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บทคัดย่Ă 
 ราและÿารพิþจากราÿามารถปนเปื้Ăนในผลผลิตทางการเกþตรตั้งแต่ในแปลงเพาะปลูกตลĂดจน

ขั้นตĂนการเก็บรักþา ÿ่งผลใĀ้คุณภาพขĂงผลผลิตลดลง ก่ĂใĀ้เกิดคüามÿูญเÿียทางเýรþฐกิจและÿุขภาพขĂง

ผู้บริโภคเป็นĂย่างมาก ปัจจุบันยีÿต์ปฏิปักþ์เป็นĀนึ่งในตัüคüบคุมทางชีüภาพที่นิยมใช้ในการลดการปนเปื้Ăน

ขĂงราและÿารพิþจากราในผลผลิตทางการเกþตร การýึกþานี้มีจุดประÿงค์เพ่ืĂประเมินคüามเป็นปฏิปักþ์

ขĂงยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ Y20 ที่แยกได้จากเมล็ดกาแฟ และผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ยีÿต์

ผลิตขึ้นต่ĂการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง Aspergillus carbonarius F3T1OR4B1 และ A. 

carbonarius TK4.2 ผลการทดลĂงพบü่า ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius 
ทั้งÿĂงÿายพันธุ์ได้ โดยÿามารถผลิตÿารยับยั้งการเจริญเมื่Ăเลี้ยงร่üมกับรา และยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถ

ผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂงราได้Ăย่างมี

ประÿิทธิภาพ (90-100 เปĂร์เซ็นต์) โดยยีÿต์ไĂโซเลต Y20 มีประÿิทธิภาพÿูงÿุดในการยับยั้งการเจริญและลด

การผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂงราได ้96 และ 99 เปĂร์เซ็นต์ ตามล าดับ นĂกจากนี้ ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀย

ง่ายที่ยีÿต์ผลิตÿ่งผลต่Ăการเปลี่ยนแปลงทางÿัณฐานüิทยาขĂงเÿ้นใยรา และเมื่ĂüิเคราะĀ์ชนิดขĂง

ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ไĂโซเลต Y20 ผลิตขึ้น พบเĂทานĂล, 1-บิüทานĂล, 3-เมทิล-, Ăะซิเตท และ

เĂทิลĂะซิเตท เป็นĀลัก 
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Abstract 
 Fungi and their mycotoxins can be contaminated in agricultural products from field to 

storage leading to decrease the quality of products and resulting in economic loss and 
consumer health.  At the present, antagonistic yeast is one of the biological control agents 
used to control fungi and their mycotoxins in agriculture products.  The aims of this study 
were to evaluate of antagonistic activity of yeast isolate Y08 and Y20 isolated from coffee 
beans and to determine the effect of volatile organic compounds (VOCs) produced by yeast 
on growth and ochratoxin A (OTA) production of Aspergillus carbonarius F3T1OR4B1 and A. 
carbonarius TK4.2. The results showed that both yeast isolates were able to inhibit growth of 
both A. carbonarius strains by producing antifungal metabolites when co-cultured with each 
fungal strain. Moreover, both yeast isolates were able to produce VOCs that effectively inhibit 
the growth and OTA production of A. carbonarius (90-100 percent) . The isolate Y20 showed 
the highest efficiency to inhibited fungal growth (96 percent) and OTA production (99 percent). 
In addition, the VOCs produced by yeast effected on morphological changes of A. carbonarius 
hyphae.  Ethanol, 1- butanol, 3- methyl- , acetate and ethyl acetate were the main VOCs 
produced by yeast isolate Y20. 
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กิตติกรรมประกาý 

 
โครงการการเรียนการÿĂนเพ่ืĂประÿบการณ์ฉบับนี้ÿ าเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดี เนื่Ăงมาจากคüาม

ช่üยเĀลืĂและคüามĂนุเคราะĀ์ขĂง ผู้ช่üยýาÿตราจารย์ ดร.ชีüานันท์ เดชĂุปการณ์ ýิริÿมบูรณ์ Ăาจารย์ที่

ปรึกþาโครงการ ที่ได้ใĀ้คüามรู้ ค าแนะน า ค าปรึกþาและข้ĂคิดเĀ็นที่เป็นประโยชน์ รüมไปถึงการปรับปรุง

แก้ไขและตรüจทานตลĂดระยะเüลาการท างานüิจัยนี้ ท าใĀ้รูปเล่มฉบับนี้เÿร็จÿ าบูรณ์ไปได้ด้üยดี Ăีกท้ังยังคĂย

ช่üยเĀลืĂและคĂยใĀ้ก าลังใจเÿมĂ ผู้üิจัยจึงขĂกราบขĂบพระคุณเป็นĂย่างÿูงไü้ ณ โĂกาÿนี้ 
ขĂขĂบคุณทุนโครงการการเรียนการÿĂนเพ่ืĂประÿบการณ์ที่ดีได้รับจากงบประมาณขĂงภาคüิชา   

จุลชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย 
ขĂขĂบพระคุณĂาจารย์ทุกท่านในภาคüิชาจุลชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย ที่

คĂยใĀ้คüามรู้และค าแนะน าต่าง ๆ ที่เกี่ยüข้Ăงและเป็นประโยชน์ต่Ăงานüิจัยฉบับนี้ 
ขĂขĂบคุณเจ้าĀน้าที่ทุกท่านในภาคüิชาจุลชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย ที่

คĂยช่üยเĀลืĂและĂ านüยคüามÿะดüกในการใช้Ăุปกรณ์และÿารเคมีต่าง ๆ ภายในภาคüิชา 
ขĂขĂบคุณพ่ี ๆ ทั้งýิþย์เก่าและýิþย์ปัจจุบัน และเพ่ืĂนร่üมĀ้Ăงปฏิบัติการ 1904/14 ที่คĂยช่üยเĀลืĂ 

ใĀ้ค าแนะน าและค าปรึกþาในการท าปฏิบัติการ การใช้เครื่ĂงมืĂ ตลĂดจนการÿ่งตัüĂย่างเพ่ืĂน าไปüิเคราะĀ์

ผลการทดลĂง 
ขĂขĂบคณุรุ่นพ่ี รุ่นน้Ăงและเพ่ืĂน ๆ ทุกคนในภาคüิชาจุลชีüüิทยา โดยเฉพาะĂย่างยิ่งเพ่ืĂนในกลุ่ม ที่

คĂยช่üยเĀลืĂ ใĀ้ค าปรึกþาและใĀ้ก าลังใจเป็นĂย่างด ี
ขĂขĂบคุณýิลปินเกาĀลี โจĂูจึ และÿมาชิกขĂงüงบีÿท์และ/ĀรืĂไăไลท์ ที่ประกĂบไปด้üย ยุนดูจุน 

จางăยĂนซึง ยงจุนăยĂง ยังโยซĂบ ลีกีกüัง และซนดงĂุน ที่เป็นแรงใจ แรงผลักดัน และเป็นคüามผ่Ăนคลาย

ใĀ้ผู้üิจัยตลĂดการýึกþาและการท าüิจัยเÿมĂมา 
ขĂขĂบคุณÿมาชิกในครĂบครัüไม่ü่าจะเป็น พ่Ă แม่ พ่ีชาย และพ่ีÿาü รüมไปถึงญาติ ๆ ทุกฝ่าย ที่คĂย

ใĀ้ก าลังใจ คĂยÿ่งเÿริมและÿนับÿนุนผู้üิจัยเÿมĂมา และÿุดท้ายนี้ ขĂขĂบคุณตัüเĂงที่มีคüามพยายามและ

คüามĂดทน ไม่ย่Ăท้Ăต่ĂĂุปÿรรคที่ผ่านเข้ามา จนท าใĀ้งานüิจัยนี้ÿ าเร็จลุล่üงไปได้ด้üยดี 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ÿำรพิþจำกรำ 

ÿารพิþจากรา (Mycotoxins) เป็นÿารประกĂบเมแทบĂไลต์ทุติยภูมิที่ถูกÿร้างจากราĀลายชนิด เช่น 

Aspergillus , Penicillium , Fusarium, Clavicep, Alternaria แ ล ะ  Stachybotyrs (Sana แ ล ะคณะ , 
2019) Ăงค์การĂาĀารและการเกþตรแĀ่งÿĀประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of the 
United Nations ĀรืĂ FAO) ระบุü่ามีกü่า 25 เปĂร์เซ็นต์ขĂงผลผลิตทางการเกþตรทั่üโลกพบการปนเปื้Ăน

ขĂงÿารพิþจากรา การปนเปื้Ăนที่เกิดขึ้นจะเป็นทางเชื่Ăมโยงเข้าÿู่Ā่üงโซ่ĂาĀาร โดยจากผลผลิตทางการเกþตร

ถูกน าไปเป็นüัตถุดิบในการแปรรูปĂาĀารต่าง ๆ ตัüĂย่างขĂงÿารพิþจากรา ได้แก่ ĂะฟลาทĂกซิน (Aflatoxin), 
ฟูโมนิซิน (Fumonisin), ซีราลีโนน (Zearalenone), ดีĂĂกซีนิüาลีนĂล (Deoxynivalenol) ĀรืĂ โüมิทĂกซิน 

(Vomitoxin), ไตรโคทีซีน (Trichothecene), โĂคราทĂกซิน (Ochratoxins), พาทูลิน (Patulin), พีĂาร์ทĂก

ซิน (PR toxin), ซิไตรนิน (Citrinin), เĂĂร์กĂต ĂัลคาลĂยด์ (Ergot Alkaloids) (Whitlow และ Hagler, 
2007) โดยÿารพิþเĀล่านี้ÿามารถปนเปื้Ăนได้ตั้งแต่ในแปลงเพาะปลูก ก่Ăนการเก็บเกี่ยü ระĀü่างเก็บเกี่ยü 

Āลังการเก็บเกี่ยü และโดยเฉพาะระĀü่างการเก็บรักþา ตลĂดจนการบรรจุและการขนÿ่งผลผลิตทางการ

เกþตร โดยเฉพาะĂย่างยิ่งการปนเปื้Ăนในผลผลิตที่ใช้เป็นĂาĀารขĂงมนุþย์และÿัตü์ (ชüเลิý ตรีกรุณาÿüัÿดิ์, 
2561; ยุüเรý เรืĂงพานิช และคณะ, 2562) 

ÿารพิþจากราที่ถูกÿร้างขึ้นที่มีคüามแตกต่างกัน ขึ้นĂยู่กับชนิดขĂงรา ราÿายพันธุ์เดียüกัน ÿามารถ

ผลิตÿารพิþได้Āลายชนิด ĀรืĂราต่างÿายพันธุ์กันÿามารถÿร้างÿารพิþชนิดเดียüกันได้ และในราแต่ละÿายพันธุ์

จะÿร้างÿารพิþก็ต่Ăเมื่Ăมีÿภาüะแüดล้Ăม ĂุณĀภูมิ และคüามชื้นที่เĀมาะÿม (Peraica และ Domijan, 2001; 
รักไทย งามภักดิ์ และคณะ, 2563) โดยÿารพิþเĀล่านี้ ÿามารถทนคüามร้Ăนได้ÿูง โดยคüามร้Ăนที่ใช้ในการ

ประกĂบĂาĀารÿามารถท าลายÿารพิþนี้ได้ แต่ไม่ÿามารถท าลายได้ĀมดĂย่างÿมบูรณ์ ทั้งนี้ การปนเปื้ĂนขĂง

ÿารพิþจากราที่ได้กล่าüถึงข้างต้นนี้ ÿ่งผลกระทบต่Ăÿุขภาพทั้งในมนุþย์และÿัตü์แบบชนิดเฉียบพลันĀรืĂชนิด

เรื้Ăรังก็ได้ รüมไปถึงก่ĂใĀ้เกิดปัญĀาด้านÿาธารณÿุข เýรþฐกิจ โดยเฉพาะการÿ่งĂĂกผลผลิตทางการเกþตร

ทั้งทางตรงและทางĂ้Ăม (Ă านาจ พัüพลเทพ, 2562) 
เมื่Ăคüามต้ĂงการĂาĀารขĂงมนุþย์มากขึ้น ÿ่งผลใĀ้ต้ĂงมีการเพาะปลูกĀรืĂเลี้ยงÿัตü์เจริญเติบโตเร็ü 

ขึ้น ท าใĀ้การดูแลคุณภาพผลผลิตไม่เพียงพĂ คุณภาพขĂงผลผลิตเพ่ืĂน าไปประกĂบĂาĀารลดลง ĀรืĂแม้แต่ 

การเปลี่ยนแปลงขĂงÿภาพแüดล้Ăมก็ÿ่งเÿริมใĀ้มีการเจริญขĂงราและÿ่งเÿริมใĀ้ราÿร้างÿารพิþขึ้น ดังนั้น  

การปนเปื้ĂนราและÿารพิþขĂงราท าใĀ้การค้าผลผลิตทางการเกþตรจากแĀล่งเพาะปลูกĀรืĂผลิตภัณฑ์จาก

ÿัตü์เป็นไปได้ยากขึ้น กล่าüคืĂ เมื่Ăผลผลิตได้รับคüามเÿียĀายเกิดการปนเปื้ Ăนจากเชื้Ăก่ĂโรคĀรืĂÿิ่งไม่พึง

ประÿงค์ ผลผลิตไม่ได้คุณภาพ ท าใĀ้มีĂัตราการเจริญเติบโตและการใĀ้ผลผลิตที่ต่ ากü่าปกติ (Agha, 2011) 

ดังเช่นในÿัตü์ ท าใĀ้มีĂัตราการป่üยและการตายเพ่ิมมากขึ้น ท าใĀ้ราคาผลผลิตต่ าลงและมีต้นทุนการผลิต

เพ่ิมข้ึน ซึ่งผลผลิตที่เÿียĀายในÿ่üนนี้ÿ่งผลกระทบทางตรงแก่เกþตรกร (Ă านาจ พัüพลเทพ, 2562) นĂกจากนี้ 
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ผู้บริโภคที่ได้รับÿารพิþจากราที่ปนเปื้ĂนในĂาĀารแม้ü่าจะได้รับในปริมาณน้Ăย แต่ได้รับต่Ăเนื่Ăงเป็นระยะ

เüลานาน Ăาจท าใĀ้ผู้บริโภคผลผลิตเĀล่านี้เÿียชีüิตĀรืĂเกิดĂาการพิþ (mycotoxicosis) โดยÿารพิþจากรา

ÿามารถเข้าÿู่ร่างกายได้Āลายüิธี ได้แก่ การกิน การĀายใจ และผ่านการÿัมผัÿทางผิüĀนัง โดยมีĂüัยüะต่าง ๆ 

ในร่างกายเป็นเป้าĀมายขĂงÿารพิþจากรา (Coppock และ Jacobsen, 2009) 
ÿารพิþจากราÿามารถแบ่งตามชนิดขĂงราที่ผลิตได้เป็น 4 กลุ่ม คืĂ 1) ÿารพิþจากรากลุ่มแĂÿเปĂร์

จิลลัÿ (Aspergillus toxins) ตัüĂย่างÿารพิþในกลุ่มนี้ ได้แก่ ĂะฟลาทĂกซิน และโĂคราทĂกซิน เป็นต้น โดย

ราในกลุ่มนี้ เจริญได้ดีในÿภาพĂากาýที่ร้Ăนชื้นและกึ่งร้Ăนและÿร้างÿารพิþเมื่Ăมี ĂุณĀภูมิ 25–39 Ăงýา

เซลเซียÿ ผลผลิตที่มักพบÿารพิþจากรากลุ่มแĂÿเปĂร์จิลลัÿ ได้แก่ ธัญพืช น้ ามัน ข้าüฟ่าง ข้าüÿาลี ถั่üเĀลืĂง 

ถั่üชนิดต่าง ๆ เครื่Ăงเทý ผลมะเดื่ĂแĀ้ง Ăินทผลัม ÿ้ม และĂงุ่น เป็นต้น 2) ÿารพิþจากรากลุ่มฟูซาเรียม 

(Fusarium toxins) ตัüĂย่างÿารพิþในกลุ่มนี้ ได้แก่ ÿารพิþจากรากลุ่มไตรโคทีซีน เช่น ทีทูทĂกซิน, ดีĂĂกซี่นิ

üาลีนĂล นิüาลีนĂล ซีราลีโนน และฟูโมนิซิน เป็นต้น ÿารพิþเĀล่านี้พบมากในช่üงที่ธัญพืชก าลังเติบโตและ

