวามีการปนเปอน

ของสารพิษจากราถึง 25 เปอรเซ็นต ของธัญพืชทั่วโลก (Wan และคณะ 2019) ปจจุบันมีการคนพบสารพิษจากรา

หลายชนิด แตสวนใหญเปนสารพิษจากราที่พบไดทั่วไป ซึ่งปจจุบันไดตระหนักถึงปญหาดานสุขภาพของมนุษยและ

สัตว ไดแก อะฟลาทอกซิน โอคราทอกซินเอ พาทูลิน ฟูโมนิซิน ซีราเลโนน และนิวาเลนอลหรือดีออกซีนิวาเลนอล 

(WHO 2018) สารพิษจากราสวนใหญเปนสารเคมีที่มีโครงสราง (ภาพที่ 1.1) ที่เสถียรและสามารถคงอยูในอาหาร

แมผานกระบวนการทําอาหารแลว  

 

ภาพท่ี 1.1 ตัวอยางโครงสรางของสารพิษจากราที่ปนเปอนในผลิตภัณฑทางการเกษตร (Reddy และคณะ 2010) 
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 สารพิษจากราถูกผลิตข้ึนโดยราสายใยหลายสกุลที่สําคัญ เชน Aspergillus, Penicillium, Alternaria, 

Fusarium และ Clavisep เปนตน ซึ่งราเหลาน้ีสามารถพบไดในผลิตภัณฑทางการเกษตรที่กระบวนการผลิต แปร

รูป และจัดเก็บที่ไมไดมาตรฐาน โดยเฉพาะในสภาวะที่เปนผลิตภัณฑอาหารที่มีคาวอเตอรแอคทิวีตี้ที่สูงมากพอ จะ

เสริมการเจริญและการสรางสารพิษเหลานี้ สารพิษตาง ๆ  ถูกผลิตข้ึนจากราแตละสายพันธุและสภาวะที่แตกตาง

กัน อะฟลาทอกซินถูกสรางข้ึนโดยราในสกุล Aspergillus สวนโอคราทอกซินเอมาจากราทั้งในสกุล Aspergillus 

และ Penicillium ฟูโมนิซินและซีราเลโนนสวนใหญถูกผลิตข้ึนจากราในสกุล Fusarium (Marin และคณะ 2013) 

 เนื่องจากผลกระทบตอสุขภาพทั้งในมนุษย (ตารางที่ 1.1) และสัตวทําใหประเทศทั่วโลกรวมถึงองคกร

นานาชาติเกิดความตระหนักและมีการควบคุมปริมาณการปนเปอนของสารพิษจากราทั้งในอาหารคน อาหารสัตว 

และผลิตภัณฑทางการเกษตรตาง ๆ  ใหอยูในปริมาณที่ไมสงผลกระทบตอสุขภาพทั้งคนและสัตว ทั้งนี้ปญหาการ

ปนเปอนสารพิษจากราในผลิตภัณฑทางการเกษตรยังสงผลตอเศรษฐกิจอีกดวย  (Medina-Córdova และคณะ 

2016) 

ตารางท่ี 1.1 สารพิษจากราที่สงผลกระทบตอสุขภาพของมนุษยและสายพันธุราที่สราง  

สารพิษจากรา สายพันธุรา แหลงปนเปอน ผลตอสุขภาพ 

อะฟลาทอกซิน A. flavus, 
A. parasiticus 

ขาวโพด, ขาว, ขาวสาลี, 
ขาวฟาง, ถ่ัว, พืชตระกูล

มะเดื่อ 

เนื้องอกในตับ, ตับแข็ง, มะเรง็ตับ, 
โรคขาดโปรตีนและพลังงาน 

โอคราทอกซินเอ A. ochraceus, 
P. verrucosum, 
A. carbonarius 

ธัญพืช, เมล็ดกาแฟ, 
องุนแหง, ไวน 

ไตอักเสบ, 
เนื้องอกในกระเพาะปสสาวะ 

ดีออกซีนิวาเลนอล F. graminearum, 
F. culmorum 

ธัญพืชและผลิตภัณฑจาก
ธัญพืช 

คลื่นไสอาเจียน, ปวดทอง, ทองเสีย, 
ปวดศีรษะ, วิงเวียน 

ซีราเลโนน F. graminearum, 
F. culmorum 

ธัญพืชและผลิตภัณฑจาก
ธัญพืช 

พัฒนาการเขาสูวัยรุนเร็วเกินควรใน
เด็กผูหญงิ, มะเร็งปากมดลูก 

ฟูโมนิซิน F. verticillioides, 
F.  proliferatum 

ขาวโพดและผลิตภัณฑ
จากขาวโพด, ขาวฟาง 

มะเร็งหลอดอาหาร 

พาทูลิน P. expansum แอปเปลและน้ําแอปเปล ทําลายระบบทางเดินอาหารและ
ระบบหายใจ ดีเอ็นเอและเอนไซม 

ดัดแปลงมาจาก Reddy และคณะ 2010 
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อะฟลาทอกซิน (Aflatoxin) 

 อะฟลาทอกซินถูกคนพบครั้งแรกในชวงป ค.ศ. 1960 จากการตายของไกงวงกวา 1000 ตัวในประเทศ

อังกฤษ แลวพบวาสาเหตุการตายมาจากสารพิษจากถ่ัวลิสงทีม่ีการปนเปอนราทีไ่กงวงเหลาน้ันบริโภคเขาไป (Klich 

2007) ปจจุบันอะฟลาทอกซินถูกจัดใหเปนสารกอมะเร็งในกลุมที่ 1 ตามการจัดกลุมขององคการวิจัยมะเร็ง

นานาชาติ (International Agency for Research on Cancer; IARC) คือ เปนสารที่ไดรับการยืนยันวากอมะเร็ง

ในมนุษย (Bocate และคณะ 2019) และยังสามารถกอโรคอื่น ๆ  ในสัตวมีกระดูกสันหลัง (Armando และคณะ 

2012)  

อะฟลาทอกซินเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ไดจากวิถีโพลคีีไทด (Polyketide pathway) ซึ่งเปนสารพษิ

จากราที่เปนอนุพันธของสารประกอบไดฟวแรนโนคูมาริน (Difuranocoumarin) แสดงโครงสรางดังภาพที่ 1.1 

จําแนกออกเปน 4 ชนิด ตามสีของการเรืองแสงภายใตแสงเหนือมวง (Ultraviolet light) และมีตัวเลขระบุที่บงช้ี

ถึงระยะการเคลื่อนที่สัมพัทธบนโครมาโตกราฟแบบผิวบางไดแก B1, B2, G1 และ G2 (Klich 2007) โดยอะฟลา

ทอกซินชนิด B1 เปนชนิดที่พบไดงายในธรรมชาติและพบการปนเปอนอยางแพรหลายในทั้งอาหารคนและอาหาร

สัตว รวมถึงมีความเปนพิษมากกวาชนิดอื่น (Gallo และคณะ 2016) นอกจากนี้ ยังมีอะฟลาทอกซินชนิด M1 ที่

เกิดจากการเติมหมู ไฮดรอกซิลบนโมเลกุลของอะฟลาทอกซินชนิด B1 ในกระบวนการเมแทบอไลต  

(Hydroxylated metabolite) โดยจากการศึกษากอนหนาพบวาอะฟลาทอกซิน B1 ประมาณ 0.3-6.2 เปอรเซ็นต 

จะเกิดปฏิกิริยาดังกลาวกลายเปนอะฟลาทอกซิน M1 อะฟลาทอกซินชนิดนี้มักพบในนํ้านมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 

(Iqbal และคณะ 2015)  

อะฟลาทอกซินถูกผลิตจากราในสกุล Aspergillus section Flavi โดยเฉพาะ A. flavus, A. parasiticus 

และ A. nomius เปนตน ซึ่งในแตละชนิดมีความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินแตกตางกัน (Marin และคณะ 

2013) ซึ่ง A. flavus เปนราที่พบการปนเปอนในผลิตภัณฑทางการเกษตรไดและเปนสาเหตุที่สําคัญของการ

ปนเปอนอะฟลาทอกซินในผลิตภัณฑทางการเกษตร (Klich 2007) A. flavus เปนสิ่งมีชีวิตในอาณาจักรฟงไจ 

ไฟลัม Ascomycota ช้ัน Ascomycetes อันดับ Eurotiales วงศ Trichocomaceae เปนราสายใยสายพันธุหลัก

ที่ผลิตอะฟลาทอกซินโดยเฉพาะชนิด B1 ซึ่งเปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิจากวิถีโพลีคีไทด A. flavus พบไดทั่วไป

ในพื้นที่เขตรอนมีความสามารถในการกอโรคในทั้งพืชและสัตวรวมทั้งในแมลง เรียกวา Asperillosis (Fakruddin 

และคณะ 2015) โดยเฉพาะในธัญพืช เชน กอโรคฝกเนาในขาวโพด  โรคกลาเนา และรากเนาในถ่ัวลิสงหรือ

โรคอะฟลารูท (Aflaroot) ซึ่งมีอาการใบเหลือง เนื้อเยื่อตาย และรากฝอยไมเจริญ รวมถึงการผลิตอะฟลาทอกซิน 

ของ A. flavus ยับยั้งการเจริญของรากฝอยของตนยาสูบ (Klich 2007) ซึ่งพบไดทั่วไปในดินซึ่งมีบทบาทเปนผูยอย

สลาย A. flavus สามารถเจริญไดในอุณหภูมิตั้งแต 4-42 องศาเซลเซียส เจริญไดดีที่สุด คือ อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดางประมาณ 6.5 (Ahmed และคณะ 2016) และเจริญที่คาวอเตอรแอคทิวีตี้ที่แตกตาง

กันไปในแตละสภาวะ การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศจะใชสปอรที่เรียกวา โคนีเดีย (conidia) และในชวงฤดูหนาว

