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การทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากราบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย Lactobacillus paracasei AN3 มีความสามารถสูงสุดในการยับยั้งการเจริญ
และการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ Aspergillus flavus และโอคราทอกซินเอ ของ A. carbonarius เมื่อเทียบกับ L. 
casei AN2 และ L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 โดยพบว่าเมื่อเลี้ยงราร่วมกับ L. paracasei AN3 รามีการ
เจริญได้เพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และสามารถสร้างอะฟลาทอกซินบี 1 และโอคราทอกซินเอได้ลดลง 100% 
และ 97.56% ตามล าดับ จึงเลือกใช้ L. paracasei AN3 ในการทดลองเพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบส
ต่อความสามารถของ L. paracasei AN3 โดยปรับค่าความเป็นกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 3, 4 และ 5 และแต่
ละค่าความเป็นกรด-เบส บ่มท่ีอุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียสตามล าดับ ผลการทดลองพบว่าท่ีค่าความเป็น กรด-
เบส เท่ากับ 3 และ 4 ในทุกอุณหภูมิท่ีแปรผัน ท้ัง A. flavus และ A. carbonarius ไม่สามารถเจริญได้รวมถึงในชุดควบคุม 
ขณะท่ีค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 ท่ีอุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส ราท้ังสองสายพันธุ์ท่ีใช้ทดสอบสามารถ
เจริญได้ดีในชุดควบคุม อย่างไรก็ตามเมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ไม่พบการเจริญของ A. flavus ในขณะท่ี A. 
carbonarius สามารถเจริญได้เพียงเล็กน้อยและสร้างโอคราทอกซินเอได้ลดลง 88.44% เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เมื่อ
ทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวโพดท่ีผ่านการ
ฆ่าเชื้อ พบว่าเมื่อครบ 21 วันของการหมักสามารถยับยั้งการเจริญของ A. flavus ได้ 100% และสามารถลดปริมาณอะฟลา
ทอกซินบี 1 ได้ 66.95% และเมื่อทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ร่วมกับจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ตามธรรมชาติใน
ข้าวโพด พบว่าเมื่อครบ 21 วันของการหมักสามารถยับยั้งการเจริญของราได้ 100% และลดปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ได ้
72.52% เช่นเดียวกับเมื่อทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอ 
ในข้าวโพดท่ีผ่านการฆ่าเชื้อ พบว่าเมื่อครบ 21 วันของการหมักสามารถยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius ได้ 3.06% 
และสามารถลดปริมาณโอคราทอกซินเอได้ 17.20% และเมื่อทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ร่วมกับจุลินทรีย์
ชนิดอื่นในข้าวโพดหมัก พบว่าเม่ือครบ 21 วันของการหมักสามารถยับยั้งการเจริญของราได้ 52.44% และลดปริมาณโอครา
ทอกซินเอ ได้ 72.52% นอกจากน้ีข้าวโพดหมักในชุดทดสอบท่ีเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรียยังมีโภชนะใกล้ เคียงกับ
ข้าวโพดสด จากผลการทดลองจึงสามารถสรุปได้ว่า L. paracasei AN3 เป็นแล็กติกแอซิดแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพท่ีจะ
น ามาใช้เป็นตัวควบคุมชีวภาพเพ่ือยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และโอคราทอกซินเอ ของ 
A. carbonarius สามารถน าไปพัฒนาเป็นหัวเชื้อตั้งต้นในการผลิตพืชหมักให้มีคุณภาพต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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CHALISA SANGBUA: CONTROL OF MOLD GROWTH AND MYCOTOXIN PRODUCTION IN CORN 
SILAGE USING LACTIC ACID BACTERIA. ADVISOR: ASST. PROF. SUPAT CHAREONPORNWATTANA, 
Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. CHEEWANUN DACHOUPAKAN SIRISOMBOON, Ph.D. {, 101 pp. 