เป็นช่üงก่Ăนเก็บเกี่ยü และราในกลุ่มนี้เจริญได้ดีในÿภาพ Ăากาýที่มีคüามชื้นÿูงและĂุณĀภูมิ 5–15 Ăงýา

เซลเซียÿ 3) ÿารพิþจากรากลุ่มเพนนิซีเลียม (Penicillium toxins) เช่น โĂคราทĂกซิน ซิไตรนิน และพาทูลิน 

ซึ่งพบการปนเปื้Ăนได้ในเมล็ดธัญพืช ข้าü ข้าüโพด ถั่üลิÿง เมล็ดกาแฟ เป็นต้น 4) ÿารพิþจากรากลุ่มĂ่ืน 

(Miscellaneous toxins) เช่น เĂĂร์กĂต ĂัลคาลĂยด์ ซึ่งÿร้างจากรา Clavisep spp. เป็นต้น (Ă านาจ พัüพล

เทพ, 2562)   
 
1.2 โอครำทอกซินเอ 

โĂคราทĂกซิน (ochratoxins) เป็นÿารประกĂบเมแทบĂไลต์ทุติยภูมิชนิดĀนึ่งที่ถูกÿร้างด้üยราÿกุล 

Aspergillus และ Pennicillium (Wang และคณะ, 2016) ซึ่งโĂคราทĂกซินมีĂนุพันธุ์Āลายชนิด ได้แก่ โĂครา

ทĂกซินเĂ (OTA) โĂคราทĂกซินบี (OTB) โĂคราทĂกซินซี (OTC) โĂคราทĂกซินแĂลฟา (OTα) และโĂครา

ทĂกซินบีต้า (OTβ) เป็นต้น แต่โĂคราทĂกซินเĂเป็นĂนุพันธุ์ที่รู้จักกันโดยทั่üไป ÿามารถพบได้บ่Ăยและพบได้

ในทุกพ้ืนที่ (Pohl และคณะ, 1992) 
โĂคราทĂกซินมีโครงÿร้างที่เĀมืĂนกัน คืĂ โครงÿร้างจะประกĂบด้üย dihydro-isocoumarin 

moiety เชื่Ăมต่Ăกับ phenylalanine และพันธะ amide นĂกจากนี้ โĂคราทĂกซินเĂและโĂคราทĂกซินซีมี

ÿ่üนขĂง parachlorophenol เĀมืĂนกัน (Koszegi และ Poor, 2016; Azhar และคณะ, 2017) (รูปที่ 1.1)  
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รูปที่ 1.1 โครงÿร้างทางเคมีขĂงโĂคราทĂกซิน (Azhar และคณะ, 2017) 

 
โĂคราทĂกซินเĂมีÿูตรทางเคมี คืĂ C20H18ClNO6 มีชื่Ăแบบ IUPAC คืĂ N-{[(3R)-5-chloro-8-

hydroxy-3-methyl-1-oxo-3,4-dihydro-1H-isochromen-7-yl]carbonyl}-L-phenylalanine มีน้ าĀนัก

โมเลกุลเป็น 403.8 กรัมต่Ăโมล โĂคราทĂกซินเĂเป็นผลึกขĂงแข็งÿีขาü ไม่มีกลิ่น มีคüามÿามารถในการ

ละลายน้ าต่ า ทนคüามร้Ăนได้ดี มีจุดĀลĂมเĀลüที่ĂุณĀภูมิ 168–173 Ăงýาเซลเซียÿ ดังนั้น ĂุณĀภูมิที่ใช้ใน

การประกĂบĂาĀารไม่ÿามารถท าลายÿารพิþชนิดนี้ได้ĀมดไปĂย่างÿมบูรณ์ (Vidal และคณะ, 2015) โĂครา

ทĂกซินเĂÿามารถทนĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ ที่ใช้ในการฆ่าเชื้Ăได้ 3 ชั่üโมง (Trivedi และคณะ, 1992) 

และĂุณĀภูมิ 250 Ăงýาเซลเซียÿ ไม่ÿามารถท าลายÿารพิþได้ทั้งĀมด (Boudra และคณะ, 1995)  
โĂคราทĂกซินเĂถูกค้นพบครั้งแรกในราในÿกุล Aspergillus และ Pennicillium ในปี ค.ý.1965 

ต่Ăมาพบü่ามีราĀลายÿายพันธุ์ในÿกุล Aspergillus ที่ÿามารถผลิตโĂคราทĂกซินได้ เช่น A. alliaceus, A 

carbonarius, A. cretensis, A. flocculosus, A. foetidus, A. glaucus, A. melleus, A. melleus, A. niger, 
A. ochraceus, A. ostianus, A. persii, A petrakii, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. 

sclerotioniger, A. sclerotiorum และ A. fresenii (Visagie และคณะ, 2014) โดยประเทýในเขตร้Ăนชื้น 

เช่น ประเทýแถบแĂฟริกา ทüีปĂเมริกาใต้ และเĂเชียใต้ มักพบการปนเปื้ĂนขĂงโĂคราทĂกซินเĂจาก 

Aspergillus เป็นĀลัก ในขณะที่ประเทýในแถบที่มีĂากาýเย็น เช่น แถบยุโรปเĀนืĂ การปนเปื้ĂนขĂงโĂครา

ทĂกซินเĂมีÿาเĀตุĀลักมาจาก Pennicillium เช่น P. vilidicatum, P.nordicum และ P. aurantiogriseum 

(Bau และคณะ, 2005) 
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1.3 คüำมเป็นพิþของโอครำทอกซินเอ 
โĂคราทĂกซินเĂมีคüามเป็นพิþต่Ăระบบต่าง ๆ ขĂงร่างกายทั้งในมนุþย์และÿัตü์ (Malir และคณะ, 

2013) เช่น เป็นพิþต่Ăไต (nephrotoxicity) เป็นพิþต่Ăระบบประÿาท (neurotoxicity) เป็นพิþต่Ăทารกใน

ครรภ์ (teratogenicity) เป็นพิþต่Ăระบบภูมิคุ้มกัน (immunotoxicity) โดยคüามเป็นพิþโดยที่เกิดขึ้นจะเป็น

เป็นÿารก่Ăมะเร็ง โĂคราทĂกซินเĂเป็นÿาเĀตุĀลักที่ท าใĀ้Āนูเป็นมะเร็งที่ตับและไต คüามรุนแรงขĂงการเกิด

พิþข้ึนĂยู่กับเพýและÿายพันธุ์ (Malir และคณะ, 2013; Hsuuw และคณะ, 2013) 
 

คüำมเป็นพิþของโอครำทอกซินเอต่อไต 
ไตเป็นĂüัยüะเป้าĀมายĀลักขĂงการĂĂกฤทธิ์ขĂงโĂคราทĂกซินเĂ เช่น ในÿัตü์เลี้ยงลูกด้üยน้ านมที่

ไม่ใช่ÿัตü์เคี้ยüเĂ้ืĂง จากงานüิจัยในทางระบาดüิทยาขĂง Elling และคณะในปี 1985 ที่ýึกþาในประเทý

เดนมาร์ก ăังการี ÿแกนดิเนเüียและโปแลนด์ แÿดงใĀ้เĀ็นü่าโĂคราทĂกซินเĂมีบทบาทÿ าคัญขĂงÿาเĀตุการ

เกิดโรคไตĀมู เป็นต้น นĂกจากนี้ โĂคราทĂกซินเĂยังเกี่ยüข้Ăงกับการท าใĀ้เกิดโรค Balkan Endemic 
Nephropathy (BEN) (Tanchev และคณะ, 1991) และคาดü่าก่ĂใĀ้เกิดโรค Tunisian Nephropathy 

(TCIN) Ăีกด้üย (Hassen และคณะ, 2004) 
 

คüำมเป็นพิþของโอครำทอกซินเอต่อระบบประÿำท 
โĂคราทĂกซินเĂÿ่งผลต่Ăการท างานขĂงระบบประÿาทได้ จากรายงานจาก Paradells และคณะในปี 

2014 พบü่าโĂคราทĂกซินเĂเป็นÿาเĀตุใĀ้เกิดคüามเÿียĀายในระดับÿมĂง และมีรายงานขĂง Sava และคณะ

ในปี 2006 พบü่า Āนูที่ได้รับโĂคราทĂกซินเĂเข้าไปจะเกิดคüามเÿียĀายบริเüณÿมĂง ÿ่งผลใĀ้เกิดคüามเครียด

จากปฏิกิริยาĂĂกซิเดชั่น ยับยั้งกระบüนการÿังเคราะĀ์ดีเĂ็นเĂและโปรตีน Ăีกท้ังยังÿามารถจับกับÿายดีเĂ็นเĂ 

ท าใĀ้ÿายดีเĂ็นเĂแยกĂĂกจากกัน ดังนั้น ÿารพิþชนิดนี้มีคüามเป็นพิþÿูงต่Ăเซลล์ประÿาทและÿามารถเข้าไป

ท าลายเนื้Ăเยื่Ăประÿาท เช่น ÿมĂง ĀรืĂจĂประÿาทตาได้ตลĂดเüลา (Bruinink และ Sidler, 1997) 
 

คüำมเป็นพิþของโอครำทอกซินเอต่อทำรกในครรภ์ 
จากการทดลĂงในĀ้Ăงปฏิบัติการÿัตü์ ÿารพิþชนิดนี้ÿามารถถ่ายทĂดจากแม่ÿู่ทารกในครรภ์ผ่านทาง

รกได้ และเป็นÿาเĀตุที่ท าใĀ้ตัüĂ่Ăนในครรภ์มีĂüัยüะและรูปร่างที่ผิดปกติตั้งแต่Ăยู่ในครรภ์ เช่น แăมÿเตĂร์ 

(Hood และคณะ, 1976) และไก่ (Gilani และคณะ, 1978) นĂกจากนี้ ยังท าใĀ้เกิดภาüะĀัüบาตร ขากรรไกร

ล่างผิดรูป กระดูกÿันĀลังคด เนื้Ăเยื่ĂขĂงĂüัยüะที่ÿ าคัญ เช่น ตับ และไตเกิดคüามผิดปกติ (Malir และคณะ, 
2013) ÿ าĀรับในมนุþย์โĂคราทĂกซินเĂนĂกจากจะÿามารถถ่ายทĂดจากแม่ไปÿู่ลูกแล้ü ยังĂาจÿ่งผลใĀ้เกิด

การÿังเคราะĀ์ดีเĂ็นเĂทีผ่ิดปกติ (Pfohl-Leszkowicz และ Manderville, 2007) 
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คüำมเป็นพิþของโอครำทอกซินเอต่อระบบภูมิคุ้มกัน 
เมื่ĂĀนูได้รับโĂคราทĂกซินเĂเข้าÿู่ร่างกายก่ĂใĀ้เกิดการท างานขĂงระบบภูมิคุ้มกันที่บกพร่Ăง โดยจะ

มีบทบาทในการยับยั้งการเพ่ิมจ านüนขĂงเซลล์เม็ดเลืĂดขาüทั้ง T cell และ B cell นĂกจากนี้ ยังÿามารถ

ยับยั้งไม่ใĀ้เกิดการจับกันขĂง interleukin 2 (IL2) และตัüรับขĂงมัน (IL2 receptor) (Lea และคณะ, 1989) 

นĂกจากนี้ ÿารพิþชนิดนี้ยังกดการท างานขĂง Natural Killer (NK) cell โดยไปยับยั้งที่ interferon ที่น าไü้ใช้

ฆ่าÿิ่งแปลกปลĂมĂีกด้üย (Luster และคณะ, 1987) โĂคราทĂกซินเĂÿามารถไปกดการท างานขĂงไขกระดูก

และมีผลกระทบต่Ăต่Ăมไทมัÿ ม้าม และท่Ăน้ าเĀลืĂง (Al-Anati และ Petzinger, 2006) ÿ าĀรับผลกระทบต่Ă

ร่างกายมนุþย์ยังไม่เป็นที่แน่ชัด เนื่Ăงจากมีคüามเก่ียüข้ĂงกันĂย่างซับซ้ĂนขĂงชนิดขĂงรากับเซลล์ภูมิคุ้มกันใน

ร่างกาย การติดเชื้ĂĂ่ืน ๆ แทรกซ้Ăน (Montagnoli และคณะ, 2006) 
มีการคาดü่าโĂคราทĂกซินเĂเป็นÿารก่Ăมะเร็งในมนุþย์ (IARC, 1993) ตามข้ĂมูลขĂงการก่Ăมะเร็งใน

ÿัตü์ทดลĂง เมื่ĂทดลĂงน าÿารพิþปนเปื้ĂนในĂาĀารใĀ้Āนูเพýผู้กิน ปรากฏü่าĀนูนั้นเป็นเนื้ĂงĂกในเซลล์ตับ 

เนื้ĂงĂกในเซลล์ไตและมะเร็งตับ (Huff และคณะ,1992) Pfohl-Leszkowicz และคณะในปี 1998 พบü่า โĂ

คราทĂกซินเĂที่ปนเปื้ĂนĂยู่ในĂาĀารÿามารถชักน าใĀ้Āนูเพýเมียเป็นเนื้ĂงĂกและมะเร็งตับได้ จากการýึกþา

ÿารพิþในĀนูเพýผู้และเพýเมีย แÿดงใĀ้เĀ็นถึงคüามÿัมพันธ์ขĂงปริมาณÿารพิþที่ ได้รับ โดยยิ่งได้รับÿารพิþ

ปริมาณมาก การเกิดเนื้ĂงĂกและการเป็นมะเร็งจะเพ่ิมมากขึ้น Ăย่างไรก็ตาม ยังไม่มีรายงานการýึกþา

คüามÿัมพันธ์ขĂงโĂคราทĂกซินเĂกับการเกิดมะเร็งในมนุþย์ที่มากพĂ แต่Ăุบัติการณ์และĂัตราการตายจาก

เนื้ĂงĂกในระบบทางเดินปัÿÿาüะมีคüามÿัมพันธ์กับโรค BEN โดยเฉพาะในแถบบĂลข่านในประเทýบัลแกเรีย

และประเทýยูโกÿลาเüีย (Feier และ Tofana, 2009) 
 
1.4 กำรปนเปื้อนของโอครำทอกซินเอ 

แĀล่งĂาĀารที่ÿามารถพบโĂคราทĂกซินเĂได้บ่Ăย ได้แก่ ธัญพืชและถั่üต่าง ๆ เบียร์ ไüน์ กาแฟ โกโก้ 

ลูกเกด มะเดื่Ăฝรั่ง เครื่Ăงเทý และชา (Ostry และคณะ, 2015) น้ าĂงุ่น (Cao และคณะ, 2013) ĂาĀารÿัตü์ 

น้ านมจากÿัตü์ เนื้Ăÿัตü์ ไข่ ผลิตภัณฑ์แปรรูปต่างๆ เช่น ไÿ้กรĂก แăม เบคĂน เป็นต้น ĀรืĂÿามารถพบได้ใน

ยาÿมุนไพร รüมไปถึงเครื่Ăงเทýต่าง ๆ (Skarkova และคณะ, 2013) 
การปนเปื้ĂนĀรืĂÿารพิþตกค้างขĂงโĂคราทĂกซินเĂในĂาĀารชนิดต่าง ๆ ถูกก าĀนดด้üยค่าที่

แตกต่างกันขึ้นกับ ĂาĀารชนิดนั้น ๆ ĀรืĂในแต่ละประเทý ĀรืĂแต่ละĂงค์กรก าĀนดไü้ เช่น Codex 
Committee on Contaminants in Foods (CCCF) , Joint FAO/WHO Expert Committee on Food 
Additives (JECFA) , world health organization (WHO) , Food and Agriculture Organization of the 
United Nations (FAO)  ( Joint FAO/WHO Food Standards Programme, 2013) , European Food 
Safety Authority (EFSA) , European Commission (EC)  ( Jack และคณะ , 2 0 17 ) , United States 
Department of Agriculture  (USDA),  European  Union  (EU) (Gerda, 2017) ÿ าĀรับประเทýไทยมี

ÿ านักงานคณะกรรมการĂาĀารและยา (Ăย.) ที่ดูแลเกี่ยüกับüัตถุดิบ ผลิตภัณฑ์ĀรืĂĂาĀารต่าง ๆ  
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European Union (EU) ได้ก าĀนดÿารพิþตกค้างĀรืĂค่าการปนเปื้ĂนขĂงโĂคราทĂกซินเĂมากที่ÿุดที่

เป็นไปได้ขĂงĂาĀารชนิดต่าง ๆ โดยระบุไü้ใน Commission Regulation (EC) No 1881/2006 (แÿดงใน