จะมีโครงสรางที่เรียกวา sclerotia เพื่อใหสามารถดํารงชีวิตไดในสภาวะที่ไมเหมาะสม A. flavus แบงไดเปน 2 

สายพันธุตามขนาดของ sclerotia ไดแก สายพันธุ L มีขนาดเสนผานศูนยกลาง sclerotia มากกวา 400 
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ไมโครเมตร และ สายพันธุ S มีขนาดเสนผานศูนยกลางต่ํากวา 400 ไมโครเมตร ซึ่งสายพันธุ L มีความสามารถใน

การผลิตอะฟลาทอกซินเพียงแคชนิด B เทานั้น แตสายพันธุ S สามารถผลิตไดทั้งชนิด B และ G (Amaike และ 

Keller 2011) A. flavus เมื่อถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งจะสรางโคโลนีลักษณะแตกตางกันออกไปในแตละ

ชนิดของอาหาร โดยจากการศึกษากอนหนา เมื่อเลี้ยงในอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เจริญเปนโคโลนีสีเขียวมะนาว และเมื่อสองใตกลองจุลทรรศนพบกานชูสปอร (conidiophore) 

ผนังหนาและไมมีสี conidia ขนาดประมาณ 3-5 ไมโครเมตร และเสนใยมีผนังกั้น ดังภาพที่ 1.2 (Fakruddin และ

คณะ 2015) ในขณะที่อีกการศึกษาหนึ่งกลาววาเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.5 

และคาวอเตอรแอคทิวีตี้ 0.99 ราชนิดนี้แพรกระจายไดงายโดยเฉพาะในสภาวะที่แหงแลง โดยมีโคนีเดียที่สามารถ

ปลิวไปกับลมไดและการมีแมลงรบกวนยังชวยแพรกระจายและเสริมการติดเช้ือราชนิดนี้ในธัญพืชอีกดวย (Amaike 

และ Keller 2011) 

 

  

  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.2 ลักษณะของ A. flavus เมื่อทําการสองภายใตกลองจุลทรรศน (Fakruddin และคณะ 2015) 

 อะฟลาทอกซินเปนสารพิษที่กอโรคในคนอยางรุนแรงแมไดรับในปริมาณนอยทั้งในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม

รวมถึงสัตวมีกระดูกสันหลังบางชนิดดวย โดยเฉพาะชนิด B1 ซึ่งพบไดงายในผลิตภัณฑทางการเกษตรจากการ

ปนเปอนของราในข้ันตอนตาง ๆ ของการผลิต ทั้งกอนการเก็บเกี่ยวที่อาจเปนผลมาจากสภาวะแหงแลงที่เสริมการ

เจริญเติบโตของ A. flavus รวมถึงในข้ันตอนการเก็บรักษาที่ไมไดมาตรฐาน เก็บในสภาวะที่เหมาะสมกับการเจรญิ

และการผลิตสารพิษของเช้ือรา ซึ่งผลิตภัณฑทางการเกษตรเหลานี้จะถูกแปรรูปตอเปนอาหารคนและสัตวเพื่อ

บริโภค ทําใหสารพิษที่ปนเปอนเขาสูรางกายและมีการสะสมในเนื้อเยื่อ โดยอะฟลาทอกซินจะเขาสูตับเปนอวัยวะ

เปาหมายแรก โรคที่เกิดจากการไดรับอะฟลาทอกซินเรียกวา อะฟลาทอกซิโคซิส (aflatoxicoses) มีลักษณะ

อาการทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง อาการแบบเฉียบพลันเกิดจากการไดรับอะฟลาทอกซินเขาไปในปริมาณมาก 

จะมีอาการตกเลือด ตับวายเฉียบพลัน บวมน้ํา และทําใหเสียชีวิต (Paterson และคณะ 2018) สวนอาการแบบ

เรื้อรัง อาการจะเกิดข้ึนอยางชา ๆ  เชน โรคมะเร็งหรือภูมิคุมกันถูกกดการทํางาน และยังเปนสารที่ทําใหเกิดการ
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กลายพันธุดวย (Bennet และ Klich 2003) เคยมีการรายงานวามีผูเปนโรคตับอักเสบและเสียชีวิตจํานวนมากจาก

การบริโภคขาวโพดที่พบการปนเปอน A. flavus ( Krishnamachari และคณะ 1975) อะฟลาทอกซิน B1 เมื่อเขา

สูตับจะถูกเมแทบอไลตกลายเปน AFB1-8,9-exo-epoxide และ AFB1-8,9-endo-epoxide แลวไปจับกับดีเอ็นเอ

ที่เบสกวานีน ทําใหเกิด GC-TA transversion และเกิดการกลายพันธุ (Marin และคณะ 2013) นอกจากนี้ยังมี

รายงานการเกิดโรคเยื่อบุหัวใจอักเสบในเด็ก 7 เปอรเซ็นต ที่ติดเช้ือ A. flavus (Soler และคณะ 2018) บทบาท

การเปนสารกอมะเร็งของอะฟลาทอกซินเกิดจากการไดรับเขาสูรางกายเปนเวลานานโดยเฉพาะชนิด B1 ทําใหเปน

มะเร็งตับรวมถึงไต ปอด และลําไสอีกดวย (Amaike และ Keller 2011) 

การปนเปอนอะฟลาทอกซินและราที่สรางอะฟลาทอกซินอยาง A. flavus สงผลตอเศรษฐกิจเปนอยาง

มากในอุตสาหกรรมอาหารคนและอาหารสัตว เชน ธัญพืช โดยเฉพาะขาวโพดที่ไดรับการจัดการอยางไมเหมาะสม

และถูกทําใหอยูในสภาวะที่เสริมการเจริญของ A. flavus (Cary และคณะ 2011) หรือในธัญพืชที่มีไขมันเปน

สวนประกอบหลัก และยังแพรกระจายไดงาย (Amaike และ Keller 2011) ในประเทศไทยเคยมีการศึกษาวา ในป 

2013-2014 จากการสุมตรวจการปนเปอนอะฟลาทอกซินในถ่ัวลิสง พบวามีการปนเปอนถึง 80  เปอรเซ็นต จาก

ตัวอยางถ่ัวลิสงที่ยังไมไดรับการแปรรูปทั้งหมด ซึ่งการปนเปอนเฉลี่ยอยูที่ประมาณ 68.22 นาโนกรัมตอกรัม 

(Kooprasertying และคณะ 2016) 

การปนเปอนที่อันตรายนี้สงผลใหตองมีการควบคุมปริมาณการปนเปอนในผลิตภัณฑอาหาร (Paterson 

และคณะ 2018) ในประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขกําหนดใหมีการปนเปอนของอะฟลาทอกซินทุกชนิดใน

อาหารไมเกิน 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529) ในตางประเทศมี

การควบคุมการปนเปอนของอะฟลาทอกซินอยางเขมงวด เชน สหภาพยุโรปกําหนดใหมีปริมาณการปนเปอน    

อะฟลาทอกซินบี 1 ในธัญพืชไมเกิน 4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ประเทศสหรัฐอเมริกามีการปนเปอนอะฟลาทอกซิน

ในอาหารไมเกิน 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม เปนตน (Papiya และ Sasmal 2001) 

 

โอคราทอกซินเอ (Ochratoxin A) 

 โอคราทอกซินเอถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1965 จากการตรวจหาสารเมแทบอไลตของรา Aspergiilus 

ochraceus ที่แยกจากขาวโพดในประเทศสหรัฐอเมริกา (Bennet และ Klich 2003) โอคราทอกซินเอเปนกรด

อินทรียออน มีคา pKa เทากับ 7.1 มวลโมเลกุลเทากับ 403.8 กรัมตอโมล เปนสารที่มีความเสถียรสูงจึงยากตอ

การกําจัดเมื่อมีการปนเปอน (El Khoury และ Atoui 2010) มีโครงสรางที่ประกอบดวยหมูพาราคลอโรฟโนลิก 

(para-chlorophenolic group) ที่มีไดไฮโดรไอโซคูมาลิน (dihydroisocoumarin) เช่ือมกันดวยพันธะเอไมด 

(amide-linked) กลายเปนสารประกอบแอล-ฟนิลอะลานีล (L-phenylalanyl) มีโครงสรางดังที่แสดงในภาพ     ที่ 

1.3 นอกจากโอคราทอกซินเอแลวยังมีโอคราท็อกซินชนิดอื่น ๆ  ที่เหมือนกัน เชน โอคราทอกซินบี โอคราทอกซินซี 

ความแตกตางขึ้นอยูกับหมูฟงกชันที่ตางกันออกไป ในแตละตําแหนง (El Khoury และ Atoui 2010) รวมถึงโอครา

ทอกซินชนิดแอลฟาที่เปนอนุพันธุของโอคราทอกซินเอที่เกิดจากการไฮโดรไลซิสโอคราทอกซินเอ ซึ่งเปนชนิดที่พบ
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ไดบอย มีโครงสรางคลายกับกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน สารพิษจากราชนิดนี้จึงมีความสามารถในการยับยั้งการ

ทํางานของเอนไซมที่มีกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนเปนสารตั้งตน โดยเฉพาะเอนไซม Phe-tRNA synthetase สงผล

ใหการสังเคราะหโปรตีนลดลง อีกทั้งยังกระตุนการใหเกิดการตายของเซลล (apoptosis)   หลาย ๆ ประเภท 

(Marin และคณะ 2013)  

 

ภาพท่ี 1.3 โครงสรางของโอคราท็อกซินเอ 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ochratoxin_A#/media/File:Ochratoxin_A.svg 

 

โอคราทอกซินเอถูกผลิตจากราสายใย 2 สกุลที่สําคัญ ไดแก Aspergillus และ Penicillium โดยเฉพาะ 

A. carbonarius, A. niger และ P. verrucosum เปนตน (Bennet และ Klich 2003) A. carbonarius สามารถ

สรางโอคราทอกซินเอไดดีในภูมิอากาศเขตอบอุนและเขตรอน ตรวจพบไดในผลผลิตทางการเกษตรและผลผลิต