ตารางที่ 1) ในประเทýไทย มีรายงานการปนเปื้ĂนขĂงโĂคราทĂกซินเĂในĂาĀารไม่มากนัก แต่พบการ

ปนเปื้Ăนในเมล็ดกาแฟ (Noonim และคณะ, 2008) ดังนั้น ประกาýกระทรüงเกþตรและÿĀกรณ์ ปีพ.ý. 2561 

และปี พ.ý.2562 ก าĀนดการปนเปื้ĂนขĂงโĂคราทĂกซินเĂในเมล็ดกาแฟĂะราบิกาและโรบัÿตาไü้ไม่เกิน 10 

ไมโครกรัมต่Ăกิโลกรัม ในปัจจุบัน มีร่างประกาýกระทรüงÿาธารณÿุขเพ่ิมข้Ăก าĀนดการปนเปื้Ăนที่มากท่ีÿุดใน

แป้งÿาลีไü้ไม่เกิน 5 ไมโครกรัมต่Ăกิโลกรัม เพ่ืĂใĀ้ÿĂดคล้Ăงตามมาตรฐานทั่üไปÿ าĀรับÿารปนเปื้Ăนและ

ÿารพิþในĂาĀารและĂาĀารÿัตü์ (Codex General Standard for Contaminants and Toxins in Food 
and Feed; CODEX STAN 193-1995) 
 
ตำรำงที่  1 ข้Ăก าĀนดการปนเปื้ĂนขĂงโĂคราทĂกซินเĂตามประกาýขĂงคณะกรรมาธิการยุโรป 

Commission Regulation (EC) No 1881/2006 
ชนิดของอำĀำร ปริมำณโอครำทอกซินÿูงÿุด 

(นำโนกรัมต่อกรัม) 
ธัญพืชที่ไม่ผ่านกระบüนการแปรรูป  5 
ธัญพืชที่ผ่านกระบüนการแปรรูปและĂาĀารที่ใช้ธัญพืชเป็นüัตถุดิบ  3 
Ăงุ่นตากแĀ้ง (ลูกเกด) 10 
เมล็ดกาแฟคั่ü  5 
กาแฟกึ่งÿ าเร็จรูป 10 
ไüน์ที่ผลิตจากĂงุ่น  2 
น้ าĂงุ่นĀรืĂน้ าผลไม้ท่ีผลิตจากĂงุ่น  2 
ĂาĀารÿ าĀรับเด็กและเด็กแรกเกิด 0.5 
เครื่Ăงเทý เช่น พริกป่น พริกปาปริกา 20 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Malir และคณะ, 2016  

 
1.5 กำรคüบคุมกำรปนเปื้อนÿำรพิþจำกรำ 
 üิธีในการคüบคุมและลดการปนเปื้Ăนจากราและÿารพิþจากราในüัตถุดิบที่ใช้เป็นĂาĀารและĂาĀาร

ÿัตü์มีĀลากĀลายüิธี เช่น การจัดการใĀ้ผลผลิตทนต่Ăการเข้าท าลายจากราตั้งแต่ในแปลงปลูก การคüบคุมทาง

กายภาพ การใช้ÿารคüบคุมทางชีüภาพ รüมไปถึงÿารเคมีในช่üงก่Ăนการเก็บเกี่ยü ระĀü่างการเก็บเกี่ยü และ

Āลังการเก็บเกี่ยü ซึ่งüิธีที่ใช้คüบคุมการปนเปื้ĂนขĂงราและÿารพิþจากราจะต้Ăงไม่เป็นĂันตรายต่Ăมนุþย์และ

ÿัตü์ รüมถึงÿิ่งแüดล้Ăม นĂกจากนี้ ต้Ăงคงคุณค่าทางโภชนาการและไม่ท าใĀ้คุณภาพขĂงüัตถุดิบเÿียไป 

(Karlovsky และคณะ, 2016) 
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กำรคüบคุมทำงกำยภำพ 
การคüบคุมทางกายภาพเป็นüิธีเบื้Ăงต้นในการลดการปนเปื้ĂนราจากภายนĂกตั้งแต่ขั้นตĂนก่Ăนและ

Āลังการเก็บเกี่ยü เช่น การคัดแยกผลผลิตที่เÿียĀายทิ้ง การล้างท าคüามÿะĂาด การใช้รังÿี การกรĂงและการ

ดูดซับÿารพิþจากรา (Luo และคณะ, 2018) รüมไปถึงการท าใĀ้แĀ้ง (Betina, 1989) และการใช้คüามร้Ăน

เพ่ืĂฆ่าเชื้Ă เช่น การผ่านน้ าร้Ăน การพ่นไĂน้ าร้Ăน ĀรืĂการผ่านĂากาýที่มีĂุณĀภูมิÿูง (Lurie, 1998) การต้ม

ใĀ้เดืĂด การĀมัก และการคั่ü (Karlovsky และคณะ, 2016) เป็นต้น การใĀ้คüามร้Ăนในระยะเüลาÿั้น ๆ 

ÿามารถป้ĂงการเจริญขĂงราที่Ăาจก่ĂใĀ้เกิดการÿะÿมขĂงÿารพิþจากราได้ (Barkai-Golan, 2001) 
 
กำรคüบคุมทำงเคมี 
การคüบคุมทางเคมีมีประÿิทธิภาพมากในการคüบคุมการปนเปื้Ăนจากราและÿารพิþจากรา แต่ยังมี

ข้Ăจ ากัดในการใช้ÿารเคมี เนื่ĂงจากĂาจท าใĀ้เกิดÿารเคมีตกค้างในÿิ่งแüดล้ĂมและĂาĀารได้ ท าใĀ้ไม่ปลĂดภัย

ต่Ăผู้บริโภค นĂกจากนี้ยังท าใĀ้คุณภาพและคุณค่าทางĂาĀารเปลี่ยนแปลงไป (Awad และคณะ, 2010; 
Alberts และคณะ, 2016) Āากมีการใช้ÿารเคมีในการคüบคุมราก่Ăโรคเป็นระยะเüลานาน Ăาจท าใĀ้รามีคüาม

ต้านทานต่Ăÿารเคมีมากยิ่งขึ้น (Liu และคณะ, 2013) ในปัจจุบันมีการĂนุญาตใĀ้ใช้ÿารเคมีบางชนิดเพ่ืĂลด

การปนเปื้Ăนÿารพิþจากรา โดยÿารเคมีต้Ăงไม่เป็นĂันตรายต่ĂÿุขภาพขĂงผู้บริโภค จากงานüิจัยขĂง 

Quintela และคณะในปี 2012 พบü่า กรดĂินทรีย์ชนิดกรดฟĂร์มิกĀรืĂกรดโพรพิโĂนิกÿามารถใช้ลดการ

ปนเปื้ĂนขĂงโĂคราทĂกซินเĂได้ Ăย่างไรก็ตามการใช้ÿารเคมีเĀล่านี้ช่üยลดการปนเปื้ĂนขĂงÿารพิþจากราได้ดี 

แต่ยังคงท าใĀ้โมเลกุลขĂงĂาĀารเปลี่ยนไป คุณค่าทางĂาĀารเปลี่ยนไปจากเดิม และเกิดÿารพิþตกค้างจาก

ปฏิกิริยาการก าจัดÿารพิþจากรา (Tiwari และคณะ, 2010) 
 

กำรคüบคุมทำงชีüภำพ 
การคüบคุมทางชีüภาพ (Biological control) คืĂ การคüบคุมĀรืĂการก าจัดýัตรูธรรมชาติในทาง

ธรรมชาติ เช่น การก าจัดýัตรูพืช รüมไปถึงการก าจัดýัตรูในผัก ผลไม้ ĀรืĂüัตถุดิบต่าง ๆ ที่น ามาใช้ในการ

ประกĂบĂาĀาร ĀรืĂการจัดการโรคพืชโดยชีüüิธี โดยใช้ÿิ่งมีชีüิตที่เป็นปฏิปักþ์ขĂงÿิ่งมีชีüิตนั้นมาก าจัด เพ่ืĂใĀ้

ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพ มีคüามปลĂดภัยต่Ăผู้บริโภคและÿิ่งแüดล้Ăม เช่น การใช้แมลงĀรืĂการใช้จุลินทรีย์ทั้ง 

แบคทีเรีย รา และยีÿต์ (ýมาพร แÿงยý, 2562; Ouda, 2014; Lacumin และคณะ, 2020) ซึ่งÿิ่งมีชีüิตที่

เĀล่านี้ เรียกü่า microbial biological control agents ĀรืĂÿารคüบคุมทางชีüภาพ (Kohl และคณะ, 2019) 
ในปัจจุบันนี้ มีการýึกþามากมายที่จะแทนการใช้ÿารเคมีในการลดการปนเปื้Ăนจากรา เช่น การใช้

ÿารÿังเคราะĀ์ĀรืĂÿารจากธรรมชาติ การใช้แบคทีเรีย รüมไปถึงýึกþาจีโนไทป์ขĂงพืชในต้านการเข้าท าลาย

จากราที่ÿามารถผลิตÿารพิþได้ (Edlayne และคณะ, 2009) จากงานüิจัยขĂง Canamas ในปี 2011 แÿดงใĀ้

เĀ็นถึงการใช้แบคทีเรีย Pantoea agglomerans ร่üมกับÿารเติมแต่งในแปลงปลูกÿ้มÿามารถลดการเกิดโรค

ผลเน่า (green mold) ซึ่งมีÿาเĀตุจากรา Penicillium digitatum ได้ดีกü่าการใช้เชื้Ăจุลินทรีย์ÿดเพียงĂย่าง

เดียü และจากรายงานขĂง Wilson และ Wisniewskiในปี 1989 พบü่า ยีÿต์เป็นĀนึ่งในจุลินทรีย์ปฏิปักþ์ที่ใช้
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ในการคüบคุมการปนเปื้ĂนจากราĂีกทางĀนึ่งแทนการใช้ÿารเคมี เนื่Ăงจากเจริญได้ในĂาĀารทั่üไป ราคาไม่

แพง และÿามารถเจริญได้ในÿภาüะแüดล้Ăมที่ĀลากĀลาย Freimoser และคณะในปี 2019 ได้ยกตัüĂย่างยีÿต์ 

5 ชนิด ที่คาดü่าÿามารถป้Ăงกันการเกิดโรคแก่ พืชได้  ดั งนี้  Candida oleophila, Aureobasisium 
pullulans, Metschnikowia fructicola, Cryptococcus albidus แ ล ะ  Saccharomyces cerevisiae 

นĂกจากนี้ มียีÿต์ĂีกĀลายชนิดที่เป็นปฏิปักþ์ต่Ăการเจริญและการผลิตÿารพิþจากรา เช่น Kluyveromyces 
marxianus ( Alasmar แ ล ะ ค ณ ะ  2020) , Pichia guilliermondii ( Wisniewski แ ล ะ ค ณ ะ , 1991) , 
Sporidiobolus salmonicolour, Yarrowwia lipolytica (Druvefors และคณะ, 2004) และ Rhodotorula 
glutinis (Li และคณะ, 2016) เป็นต้น  

การคüบคุมโรคขĂงผลผลิตทางการเกþตรโดยใช้จุลินทรีย์ต้Ăงใช้เชื้Ăที่ไม่ก่ĂใĀ้เกิดโรคและÿามารถพบ

ได้ง่ายตามผิüĀน้าขĂงผลิตภัณฑ์ĀรืĂตามผลĀรืĂใบขĂงพืช ซึ่งÿามารถพบได้ในปริมาณมากทั้งในช่üงก่Ăนการ

เก็บเกี่ยü ระĀü่างการเก็บเกี่ยüและĀลังการเก็บเกี่ยü โดยจุลินทรีย์เĀล่านี้ มักมีĀลายกลไกเกิดร่üมกันในการ

คüบคุมโรคพืช เช่น งานüิจัยขĂง Virgili และคณะในปี 2012 ได้น ายีÿต์ÿายพันธุ์ต่าง ๆ ที่แยกได้จากผิüแăม 

เช่น Debaryomyces hansenii มาเลี้ยงร่üมกับรา Penicillium nordicum ที่ÿามารถผลิตโĂคราทĂกซินเĂ

ได้ โดยใÿ่ NaCl ไü้ในĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăด้üย เนื่Ăงจาก NaCl ไปกระตุ้นใĀ้ D. hansenii ท างานได้ดี พบü่ายีÿต์ที่

คัดแยกได้มีประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง P. nordicum 
 
1.6 กลไกกำรป้องกันเชื้อก่อโรคของจุลินทรีย์ปฏิปักþ ์

กลไกในการป้Ăงกันการเข้าท าลายเชื้ĂÿาเĀตุโรคพืชขĂงจุลินทรีย์ปฏิปักþ์มีĀลายรูปแบบ เช่น การ

เป็นปรÿิต การÿร้างÿารปฏิชีüนะ การชักน าใĀ้พืชต้านทานโรค การผลิตเĂนไซม์ย่Ăยผนังเซลล์ขĂงเชื้Ăโรคพืช 

การผลิตÿารพิþและÿารระเĀย และการแข่งขันเพื่ĂครĂบครĂงพ้ืนที่และĂาĀาร (Medina-Cordova และคณะ

, 2016) 
Antagonistic yeast ĀรืĂยีÿต์ปฏิปักþ์ มีกลไกต่าง ๆ ดังที่กล่าüถึงข้างต้น โดยยีÿต์บางชนิดมี

คüามÿามารถในการคüบคุมĀรืĂยับยั้งการเจริญขĂงราโดยมีการผลิตเĂนไซม์ เช่น เĂนไซม์เบต้า-1,3-กลูแคเนÿ 

เĂนไซม์ไคติเนÿ เĂนไซม์โปรติเĂÿ ในการย่Ăยผนังเซลล์ขĂงรา เนื่Ăงจากผนังเซลล์ราประกĂบไปด้üยไคติน ที่

เป็นพĂลิแซ็คคาไรด์ โดยมีเบต้า-1,3-กลูแคนแทรกĂยู่ในผนังเซลล์เพ่ืĂเพ่ิมคüามแข็งแรงขĂงผนังเซลล์ 

นĂกจากนี้ ยังมีโปรตีนที่ช่üยคงรูปร่างขĂงเซลล์และช่üยคüบคุมÿารเข้าĂĂกผนังเซลล์ด้üย ในงานüิจัยขĂง 

Friel และคณะในปี 2007 ได้ตัดต่Ăยีนที่ÿามารถÿร้างเĂนไซม์เบต้า-1,3-กลูแคเนÿใÿ่ใน P. anomala ท าใĀ้

ยีÿต์ÿามารถÿร้างเĂนไซม์เบต้า-1,3-กลูแคเนÿ และยับยั้งการเจริญขĂง P. digitatum เมื่ĂทดÿĂบในผล

แĂปเปิลที่เกิดบาดแผล Yu และคณะในปี 2008 ได้ýึกþาผลขĂงไคตินที่ÿามารถกระตุ้นใĀ้ Candida 
laurentii ÿามารถÿร้างเĂนไซม์ไคติเนÿที่มีผลต่Ăการยับยั้งการเจริญขĂง P. expansum ที่ก่ĂใĀ้เกิดโรคในลูก

แพร์ที่เกิดบาดแผล และในงานüิจัยขĂง Meng และคณะในปี 2020 ได้ýึกþากลไกการท างานขĂงไคโตซาน

บริÿุทธิ์ (Ăนุพันธุ์Āนึ่งขĂงไคติน) ที่ซื้Ăจากบริþัท Zhejiang Golden-Shell Pharmaceutical จ ากัด ต่Ăการ
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เจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. ochraceus พบü่า ไคโตซานท าใĀ้ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาและ

โครงÿร้างภายในขĂงราเปลี่ยนไป  
นĂกจากนี้ ยีÿต์ยังมีĂีกกลไกÿ าคัญในการลดการปนเปื้Ăนÿารพิþจากรา เช่น การดูดซับÿารพิþที่รา

ผลิตขึ้นไü้ที่ผนังเซลล์ขĂงยีÿต์ ในงานüิจัยขĂง Piotrowska และ Masek ในปี 2015 ได้ýึกþาÿ่üนประกĂบ

ขĂงผนังเซลล์ยีÿต์ (กลูแคน) ในการดูดซับโĂคราทĂกซินเĂ แÿดงใĀ้เĀ็นü่า S. cerevisiae ที่เป็นปฏิปักþ์ต่Ăรา

ก่Ăโรคและÿารพิþที่ราÿร้างขึ้น ÿามารถดูดซับÿารพิþไü้ที่ผนังเซลล์ และการลดการÿังเคราะĀ์โพลีคีไทด์ที่เป็น

ÿ่üนประกĂบขĂงÿารพิþท่ีผลิตจากรา  
 
1.7 ÿำรประกอบอินทรีย์ระเĀยง่ำยจำกยีÿต์ 

ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่าย (Volatile organic compounds; VOCs) ÿามารถผลิตได้จากรา 

แบคทีเรีย และยีÿต์ĀรืĂÿิ่งมีชีüิตที่คล้ายยีÿต์ ในระĀü่างกระบüนการเผาผลาญพลังงาน โดยÿารระเĀยนี้มีมüล

โมเลกุลน้Ăยกü่า 300 ดĂลตัน เป็นÿารที่มีคüามเป็นขั้üต่ า ระเĀยได้ง่าย ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายนี้มี

คüามจ าเพาะต่Ăÿายพันธุ์ที่ผลิต และท าĀน้าที่เป็นตัüÿื่ĂÿารทางเคมีระĀü่างเซลล์และกระตุ้นĀรืĂยับยั้งการ

เจริญขĂงจุลินทรีย์ต่างชนิดได้  (Werner และคณะ, 2016) 
ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายเป็นĀนึ่งในÿารที่ÿามารถต่Ăต้านการเจริญขĂงจุลินทรีย์ได้ดี แม้ü่าจะมี

การÿัมผัÿกันโดยตรงระĀü่างเชื้Ăก่Ăโรคและยีÿต์ĀรืĂไม่ก็ตาม โดยมีตัüĂย่างการýึกþาประÿิทธิภาพขĂงยีÿต์

ปฏิปักþ์ในการคüบคุมทางชีüภาพต่ĂโรคผลĂงุ่นเน่าĀลังการเก็บเกี่ยüที่เกิดจากราÿีเทา Botrytis cinerea (Ăนุ

เทพ ภาÿุระ และ ýýิภาÿ์ นุตüงþ์, 2017) ที่ท าการทดลĂงโดยใช้üิธี dual culture คืĂ การเลี้ยงยีÿต์บริÿุทธิ์ที่

แยกได้จากผลĂงุ่นร่üมกับรา B. cinerea ที่แยกได้จากรĂยแผลโรคราÿีเทาบนผลĂงุ่นในจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă

เดียüกัน โดยไม่มีการขีดลากเชื้Ă (streak) ใĀ้ÿัมผัÿกันโดยตรง พบü่ายีÿต์ปฏิปักþ์มีประÿิทธิภาพในการ

คüบคุมการเจริญขĂงเÿ้นใยราก่Ăโรค จากงานüิจัยขĂง Choinska และคณะ, 2020 ที่ท าการทดลĂงโดยการ

เลี้ยงราและยีÿต์ในจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăที่ต่างกัน น ามาคü่ าเข้าĀากัน แล้üพันด้üยเทปĀรืĂพาราฟิล์มเพ่ืĂ

ป้ĂงกันÿารระเĀยที่ยีÿต์ผลิตĂĂกไปด้านนĂก พบü่า ยีÿต์ÿามารถผลิตÿารระเĀยĂินทรีย์ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

การเจริญขĂงราที่ก่Ăโรคในพืชได้ แต่ประÿิทธิภาพในการยับยั้งมากĀรืĂน้Ăยก็จะขึ้นĂยู่กับÿายพันธุ์ขĂงยีÿต์

และราที่ถูกน ามาเลี้ยงร่üมกัน นĂกจากนี้ ในงานüิจัยขĂง Zeidan และคณะในปี 2018 ได้ýึกþาคüามเป็น

ปฏิปั กþ์ขĂงยี ÿต์  Lachancea thermotolerans ต่ Ăรา  A.  parasiticus (ผลิ ตĂะฟลาทĂกซิน ) , P. 

verrucosum (ผลิตโĂคราทĂกซินเĂ) และ F. graminearum (ผลิตดีĂĂกซี่นิüาลีนĂล) ด้üยüิธี face to face 

double petri dish พบü่า ยีÿต์ÿามารถผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายในการยับยั้งการเจริญและการ

งĂกขĂงÿปĂร์รา รüมไปถึงการลดการผลิตÿารพิþเĀล่านี้ได้Ăีกด้üย 
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ชนิดของÿำรประกอบอินทรีย์ระเĀยง่ำย 
ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ยีÿต์ผลิตĂĂกมานั้น Ăาจเป็นได้ทั้งÿารประเภทแĂลกĂăĂล์ 

(Alcohols) เช่น เĂทิลแĂลกĂăĂล์ (ethyl alcohol) 3-เมทิล-1-บิüทานĂล (3-methyl-1-butanol) ฟีนิล

เĂทิลแĂลกĂăĂล์ (phenylethyl alcohol) ÿารประเภทเĂÿเทĂร์ (esters) เช่น เĂทิลĂะซิเตท (ethyl 
acetate) ไĂโซเĂมิลĂะซิเตท (isoamyl acetate) ÿารประเภทĂัลดีไăด์ (Aldehydes) เช่น เบนซัลดีไăด์ 

(Benzaldehyde) เบนซีนĂะซีทัลดีไăด์ (Benzeneacetaldehyde) ÿารประเภทคีโตน (ketones) เช่น 2-เăป

ทะโนน (2-Heptanone) และแลคโตน (lactones) (Farbo และคณะ, 2018) ซึ่งÿารระเĀยเĀล่านี้ถูกÿร้างมา

จากยีÿต์ปฏิปักþ์ที่ Ăยู่ ในจีนัÿ  Pichia เช่น  P.  caribbica, P.  guiliermondii, P.  membranifaciens, 
Wickerhamomyces anomalus (เม่ืĂก่Ăนเป็นใช้ชื่Ăü่า P. anomala) และ Meyerozyma  gulliermondii  
(เมื่Ăก่Ăนใช้ชื่Ăü่า P. guilliermondii) (Farkas และคณะ, 2012; Lima และคณะ, 2013; Parafati และคณะ, 
2015) เป็นต้น และยั งมียีÿต์ ĂีกĀลายจีนัÿและÿปีชีÿ์  เช่น  Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 
mucilaginosa, (Li และคณะ, 2011) Metschnikowia pulcherrima, (Saravanakumar และคณะ, 2008) 
Saccharomyces cerevisiaeม (Fialho และคณะ, 2010; Nally และคณะ, 2015) Candida saitoana, C. 

intermedia (Huang และคณะ, 2011), Hanseniaspora uvarum, (Liu และคณะ, 2010), H. opuniatae 

(Ruiz-Moyano และคณะ, 2016) รüมไปถึงÿิ่งมีชีüิตคล้ายยีÿต์Ăย่าง Aureobasidium pullulans (ยีÿต์ÿีด า) 

ที่ÿามารถผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญขĂงราได้ (Di-Francesco และคณะ, 
2015; Contarino และคณะ, 2019) 
 
 ในงานüิจัยก่ĂนĀน้านี้ขĂงจิตโÿภิณ ÿมัครกาล ในปี พ.ý. 2561 ได้คัดแยกยีÿต์จากเมล็ดกาแฟĂะราบิ

กาในช่üงต้นขĂงกระบüนการผลิตจากโครงการในพระราชด าริ จากÿถาบันüิจัยโครงการĀลüงแม่ĀลĂด ýูนย์

พัฒนาโครงการĀลüงตีนตก และýูนย์พัฒนาโครงการĀลüงป่าเมี่ยง จังĀüัดเชียงใĀม่ และต่Ăมา พิลัมภา ตĂง

Ă่Ăน (พ.ý. 2562) ได้คัดเลืĂกยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ Y20 มาประเมินคüามเป็นปฏิปักþ์ต่Ăรา Aspergillus 
flavus และ A. carbonarius แต่ยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัดขĂงยีÿต์ดังกล่าü ดังนั้น งานüิจัยนี้จึงมีüัตถุประÿงค์

ดังนี้ 
1. เพ่ืĂýึกþาคüามเป็นปฏิปักþ์เบื้Ăงต้นขĂงยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ต่ĂการเจริญขĂง 

A. carbonarius 
2. เพ่ืĂทดÿĂบประÿิทธิภาพขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ที่มีผลต่Ăการเจริญและการผลิต

โĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius 
3. เพ่ืĂüิเคราะĀ์ชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ 
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บทที่ 2 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และüิธีด ำเนินกำร 

 
2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรทดลอง 

 
1. กรüยกรĂง ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 50 มิลลิลิตร บริþัท Pyrex, Germany 
2. กระดาþกรĂง เบĂร์ 1 ขนาด 110 มิลลิลิตร ยี่Ā้Ă Whatman, USA 
3. กระบĂกฉีดยา (syring) ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริþัท Nipro, USA 
4. กล้Ăงจุลทรรýน์ใช้แÿงแบบธรรมดา ยี่Ā้Ă Olympus บริþัท ĂีฟĂร์แĂล ĂินเตĂร์เนชั่นแนบ จ ากัด, Japan 
5. กล้Ăงจุลทรรýน์Ăิเล็กตรĂนแบบÿ่Ăงกราด รุ่น JSM-IT500HR บริþัท Jeol จ ากัด  
6. ขüดใÿ่ÿารละลาย ขนาด 500 มิลลิลิตร บริþัท Duran, Germany 
7. เครื่Ăงชั่ง รุ่น PG6002-5 และ AG285 บริþัท Mettler Toledo, Switzerland 
8. เครื่Ăงนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üยไĂน้ า (autoclave) รุ่น SS-325 และ ES-315 บริþัท Tomy, Japan 
9. เครื่Ăงปั่นผÿม (vortex mixer) รุ่น G-560E บริþัท Scienceific Industries, USA 
10. เครื่Ăงüัดคüามเป็นกรด-เบÿ (pH meter) รุ่น SevenEasy บริþัท Mettler Toledo, Switzerland 
11. เครื่Ăงปั่นเĀüี่ยง (centrifuge) บริþัท Kubota Laboratory, Japan 
12. จานเพาะเชื้Ăแก้ü (petri dish) บริþัท Pyrex, Germany 
13. ชุดกรĂงÿุญญากาý บริþัท Merk Milipore, USA  

- กรüยกรĂงแก้ü ปริมาตร 300 มิลลิลิตร  
- กระดาþกรĂง ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร 
- ขüดรูปชมพูขนาด 1000 มิลลิลิตร  
- คีบล็ĂกĂลูมิเนียม  
- เครื่Ăงปั๊ม  
- จุกÿุญญากาý 

14. ชุดแก๊ÿโครมาโทรกราฟี-แมÿÿเปคโทรมิเตĂร์ ยี่Ā้Ă Agilent 7890B และ Agilent 7633 ALS 
- คĂลัมน์ (column) HP-INNOWAX ขนาด 30 x 0.25 มิลลิเมตร, 0.25 ไมโครเมตร 

15. ชุดโครมาโทกราฟีแบบขĂงเĀลüÿมรรถนะÿูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)  
-  คĂลั มน์  (column)  C18 ขนาด  250 x 4.6 มิ ลลิ เ มตร , 5 ไม โคร เมตร  รุ่ น  Luna บริþัท 

Phenomenex, USA  
- เครื่ĂงตรüจüัดชนิดฟลูĂĂเรÿเซนต์ (fluorescence detector) รุ่น Prostar บริþัท Varian, USA  
- เครื่Ăงปั๊ม autosample รุ่น Prostar บริþัท Varian, USA  

16. ตู้เขี่ยเชื้Ă รุ่น Mark II ยี่Ā้Ă Clean บริþัท Lab Service, Thailand 
17. ตู้บ่มเชื้Ă (incubator) รุ่น D06064 บริþัท Memmert, Germany 
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18. ตู้บ่มเชื้Ă ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ ประกĂบในประเทýไทย 
19. ตู้บ่มเชื้Ă ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ บริþัท Memmert, Thailand 
20. ตู้บ่มเชื้Ă ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ ยี่Ā้Ă Conthem Scientific, New Zealand 
21. ตู้เย็น ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýาเซลเซียÿ บริþัท Sandenintercool, Thailand 
22. ตู้ĂบแĀ้ง บริþัท Conthem Scientific, New Zealand 
23. ถุงมืĂยาง ยี่Ā้Ă ýรีตรังโกลฟ์, Thailand 
24. บีกเกĂร์ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริþัท Pyrex, Germany 
25. ปิเปตต์แก้ü ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร ยี่Ā้Ă Qualicolor, Germany 
26. แผ่นพาราฟิล์ม บริþัท Menasha, Thailand 
27. พาÿเจĂร์ปิเปตต์แก้ü ขนาด 150 มิลลิเมตร ยี่Ā้Ă Volac, UK 
28. ไมโครปิเปตต์ขนาด 20, 200, 1000 และ 5000 มิลลิลิตร บริþัท Eppendorf, Germany 
29. ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) ขนาด 200 และ 1000 มิลลิลิตร ยี่Ā้Ă Hycon บริþัท Biomed,  
     Thailand 
30. ĀลĂดเซนทริฟิüจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ยี่Ā้Ă Hycon บริþัท Biomed, Thailand 
31. ĀลĂดทดลĂงขนาด 16 × 150 มิลลิเมตร บริþัท Pyrex, Germany 
32. ĀลĂดทดลĂงฝาเกลียüขนาด 13 × 100 และ 16 × 150  มิลลิเมตร บริþัท Pyrex, Germany 
33. ĀัüกรĂงÿ าเร็จ ชนิด Polyethersulfon (PES) ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 25 มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน 0.2  
     ไมโครเมตร ยี่Ā้Ă Whatman, USA 
34. ĀัüกรĂงÿ าเร็จ ชนิด Polyetrafluoroethylene (PTFE) ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร ขนาดรู  
     พรุน 0.22 ไมโครเมตร บริþัท Lubitech Technologies, China 
35. Ă่างน้ าคüบคุมĂุณĀภูมิ (water bath) รุ่น WB14 บริþัท Memmert, Germany  
36. Ă่างĂัลตราโซนิก (ultrasonic bath) รุ่น SONOREX RX 100 บริþัท Bandelin Electronic, Germany  
37. ăีมาไซโทมิเตĂร์ ยี่Ā้Ă Boeco, Germany 
 
2.2 เคมีภัณฑ์ 

 
1. กรดฟĂร์มิก (CH2O2) บริþัท Merck, Germany  
2. กรดĂะซีติก (CH3COOH) บริþัท Merck, Germany  
3. โซเดียมคลĂไรด์ (NaCl) บริþัท Merck, Germany 
4. ไดโซเดียมไăโดรเจนฟĂÿเฟต (NaHPO4•2H2O) บริþัท Ajax Finechem, Australia  
5. ผงüุ้น บริþัท Difco Laboratories, USA 
6. โพแทÿเซียมคลĂไรด์ (KCl) บริþัท Merck, Germany 
7. โพแทÿเซียมไดไăโดรเจนฟĂÿเฟต (KH2PO4) บริþัท Merck, Germany 
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8. เมทานĂล (CH3OH) บริþัท Merck, Germany 
9. ÿารละลายมาตรฐานโĂคราทĂกซินเĂ บริþัท Sigma-Aldich, USA 
10. Ăะซีโทไนไตรล์ (CH3CN) ยี่Ā้Ă RCI Labscan บริþัท V.S.CHEM HOUSE, Thailand 
11. D-glucose anhydrous บริþัท HiMedia Laboratories, India 
12. Malt extract powder บริþัท HiMedia Laboratories, India 
13. Peptone บริþัท HiMedia Laboratories, India 
14. Potato Dextrose Agar บริþัท Difco Laboratories, USA 
15. Tween 80 บริþัท Merck, Germany 
16. Yeast extract powder บริþัท HiMedia Laboratories, India 
 
2.3 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงำนüิจัย 

 
จุลินทรีย์ที่ใช้ทั้งĀมดในงานüิจัยถูกเก็บรักþาที่คลังจุลินทรีย์ ภาคüิชาจุลชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์

จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย 
 

1. Aspergillus carbonarius F3T1OR4B1 
2. Aspergillus carbonarius TK4.2 
3. ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 แยกมาจากเมล็ดกาแฟĂะราบิกาจากÿถาบันüิจัยโครงการĀลüงแม่ĀลĂด 
   และýูนย์พัฒนาโครงการĀลüงตีนตก จังĀüัดเชียงใĀม่ ประเทýไทย 
4. ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 แยกมาจากเมล็ดกาแฟĂะราบิกาจากÿถาบันüิจัยโครงการĀลüงแม่ĀลĂด  
   และýูนย์พัฒนาโครงการĀลüงตีนตก และýูนย์พัฒนาโครงการĀลüงป่าเมี่ยง จังĀüัดเชียงใĀม่ ประเทýไทย 
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2.4 üิธีด ำเนินงำนüิจัย 
 