ทางปศุสัตวหลายชนิดที่มีการปนเปอนของราที่ผลิต เชน ธัญพืชและผลิตภัณฑจากธัญพืช กาแฟ โกโก องุน 

เครื่องเทศ ผลไม และเนื้อ เปนตน (Zhu และคณะ 2015) ในขณะที่ ในประเทศที่มีอากาศเย็น การปนเปอนของโอ

คราทอกซินเอมีสาเหตุมาจากราที่สรางโอคราทอกซินสายพันธุที่ เจริญไดดีในสภาวะที่อุณหภูมิต่ํา เชน                 

P. verrucosum (El Khoury และ Atoui 2010)  

A. carbonarius เปนราสายใยในสกุล Aspergillus section Nigri หรือ black Aspergilli มีลักษณะ

ภายใตกลองจุลทรรศนดังภาพที่ 1.4 A. carbonarius เปนหนึ่งในราสายพันธุหลักที่ผลิตโอคราทอกซินเอ สภาวะ

ที่เหมาะสมตอการเจริญของเสนใยที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คาวอเตอรแอคทิวีตี้ประมาณ 0.95-0.99 และ

สภาวะที่เหมาะสมตอผลิตโอคราทอกซินเอมากที่สุดคือที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส คาวอเตอรแอคทิวีตี้ 0.95-

0.98 ความสามารถในการเจริญของเสนใยและการสรางสารโอคราทอกซนิเอจะลดลงเมื่อคาวอเตอรแอคทิวีตีล้ดลง 

(Belli และคณะ 2005) อยางไรก็ตามยังมีปจจัยอื่น ๆ ที่มีผลตอการเจริญของรา A. carbonarius เชน คาความ

เปนกรดดาง สารอาหารที่ไดรับ เปนตน A. carbonarius เจริญและกอโรคในพืชได เชน โรคผลเนา (black rot) 

ในองุน (Ayoub Reverberi และคณะ 2011) ราชนิดนี้ปนเปอนไดงายโดยเฉพาะในองุนที่มีการจัดการที่ไม

เหมาะสม ในข้ันตอนทั้งกอนและหลังการเก็บเกี่ยวและทําใหเกิดโรคเนา (Fiori และคณะ 2014) เคยมีการศึกษา
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สุมตัวอยางผลไมแหง 50 ชนิดจากตลาดในประเทศสเปนพบการปนเปอน A. carbonarius ถึง 58 เปอรเซ็นต 

และจาก A. carbonarius ที่ตรวจพบทั้งหมด มีถึง 96.7% ที่ผลิตโอคราทอกซินเอ (ABARCA และคณะ 2003) 

  

ภาพท่ี 1.4 ลักษณะ conidial head (ก.) และ เซลลโคนเีดีย (ข.) ของ A. carbonarius ภายใตกลองจลุทรรศน 

(http://web-tmk.bcrc-firdi.net/fungi/fungal_detail.jsp?id=FU200802210018) 

 

 โอคราทอกซินเอเปนสารพิษจากราที่เปนอันตรายตอมนุษยและสัตว ผลกระทบจากสารพิษนี้จะแตกตาง

กันไปข้ึนกับปริมาณและสายพันธุที่ไดรับ (Haschek และ Voss 2013) โอคราทอกซินเอถูกจัดใหเปนสารกอมะเร็ง

โดยองคการวิจัยมะเร็งนานาชาติ อยูในกลุม 2B คือ เปนสารที่มีความเปนไปไดที่จะกอมะเรง็ในมนุษยและสตัว เปน

อันตรายตอไตของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม และเปนสาเหตุของการเสียชีวิตจากโรค Balkan endemic nephropathy 

รวมถึงเปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดโรค Tunisian nephropathy อีกดวย (El Khoury และ Atoui 2010)  โอครา

ทอกซินเอเปนสาเหตุใหเกิดมะเร็งเซลลตับและไต และยังพบการเกิดเนื้องอกที่ตับและมะเร็งหลอดอาหารจากการ

ไดรับสารโอคราทอกซินเอ การไดรับโอคราทอกซินเอในขณะตั้งครรภสงผลใหเกิดความผิดปกติของระบบประสาท

สวนกลางของทารกได และยังทําใหเซลลประสาทและสมองเกิดความเสียหาย โอคราทอกซินเอสามารถผานรกเขา

ไปสะสมอยูในตัวออนในครรภ (fetus) แลวสงผลใหทารกเกิดความผิดปกติในดานรูปรางและภูมิคุมกันได โอครา

ทอกซินเอในปริมาณที่นอยก็ทําใหเกิดการกดการทํางานของภูมิคุมกันได กระตุนใหเซลลที่เนื้อเยื่อตอมน้ําเหลือง

เกิดการตาย อีกทั้งยังมีความเปนไปไดวา   โอคราทอกซินเอจะมีบทบาทใหการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของทีเซลล 

(T-lymphocyte) และบีเซลล (B-lymphocyte) โดยไปยับยั้งอินเตอรลิวคีน 2 ( IL-2) และตัวรับสัญญาณของ

อินเตอรลิวคีน 2 (El Khoury และ Atoui 2010) ในแตละประเทศมีการกําหนดปริมาณการปนเปอนโอคราทอก

ซินเอที่แตกตางกัน ตัวอยางดังเชนตารางที่ 1.2 ในประเทศไทย มีการกําหนดปริมาณการปนเปอนของโอคราทอก

ซินเอในเมล็ดกาแฟอะราบิกาและโรบัสตาที่ 10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ 

2561) 

ก. ข. 
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ตารางท่ี 1.2 การกําหนดปริมาณการปนเปอนโอคราทอกซินเอในผลิตภัณฑทางการเกษตรและอาหารชนิดตาง ๆ 

จากทั่วโลก  

ผลิตภัณฑทางการเกษตรและอาหาร ประเทศ 
ปริมาณการปนเปอนโอครา 

ทอกซิน 
(ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) 

ขาว 
 

เวียดนาม 23.75 
สเปน 3.6 
ตูนีเซีย 4.4 

ขาวโพด ตุรก ี 6.38 
ขาวสาล ี ตุรก ี 0.75 
ขนมปง สเปน 2.19 

ขาวบารเลย เกาหล ี 0.8 
ดัดแปลงมาจาก Duarte และคณะ 2010 

 

การปองกันการปนเปอนของรา 

 เนื่องจากการปนเปอนของราและสารพิษจากราในข้ันตอนการผลิตตาง ๆ  ทําใหเกิดการเนาเสียของอาหาร

และกอโรค รวมถึงสงผลกระทบตอเศรษฐกิจโดยเฉพาะในทางอุตสาหกรรม เพื่อปองกันผลเสียที่เกิดข้ึนนี้ ในภาค

การผลิตตองมีการจัดการกับปญหาการปนเปอนนี้ ซึ่งวิธีการจัดการที่เหมาะสมมีความแตกตางกันไปในแต ละ

ข้ันตอน เชน การใชสารเคมีฆารา การใชสารกันบูด การใชยาปฏิชีวนะ เปนตน อยางไรก็ตามก็มีการจํากัดปริมาณ

การใชสารเคมีดังกลาว ในข้ันตอนกอนการเก็บเกี่ยว ซึ่งควรปฏิบัติตามหลัก GAP (good agriculture practice) 

(Paterson และคณะ 2018) ในข้ันตอนหลังการเก็บเกี่ยวและการเก็บรักษาวัตถุดิบมีการปองกันการปนเปอนทั้ง

ในทางกายภายและทางเคมี ยังมีการใชสารเคมีฆาราเปนวิธีเบื้องตนอาจทําในรูปแบบของการเคลือบบนผิววัตถุดิบ 

นอกจากนี้ยังมีการใชวิธีการปองกันวิธีอื่น ๆ เชน การฆาเช้ือดวยโอโซน คลอรีน ไฮโดรเจนเพอรอกไซด การ

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิ และการฉายรังสีฆาเช้ือ เปนตน สวนในข้ันตอนการแปรรูปและการ

บรรจุวัตถุดิบมักปองกันการปนเปอนในทางสุขลักษณะที่ดีของโรงงาน เชน การใชระบบ HACCP (hazard 

analysis critical control point) และการจัดการสภาพแวดลอมและศักยภาพของเครื่องมือที่ดี  (Leyva Salas 

และคณะ 2017)  

 อยางไรก็ตามการใชสารเคมีฆารามีผลกระทบตอสุขภาพของผูบริโภคและเปนพิษตอสิ่งแวดลอม มี

การศึกษาพบวา การใชสารเคมีฆาราเปนเวลานานจะกระตุนใหราเกิดการทนทานและอาจผลิตสารพิษที่ไมพึง

ประสงคได (Farbo และคณะ 2018) ดวยเหตุน้ีจึงมีการตระหนักถึงปริมาณการใช มีการควบคุมปริมาณการใชใน

ผลิตภัณฑแตละประเภท (Perez และคณะ 2017) ในปจจุบัน มีวิธีการทางเลือกที่ลดปญหาจากการใชสารเคมีฆา
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ราสังเคราะหโดยวิธีการควบคุมทางชีวภาพมาควบคุมการปนเปอนของราและการผลิตสารพิษโดยการใชจุลินทรีย

แทน (Medina-Córdova และคณะ 2016) การควบคุมทางชีวภาพ คือ การใชจุลินทรียที่เปนปฏิปกษมายับยั้งการ

เจริญหรือการสรางสารพิษของสิ่งมีชีวิตที่กอโรคในเจาบาน เชน จุลชีพที่เปนเช้ือกอโรคหรือแมลงที่เปนศัตรูพืช 

เพื่อควบคุมการกอใหเกิดอันตราย (Pal และ McSpadden Gardener 2006) 

 

ยีสต (Yeast) 

 ยีสต เปนสิ่งมีชีวิตในกลุมยูคาริโอต เปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียว จัดอยูในอาณาจักรฟงไจ สวนใหญอยูในไฟลัม 