2.4.1 กำรเตรียมจุลินทรีย์ 

 
2.4.1.1 เซลล์ยีÿต์แขüนลĂย  
น ายีÿต์ปฏิปักþ์ซึ่งแยกได้จากเมล็ดกาแฟĂะราบิกาไĂโซเลต Y08 และ Y20 ที่ได้รับมาจากคลัง

จุลินทรีย์ ภาคüิชาจุลชีüüิทยา จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย มาเลี้ยงบนĂาĀารแข็ง Yeast-Malt extract (YM) 

(ภาคผนüก ก) บ่มที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 48 ชั่üโมง จากนั้น น าโคโลนีเดี่ยüที่แยกได้ใช้เป็นĀัü

เชื้Ăยีÿต์ในĂาĀารเĀลü YM บ่มที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 24 ชั่üโมง ถ่ายลงในĂาĀารเĀลü YM 
ĀลĂดใĀม่ บ่มที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ บ่มเป็นเüลา 9 ชั่üโมง และ 9 ชั่üโมง 30 นาที ÿ าĀรับยีÿต์ไĂโซ

เลต Y08 และ Y20 ตามล าดับ เพ่ืĂใĀ้ได้เซลล์ยีÿต์ในช่üงระยะ mid log phase (พิลัมภา ตĂงĂ่Ăน, 2562) 

จากนั้น น ายีÿต์ปฏิปักþ์ถ่ายลงĀลĂดไมโครเซนตริฟิüจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้üน าไปปั่นเĀüี่ยงที่ 5,000 รĂบ

ต่Ăนาทีเป็นเüลา 10 นาที ล้างตะกĂนยีÿต์ที่ได้ด้üยÿารละลาย Phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) 

(ภาคผนüก ก) ผÿมใĀ้เข้ากันและปั่นเĀüี่ยงที่ 5,000 รĂบต่Ăนาทีเป็น เüลา 10 นาที จ านüน 2 ครั้ง จากนั้น 

ละลายตะกĂนยีÿต์ด้üยÿารละลาย PBS และจ านüนเซลล์ยีÿต์ด้üยăีมาไซโตมิเตĂร์ใĀ้มีคüามเข้มข้น 106 เซลล์

ต่Ăมิลลิลิตร 
 

2.4.1.2 ÿปĂร์ราแขüนลĂย 
น า A. carbonarius F3T1OR4B1 (โนทัย กิตติก าแĀง, 2554) และ A. carbonarius TK4.2 (พัณณ์

ชิตา ธราดลýิริฐิติกุล, 2554) ซึ่งมีคüามÿามารถในการผลิตโĂคราทĂกซินเĂ ที่ได้รับมาจากคลังจุลินทรีย์ 

ภาคüิชาจุลชีüüิทยา จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย มาเลี้ยงบนĂาĀารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

(ภาคผนüก ก) บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน เก็บÿปĂร์ราด้üยÿารละลายโซเดียมคลĂไรด์ 

0.85 เปĂร์เซ็นต์ผÿมกับ Tween 80 เข้มข้น 1 เปĂร์เซ็นต์ ที่ปราýจากเชื้Ă นับจ านüนÿปĂร์ใĀ้มีคüามเข้มข้น 

106 ÿปĂร์ต่Ăมิลลิลิตร 
 
2.4.2 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของยีÿต์ปฏิปักþ์เบื้องต้นในกำรยับยั้งกำรเจริญของ A. carbonarius 
 

2.4.2.1 การทดÿĂบคüามÿามารถในการยับยั้งการเจริญด้üยüิธี Dual culture (ดัดแปลงมาจาก    
Pantelides และคณะ, 2015)  

น าเซลล์ยีÿต์แขüนลĂยทั้ง 2 ไĂโซเลตจากข้Ă 2.4.1.1 มาทดÿĂบคüามÿามารถในการยับยั้งการเจริญ

ขĂงราโดยใช้Ā่üงเขี่ยเชื้Ăขีดเซลล์ยีÿต์แขüนลĂยใĀ้เป็นเÿ้นตรงลงบนจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA ใĀ้ÿุดขĂบท้ัง 2 
ด้าน แล้üĀยดÿปĂร์ราแขüนลĂยแต่ละชนิดจากข้Ă 2.4.1.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใĀ้Ā่างจากรĂยขีดยีÿต์ 

2.5 เซนติเมตร (รูปที่ 2.1) รĂใĀ้แĀ้งÿนิท บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿเป็นเüลา 7 üัน โดยใช้จานĂาĀาร
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เลี้ยงเชื้Ă PDA ที่ĀยดÿปĂร์ราแขüนลĂยĀ่างจากรĂยขีด PBS ที่ปราýจากยีÿต์เป็นชุดคüบคุม จากนั้นüัดขนาด

เÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีรา ณ ที่ 7 ขĂงการบ่ม ท าการทดลĂงซ้ า 3 ครั้ง แล้üค านüณเปĂร์เซ็นต์การยับยั้งการ

เจริญขĂงรา ดังนี้ 
 

เปĂร์เซ็นต์การยับยั้ง = 

   
   
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
2.4.2.2 การทดÿĂบคüามÿามารถขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์เบื้Ăงต้นขĂงยีÿต์ในการÿร้างÿารยับยั้งการเจริญ

เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับราด้üยüิธี Agar spot assay (ดัดแปลงมาจาก Sangmanee และ Hogpattarakere, 
2014) 
ĀยดÿารแขüนลĂยเซลล์ยีÿต์แต่ละไĂโซเลตจากข้Ă 2.4.1.1 ลงบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă Yeast extract 

Peptone Dextrose (YPD) จ านüน 2 ต าแĀน่ง ต าแĀน่งละ 10 ไมโครลิตร บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ 

เป็นเüลา 2 üัน จากนั้น เทĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง PDA ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ผÿมด้üยÿปĂร์ราแขüนลĂยขĂง

ราแต่ละชนิดจากข้Ă 2.4.1.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง YPD ที่มีการเจริญขĂงยีÿต์ 

บ่มต่Ăที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 5 üัน ใช้ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA ทีมี่ÿปĂร์ราแขüนลĂยเททับลงบน

ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă YPD ทีป่ราýจากÿารแขüนลĂยเซลล์ยีÿต์ เป็นชุดคüบคุม ÿังเกตบริเüณท่ีมีการยับยั้งการเจริญ

ขĂงรา ท าการทดลĂง 3 ซ้ า 
 
 
 
 
 

เÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีราชุดคüบคุม – เÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีราชุดทดÿĂบ x 100 
เÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีราชุดคüบคุม 

2.5 ซม. 

เซลลย์ีสตแ์ขวนลอย 

สปอรร์าแขวนลอย 

รูปที่ 2.1 การทดÿĂบด้üยüิธี Dual culture บนจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA 
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2.4.2.3 การทดÿĂบน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากเซลล์ยีÿต์ในการÿร้างÿารยับยั้งการเจริญขĂงราด้üยüิธี  
          Agar diffusion assay (ดัดแปลงมาจาก Balouiri และคณะ, 2016) 

เลี้ยงยีÿต์ในĂาĀารเลี้ยงเชื้ĂเĀลü YM ที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ จนถึงช่üง mid log phase (9 
ชั่üโมงÿ าĀรับไĂโซเลต Y08 และ 9 ชั่üโมง 30 นาที ÿ าĀรับไĂโซเลต Y20) และ late log phase (12 ชั่üโมง 

ÿ าĀรับไĂโซเลต Y08 และ 13 ชั่üโมง ÿ าĀรับไĂโซเลต Y20) (พิลัมภา ตĂงĂ่Ăน, 2562) แล้üน าไปกรĂงเพ่ืĂ

แยกน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ (cell-free supernatant) จากนั้น แบ่งครึ่งĀนึ่งไปใĀ้คüามร้Ăนที่ĂุณĀภูมิ 

121 Ăงýาเซลเซียÿเป็นเüลา 15 นาที จะได้น้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน 

(autocleaved cell-free supernatant) จากนั้น ทดÿĂบโดยกระจายÿปĂร์ราแขüนลĂยแต่ละชนิดจากข้Ă 

2.4.1.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA แล้üน าไปเจาะĀลุมบริเüณกลางจานĂาĀารเลี้ยง

เชื้Ăจ านüน 2 Āลุม จากนั้น Āยดน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากยีÿต์ที่ได้จากช่üง mid log phase และ late log 
phase ทั้ง 2 แบบ ได้แก่ น้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์และน้ าเลี้ยงปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüาม

ร้Ăน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในĀลุมที่เจาะไü้บนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA โดยĀลุมแรกĀยดน้ าเลี้ยงเชื้Ă

ปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน Āลุมที่ÿĂงĀยดน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 
Ăงýาเซลเซียÿเป็นเüลา 7 üัน โดยใช้ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA ที่มีการกระจายÿปĂร์ราแขüนลĂย และเจาะĀลุม 

ĀยดĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă YM เป็นชุดคüบคุม ÿังเกตบริเüณการยับยั้งการเจริญขĂงรา ท าการทดลĂงซ้ า 3 ครั้ง 
 
2.4.3 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของÿำรประกอบอินทรีย์ระเĀยง่ำย (volatile organic compounds:  
        VOCs) ของยีÿต์ต่อกำรยับย้ังกำรเจริญและกำรผลิตโอครทอกซินเอของ A. carbonarius 
 

2.4.3.1 การทดÿĂบคüามÿามารถขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี face 
to face double petri dish assay (Fiori และคณะ, 2014) 
น าเซลล์ยีÿต์แขüนลĂยจากข้Ă 2.4.1.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายบนĂาĀาร YPD จากนั้น 

ĀยดÿปĂร์ราแขüนลĂยแต่ละชนิดจากข้Ă 2.4.1.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บริเüณกลางจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă 

PDA รĂใĀ้แĀ้งÿนิท แล้üน าจานĂาĀารเลี้ยงยีÿต์และจานĂาĀารเลี้ยงราประกบเข้ากัน โดยใĀ้จานĂาĀารเลี้ยง

ยีÿต์Ăยู่ด้านล่าง แล้üพันจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăทั้งÿĂงด้üยพาราฟิล์ม 2 ชั้น บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็น

เüลา 7 üัน ใช้จานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA ที่เลี้ยงราประกบด้üยจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă YPD ที่ปราýจากยีÿต์เป็น

ชุดคüบคุม ท าการทดลĂงซ้ า 3 ครั้ง üัดขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางขĂงรา ณ üันที่ 7 ขĂงการบ่ม แล้üค านüณ

เปĂร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญขĂงราเทียบกับชุดคüบคุมเช่นเดียüกับข้Ă 2.4.2.1 ÿังเกตลักþณะทางÿัณฐาน

üิทยาขĂงโคโลนีราด้üยตาเปล่า และน าเÿ้นใยราที่จากชุดคüบคุมและชุดทดÿĂบÿ่งüิเคราะĀ์ด้üยกล้Ăง

จุลทรรýน์Ăิเล็คตรĂนแบบÿ่Ăงกราด (Scanning Electron Microscope : SEM) ที่ýูนย์เครื่ĂงมืĂüิจัย

üิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยี จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย จากนั้น เจาะüุ้นĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăบริเüณโคโลนีราจ านüน 

6 ชิ้น น าไปÿกัดและüิเคราะĀ์ปริมาณโĂคราทĂกซินเĂตามüิธีในข้Ă 2.4.3.2 
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2.4.3.2 การüิเคราะĀ์ปริมาณโĂคราทĂกซินเĂ (Dachoupakan และคณะ, 2009) 
เจาะĂาĀารเลี้ยงเชื้ĂบริเüณขĂงโคโลนีรา จ านüน 6 ต าแĀน่ง ใÿ่ลงในขüดÿกัด โดยชั่งน้ าĀนักขüด

ÿกัดทั้งก่ĂนและĀลังใÿ่ชิ้นüุ้น เพ่ืĂค านüณĀาน้ าĀนักขĂงĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăที่ใช้ÿกัด ต่ĂมาเติมเมทานĂลผÿมกรด

ฟĂร์มิกĂัตราÿ่üน 25 : 1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร แล้üÿกัดÿารพิþโดยใช้Ă่างĂัลตราโซนิก เป็นเüลา 15 นาที 

จากนั้น กรĂงÿารÿกัดด้üยกระดาþกรĂงเบĂร์ 1 แล้üน าÿารÿกัดที่ได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไประเĀยด้üยแก๊ÿ

ไนโตรเจนที่ĂุณĀภูมิ 40 Ăงýาเซลเซียÿ จากนั้น เติมเฟÿเคลื่Ăนที่ (Ăะซีโทไนไตรล์ : น้ าปลĂดประจุ : กรดĂะซี

ติก เท่ากับ 49.5 : 49.5 : 1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้üน าไปกรĂงผ่านĀัüกรĂงÿ าเร็จรูปที่มีขนาดเÿ้นผ่าน

ýูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แล้üÿ่งüิเคราะĀ์ปริมาณโĂคราทĂกซินเĂด้üยเครื่Ăง

โครมาโทกราฟีÿมรรถนะÿูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ที่ýูนย์เครื่ĂงมืĂüิจัย

üิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยี จุāาลงกรณ์มĀาüิทยาลัย โดยใช้คĂลัมน์ C18 ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 4.6 x 250 

มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน 5 ไมโครเมตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรüจüัดด้üยเครื่ĂงตรüจüัดชนิดฟลูĂĂเรÿเซนต์ที่

มี excitation wavelength เท่ากับ 333 นาโนเมตรและ emission wavelength เท่ากับ 477 นาโนเมตร มี

ĂัตราการไĀลขĂงเฟÿเคลื่Ăนที่เท่ากับ 1.0 มิลลิลิตรต่Ăนาที ที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ โดยมี retention 
time ขĂงโĂคราทĂกซินเĂเป็น 10 นาที 
 

2.4.3.3 การüิเคราะĀ์ชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ 
Āยดเซลล์ยีÿต์แขüนลĂยปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง YPD ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ที่Ăยู่ในขüดบรรจุÿารขนาด 20 มิลลิลิตร บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 2 üัน จากนั้นÿ่ง

üิเคราะĀ์ชนิดขĂงÿารĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ยีÿต์ÿามารถผลิต โดยüิธี Headspace Gas Chromatography-

Mass Spectrometry (Headspace GC-MS) ที่ýูนย์เครื่ĂงมืĂüิจัยüิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยีจุāาลงกรณ์

มĀาüิทยาลัย โดยüิเคราะĀ์ด้üยเครื่Ăง GC/MS ยี่Ā้Ă Agilent 7890B และ Agilent 7633 ALS เชื่Ăมต่Ăกับ 

Agilent 7000C GC/MS Triplr Quad MSD model โดยใช้คĂลัมน์  HP- INNOWAX ขนาด 30 x 0.25 

มิลลิเมตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร ใช้ลูปขนาด 1 มิลลิลิตร เพ่ืĂüิเคราะĀ์ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่

ĂุณĀภูมิ 80 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 60 นาที โดยมีĂัตราÿ่üนขĂง split ratio เท่ากับ 50 : 1 คงที่ĂุณĀภูมิ 

180 Ăงýาเซลเซียÿ ใช้แก๊ÿăีเลียมเป็นตัüพาด้üยĂัตราการไĀล 1 มิลลิลิตรต่Ăนาที คüบคุมĂุณĀภูมิเริ่มต้นที่ 

40 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 5 นาที และเพ่ิมเป็น 230 Ăงýาเซลเซียÿ ต่ĂĂีก 5 นาที โดยมีĂัตราการเพ่ิมขึ้น

ขĂงĂุณĀภูมิเท่ากับ 5 Ăงýาเซลเซียÿต่Ăนาที ÿ าĀรับการüิเคราะĀ์น้ าĀนักโมเลกุลจะüิเคราะĀ์ในช่üง 33-500 

เมตรต่Ăเăิร์ต โดยก าĀนดแĀล่งก าเนิดประจุไฟฟ้าที่ĂุณĀภูมิ 230 Ăงýาเซลเซียÿ ใช้พลังงาน 70 Ăิเล็กตรĂน

โüลต์เพื่ĂüิเคราะĀ์น้ าĀนักโมเลกุล โดยก าĀนดĂุณĀภูมิในการถ่ายโĂนมüลÿารĂยู่ที่ 250 Ăงýาเซลเซียÿ 
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บทที่ 3 
ผลกำรทดลอง 

 
3.1 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของยีÿต์ปฏิปักþ์เบื้องต้นในกำรยับยั้งกำรเจริญของ A. carbonarius 
 จากการเลี้ยงยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ร่üมกับรา A. carbonarius F3T1OR4B1 

และ A. carbonarius TK4.2 บนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă PDA ด้üยüิธี Dual culture บ่มที่ ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน เพ่ืĂทดÿĂบคüามÿามารถเบื้Ăงต้นขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ในการยับยั้งการเจริญ พบü่ายีÿต์

ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถยับยั้งการเจริญขĂงราแต่ละÿายพันธุ์ได้ใกล้เคียงกันĂย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติที่คüาม

เชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์  
A. carbonarius F3T1OR4B1 ที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์แต่ละไĂโซเลต มีขนาดโคโลนีลดลงเพียงเล็กน้Ăย

เมื่Ăเทียบกับชุดคüบคุม เมื่Ăพิจารณาถึงลักþณะเÿ้นใยราที่เลี้ยงบนĂาĀาร PDA พบü่า เÿ้นใยมีÿีขาüและÿร้าง

ÿปĂร์ÿีด าไม่แตกต่างจากชุดคüบคุม และพบการเจริญขĂงราเพียงเบาบางและการÿร้างÿปĂร์น้Ăยลงใกล้

บริเüณรĂยขีดยีÿต์ (รูปที่ 3.1) เมื่ĂพิจารณาถึงประÿิทธิภาพขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ทั้งÿĂงไĂโซเลตในการยับยั้งการ

เจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 พบü่า ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถยับยั้งการเจริญขĂงราได้เพียง

เล็กน้Ăย (น้Ăยกü่า 15 เปĂร์เซ็นต์) โดยยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ยับยั้งการเจริญขĂงราได้ดีกü่า ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 

โดยมีเปĂร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญขĂงราเท่ากับ 10.76±0.43 เปĂร์เซ็นต์ และ 7.11±0.50 เปĂร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ (ตารางท่ี 3.1) 
ÿ าĀรับ A. carbonarius TK4.2 ที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์แต่ละไĂโซเลต พบü่ามีขนาดลดลงเพียงเล็กน้Ăย

เมื่Ăเทียบกับชุดคüบคุม และÿังเกตเĀ็นการเจริญและการÿร้างÿปĂร์ขĂง A. carbonarius TK4.2 ในบริเüณ

รĂยขีดยีÿต์บางÿ่üน (รูปที่ 3.2) เมื่Ăพิจารณาถึงลักþณะเÿ้นใยราที่เลี้ยงบนĂาĀาร PDA พบü่า เÿ้นใยมีÿีขาü

และÿร้างÿปĂร์ÿีด าไม่แตกต่างจากชุดคüบคุม ทั้งนี้ ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถยับยั้งการเจริญขĂงราได้เพียง

เล็กน้Ăย (น้Ăยกü่า 15 เปĂร์เซ็นต์) โดยยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ยับยั้งการเจริญขĂงราได้ดีกü่า ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 

โดยมีเปĂร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญขĂงราเท่ากับ 9.51±0.31 เปĂร์เซ็นต์ และ 8.85±0.06 เปĂร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ (ตารางท่ี 3.1)  
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รูปที่ 3.1 การเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี Dual culture  
บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ 

(ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2 การเจริญขĂง A. carbonarius TK4.2 เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี Dual culture บ่มที่ 25 
Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์

ไĂโซเลต Y20  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข ค
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ตำรำงท่ี 3.1 การเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 และ A. carbonarius TK4.2 เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับ

ยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี dual culture บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน  

ชุดทดÿĂบ 

การเจริญขĂงรา A. carbonarius 
F3T1OR4B1 

การเจริญขĂงรา A. carbonarius 
TK4.2 

เÿ้นผ่านýูนย์ 
กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เปĂร์เซ็นต์ 
การยับยั้ง 

เÿ้นผ่านýูนย์ 
กลางโคโลนี 

(เซนติเมตร) 

เปĂร์เซ็นต์ 
การยับยั้ง 

ชุดคüบคุม 6.57±0.78 a  5.76±0.17 a  
ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 6.10±0.39 b 7.11±0.50 b 5.25±0.16 b 8.85±0.06 b 
ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 5.86±0.45 b 10.76±0.43 b 5.21±0.22 b 9.51±0.31 b 

* ตัüĂักþรที่แตกต่างกัน แÿดงคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์ 

(p > 0.05) 
 
3.2 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของยีÿต์ปฏิปักþ์ในกำรÿร้ำงÿำรยับยั้งกำรเจริญเม่ือเลี้ยงร่üมกับรำ 

จากการทดÿĂบคüามÿามารถขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ในการÿร้างÿารยับยั้ง เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับราด้üยüิธี Agar 
spot assay แล้üÿังเกตการเจริญขĂงราที่เจริญบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง PDA ที่Ăยู่ด้านบนขĂงโคโลนียีÿต์

ปฏิปักþ์แต่ละไĂโซเลตที่Ăยู่บนĂาĀาร YPD เมื่Ăบ่มเป็นเüลา 7 üัน พบบริเüณยับยั้ง (inhibition zone) การ

เจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 โดยเฉพาะการเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y08 มีบริเüณยับยั้งเกิดขึ้น

Ăย่างชัดเจน (รูปที่ 3.3ข) และมีบริเüณกü้างกü่าเมื่Ăเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ที่พบบริเüณบริเüณยับยั้ง

เพียงเล็กน้Ăย (รูปที่ 3.3ค) เมื่Ăเทียบกับชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü (รูปที่ 3.3ก)  
 

 
  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.3 การเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี Agar spot 
assay บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมท่ีเลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 
และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 

ก ข ค 



21 
 

ÿ าĀรับ A. carbonarius TK4.2 ที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y08 ÿังเกตเĀ็นบริเüณยับยั้งเพียง

เล็กน้Ăย (รูปที่ 3.4ข) และพบการเจริญขĂงราที่มากกü่าการเลี้ยงราร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ทีÿ่ังเกตเĀ็น

บริเüณยับยั้งชัดเจนและเĀ็นเป็นüงกü้าง (รูปที่ 3.4ค) เมื่Ăเทียบกับชุดคüบคุมที่เลี้ยงราĂย่างเดียü (รูปที่ 3.4ก)  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.4 การเจริญขĂง A. carbonarius TK4.2 เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี Agar spot assay บ่มที่ 

25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) 

ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
 
 
3.3 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของน้ ำเลี้ยงเชื้อที่ปรำýจำกเซลล์ยีÿต์ในกำรยับยั้งกำรเจริญของรำ 
 จากผลการทดลĂงในข้Ă 3.2 แÿดงใĀ้เĀ็นถึงยีÿต์ปฏิปักþ์ทั้งÿĂงไĂโซเลตที่ใช้ในการทดÿĂบÿามารถ

ผลิตÿารเมแทบĂไลต์ทีแ่พร่ผ่านĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăมายับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 และ A. 

carbonarius TK4.2 ได้ จึงทดÿĂบประÿิทธิภาพเบื้Ăงต้นขĂงน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์โดยใช้üิธี Agar 
diffusion assay โดยใช้น้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ในช่üง mid log phase และ late log phase ทั้งที่

ผ่านและไม่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăนÿูง ซึ่งผลการทดลĂงพบü่า น้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากเซลล์ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลต

ในช่üง mid log phase และ late log phase ที่ผ่านและไม่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน ไม่ÿามารถยับยั้งการเจริญ

ขĂงรา A. carbonarius F3T1OR4B1 (รูปที่ 3.5 และ 3.6) และ A. carbonarius TK4.2 (รูปที่ 3.7 และ 3.8) 

ราในชุดทดÿĂบเจริญได้ไม่แตกต่างจากราในชุดคüบคุม และไม่พบบริเüณยับยั้งรĂบĀลุมที่ใช้ทดÿĂบ 
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รูปที่ 3.5 การเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 เมื่ĂทดÿĂบคüามÿามารถขĂงน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจาก

เซลล์ยีÿต์ในช่üง mid log phase เพ่ืĂยับยั้งการเจริญขĂงราด้üยüิธี Agar diffusion assay Āลุม A ทดÿĂบ

ด้üยน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน Āลุม B ทดÿĂบน้ าด้üยเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์

ยีÿต์ที่ไม่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü 

(ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.6 การเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 เมื่ĂทดÿĂบคüามÿามารถขĂงน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจาก

เซลล์ยีÿต์ในช่üง late log phase เพ่ืĂยับยั้งการเจริญขĂงราด้üยüิธี Agar diffusion assay Āลุม A ทดÿĂบ

ด้üยน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน Āลุม B ทดÿĂบน้ าด้üยเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์

ยีÿต์ที่ไม่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü 

(ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
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รูปที่ 3.7 การเจริญขĂง A. carbonarius TK4.2 เมื่ĂทดÿĂบคüามÿามารถขĂงน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากเซลล์

ยีÿต์ในช่üง mid log phase เพ่ืĂยับยั้งการเจริญขĂงราด้üยüิธี Agar diffusion assay Āลุม A ทดÿĂบด้üยน้ า

เลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน Āลุม B ทดÿĂบน้ าด้üยเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ไม่

ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) 

ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.8 การเจริญขĂง A. carbonarius TK4.2 เมื่ĂทดÿĂบคüามÿามารถขĂงน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากเซลล์

ยีÿต์ในช่üง late log phase เพ่ืĂยับยั้งการเจริญขĂงราด้üยüิธี Agar diffusion assay Āลุม A ทดÿĂบด้üยน้ า

เลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน Āลุม B ทดÿĂบน้ าด้üยเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ที่ไม่

ผ่านการใĀ้คüามร้Ăน บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) 

ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
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3.4 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของÿำรประกอบอินทรีย์ระเĀยง่ำย (volatile organic compounds: 
VOCs) ของยีÿต์ต่อกำรยับย้ังกำรเจริญและกำรผลิตโอครำทอกซินเอของ A. carbonarius  
 

3.4.1 การทดÿĂบคüามÿามารถในการผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ต่Ăการยับยั้งการ

เจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius 
 เมื่Ăน า A. carbonarius F3T1OR4B1 ที่เจริญบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง PDA เลี้ยงร่üมกับยีÿต์แต่ละ 

ไĂโซเลตที่เจริญบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง YPD ด้üยüิธี face to face double petri dish assay พบü่า รามี

ขนาดโคโลนีเล็กลงĂย่างเĀ็นได้ชัด เมื่Ăพิจารณาถึงลักþณะเÿ้นใยราที่เลี้ยงบนĂาĀาร PDA ไม่พบü่าราÿร้าง

เÿ้นใยÿีขาüและÿปĂร์ÿีด า ซึ่งแตกต่างจากชุดคüบคุมที่ราÿร้างเÿ้นใยÿีข้าüและÿปĂร์ÿีด า (รูปที่ 3.9) 

โดยเฉพาะกับการเลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ซึ่งยับยั้งการเจริญได้ดีกü่าการเลี้ยงราร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต 

Y08 โดยมีเปĂร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเป็น 96.09±0.94 และ 89.49±0.26 เปĂร์เซ็นต์ ตามล าดับ ÿ าĀรับ

ปริมาณโĂคราทĂกซินเĂ พบü่า ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂงราได้ใกล้เคียงกัน 

โดยยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂÿูงÿุด 99.70±0.39 เปĂร์เซ็นต์ ในขณะเดียüกันยีÿต์ไĂโซ

เลต Y08 ÿามารถลดการผลิตโĂครทĂกซินเĂได้เท่ากับ 95.29±0.42 เปĂร์เซ็นต์ เมื่Ăเทียบกับชุดคüบคุม 

(ตารางท่ี 3.2) เมื่Ăน าค่าไปüิเคราะĀ์ทางÿถิติพบü่า ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตยับยั้งการเจริญและลดการผลิตโĂครา

ทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 โดยไม่มีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติที่ระดับคüาม

เชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต ์
 ÿ าĀรับ A. carbonarius TK4.2 พบü่า โคโลนีขĂงราที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y08 มีขนาดใĀญ่

กü่าที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 เมื่Ăพิจารณาถึงลักþณะเÿ้นใยราที่เลี้ยงบนĂาĀาร PDA พบü่า ราÿร้าง

เÿ้นใยÿีขาüและÿร้างÿปĂร์ÿีด าไม่แตกต่างจากชุดคüบคุม (รูปที่ 3.10) โดยยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และยีÿต์ไĂโซ

เลต Y20 แÿดงเปĂร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเป็น 35.40±0.50 เปĂร์เซ็นต์ และ 98.88±0.70 เปĂร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ ÿ าĀรับการผลิตโĂครทĂกซินเĂ พบü่า ราที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ผลิตโĂคราทĂกซินเĂ

ลดลง 95.53±0.08 เปĂร์เซ็นต์ ในขณะที่ราที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y08 ผลิตโĂคราทĂกซินเĂลดลง 

76.33±2.40 เปĂร์เซ็นต์ เมื่Ăเทียบกับชุดคüบคุม (ตารางที่ 3.3) Ăย่างไรก็ตาม เมื่Ăน าค่าไปüิเคราะĀ์ทางÿถิติ

พบü่า ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตยับยั้งการเจริญและลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius TK4.2 โดยมี

คüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต ์
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รูปที่ 3.9 การเจริญขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 เมื่ĂทดÿĂบคüามÿามารถในการÿร้างÿารประกĂบ

Ăินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี face to face double petri dish assay บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ 

เป็นเüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
 
 

ตำรำงที่ 3.2 การยับยั้งการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 โดย

ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ÿร้างจากยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี face to face double petri dish assay บ่ม

ที่ĂุณĀภูมิ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน 
ชุดทดÿĂบ การเจริญขĂงรา การผลิตโĂคราทĂกซินเĂ 

เÿ้นผ่านýูนย์กลาง

โคโลนี (เซนติเมตร) 
เปĂร์เซ็นต์ 
การยับยั้ง 

ปริมาณโĂครา-

ทĂกซินเĂ 
(นาโนกรัมต่Ăกรัม) 

เปĂร์เซ็นต์ 
การลดลง 

ชุดคüบคุม 6.97±0.35 a  251.99±0.54 a  
ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 1.43±0.26 b 89.49±0.26 b 11.87±1.74 b 95.29±0.42 b 
ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 0.83±0.02 b 96.09±0.94 b 0.76±0.07 b 99.70±0.39 b 

* ตัüĂักþรที่แตกต่างกัน แÿดงคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์ 

(p > 0.05) 
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รูปที่ 3.10 การเจริญขĂง A. carbonarius TK4.2 เมื่ĂทดÿĂบคüามÿามารถในการÿร้างÿารประกĂบĂินทรีย์

ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี face to face double petri dish assay บ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็น

เüลา 7 üัน (ก) ชุดคüบคุมที่เลี้ยงราเพียงĂย่างเดียü, (ข) ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ (ค) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 
 
 

ตำรำงท่ี 3.3 การยับยั้งการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius TK4.2 โดยÿารประกĂบ

Ăินทรีย์ระเĀยง่ายที่ÿร้างจากยีÿต์ปฏิปักþ์ด้üยüิธี face to face double petri dish assay บ่มที่ĂุณĀภูมิ 25 

Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน 
ชุดทดÿĂบ การเจริญขĂงรา การผลิตโĂคราทĂกซินเĂ 

เÿ้นผ่านýูนย์กลาง

โคโลนี (เซนติเมตร) 
เปĂร์เซ็นต์ 
การยับยั้ง 

ปริมาณโĂครา-

ทĂกซินเĂ  
(นาโนกรัมต่Ăกรัม) 

เปĂร์เซ็นต์ 
การลดลง 

ชุดคüบคุม 6.23±0.10 a  436.00±0.57 a  
ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 4.00±0.05 b  35.40±0.50 b * 150.95±1.74 b  76.33±2.40 b 
ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 0.70±0.03 c 98.88±0.70 c 19.52±0.07 c 95.53±0.08 c 

* ตัüĂักþรที่แตกต่างกัน แÿดงคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติที่ระดับคüามเชื่Ăมั่น 95 เปĂร์เซ็นต์ 