Ascomycota สามารถพบไดทั่วไปในดินหรือพืชตาง ๆ เปนตน ยีสตสวนใหญสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยการ

แตกหนอ (Budding) ดังภาพที่ 1.5 บางชนิดสืบพันธุแบบแบงตัว (Fission) (Encyclopaedia Britannica 2020) 

ในปจจุบัน ยีสตถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมอยางแพรหลาย โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร เชน การผลิตเครื่องดื่ม

แอลกอฮอล การผลิตขนมปง เปนตน  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.5  เซลลยีสตที่สืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอ (Encyclopaedia Britannica 2020) 

ปจจุบันมีการใชยีสตที่เปนปฏิปกษในการเปนสารควบคุมทางชีวภาพอยางแพรหลายแทนการใชสารเคมี

ฆาราเพื่อควบคุมการกอโรคของเช้ือราที่ปนเปอนในผลิตภัณฑทางการเกษตรตาง ๆ  ในชวงหลายปที่ผานมาไดมี

การศึกษาที่คัดแยกยีสตจากแหลงธรรมชาติและผลติภัณฑทางการเกษตรที่หลากหลาย มาทดสอบความสามารถใน

การเปนปฏิปกษของยีสตตอรากอโรค เพื่อการนําไปใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ (Lui และคณะ 

2013) ในงานวิจัยของ Gustavo Cordero-Bueso และคณะ (2017) ศึกษาการใชยีสตที่แยกไดจากองุนเปนตัว

ควบคุมทางชีวภาพในการควบคุมรากอโรคในองุน ลักษณะเดนที่ทําใหยีสตถูกใชเปนสารควบคุมทางชีวภาพไดแก 

1.) สามารถเจริญไดอยางรวดเร็วเมื่อเทียบกับราสายใย 2.) เปนจุลชีพที่ตองการสารอาหารไมซับซอน ทําใหงายตอ

การเลี้ยง และ 3.) มีความสามารถในการเจริญบนพื้นที่แหงหรือในหลาย ๆ  สภาวะ เพื่อแยงสารอาหารและพื้นทีใ่น

การเจริญไดดี ซึ่งกลไกทําการตอตานราน้ีประกอบดวยกลไกทางกายภาพและชีวเคมีที่หลากหลาย เชน การแยงชิง
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พื้นที่และสารอาหาร การหลั่งเอนไซมจําเพาะหรือการสรางสารยับยั้งจุลชีพ นอกจากนี้ยีสตยังมีความสามารถใน

การลดการสรางสารพิษจากราอีกดวย (Medina-Córdova และคณะ 2016) 

การสรางสารประกอบอินทรียระเหยงายเปนอีกหนึ่งกลไกสําคัญที่ยีสตปฏิปกษใชในการยับยั้งรากอโรค มี

การศึกษาพบวายีสตบางสายพันธุมีความสามารถในการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายไปยับยั้งการเจริญและ

การสรางสารพิษของรากอโรคที่ปนเปอนในเมล็ดกาแฟ (de Melo Pereira, Beux และคณะ 2016) มีงานวิจัยที่

ศึกษาความสามารถและกลไกของยีสตในการเปนปฏิปกษตอราและการลดการผลิตสารพิษจากรา งานวิจัยของ 

Belén Peromingo และคณะ (2018) พบวายีสต Debaryomyces hansenii สามารถลดการเจริญของรา                

P. verrucosum ได รวมถึงงานวิจัยของ Randa Zeidan และคณะ (2018) แสดงใหเห็นวา สารอินทรียระเหยงาย

ของยีสต Lachancea thermotolerans มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของ Fusarium graminearum, 

A. parasiticus และ P. verrucosum ได และลดการผลิตอะฟลาทอกซินของ A. parasiticus และ ดีออกซีนิวา

เลนอนของ F. graminearum องคประกอบของสารอินทรียระเหยงายดังกลาวถูกคาดวาเปน 2-phenylethanol 

และมีการศึกษากลไกของสารอินทรียระเหยงายของยีสตที่สงผลถึงการเจริญและการผลิตสารพิษจากราในระดับ

พันธุกรรม (Hua และคณะ 2014) จากการศึกษาของ Farbo และคณะ (2018) แสดงใหเห็นวา สารอินทรียระเหย

งายของยีสตที่ไมมีความสามารถในการหมักและยีสตที่มีความสามารถในการหมักต่ํา สามารถยับยั้งการเจริญและ

การผลิตโอคราทอกซินเอจาก A. carbonarius และ A. ochraceus ไดอยางมีนัยสําคัญ สารอินทรียระเหยงายน้ี

สงผลใหเกิดการลดการแสดงออกของยีนสํา คัญในวิถีชีวสังเคราะหของโอคราทอกซินเอและเมื่อวิเคราะห

องคประกอบของสารเคมีระเหยงายของยีสตเหลาน้ัน พบวาเปนสาร 2-phenylethanol นอกจากความสามารถใน

การเปนปฏิปกษเหลาน้ี  

ในดานความปลอดภัย ยีสตสวนใหญถูกรับรองวาเปน Generally recognized as safe (GRAS) คือ เปน

สารที่สามารถใสลงในอาหารไดอยางปลอดภัย ซึ่งยีสตมักถูกใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน การทําขนมปง การผลติ

เครื่องดื่มแอลกอฮอล ตลอดจนการนํายีสตมาใชในการปรับปรงุรสชาติเครื่องดื่ม เปนตน ยีสตจึงถูกคาดหวังกับการ

ใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพและปลอดภัยในการควบคุมราที่ผลิตสารพิษจากราในอาหาร (Randa 

และคณะ 2018) 

ซึ่งในงานวิจัยกอนหนา (จิตโสภิณ สมัครกาล 2561) ไดมีการคัดแยกยีสตจากเมล็ดกาแฟอะราบิกาจาก

โครงการในพระราชดําริ จากสถาบันวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนา

โครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม ซึ่งยีสตถูกนํามาคัดแยก ศึกษาลักษณะตาง ๆ และประเมินผลการเปน

ปฏิปกษเบื้องตน ผูวิจัยจึงเลือกยีสตที่แสดงผลการเปนปฏิปกษสูงมาทดสอบในงานวิจัยน้ี 

 

 

 



11 
 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 

วัตถุประสงคของงานวิจัย คือ 1.) เพื่อทดสอบความสามารถในการเปนปฏิปกษของยีสตที่แยกไดจากเมลด็

กาแฟตอการเจริญและการผลิตสารพิษจากราของ A. flavus และ A. carbonarius และ 2.) เพื่อทดสอบ

ความสามารถในการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายเพื่อยับยั้งการเจรญิและการผลติสารพิษจากราของราทัง้ 2 

ชนิด 
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บทท่ี2 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีด าเนินงานวิจัย 

 

อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. กรวยกรองขนาด 50 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

2. กระดาษกรอง Whatman, USA 

3. กลองจุลทรรศนแบบใชแสงยี่หอ Olympus รุน CH30 บริษัท อีฟอรมแอล อินเตอรนช่ันแนล จํากัด, 

Japan 

4. เครื่องช่ัง (Electronic balance) รุน PG6025 และ A6285 บริษัท Mettler, Toledo, Switzerland 

5. เครื่องโซนิเคเตอร ยี่หอ Babdelin Electronic, USA 

6. เครื่องดูดอากาศ (suction) 

7. เครื่องนึง่ฆาเช้ือดวยความดันไอน้ํา รุน SS-325 และ ES-315 ยี่หอ Tomy, Japan 

8. เครื่องปนผสม (Vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientfic industries, USA 

9. เครื่องเปลี่ยนอากาศเปนแกสไนโตรเจน บริษัท Peak Sclentific 

10. เครื่องสเปกโตรไฟโตมิเตอร ยี่หอ Thermo Scientific Biomate 3S, Germany 

11. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน S20- K Seven Easy บริษัท Mettler Toledo, USA 

12. จานเลี้ยงเช้ือแกวขนาด 15x100 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 

13. ตูบมเช้ือ (Incubator) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

14. ตูบมเช้ือ (Incubator) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยี่หอ Caotberm, Scientifc, Newzealand 

15. ตูบมเช้ือแบบเขยา (Incubator shaker) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียส 

16. ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยี่หอ SANDEN INTERCOOL, Thailand 

17. ตูเข่ียเช้ือรุน V6-T ขนาด 24 ฟุต บริษัท Mammertt germany และตูเข่ียเช้ือ รุน Mark 11 ยี่หอ 

Clean บริษัท Lab service, Thailand 



13 
 

18. ตูอบแหง บริษัท Sontherm Scientific, Newzealand 

19. ถุงมือยาง SRITRANG GLOVES บริษัท สยามเซมเพอรเมด, Thailand 

20. ถุงมือไนไตรล ยี่หอ Semperguard บริษัท สยามเซมเพอรเมด, Thailand 

21. บีกเกอรแกว ขนาด 20, 200 และ 500 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

22. พาสเจอรปเปตตแกว ขนาด 230 มิลลิลิตร ยี่หอ Qualicolor, Germany 

23. แผนพาราฟลม บริษัท Mennasha, Thailand 

24. ไมโครปเปตต ขนาด 5, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf, Germany 

25. หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

26. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13x100 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 

27. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16x150 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, Germany 

28. หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, Germany 

29. ฮีมาไซโตมิเตอร บริษัท Precicolor, Gerrmany 

 

เคมีภัณฑ 

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

2. HPLC Grade methanol บริษัท Merck, Germany 

3. กรดฟอรมิก (CH2O) บริษัท Merck, Germany 

4. กรดอะซิติก (CH2COOH) บริษัท Merck, Germany 

5. กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (conc. HCL) 

6. โซเดียมคลอไรด (Nacl) บริษัท Merck, Germany 

7. โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO: 2H2O) บริษัท Merck, Germany 

8. โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน (conc. NaOH) 

9. น้ํากลั่น 
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10. น้ําปลอดประจ ุ

11. ผงวุน (agar) บริษัท Difco Laboratories, USA 

12. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt.Ltd,, India 

13. ผงสกัดจากมอลต (malt extract) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., India 

14. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

15. เพปโทน (peptone) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., India 

16. โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

17. เมทานอล (CH2OH) บริษัท Merck, Germany 

18. เมทิลีนบลู (Methylene blue) 

19. อะชิโตไนไตรล (CH2CN) บริษัท Merck, Germany 

 

จุลินทรียท่ีใชในงานวิจัย 

 จุลินทรียที่ใชในงานวิจัยน้ี ไดรบัมาจากคลังจลุินทรีย ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

1. Aspergillus carbonarius สายพันธุ TK4.2 

2. Aspergillus flavus สายพันธุ M3T8R403 

3. ยีสตไอโซเลต Y08 ซึ่งแยกมาจากสถาบันวิจัยโครงการหลวงแมหลอด และศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก 

จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย 

4. ยีสตไอโซเลต Y20 ซึ่งแยกมาจากสถาบันวิจัยโครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนย

พัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จงัหวัดเชียงใหม ประเทศไทย 
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วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมจุลินทรียท่ีใชในงานวิจัย 

1.1 ยีสต 

นํายีสตที่แยกไดจากเมล็ดกาแฟอะราบิกาจากโครงการในพระราชดําริ 2 ไอโซเลตไดแก Y08 ที่แยกไดจาก

สถาบันวิจัยโครงการหลวงแมหลอดและศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และยีสต Y20 ที่แยกไดจากสถาบันวิจัย

โครงการหลวงแมหลอด ศูนยพัฒนาโครงการหลวงตีนตก และศูนยพัฒนาโครงการหลวงปาเมี่ยง จังหวัดเชียงใหม 

ซึ่งถูกทดสอบในเบื้องตนแลววามีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา A. carbonarius มาเลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง Yeast extract-Malt extract (YM agar plate) (ภาคผนวก ก) ที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 

แลวเก็บรักษาไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

1.2 รา 

นําราที่ใชในการศึกษา 2 ชนิด ไดแก A. flavus สายพันธุ M3T8R403 และ A. carbonarius สายพันธุ 

TK4.2 มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA plate) (ภาคผนวก ก) แลวบมที่อุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส 7 วัน แลวเก็บรักษาในตูเย็น 4 องศาเซลเซียส 

2. การศึกษาระยะการเจริญของยีสตเพ่ือหาระยะเวลาการเจริญชวงมิดล็อก (mid log phase)  

 นํายีสตโคโลนีเดี่ยวจากยีสตที่เลี้ยงไวบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YM มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YM

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวบมที่ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น นํายีสตในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YM 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ใสลงอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) (ภาคผนวก ก) 

ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู บมแบบเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาท ี

เก็บตัวอยางมาวัดการเจริญดวยวิธีสเปกโตโฟโตเมตรีทุก  ๆ  1 ช่ัวโมง จนถึงช่ัวโมงที่ 28 และหลังจากนั้นทุก ๆ  2 

ช่ัวโมงจนครบ 48 ช่ัวโมง โดยวัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร แลวนําคา OD มาเขียนกราฟการเจริญ

ของยีสต จากนั้นพิจารณาหาระยะเวลาการเจริญชวงมิดล็อกเพื่อในไปใชในการทดสอบตอไป 

3. การทดสอบการเปนปฏิปกษของยีสตตอการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา 

 3.1 เตรียมสารแขวนลอยเซลลยีสต 

 นํายีสตโคโลนีเดี่ยวจากยีสตที่เลี้ยงไวบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YM มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YM

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น นํายีสตในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YM 

ปริมาตร 250 ไมโครลิตร มาเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YM บมที่ 37 องศาเซลเซียส เวลาในการบมเปนไป

ตามระยะเวลาการเจริญชวงมิดล็อกของแตละไอโซเลตจากผลการทดลองขอ 2. หลังจากบมแบงอาหารเลี้ยงเช้ือที่

มียีสตเจริญปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาปนตกเซลลแลวลางเซลลดวยสารละลาย PBS (ภาคผนวก ข) นับจํานวน

เซลลยีสดวยฮีมาไซโตมิเตอร (hemaecytomyter) ใหไดความเขมขนเซลล 106 เซลลตอมิลลิลิตร 
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3.2 เตรียมสารแขวนลอยสปอรรา 

 นํารามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA บมที่ 25 องศาเซลเซียส 7 วัน แลวนําราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ

แข็ง PDA มาขูดเอาสปอรรา โดยใช Physiological water (ภาคผนวก ข) แลวนําไปนับจํานวนสปอรราใหไดความ

เขมขนสปอร 106 สปอรตอมิลลิลิตร 

 3.3 ทดสอบการยับยั้งการเจริญของราดวยวิธี Dual culture (Pantelides และคณะ 2015) 

 ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA โดยนําสารแขวนลอยเซลลยีสต (จากขอ 3.1) ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร มาขีดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 3 เซนติเมตร ยาวจากบนจนสุดขอบ

จานดานลาง จากนั้นนําสารแขวนลอยสปอรรา (จากขอ 3.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารเลีย้งเช้ือใน

จานเดียวกัน หางจากเสนที่ขีดเซลลยีสต 2.5 เซนติเมตร (ภาพที่ 6) รอจนแหงแลวนําไปบมที่ 25 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 7 วัน ทําทั้งหมด 3 ซ้ํา โดยชุดควบคุมเปนจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ขีดดวยสารละลาย PBS ที่ไมมีเซลลยีสต 

วัดความสามารถในการยับยั้งเจริญของราโดยการวัดเสนผานศูนยกลางโคโลนีราหลังจากการบม 7 วัน แลวนํามา

คํานวณเทียบกับชุดควบคุม 

 

% การยับยั้ง = 
เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม – เสนผานศูนยกลางชุดทดสอบ

เสนผานศูนยกลางโคโลนีชุดควบคุม
 x 100% 

   

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 การทดสอบความเปนปฏิปกษของยีสตตอรา ดวยวิธี Dual culture 

 

 

3.4 ทดสอบการยับยั้งการผลิตสารพิษจากรา 

2.5 cm 

 

ยีสต 

รา 
3.0 cm 
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 หลังจากวัดการเจริญในขอ 3.3 นําจานอาหารเลี้ยงเช้ือมาเจาะรูอาหารเลี้ยงเช้ือบริเวณรอบโคโลนีราและ

ในโคโลนีราทั้งหมด 6 ช้ิน ดวยพาสเจอรปเปตตแกว โดยเจาะตําแหนงเดียวกันในทุก ๆ ชุดทดสอบและชุดควบคุม 

แลวนํามาสกัดสารพิษจากรา ทําโดยนําขวดสกัดพรอมฝาช่ังน้ําหนักกอนและหลังใสวุนทั้ง 6 ช้ิน แลวช่ังน้ําหนกัวุน 

จากนั้นเติมสารสกัดโอคราทอกซินเอ  (เมทานอล : กรดฟอรมิก อัตราสวน 25 : 1) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สําหรบั 

A. carbonarius สวน A. flavus เติมสารสกัดอะฟลาทอกซินบี 1 (เมทานอล) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร นําไปใส

เครื่องโซนิเคเตอร 15 นาที แลวกรองสวนวุนออกจากสารสกัด นําสารที่สกัดไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไประเหยแหง

ดวยแกสไนโตรเจนจนแหงสนิท แลวนํามาเติมเฟสเคลื่อนที่ (อะซิโตไนไตรล : น้ําปลอดประจุ : กรดอะซิติก 

อัตราสวน 49.5 : 49.5 : 1 สําหรับโอคราทอกซินเอ และ อะซิโตไนไตรล : น้ําปลอดประจุ : เมทานอล อัตราสวน 

20 : 60 : 20 สําหรับอะฟลาทอกซินบี 1) กรองสารผานหัวกรองสําเร็จขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวสงวิเคราะห

ปริมาณสารพิษดวยวิธีโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography: 

HPLC) ที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย แลวนําผลที่ไดมาคํานวณหา

ปริมาณโอคราทอกซินเอและอะฟลาทอกซินบี 1  

 การวัดปริมาณสารพิษจากรา อะฟลาทอกซินบี 1 ใชคอลัมน C18 (150x 4.60 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) 

เครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนส ที่มี excitation wavelength เทากับ 365 นาโนเมตร และ emission wavelength 

เทากับ 435 นาโนเมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ 

retention time คือ 7 นาที ในสวนของโอคราทอกซินเอใชคอลัมน C18 (250x 4.60 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) 

เครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนส ที่มี excitation wavelength เทากับ 333 นาโนเมตร และ emission wavelength 

เทากับ 477 นาโนเมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ 

retention time เปน 10 นาที 

 4. ทดสอบความสามารถในการผลิตสารอินทรียระเหยงายของยีสตเพ่ือยับยั้งการเจริญและการผลิต

สารพิษจากรา 

  นําสารแขวนลอยสปอรรา (จากขอ 3.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่มอีาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง PDA นําสารแขวนลอยเซลลยีสต (จากขอ 3.1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มากระจายเช้ือใหทั่วบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD รอจนจานอาหารเลี้ยงเช้ือทั้งหมดแหงแลวนําจานอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่มีสารสปอรรา

และจานอาหารเลี้ยงเช้ือ YPDA ที่มีเซลลยีสตมาประกบเขาหากัน โดยจานที่เซลลยีสตอยูดานบน และจานที่มี

สปอรราอยูดานลาง พันพาราฟลม 2 ช้ันเพื่อปองกันการรั่วไหลของสารอินทรียระเหยงาย จากนั้นนําไปบมที่ 25 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลววัดผลการยับยั้งเจริญของราเชนเดียวกับขอ 3.3 และวัดผลการยับยั้งการผลิต