(p > 0.05) 
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3.4.2 üิเคราะĀ์ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราโดยใช้ Scanning Electron Microscope (SEM) 
จากผลการทดลĂงในข้Ă 3.4.1 พบü่ายีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตมีประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญขĂงรา   

A. carbonarius F3T1OR4B1 และ A. carbonarius TK4.2 ได้ใกล้เคียงกัน โดยไĂโซเลต Y20 ใĀ้ผลการ

ยับยั้งดีกü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y08 ดังนั้น จึงเลืĂกบริเüณขĂบขĂงโคโลนี A. carbonarius TK4.2 ที่เลี้ยงร่üมกับ

ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 มาüิเคราะĀ์ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาโดยใช้เครื่Ăง Scanning Electron Microscope 
(SEM) เปรียบเทียบกับราในชุดคüบคุมท่ีก าลังขยาย 500 เท่า และท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า  

รูปที่ 3.11ค แÿดงลักþณะเÿ้นใยบริเüณขĂบโคโลนีที่ก าลังขยาย 500 เท่าขĂง A. carbonarius 
TK4.2 ที่เลี้ยงร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 พบบริเüณปลายเÿ้นใย (ลูกýรÿีเĀลืĂง) ได้Ăย่างชัดเจนเมื่Ăเทียบกับ

เÿ้นใยขĂงราในชุดคüบคุม และเĀ็นเÿ้นใยมีคüามลีบแบนผิดปกติ (ลูกýรÿีแดง) และที่ก าลังขยาย  1000 เท่า 

(รูปที่ 3.9ง) ÿังเกตเĀ็นเÿ้นใยมีคüามลีบแบนผิดปกติĂย่างเĀ็นได้ชัด แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y20 มี
ประÿิทธิภาพในการÿร้างÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายในการยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius TK 4.2 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.11 ลักþณะเÿ้นใยบริเüณขĂบโคโลนีขĂง A. carbonarius TK4.2 จากกล้Ăง Scaning Electron 
Microscope (SEM) เมื่ĂทดÿĂบผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ไĂโซเลต Y20 บ่มที่ 25 Ăงýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 7 üัน (ก, ข) ชุดคüบคุมที่ก าลังขยาย 500 และ 1000 เท่า (ค , ง) ชุดทดÿĂบที่ก าลังขยาย 

500 และ 1000 เท่า, ลูกýรÿีเĀลืĂงแÿดงปลายเÿ้นใย, ลูกýรÿีแดงแÿดงลักþณะเÿ้นใยที่ลีบแบนผิดปกติ 

ก ข

ค ง
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3.4.3 การüิเคราะĀ์ชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ 
 จากการทดลĂงในข้Ă 3.4.1 พบü่า ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ÿามารถÿร้างÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่าย

ยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius ทั้งÿĂงÿายพันธุ์ได้ดีกü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y08 ดังนั้น จึงüิเคราะĀ์Āาชนิด

ขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ÿร้างข้ึนด้üยüิธี Headspace Gas Chromatography-

Mass Spectrometry (Headspace GC-MS) ผลการüิเคราะĀ์ชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายแÿดง

ในรูปที่ 3.12 และตารางที่ 3.4 พบü่า ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ÿามารถผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายได้ 10 

ชนิด โดยผลิตเĂทานĂลได้มากที่ÿุด (retention time, RT เท่ากับ 3.159 นาที) รĂงลงมาเป็น 1-บิüทานĂล, 
3-เมทิล-, Ăะซิเตท (RT เท่ากับ 8.215 นาที) Ăันดับที่ÿาม คืĂ เĂทิลĂะซิเตท (RT เท่ากับ 2.555 นาที) 
 

รูปที่ 3.12 โครมาโทแกรมขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายในÿัดÿ่üนที่มากที่ÿุดที่ผลิตจากยีÿต์ไĂโซเลต 

Y20 
 
ตำรำงท่ี 3.4 ชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ผลิตจากยีÿต์ปฏิปักþ์ เมื่Ăบ่มที่ 25 Ăงýาเซลเซียÿ เป็น

เüลา 2 üัน üิเคราะĀ์โดยเครื่Ăง GC/MS Chromatography 
ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่าย Retention time, RT (นาที) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 (RA%) 

Ăะซีตัลดีไăด์ 1.543 1.2 
เĂทิลĂะซิเตท 2.555 30.84 
บิüทานาล, 3-เมทิล 2.902 0.52 
เĂทานĂล 3.159 100 
ไĂโซบิüบิล Ăะซิเตท 4.799 0.66 
1-โพรพานĂล, 2-เมทิล 7.455 3.25 
1-บิüทานĂล, 3-เมทิล-, Ăะซิเตท 8.215 49.53 
1-บิüทานĂล, 3-เมทิล 11.055 5.34 
กรดĂะซิติก 18.557 1.23 
กรดแĂซิติก, 2-ฟีนิลเĂÿเทĂร์ 26.712 2.62 

เĂทานĂล 
1-บิüทานĂล, 3-เมทิล-, Ăะซิเตท 
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บทที่ 4 
ÿรุปและüิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของยีÿต์ปฏิปักþ์เบื้องต้นในกำรยับยั้งกำรเจริญของ A. carbonarius 

จากการทดÿĂบประÿิทธิภาพเบื้Ăงต้นขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ไĂโซเลต Y08 และ Y20 ในการยับยั้งการเจริญ 

โดยใช้üิธี  Dual culture พบü่ายีÿต์ทั้ งÿĂงไĂโซเลตÿามารถยับยั้ งการเจริญขĂง A.  carbonarius 
F3T1OR4B1 และ A. carbonarius TK4.2 ได้ใกล้เคียงกัน (7-10 เปĂร์เซ็นต์) ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ÿามารถ

ยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius ทั้งÿĂงÿายพันธุ์ ได้ดีกü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y08 (10.76±0.43 และ 

9.51±0.31 เปĂร์เซ็นต์ ÿ าĀรับ A. carbonarius F3T1OR4B1 และ A. carbonarius TK4.2 ตามล าดับ) 
จากผลการทดลĂง Dual culture แÿดงใĀ้เĀ็นü่า ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตมีคüามÿามารถในการยับยั้ง

การเจริญขĂง A. carbonarius ซึ่งการยับยั้งการเจริญนี้Ăาจเกิดจากการแย่งชิงÿารĂาĀารและพ้ืนที่เพ่ืĂการ

เจริญขĂงยีÿต์ เมื่Ăเüลาผ่านไปĀลังจากช่üง 24 ชั่üโมงแรก ยีÿต์มีบทบาทÿ าคัญในการแย่งชิงÿารĂาĀารกับรา

ก่Ăโรคร่üมกับการแย่งชิงพ้ืนที่การเจริญ เพ่ืĂป้Ăงกันการเน่าเÿียขĂงผลผลิตเนื่Ăงมาจากราก่Ăโรค (Li และคณะ

, 2008; Liu และคณะ, 2012) และยังมีการÿืบพันธุ์Ăย่างรüดเร็üและมีกระบüนการเมแทบĂลิซึมได้รüดเร็üกü่า 

จึงท าใĀ้เกิดการยับยั้งการÿร้างขĂงÿปĂร์ราได้ (Droby และ Chalutz, 1994) การผลิตเĂนไซม์ในการย่Ăยผนัง

เซลล์ขĂงราเป็นĀนึ่งในกลไกที่ÿ าคัญในการยับยั้งการเจริญขĂงรา เช่น งานüิจัยขĂง Nally และคณะในปี 
2015 พบü่า K. marxianus BKm128 และ BKm145 ÿามารถยับยั้งการเจริญขĂง A. sterrus โดยผลิต

เĂนไซม์ลามินาริเนÿ เพ่ืĂท าลายผนังเซลล์ขĂงราและผลิต siderophore เพ่ืĂแย่งชิงธาตุเĀล็กที่ÿ าคัญต่Ăการ

เจริญเติบโตรüมทั้งÿามารถผลิตเĂนไซม์เบต้า-1,3-กลูแคเนÿเพ่ืĂยับยั้งการงĂกขĂงÿปĂร์ราได้Ăีกด้üย 

นĂกจากนี้ งานüิจัยขĂง Di-Francesco และคณะในปี 2015 แÿดงใĀ้เĀ็นถึงประÿิทธิภาพขĂงÿารประกĂบ

Ăินทรีย์ระเĀยง่ายที่ผลิตโดย A. pullulans ในการยับยั้งการเจริญขĂงราก่Ăโรค 5 ชนิด  (B. cinerea, 
Colletotrichum acutatum, P. expansum, P. digitatum และ P. italicum) โดยยับยั้งการเจริญได้มาก

ถึง 88 เปĂร์เซ็นต ์
 
4.2 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของยีÿต์ปฏิปักþ์ในกำรÿร้ำงÿำรยับยั้งกำรเจริญเม่ือเลี้ยงร่üมกับรำ 

เพ่ืĂใĀ้ทราบü่ายีÿต์ยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius ได้Ăย่างไร กลไกแรกที่ทดÿĂบ คืĂ 

คüามÿามารถขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ในการÿร้างÿารยับยั้งการเจริญขĂงราด้üยüิธี Agar spot assay โดยÿังเกต

บริเüณยับยั้งการเจริญ (inhibition zone) ขĂงราบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง PDA ที่Ăยู่เĀนืĂĂาĀาร YPD ที่มีการ

เจริญขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ ผลการทดลĂงพบü่า ยีÿต์แต่ละไĂโซเลตÿามารถยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius 
F3T1OR4B1 และ A. carbonarius TK4.2 แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถÿร้างÿารแพร่ผ่าน

ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง PDA มายับยั้งการเจริญขĂงรา A. carbonarius ทั้งÿĂงÿายพันธุ์ได้ 
การÿร้างÿารยับยั้งการเจริญขĂงราเป็นĀนึ่งในกลไกÿ าคัญที่ยีÿต์ใช้ในการคüบคุมการเจริญขĂงรา 

งานüิจัยขĂง Masih และคณะในปี 2001 พบü่าเมื่Ăเลี้ยง P. membranifaciens ร่üมกับ B. cinerea บนจาน
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ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็งเดียüกัน เกิดบริเüณยับยั้งขึ้นรĂบบริเüณโคโลนีขĂงยีÿต์และเมื่Ăเลี้ยงร่üมกันในĂาĀารเลี้ยง

เชื้ĂเĀลüก็ไม่พบการงĂกขĂงÿปĂร์ราเช่นเดียüกัน จึงแÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีÿต์ปฏิปักþ์ÿามารถÿร้างÿารฆ่าราได้ 

งานüิจัยขĂง Choudhury และคณะในปี 1994 ได้ทดÿĂบเมแทบĂไลต์ÿĂงชนิดที่ÿร้างจากยีÿต์คล้ายรา 

Sporothrix flocculosa ได้แก่ hetadecadienal และ กรด 4-methyl-7,11-heptadecadienoic ÿามารถ

ยับยั้งการเจริญขĂง B. cinerea และ Fusarium oxysporum ได้โดยท าใĀ้การงĂกขĂงÿปĂร์และมüลชีüภาพ

ขĂงราลดลง นĂกจากนี้ ในงานüิจัยขĂง Castoria และคณะในปี 2001 ได้ýึกþากิจกรรมคüามเป็นปฏิปักþ์

ขĂง A. pullulans (ยีÿต์ด า) ต่Ăราก่ĂโรคในĂงุ่น (B. cinerea, P. expansum, R. stolonifer และ A. niger) 
และในแĂปเปิล (B. cinerea และ P. expansum) พบü่ายีÿต์ด าÿามารถผลิตเĂนไซม์ exochitinase [N-

acetyl-β-d-glucosaminidase (Nagase)] และ β-1-3-glucanase ĂĂกมานĂกเซลล์เพ่ืĂท าลายผนังเซลล์รา 
 
4.3 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของน้ ำเลี้ยงเชื้อที่ปรำýจำกเซลล์ยีÿต์ในกำรยับยั้งกำรเจริญของรำ 
 จากผลการทดลĂงข้างต้นท าใĀ้ทราบü่ายีÿต์ปฏิปักþ์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถผลิตÿารยับยั้งการเจริญ

ขĂง A. carbonarius ได ้ดังนั้น จึงทดÿĂบต่Ăไปü่ายีÿต์ปฏิปักþ์ผลิตÿารยับยั้งดังกล่าüในช่üงใดขĂงการเจริญ

และทดÿĂบคุณÿมบัติเบื้Ăงต้นขĂงÿารยับยั้งที่ยีÿต์ผลิตขึ้น ด้üยการทดÿĂบประÿิทธิภาพขĂงน้ าเลี้ยงเชื้Ă

ปราýจากเซลล์ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตด้üยüิธี Agar diffusion assay โดยใช้น้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์

ในช่üง mid log phase และ late log phase ที่ผ่านและไม่ผ่านการใĀ้คüามร้Ăนÿูงในการยับยั้งการเจริญขĂง 

A. carbonarius ทั้งÿĂงÿายพันธุ์ พบü่า น้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตในทุกชุดทดÿĂบ ไม่

ÿามารถยับยั้งการเจริญและการงĂกขĂงÿปĂร์ A. carbonarius ทั้งÿĂงÿายพันธุ์ได้ แÿดงü่าÿารที่Ăยู่ในน้ า

เลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากเซลล์ยีÿต์ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญขĂงรา Ăย่างไรก็ตาม ผลจากการทดÿĂบด้üยüิธี  Agar 
spot assay แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถผลิตÿารที่ซึมผ่านĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็งได้ ดังนั้น จึง

เป็นไปได้ü่าÿารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งดังกล่าüจะถูกÿร้างขึ้นก็ต่Ăเมื่Ăมีการเลี้ยงร่üมกับราเท่านั้น ซึ่งÿĂดคล้Ăง

กับงานüิจัยขĂง Chen และคณะในปี 2020 ที่ýึกþาน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ P. galeiformis โดยการ

กรĂงตะกĂนเซลล์ยีÿต์ĂĂกแล้üน าเฉพาะน้ าเลี้ยงเชื้Ăที่ปราýจากเซลล์ยีÿต์ไปĀยดลงในĀลุมที่ถูกเจาะบริเüณ

กลางĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็งเพ่ืĂยับยั้งการงĂกขĂงÿปĂร์รา P. digitatum ที่ถูกกระจายลงบนĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง

เดียüกันนี้ พบü่า น้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ดังกล่าüไม่ÿามารถยับยั้งการเจริญและการงĂกขĂงÿปĂร์รา

ได้ Zhu และคณะในปี 2015 ที่ýึกþาน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ S. cerevisiae M114 ในการยับยั้งการ

งĂกขĂงÿปĂร์รา A. carbonarius พบü่า เมื่Ăบ่มราร่üมกับยีÿต์ แล้üแยกน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ĂĂก

จากตะกĂนเซลล์ยีÿต์ และน าน้ าเลี้ยงเชื้Ăปราýจากเซลล์ยีÿต์ไปบ่มร่üมกับÿปĂร์ราĂีกครั้ง ÿามารถยับยั้งการ

งĂกขĂงÿปĂร์ราได้Ăย่างชัดเจน ดังนั้น จึงÿรุปได้ü่า ยีÿต์ÿามารถÿร้างÿารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการงĂก

ขĂงÿปĂร์ราเมื่Ăมีการเจริญไปพร้Ăมกับรา 
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4.4 กำรทดÿอบคüำมÿำมำรถของÿำรประกอบอินทรีย์ระเĀยง่ำย (volatile organic compounds: 
VOCs) ของยีÿต์ต่อกำรยับย้ังกำรเจริญและกำรผลิตโอครำทอกซินเอของ A. carbonarius  
 

4.4.1 การทดÿĂบคüามÿามารถในการผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ต่Ăการยับยั้งการ

เจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius 
 การทดÿĂบคüามเป็นปฏิปักþ์ขĂงยีÿต์ด้üยüิธี face to face double petri dish assay โดยการ

เลี้ยงราบนจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง PDA จานĀนึ่งประกบเข้ากับจานĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă YPD ที่เลี้ยงยีÿต์ไü้Ăีก

จานĀนึ่ง เป็นการýึกþากลไกÿ าคัญĂีกประการĀนึ่ง คืĂ การผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์

ปฏิปักþ์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการผลิตÿารพิþจากรา โดยÿังเกตได้จากการเปลี่ยนแปลงทางÿัณฐาณ

üิทยา เปĂร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญ และเปĂร์เซ็นต์การลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius 
F3T1OR4B1 และ A. carbonarius TK4.2 เมื่Ăเลี้ยงร่üมกับยีÿต์แต่ละไĂโซเลต ซึ่งผลการทดลĂงพบü่า ยีÿต์