สารพิษดังขอ 3.4 
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 5. ทดสอบผลของสภาวะตาง ๆ ตอการผลิต และประสิทธิภาพของสารประกอบอินทรียระเหยงายจาก

ยีสต 

 แปรผันสภาวะตาง ๆ ในการเลี้ยงยีสตรวมกับรา ไดแก อุณหภูมิในการบมยสีตรวมกบัรา คาความเปนกรด

ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือของยสีต และความเขมขนของอาหารเลี้ยงเช้ือของยีสต 

  5.1 การแปรผันอุณหภูมิ 

 นําสารแขวนลอยสปอรรา (จากขอ 3.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ ที่ มี

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA นําสารแขวนลอยเซลลยีสต (จากขอ 3.1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา กระจายเ ช้ือให

ทั่วบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD รอจนจานอาหารเลี้ยงเช้ือทั้งหมดแหงแลวนําจานอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่มีสาร

สปอรราและจานอาหารเลีย้งเช้ือ YPDA ที่มีเซลลยีสตมาประกบเขาหากัน โดยจานที่เซลลยีสตอยูดานบน และจาน

ที่มีสปอรราอยูดานลาง พันพาราฟลม 2 ช้ันเพื่อปองกันการรั่วไหลของ สารอินทรียระเหยงาย จากนั้นนําไปบมที่

อุณหภูมิ 25, 30 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลววัดผลการยับยั้งเจริญของราเชนเดียวกับขอ 3.3 และ

วัดผลการยับยั้งการผลิตสารพิษดังขอ 3.4 

  5.2 การแปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเช้ือของยีสต 

 นําสารแขวนลอยสปอรรา (จากขอ 3.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเลีย้งเช้ือที่มีอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง PDA นําสารแขวนลอยเซลลยีสต (จากขอ 3.1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มากระจายเช้ือใหทั่วบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD ที่ถูกปรับคาความเปนกรดดางตางกัน (4, 5 และ 6) รอจนจานอาหารเลี้ยงเช้ือทั้งหมด

แหงแลวนําจานอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่มีสารสปอรราและจานอาหารเลี้ยงเช้ือ YPDA ที่มีเซลลยีสตมาประกบเขา

หากัน โดยจานที่เซลลยีสตอยูดานบน และจานที่มีสปอรราอยูดานลาง พันพาราฟลม 2 ช้ันเพื่อปองกันการรั่วไหล

ของสารอินทรียระเหยงาย จากนั้นนําไปบมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลววัดผลการยับยั้งเจริญของรา

เชนเดียวกับขอ 3.3 และวัดผลการยับยั้งการผลิตสารพิษดังขอ 3.4 

  5.3 การแปรผันความเขมขนของสารอาหารของยีสต 

 นําสารแขวนลอยสปอรรา (จากขอ 3.2) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเลีย้งเช้ือที่มีอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง PDA นําสารแขวนลอยเซลลยีสต (จากขอ 3.1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มากระจายเช้ือใหทั่วบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง YPD ที่ความเขมตางกันไดแก 0.1 เทา 0.5 เทา และ 1.0 เทา รอจนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ

ทั้งหมดแหงแลวนําจานอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่มีสารสปอรราและจานอาหารเลี้ยงเช้ือ YPDA ที่มีเซลลยีสตมา

ประกบเขาหากัน โดยจานที่เซลลยีสตอยูดานบน และจานที่มีสปอรราอยูดานลาง พันพาราฟลม 2 ช้ันเพื่อปองกัน

การรั่วไหลของสารอินทรียระเหยงาย จากนั้นนําไปบมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7  วัน แลววัดผลการยับยั้ง

เจริญของราเชนเดียวกับขอ 3.3 และวัดผลการยับยั้งการผลิตสารพิษดังขอ 3.4  
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

1. ระยะการเจริญของยีสต 

นํายีสตสายพันธุ Y08 และ Y20 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YPD บมแบบเขยา 200 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ผลการเจริญของยีสต Y08 (ภาพที่ 3.1) พบวาที่เวลาต้ังแตช่ัวโมงที่ 0-6 การเจริญยัง

ไมเพิ่มข้ึนมากนัก ซึ่งคาดวาเปนระยะพัก (lag phase) หลังจากนั้นพบวาการเจริญเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วหลังจาก

ช่ัวโมงที่ 6 ถึงช่ัวโมงที่ 12 ซึ่งเปนระยะ log phase และหลังช่ัวโมงที่ 12 การเจริญคอนขางคงที่จนจบการทดลอง 

เมื่อพิจารณาชวงตรงกลางของระยะ log phase (mid log phase) ของยีสต Y08 คือ ช่ัวโมงที่ 9 ของการเจริญ  

การเจรญิของยสีต Y20 (ภาพที่ 3.2) แสดงใหเห็นระยะพักทีช่วงช่ัวโมงที่ 0-6 หลังจาก 6 ช่ัวโมงการเจริญ

เพิ่มข้ึนเปนทวีคูณจนถึงช่ัวโมงที่ 13 และหลังจากนั้นการเจรญิคงที่ ดังนั้นระยะการเจรญิชวงมิดล็อกของยสีต Y20 

คือ ช่ัวโมงที่ 9.5 ของการเจริญในอาหาร YPD            

 

ภาพท่ี 3.1 การเจริญของยีสต Y08  ในแตละเวลา เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YPD บมแบบเขยา 200 รอบ

ตอนาที 30 องศาเซลเซียส 
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ภาพท่ี 3.2 การเจริญของยีสต Y20  ในแตละเวลา เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YPD บมแบบเขยา 200 รอบ

ตอนาที 30 องศาเซลเซียส 

 

2. การเปนปฏิปกษของยีสตตอการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา 

 การทดสอบการเปนปฏิปกษของยีสตดวยการเลี้ยงยีสตและรารวมกันดวยวิธี Dual culture บนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง PDA (ตารางที่ 3.1) พบวายีสตทั้ง 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากราทัง้ 

2 ชนิดได เมื่อสังเกตลักษณะโคโลนีรา (ภาพที่ 3.3) พบวา มีขนาดลดลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุม แตยังมีการสราง

สปอร และโคโลนีราไมสามารถเจริญทับรอยขีดของยีสตได การยับยั้ง A. carbonarius โดยยีสต Y08 และ Y20 

(ตารางที่ 3.1) ใหผลการยับยั้งการเจริญที่ใกลเคียงกันคือ 17.86 ± 2.61 เปอรเซ็นต และ 19.39 ± 2.99 เปอรเซน็ต 

ตามลําดับ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เลี้ยงราโดยไมมียีสต การยับยั้งการผลิตโอคราทอกซินเอพบวา รา A. 

carbonarius ที่เลี้ยงรวมกับยีสต Y08 ผลิตโอคราทอกซินเอลดลงถึง 37.08 ± 16.81 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบชุด

ควบคุม  

 ผลการเปนปฏิปกษตอรา A. flavus (ตารางที่ 3.1) โดยการใชยีสต Y08 และยีสต Y20  ยับยั้งการเจริญ

ของราไดไมแตกตางกัน เมื่อเทียบกับชุดควบคุม A. flavus ที่เลี้ยงรวมกับยีสตผลิตอะฟลาทอกซินบีลดลงใกลเคียง

กัน คือ 37.08 ± 16.81 เปอรเซ็นต เมื่อเลี้ยงกับยีสต Y08 และ 38.17 ± 15.70 เปอรเซ็นต เมื่อเลี้ยงกับยีสต Y20 
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ภาพท่ี 3.3 ลักษณะโคโลนีของรา A. carobonarius (ก-ค) และ A. flavus (ง-ช) ในการทดสอบความเปนปฏิปกษ

ของยีสตดวย dual culture บนอาหาร PDA หลังการบม 7 วัน โดย ก และ ง เปนชุดควบคุม, ข และ จ บมรวมกบั

ยีสต Y08 และ ค และ ง บมรวมกับยีสต Y20 

 

ตารางท่ี 3.1 การยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษของรา A. carbonarius และ A. flavus โดยการเลี้ยง

รวมกับยีสต Y08 และยีสต Y20 ดวยวิธี Dual culture บนอาหาร PDA บมที่ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 

 

3. การผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยีสต 

จากการทดสอบเลี้ยงยีสตและรารวมกันโดยไมสัมผัสกัน และปองกันการรั่วไหลของสาร เมื่อสังเกตที่

ลักษณะของโคโลนีรา (ภาพที่ 3.4) ขนาดโคโลนีของชุดควบคุมและชุดทดสอบมีความแตกตางกันอยางเห็นไดชัด 

ซึ่งโคโลนีของราที่เลี้ยงรวมกับยีสตมีขนาดเล็กมากอยางเห็นไดชัดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และพบเพียงเสนใยสีขาว

ของราและไมพบการสรางสปอรจากราทั้ง 2 สายพันธุ ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการเลี้ยงรวมกับรามีการสราง

สปอร ผลของการเจริญเทียบกับชุดควบคุม (ตารางที่ 3.2) พบวายีสตทั้ง 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของ

รา ยีสต การเจรญิ การผลิตสารพิษจากรา 

A. carbonarius 
Y08 17.86% ± 2.61 37.08% ± 16.81 
Y20 19.39% ± 2.99 31.81% ± 16.20 

A. flavus  
Y08 20.85% ± 4.91 39.86% ± 7.29 
Y20 19.80% ± 4.82 38.17% ± 15.70 

ก ข ค 

ง จ ช 
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ราทั้ง 2 สายพันธุไดสูง การยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius โดยยีสต Y08 และ Y20 ใกลเคียงกันคือ 78.97 

± 2.89 เปอรเซ็นต และ 78.00 ± 4.77 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ตามลําดับ ในขณะที่การยับยั้งการ

เจริญของ A. flavus ก็ไมตางกันมากนัก โดยยีสต Y08 ใหผลการยับยั้ง 80.70 ± 3.48 เปอรเซ็นต และยีสต Y20 

ยับยั้งได 77.26 ± 2.73 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับชุดควบคุม  

ในสวนของการลดการผลิตสารพิษพบวายีสต Y08 และ ยีสต Y20 สามารถลดการผลิตสารพิษจากทั้ง A. 

carbonarius และ A. flavus ไดเกือบ 100 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.4 ลักษณะโคโลนีของรา A. carobonarius (ก-ค) และ A. flavus (ง-ช) หลังการบม 7 วัน โดย ก และ ง 

เปนชุดควบคุม, ข และ จ บมรวมกับยีสต Y08 และ ค และ ง บมรวมกับยีสต Y20 

  
ตารางท่ี 3.2 การยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษของรา A. carbonarius และ A. flavus จากการผลิต
สารประกอบอินทรียระเหยงายของยีสต Y08 และยีสต Y20 ซึ่งเลี้ยงยีสตและรารวมกันโดยไมมีการสัมผัสกัน 

 

 

รา ยีสต การเจรญิ การผลิตสารพิษจากรา 

A. carbonarius  
Y08 78.97% ± 2.89 99.94% ± 0.06 
Y20 78.00% ± 4.77 99.98% ± 0.02 

A. flavus  
Y08 80.70% ± 3.48 99.80% ± 0.15 
Y20 77.26% ± 2.73 99.91% ± 0.09 

ก ข ค 

ง จ ช 
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 4. ผลของการแปรผันสภาวะตาง ๆ ของยีสต 

 เนื่องจากสถานการณการระบาดของโรค COVID-19 การประกาศสถานการณฉุกเฉินในทุกเขตทองที่ทั่ว

ราชอาณาจักร และประกาศจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยใหหยุดการเรียนการสอนช่ัวคราว เนื่องจากเหตุการณ

ดังกลาว ทําใหผูวิจัยไมสามารถทําปฏิบัติการตามที่วางแผนไวได จึงไมมีผลการทดลองในสวนน้ี  
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

  การทดสอบหาระยะการเจริญของยีสตไอโซเลต Y08 และยีสตไอโซเลต Y20 โดยการเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เช้ือเหลว YPD บมแบบเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ยีสต Y08 มีระยะการเจริญระหวาง

กลาง log phase คือ ช่ัวโมงที่ 9 และยีสต Y20 มีชวงกลาง log phase ช่ัวโมงที่ 9.5 ซึ่งชวงเวลากลาง log phase 

นี้ ถูกนําไปใชในการบมยีสตเพื่อเตรียมสารละลายเซลลยีสตในการทดลอง 

 การทดสอบการเปนปฏิปกษของยีสตของยีสตไอโซเลต Y08 และไอโซเลต Y20 ตอรา A. carbonarius 

และรา A. flavus เมื่อนํายีสตและรามาเลี้ยงรวมกันดวยวิธี dual culture พบวายีสตทั้ง 2 ไอโซเลตสามารถลด

การเจริญและการผลิตสารพิษจากราทั้ง 2 ชนิดได จะเห็นไดวาผลการยับยั้งเจริญและการลดการผลิตโอคราทอก

ซินเอเปนไปในทางเดียวกัน คือ การยับยั้งการเจริญที่สูงจะควบคูมากับผลการลดการผลิตโอคราทอกซินเอที่มาก 

อาจเปนไปไดวาปริมาณโอคราทอกซินเอที่ลดลงเปนผลมาจากการเจริญที่ลดลง ซึ่งถูกยับยั้งโดยการเลี้ยงรวมกับ

ยีสต ดวยกลไกตาง ๆ ของยีสต การแยงชิงพื้นที่และสารอาหารเปนกลไกเบื้องตนที่ยีสตแสดงความเปนปฏิปกษตอ

รากอโรค ยีสตสามารถใชสารใชคารโบไฮเดรตและไนโตรเจนไดอยางหลากหลายรูปแบบทั้งน้ําตาลโมเลกุลคูและ

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (Spadaro และ Droby 2016) ในงานวิจัยของ Filonow (2010) พบวายีสตปฏิปกษมี

ความสามารถในการใชน้ําตาลไดมากกวา Botrytis cinerea ที่กอโรคบนผลแอปเปล และความสามารถในการใช

น้ําตาลไดดีของยีสตน้ียังลดการเจริญของสปอรของรากอโรค นอกจากนี้ในการศึกษาของ Kwasiborski และคณะ 

(2014) แสดงใหเห็นวา การใชยีสต Pichia anomala ในชวง log phase ทดสอบความเปนปฏิปกษบนผลแอป

เปลที่มีรา B. cinerea ทําให Pentose phosphate pathway (PPP) ทํางานมากขึ้น ยีสตจึงตองการพลังงานมาก

ข้ึน เปนเหตุใหยีสตใชสารอาหารและยึดครองพื้นที่บนผลแอปเปลไดดี นอกจากนี้ ในงานวิจัยของ Cubaiu และ

คณะ พบวาเมื่อนําน้ําเลี้ยงเช้ือที่ปราศจากเซลลของ S. cerevisiae มาใสในอาหารเลี้ยงเช้ือของรา A. 

carbonarius และ A. ochraceus สามารถลดการเจริญของเสนใยราทั้ง 2 ชนิด และลดการผลิตโอคราทอกซินได

ดี ซึ่งเปนไปไดวายีสตเหลานี้ อาจมีความสามารถในการผลิตและปลดปลอยสารเมแทบอไลตในอาหารเลี้ยง เช้ือที่

เลี้ยงรวมกับรา ในงานวิจัยของ Medina-Córdova และคณะ (2016) พบวายีสต Debaryomyces hensenii มี

ความสามารถในการผลิตสารตานราในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ปราศจากเซลลและสารตานราที่มีความสามารถในการ

แพรบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง ทําใหราเจริญไดลดลงโดยเฉพาะ Aspergillus sp. และยีสตดังกลาวยังสามารถผลิต

สารประกอบอินทรียระเหยงายที่สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยราไดเชนกัน 

 อีกกลไกหนึ่งที่ถูกพิจารณาวายีสตใชในการตานรา คือ การผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายที่

มีองคประกอบของสารที่ยับยั้งรา เมื่อทดสอบความสามารถของยีสตทัง้ 2 ไอโซเลตในการผลิตสารประกอบอินทรยี

ระเหยงายเพื่อยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษ จากการเลี้ยงยีสตและรารวมกัน โดยไมใหสัมผัสกัน ผลลัพธ

แสดงใหเห็นวา ยีสตทั้ง 2 ไอโซเลตสามารถผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายได และสารประกอบอินทรียระเหย

งายที่ยีสตผลิตและปลดปลอยออกมานี้ สามารถยับยั้งการเจริญของราทั้ง 2 ชนิดไดในเปอรเซ็นตที่สูง และ
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สารอินทรียระเหยงายเหลาน้ียังสามารถยับยั้งการผลิตสารพิษของราทั้ง 2 สายพันธุไดเกือบ 100 เปอรเซ็นต เมื่อ

เทียบกับชุดควบคุมที่ไมมียีสต การผลิตสารพิษจากราทั้ง 2 ชนิดที่ลดลงอยางมาก อาจเปนผลมาจากการที่

สารอินทรียระเหยงายของยีสตยับยั้งการเจริญของราไดมาก ซึ่งเห็นไดวารามีการเจริญนอยมากเมื่อเทียบกับชุด

ควบคุม ทําใหการผลิตสารพิษนอยลงเชนเดียวกัน จากการศึกษาของ Farbo และคณะ (2018) แสดงใหเห็นวา 

ยีสตสามารถผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายที่สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอจาก        

A. carbonarius และ A. ochraceus ไดอยางมีนัยสําคัญ นอกจากนี้ ในการศึกษาความเปนปฏิปกษของยีสต โดย 

Randa และคณะ (2018) พบวายีสต Lachancea thermotolerans สามารถผลิตสารอินทรียระเหยงายมายับยัง้

การเจริญของราที่ผลิตสารพิษได ในงานวิจัยของ Farbo และคณะ (2018) แสดงใหเห็นวา สารอินทรียระเหยงาย

ของยีสตปฏิปกษมีความสามารถในการกดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับชีววิถีการสังเคราะหโอคราทอกซนิเอ

ในรา A. carbonarius และ A. ochraceus ซึ่งองคประกอบหลักของสารอินทรียระเหยงายนั้น ถูกวิเคราะหวา

เปนสาร 2-phenylethanol และการศึกษาของ Chang และคณะ (2015) บอกวา 2-phenylethanol สงผลตอ

การเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินของ  A. flavus โดยการไดรับ 2-phenylethanol ทําให A. flavus ถูก

กระตุนการเจริญในระดับหนึ่งและหยุดการเจริญ ซึ่งการเจริญนี้จะสงผลไปยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของ

กับการผลิตอะฟลาทอกซิน นอกจากนี้ยังมีการศึกษา Humphis และคณะ (2002) ที่บอกวาสารอินทรียระเหยงาย

ที่ผลิตจาก Trichoderma sp. สามารถเปลี่ยนแปลงการสังเคราะหโปรตีนของรา  Serpular lacrymans และ

สารประกอบอินทรียระเหยงายนี้ยังอาจเปลี่ยนแปลงกิจกรรมตาง ๆ ของเอนไซมของราที่สงผลตอการเจริญ 

(Wheatley 2002) งานวิจัยของ Hua และคณะ (2014) ก็บอกวา ยีสต P. anomala สามารถผลิตสารอินทรีย

ระเหยงาย 2- phenylethanol และสารดังกลาวนี้สามารถยับยั้งการสรางสปอร การเจริญของเสนใย และการ

ผลิตอะฟลาทอกซินของ A. flavus โดยสารระเหย 2-phenylethanol ไปทําใหกลุมยีนที่เกี่ยวของกับการผลิตอะ 