ปฏิปักþ์ทั้งÿĂงไĂโซเลตÿามารถผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญขĂงราได้Ăย่างมี

ประÿิทธิภาพมาก (90-100 เปĂร์เซ็นต์) และÿามารถลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂตั้งแต่ 95-100 เปĂร์เซ็นต์ 

โดยที่ยีÿต์ปฏิปักþ์ไĂโซเลต Y20 ใĀ้ผลการยับยั้งการเจริญขĂงราได้ดีกü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y08 ด้üยเปĂร์เซ็นต์

การยับยั้งการเจริญเป็น 98.88±0.70 เปĂร์เซ็นต์ และลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂได้ 95.53±0.08 เปĂร์เซ็นต ์
 การÿร้างÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายเป็นĀนึ่งในกลไกÿ าคัญที่ยีÿต์ปฏิปักþ์ใช้ในการยับยั้งการ

เจริญขĂงราก่Ăโรค ในงานüิจัยขĂง Fiori และคณะในปี 2014 ได้ทดÿĂบคüามÿามารถขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์         

4  ÿ า ย พัน ธุ์  ไ ด้ แ ก่  Cyberlindnera jadinii 273 , C.  friedrichii 778 , C.  intermedia 235  แล ะ                             

L. thermotolerans 751 ในการยับยั้งการเจริญขĂง A. carbonarius พบü่า ยีÿต์ปฏิปักþ์ÿามารถผลิต

ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายในการป้ĂงกันการงĂกขĂงÿปĂร์ราได้ ในขณะเดียüกัน งานüิจัยขĂง Ponsone 

และคณะในปี 2011 ได้ýึกþาประÿิทธิภาพขĂงยีÿต์ Kluyveromyces thermotolerans ในการยับยั้งการ

เจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง Aspergillus section Nigri ในĂงุ่น พบü่า ยีÿต์ปฏิปักþ์นี้ยับยั้งการ

เจริญขĂงราและลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂได้มากถึง 82.5 เปĂร์เซ็นต์ และ 100 เปĂร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

นĂกจากนี้ มีงานüิจัยĂีกĀลายงานที่แÿดงใĀ้เĀ็นü่ามียีÿต์ปฏิปักþ์Āลายชนิดที่ÿามารถผลิตÿารประกĂบ

Ăินทรีย์ระเĀยง่ายในการคüบคุมการเจริญขĂง B. cinerea ได้ทั้งในĀลĂดทดลĂงและผลÿตรĂเบĂรี่  เช่น                 

C. intermedia (Huang และคณะ, 2011) W. anomalus, Metschnikowia pulcherrimai (Parafati และ

คณะ, 2015) รüมไปถึงÿิ่งมีชีüิตคล้ายยีÿต์ A. pullulans (ยีÿต์ด า) ที่ÿามารถผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀย

ง่ายเพ่ืĂลดการเจริญขĂงรา B. cinerea, C. acutatum, P. expansum, P. digitatum และ P. italicum ได้

เช่นกัน (Di-Francesco และคณะ, 2015)  
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4.4.2 üิเคราะĀ์ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราโดยใช้ Scanning Electron Microscope (SEM) 
 จากผลการทดÿĂบคüามÿามารถในการผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ไĂโซเลต Y08 

และยีÿต์ไĂโซเลต Y20 เพ่ืĂยับยั้งการเจริญและการผลิตÿารพิþจากราขĂง A. carbonarius F3T1OR4B1 

และ A. carbonarius TK4.2 พบü่า ยีÿต์ปฏิปักþ์ทั้งÿĂงไĂโซเลตใĀ้ผลการยับยั้งการเจริญและการผลิตโĂครา

ทĂกซินเĂใกล้เคียงกัน โดยยีÿต์ไĂโซเลต Y20 มีประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญและการลดการผลิตโĂครา

ทĂกซินเĂดีกü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y08 ดังนั้น จึงน าเÿ้นใยบริเüณขĂบขĂงโคโลนี A. carbonarius TK4.2 ที่เลี้ยง

ร่üมกับยีÿต์ไĂโซเลต Y20 มาüิเคราะĀ์ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาโดยใช้กล้Ăงจุลทรรýน์แบบÿ่Ăงกราด 

(Scanning Electron Microscope: SEM) ซึ่งจากผลการüิเคราะĀ์ลักþณะขĂงเÿ้นใยบริเüณขĂบโคโลนีรา

พบü่า เÿ้นใยมีลักþณะแตกต่างจากชุดคüบคุมĂย่างเĀ็นได้ชัด โดยมีลักþณะลีบแบนผิดไปจากปกติและเĀ็น

บริเüณปลายÿุดขĂงเÿ้นใยได้Ăย่างชัดเจนในชุดทดÿĂบ แÿดงใĀ้เĀ็นü่า ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายที่ยีÿต์

ไĂโซเลต Y20 ผลิตขึ้นมีผลต่ĂลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงรา ท าใĀ้การพัฒนาขĂงเÿ้นใยราผิดปกติ 

ÿĂดคล้ĂงกับงานüิจัยขĂง Fiori และคณะในปี 2014 ýึกþาผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์

ปฏิปักþ์ต่ĂการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius พบü่า C. frieddrichii 778 ÿามารถ

ยับยั้งการเจริญขĂงราได้Ăย่างมีนัยÿ าคัญ โดยมีขนาดขĂงโคโลนีราลดลงและไม่ÿร้างÿปĂร์ เมื่Ăÿังเกตลักþณะ

ขĂงเÿ้นใยราผ่านกล้Ăงจุลทรรýน์ÿเตĂริโĂพบü่า เÿ้นใยขĂงราบริเüณขĂบขĂงโคโลนีมีลักþณะที่ยืดยาüและ

บางกü่าเÿ้นใยขĂงราในชุดคüบคุมĂย่างชัดเจน ในขณะเดียüกันงานüิจัยขĂง Farbo และคณะในปี 2018 

ทดÿĂบÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ต่Ăการยับยั้งการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซิ นเĂ 

ขĂง A. carbonarius และ A. ochraceus ที่ปนเปื้ĂนในĂงุ่น และน าเÿ้นใยบริเüณขĂบโคโลนีขĂงราทั้งÿĂง

ชนิดมาÿ่Ăงด้üยกล้Ăงจุลทรรýน์ พบü่า ปลายเÿ้นใยมีการแตกĂĂกผิดปกติต่างจากเÿ้นใยในชุดคüบคุม 

นĂกจากนี้ เÿ้นใยมีการจับตัüเป็นก้ĂนและเกิดการบüมแตกในĀลายต าแĀน่ง 
 

4.4.3 üิเคราะĀ์ชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ 
 จากผลการüิเคราะĀ์ĀาชนิดขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ด้üยüิธี 

Headspace GC-MS พบü่า ยีÿต์ไĂโซเลต Y20 ÿามารถผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายĀลายชนิด 

โดยเฉพาะÿารประกĂบในกลุ่มแĂลกĂăĂล์โดยผลิตเĂทานĂลได้มากที่ÿุด รĂงลงมาเป็น 1-บิüทานĂล, 3-

เมทิล-, Ăะซิเตท และผลิตเĂทิลĂะซิเตทได้เป็นล าดับที่ÿาม ซึ่งÿĂดคล้ĂงกับงานüิจัยขĂง Contarino และคณะ

ในปี 2019 ที่ýึกþาผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ÿี่ÿายพันธุ์  ได้แก่ W. anomalus 
(BS91), M. pulcherrima (MPR3), A. pullulans (PI1) และ S. cerevisiae (BCA61) โดยใช้üิธี SPME-GC-

MS พบü่า ยีÿต์ปฏิปักþ์ทั้งÿี่ชนิดนี้ผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายได้แตกต่างกันĂĂกไป โดยÿามารถผลิต

ÿารประกĂบกลุ่มแĂลกĂăĂล์ (เĂทิลแĂลกĂăĂล์, 3-เมทิล-1-บิüทานĂล และฟีนีลเĂทิล แĂลกĂăĂล์) และเĂÿ

เทĂร์ (เĂทิลĂะซิเตท และไĂโซเĂมิล Ăะซิเตท) เป็นĀลัก นĂกจากนี้ งานüิจัยขĂง Farbo และคณะในปี 2018 

ýึกþาเกี่ยüกับผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ต่ĂการเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง  

A. ochraceus และ A. carbonarius พบü่า ÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์ÿามารถลดการ
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ผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂงราทั้งÿĂงÿายพันธุ์ได้Ăย่างมีนัยÿ าคัญ โดยผลิต 2-ฟีนีลเĂทานĂล เป็นÿารประกĂบ

Āลัก ในขณะเดียüกัน Zhang และคณะได้ýึกþาผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่าย 2-ฟีนีลเĂทานĂล ในปี 

2021 พบü่า 2-ฟีนีลเĂทานĂล ÿามารถยับยั้งการเจริญและการงĂกขĂงÿปĂร์ขĂง Monascus purpureus, 
A. oryzaes, Byssochlamys spectabilis, A. niger นĂกจากนี้ 2-phenylethanol ท าใĀ้เÿ้นใยมีคüามลีบ

แบนและเป็นรูต่างจากชุดคüบคุมĂีกด้üย นĂกจากนี ้ผลขĂงÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายเĀล่านี้เกี่ยüข้Ăงกับ

การแÿดงĂĂกขĂงยีนที่เกี่ยüข้ĂงกับการถĂดรĀัÿเพ่ืĂÿังเคราะĀ์โĂคราทĂกซินเĂในราทั้งÿĂงÿายพันธุ์  โดยจะ

ไปลดการÿังเคราะĀ์โพลีคีไทด์ ลดการÿังเคราะĀ์นĂน-ไรโบโซมĂลเปปไทด์ ลดการÿังเคราะĀ์โมโนĂĂกซีจีเนÿ 

และยับยั้งการท างานขĂงยีนคüบคุม laeA และ veA Ăีกด้üย 
 

จากการทดลĂงทั้งĀมดข้างต้นÿรุปได้ü่า ยีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ Y20 มีคüามÿามารถในการยับยั้ง

การเจริญและการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius โดยใช้กลไกÿ าคัญ คืĂ การÿร้างÿารประกĂบ

Ăินทรีย์ระเĀยง่ายท าใĀ้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักþณะÿัณฐานüิทยาขĂงรา ราเจริญลดลงและÿ่งผลใĀ้ราผลิต

ÿารพิþได้น้ĂยลงĂย่างเĀ็นได้ชัด แÿดงใĀ้เĀ็นü่ายีÿต์ไĂโซเลต Y08 และ Y20 มีýักยภาพที่จะพัฒนาใĀ้เป็นตัü

คüบคุมทางชีüภาพเพ่ืĂใช้ในการคüบคุมราที่ผลิตÿารพิþในผลผลิตทางการเกþตรและĂาĀารในĂนาคต 

Ăย่างไรก็ตาม ÿิ่งÿ าคัญที่ýึกþาต่Ăไป คืĂ การระบุชนิดขĂงยีÿต์ทั้งÿĂงไĂโซเลตเพ่ืĂประเมินคüามเป็นเชื้Ăก่Ă

โรค การýึกþาปัจจัยที่มีผลต่ĂการผลิตÿารประกĂบĂินทรีย์ระเĀยง่ายขĂงยีÿต์ปฏิปักþ์  การýึกþากลไกขĂง

ยีÿต์ปฏิปักþ์ในการลดการผลิตโĂคราทĂกซินเĂขĂง A. carbonarius ในระดับการแÿดงĂĂกขĂงยีน และการ

ทดÿĂบประÿิทธิภาพขĂงยีÿต์ดังกล่าüในการยับยั้งการเจริญขĂงราและการผลิตÿารพิþจากราในตัüĂย่าง

ผลผลิตทางการเกþตรĀรืĂĂาĀารที่มีคüามเÿี่ยงÿูงต่Ăการปนเปื้Ăนÿารพิþจากรา 
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ภำคผนüก ก 
ÿูตรและüิธีเตรียมอำĀำรเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อำĀำรเลี้ยงเชื้อเĀลü YM (Yeast extract Malt extract) 

ÿารÿกัดยีÿต์        3   กรัมต่Ăลิตร 
ÿารÿกัดมĂลต์        3   กรัมต่Ăลิตร 
เพปโทน        5   กรัมต่Ăลิตร 
น้ าตาลเดกซ์โทรÿ      10   กรัมต่Ăลิตร 
ปลĂดประจุ            1,000   มิลลิลิตร 

ละลายĂาĀารใĀ้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üยเครื่Ăงนึ่งฆ่าเชื้ĂคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü 

ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 
2. อำĀำรเลี้ยงเชื้อ YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) 

ÿารÿกัดยีÿต์       10   กรัมต่Ăลิตร 
เพปโทน       20   กรัมต่Ăลิตร 
น้ าตาลเดกซ์โตรÿ      20  กรัมต่Ăลิตร 
ผงüุ้นÿ าĀรับท าĂาĀารแข็ง    15   กรัมต่Ăลิตร 
ปลĂดประจุ            1,000   มิลลิลิตร 

ละลายĂาĀารใĀ้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üยเครื่Ăงนึ่งฆ่าเชื้ĂคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü 

ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 
3. อำĀำรเลี้ยงเชื้อ PDA (Potato Dextrose Agar) 

ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăÿ าเร็จรูป PDA บริþัท Difco, USA   39   กรัม 
ปลĂดประจุ            1,000   มิลลิลิตร 

ละลายĂาĀารใĀ้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üยเครื่Ăงนึ่งฆ่าเชื้ĂคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü 

ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
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ภำคผนüก ข 
กำรเตรียมÿำรละลำย 

 
1. ฟอÿเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate Buffered Saline, PBS pH 7.2) 

น้ าปลĂดประจุ       800   มิลลิลิตร 
โซเดียมคลĂไรด์ (NaCl)          8   กรัม 
โพแทÿเซียมคลĂไรด์ (KCl)      0.2   กรัม 
Na2HPO4 • 7H2O      1.44   กรัม 
KH2PO4       0.24   กรัม 

ผÿมใĀ้เข้ากัน แล้üปรับค่าคüามเป็นกรด-เบÿใĀ้เท่ากับ 7.2 จากนั้นปรับปริมาตรด้üยน้ าปลĂดประจุ

จนมีปริมาตรเท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üยเครื่Ăงนึ่งฆ่าเชื้ĂคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü 

ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 
2. ÿำรแขüนลอยÿปอร์รำ (Physiological water) 

น้ าปลĂดประจุ       100   มิลลิลิตร 
โซเดียมคลĂไรด์ (NaCl)      0.85   กรัม 
ÿารลดแรงตึงผิü Tween 80         1   มิลลิลิตร 

ละลายโซเดียมคลĂไรด์ในน้ าปลĂดประจุ แล้üเติม Tween 80 ผÿมใĀ้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üย

เครื่Ăงนึ่งฆ่าเชื้ĂคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 
3. เฟÿเคลื่อนที่ÿ ำĀรับโอครำทอกซินเอ  

Ăะซีโตไนไตรล์ (HPLC grade)     495   มิลลิลิตร 
น้ าปลĂดประจุ       495   มิลลิลิตร 
กรดĂะซีติก         10   มิลลิลิตร 

ผÿมใĀ้เข้ากัน แล้üกรĂงด้üยชุดกรĂงผ่านกระดาþกรĂงขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร 
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ภำคผนüก ค 
กรำฟมำตรฐำนÿำรพิþจำกรำ 

 
กรำฟมำตรฐำนโอครำทอกซินเอ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครมำโทแกรมของโอครำทอกซินเอ ที่ retention time (RT) ประมำณ 10 นำที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กำรค ำนüณปริมำณโอครำทอกซินเอ 
ปริมาณโĂคราทĂกซินเĂ =                                         A 
 
 

โดย  A คืĂ พ้ืนที่ใต้กราฟ 
 B คืĂ ÿัมประÿิทธิ์Āน้า X ขĂงกราฟมาตรฐานโĂคราทĂกซินเĂ 
 C คืĂ เฟÿเคลื่Ăนที่ที่เติมลงในโĂคราทĂกซินเĂที่ÿกัดได้ (เท่า) 
 D คืĂ น้ าĀนักüุ้น (กรัม) 

[B × 2.5(ปริมาตรเมทานĂลที่ใช้ในการÿกัด(ml)) × C × (1/D)] 
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