ฟลาทอกซินเกิดการแสดงออกที่ลดลงอยางมากกวา 10,000 เทา 

จากผลการทดลองในการศึกษาน้ี สรุปไดวายีสตไอโซเลต Y08 และไอโซเลต Y20 ที่แยกไดจากเมล็ดกาแฟ

มีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอราที่สรางสารพิษโดยกลไกที่สําคัญ คือ การผลิตสารประกอบอินทรียระเหย

งาย ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของรา และการสรางสปอร รวมทั้งลดการผลิตสารพิษจากราไดเกือบ 100 

เปอรเซ็นต การศึกษาเพิ่มเติมที่ไดวางแผนไว คือ การระบุสายพันธุยีสตที่เปนปฏิปกษเพื่อวิเคราะหความ

ความสามารถในการเกิดโรคและความปลอดภัยเมื่อถูกนํามาใชในอาหาร ซึ่งคาดวายีสตทั้ง 2 สายพันธุจากเปนยีสต

ในสกุล Debaryomyces เนื่องจากลักษณะโคโลนีที่คลายกัน รวมถึงยีสตสกุลนี้มีการศึกษาวาสามารถผลิ ต

สารอินทรียระเหยงายที่ใชในการยับยั้งรา (Luis G.H. และคณะ 2018) การศึกษานี้จึงสามารถใชเปนหลักฐานที่

ช้ีใหเห็นวา ยีสต Y08 และยีสต Y20 สามารถนํามาพัฒนาเพื่อใชเปนตัวความคุมทางชีวภาพได ซึ่งอาจถูกนําไปใช

ในการกําจัดสารพิษจากราในเมล็ดกาแฟ ในข้ันตอนกระบวนการหมักเมล็ดกาแฟไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) 

 ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)      10.0 กรัม 

 เพปโทน (peptone)       20.0 กรัม 

 เด็กซแโทรส (dextrose)       20.0 กรัม 

 ผงวุน (agar)        15.0 กรัม 

 น้ํากลั่น          1000 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

2. Yeast Mold (YM) 

 ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)      3.0 กรัม 

 ผงสกัดจากมอลต (malt extract)      3.0 กรัม 

 เพปโทน (peptone)       5.0 กรัม 

 เด็กซโทรส (dextrose)       10.0 กรัม 

 ผงวุน (agar)        20.0 กรัม 

 น้ํากลั่น          1000 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

3. Potato Dextrose Agar (PDA) 

 อาหารสําเร็จรูป PDA (Difco Laboratories, USA)    39.0 กรัม 

 น้ํากลั่น          1000 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 



33 
 

ภาคผนวก ข 

สูตรและวิธีการเตรียมสารเคม ี

1. สารละลาย PBS        

 โซเดียมคลอไรด       0.81 กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด       0.02 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรฟอสเฟต      0.02 กรัม 

 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟสไดไฮเดรต     0.30 กรัม 

 น้ํากลั่น         100 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับความเปนกรดดางใหเทากบั 7.2 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ที่

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

 

2. สารละลาย Physiological water 

 โซเดียมคลอไรด       0.85 กรัม 

 สารลดแรงตงึผิว (Tween 80)      1.0 มิลลิลิตร 

 น้ํากลั่น         100 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

ขอมูลดิบ 

ตารางท่ี ค.1 ลักษณะการเจริญของรา A. carbonarius ที่เลี้ยงรวมกับยสีต Y08 และยสีต Y20 เพื่อทดสอบความ

เปนปฏิปกษของยสีต ดวยวิธี dual culture เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา ชุดควบคุม 

1 

Y08 
 

  

 
Y20 

 

  

2 

Y08 

  

 Y20 

  

3 

Y08 

  

 Y20 
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ตารางท่ี ค.2 ลักษณะการเจริญของรา A. flavus ที่เลี้ยงรวมกับยสีต Y08 และยีสต Y20 เพื่อทดสอบความเปน

ปฏิปกษของยสีต ดวยวิธี dual culture เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา ชุดควบคุม 

1 

Y08 

  

 Y20 

  

2 

Y08 

  

 Y20 

  

3 

Y08 

  

 Y20 
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ตารางท่ี ค.3 ลักษณะการเจริญของรา A. carbonarius ที่เลี้ยงรวมกีบยสีต Y08 และยสีต Y20 โดยไมสัมผสักัน 

เพื่อทดสอบการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยสีต เทียบกบัชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา ชุดควบคุม 

1 

Y08 

  

 Y20 

  

2 

Y08 

  

 Y20 

  

3 

Y08 

  

 Y20 
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ตารางท่ี ค.4 ลักษณะการเจริญของรา A. flavus ที่เลี้ยงรวมกีบยสีต Y08 และยีสต Y20 โดยไมสัมผัสกัน เพื่อ

ทดสอบการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยสีต เทยีบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา ชุดควบคุม 

1 

Y08 

  

 Y20 

  

2 

Y08 

  

 Y20 

  

3 

Y08 

  

 Y20 
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ตารางท่ี ค.5 การเจรญิของรา A. carbonarius ที่เลี้ยงรวมกับยีสต Y08 และยีสต Y20 เพื่อทดสอบความเปน

ปฏิปกษของยสีต ดวยวิธี dual culture เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (มิลลิเมตร) ชุดควบคุม (มิลลเิมตร) 

1 
Y08 41.0 42.0 

52.0 
Y20 41.0 41.0 

2 
Y08 44.0 43.0 

53.0 
Y20 43.0 44.0 

3 
Y08 48.0 45.0 

55.0 
Y20 42.0 47.0 

 

ตารางท่ี ค.6 การผลิตโอคราทอกซินเอของรา A. carbonarius ที่เลี้ยงรวมกบัยสีต Y08 และยีสต Y20 เพื่อ

ทดสอบความเปนปฏิปกษของยสีต ดวยวิธี dual culture เทียบกบัชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (นาโนกรัมตอกรมั) 
ชุดควบคุม  

(นาโนกรมัตอกรัม) 

1 
Y08 194.68 267.68 

575.32 
Y20 230.38 319.09 

2 
Y08 292.47 257.13 

378.39 
Y20 311.41 328.42 

3 
Y08 389.01 410.77 

526.40 
Y20 356.56 404.25 

 

ตารางท่ี ค.7 การเจรญิของรา A. flavus ที่เลี้ยงรวมกบัยีสต Y08 และยสีต Y20 เพื่อทดสอบความเปนปฏิปกษ

ของยีสต ดวยวิธี dual culture เทียบกบัชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (มิลลิเมตร) ชุดควบคุม (มิลลเิมตร) 

1 
Y08 46 48 

55.0 
Y20 45 45 

2 
Y08 48 50 

63 
Y20 48 50 

3 
Y08 48 47 

64 
Y20 46 45 
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ตารางท่ี ค.8 การผลิตอะฟลาทอกซินบีของรา A. flavus ที่เลี้ยงรวมกบัยีสต Y08 และยีสต Y20 เพื่อทดสอบ

ความเปนปฏิปกษของยีสต ดวยวิธี dual culture เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (นาโนกรัมตอกรมั) 
ชุดควบคุม  

(นาโนกรมัตอกรัม) 

1 
Y08 505.11 474.05 

755.66 
Y20 402.50 443.74 

2 
Y08 376.12 338.14 

603.48 
Y20 327.54 244.68 

3 
Y08 419.12 288.26 

626.72 
Y20 479.04 550.05 

 

ตารางท่ี ค.9 การเจริญของรา A. carbonarius ที่เลี้ยงรวมกีบยีสต Y08 และยีสต Y20 โดยไมสัมผัสกัน เพื่อ

ทดสอบการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยีสต เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (มิลลิเมตร) ชุดควบคุม (มิลลเิมตร) 

1 
Y08 13.0 13.0 

53.0 
Y20 14.0 14.0 

2 
Y08 10.0 10.0 

53.0 
Y20 11.0 12.0 

3 
Y08 11.0 10.0 

59.0 
Y20 11.0 10.0 

 

ตารางท่ี ค.10 การผลิตโอคราทอกซินของรา A. carbonarius ที่เลี้ยงรวมกีบยีสต Y08 และยีสต Y20 โดยไม

สัมผัสกัน เพื่อทดสอบการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยีสต เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 

การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (นาโนกรัมตอกรมั) 
ชุดควบคุม  

(นาโนกรมัตอกรัม) 

1 
Y08 0.30 0.36 

204.05 
Y20 0.04 0.09 

2 
Y08 0.53 0.33 

443.88 
Y20 0.13 0.09 

3 
Y08 0.22 0.10 

350.75 
Y20 0.21 0.02 
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ตารางท่ี ค.11 การเจริญของรา A. flavus ที่เลี้ยงรวมกีบยีสต Y08 และยีสต Y20 โดยไมสัมผัสกัน เพื่อทดสอบ

การผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยีสต เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (มิลลิเมตร) ชุดควบคุม (มิลลเิมตร) 

1 
Y08 11.0 10.0 

57 
Y20 14.0 12.0 

2 
Y08 8.0 8.0 

49 
Y20 11.0 9.0 

3 
Y08 13.0 12.0 

54 
Y20 14.0 13.0 

 

ตารางท่ี ค.12 การผลิตอะฟลาทอกซินบีของรา A. flavus ที่เลี้ยงรวมกีบยีสต Y08 และยีสต Y20 โดยไมสัมผัสกนั 

เพื่อทดสอบการผลิตสารประกอบอินทรียระเหยงายของยีสต เทียบกับชุดควบคุม ที่ทดลองแยกกัน 3 การทดลอง 

การทดลอง ยีสต การเลี้ยงรวมกันของยสีตกบัรา (นาโนกรัมตอกรมั) 
ชุดควบคุม  

(นาโนกรมัตอกรัม) 

1 
Y08 0.14 0.10 

174.75 
Y20 0.10 0.00 

2 
Y08 0.70 0.84 

225.54 
Y20 0.53 0.35 

3 
Y08 1.09 0.16 

350.44 
Y20 0.07 0.16 
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