In this study, Lactobacillus casei AN2 and L. paracasei AN3 were tested for their ability to 
inhibit fungal growth, and aflatoxin B1 production of Aspergillus flavus and ochratoxin A production of A. 
carbonarius. The results showed that L. paracasei AN3 showed the greatest inhibitory activity by 
decreasing the growth rate compared to L. casei AN2 and mixed culture, consisting of L. casei AN2, 
and L. paracasei AN3 and the reduction of mycotoxin production by 100% and 97.56% for aflatoxin B1 
and ochratoxin A, respectively. L. paracasei AN3 was selected for further determination of the biocontrol 
activity under different temperatures (25, 30 and 35 oC) and pHs (3, 4 and 5). Both fungi could not grow 
at pH 3 and 4 at all temperatures tested even in the absence of lactic acid bacteria. However, at pH 5 
and 25 oC, both fungi could grow well in the control but when cultured with lactic acid bacteria, no A. 
flavus growth was observed whereas A. carbonarius growth was retarded and ochratoxin A production 
was decreased compared to the control by 88.44%. When testing the ability of L. paracasei AN3 to 
inhibit the growth of A. flavus and aflatoxin B1 production in steriled corn silage, L. paracsei AN3 
inoculant could suppress the growth and aflatoxin B1 production by 100% and 66.95%, respectively after 
21 days of ensiling compared with control silage. In addition, the abilty of L. paracasei AN3 with 
presence of indigenous microorganisms could inhibit the growth and aflatoxin B1 production with 52.44% 
and 72.52%, respectively. Furthermore, the inhibition of growth and ochratoxin A production of A. 
carbonarius in steriled corn silage was also studied. L. paracasei AN3 could reduce the growth and 
ochratoxin A production by 3.06% and 17.20%, respectively after 21 days of ensiling compared to the 
control. In non-sterile conditions, L. paracasei AN3 could inhibit the growth of A. carbonarius and 
ochratoxin A production by 52.44% and 72.52%, respectively. Moreover, the silages inoculated with L. 
paracasei AN3 had overall nutrient compositions comparable to those of fresh feed corn. These results 
revealed that the inhibition of both fungal growth and mycotoxin production by lactic acid bacteria used 
in this study were effective and showed their potential as biocontrol agent in silage. 
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บทที่ 1 

บทน า 

ปัจจุบันปัญหาการขาดแคลนพืชอาหารสัตว์ เช่น หญ้า พืชตระกูลถั่ว  และข้าวโพด                   
อันเนื่องมาจากผลของสภาพภูมิอากาศหรือฤดูกาล เป็นปัญหาที่ส าคัญของเกษตรกรผู้เลี้ยงปศุสัตว์
เป็นอย่างมาก เนื่องจากส่งผลกระทบต่อปริมาณและคุณภาพของปศุสัตว์โดยตรงจึงมีการคิดค้นวิธีที่
จะช่วยแก้ปัญหาดังกล่าว โดยการเก็บรักษาพืชอาหารสัตว์ที่มีมากในฤดูฝนไว้ใช้ในยามขาดแคลนใน
รูปของพืชหมัก 

 พืชหมักหรือไซเลจ (silage) คือการเก็บรักษาพืชอาหารสัตว์ให้อยู่ในรูปของพืชหมัก โดยการ
น าพืชอาหารสัตว์ที่มีอายุและความชื้นที่เหมาะสม มาผ่านกระบวนการหมักในภาวะไร้อากาศ 
(anaerobic fermentation) ท าให้สามารถคงสภาพและคุณค่าทางอาหารของพืชอาหารสัตว์เพ่ือเก็บ
ไว้ใช้ในฤดูขาดแคลนพืชสดได้  กระบวนการหมักในพืชหมักเกิดจากการท างานของแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย (lactic acid bacteria) ซึ่งจะใช้คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได้ (water-soluble 
carbohydrate) เป็นซับสเตรตเพ่ือผลิตกรดแล็กติก ส่งผลให้ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักลดลง 
และเมื่ออยู่ในภาวะไร้อากาศ ท าให้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ใช้อากาศที่ไม่เป็น
ประโยชน์หรือท าให้เกิดการเน่าเสียของพืชหมักได้ (Bolsen และคณะ, 1996) แต่อย่างไรก็ตาม 
ในทางปฏิบัตินั้นการจัดการพืชหมักให้อยู่ในภาวะไร้อากาศโดยสมบูรณ์ท าได้ยาก ยิ่งไปกว่านั้นหากมี
การจัดการพืชหมักอย่างไม่เหมาะสม เช่น  มีรอยรั่วที่ท าให้อากาศสามารถผ่านเข้าไปสัมผัสกับพืช
หมัก หรือมีการปนเปื้อนของแมลง จะท าให้มีโอกาสเกิดการปนเปื้อนของกลุ่มจุลินทรีย์ใช้อากาศ เช่น 
ราและยีสต์ที่มักพบการปนเปื้อนบริเวณผิวหน้าของพืชหมักที่สัมผัสกับอากาศได้ (Driehuis, 2013)
ปัญหาการปนเปื้อนราเป็นปัญหาที่ส าคัญในการรักษาคุณภาพของพืชหมัก โดยเฉพาะราบางชนิดนั้น
สามารถสร้างสารพิษจากรา (mycotoxin) ซึ่งนอกจากจะส่งผลต่อสุขภาพรวมถึงผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก
ปศุสัตว์โดยตรงแล้ว ยังมีผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษย์อีกด้วย สารพิษจากราที่สามารถพบได้ในพืช
หมักได้แก่ อะฟลาทอกซินบี 1 (aflatoxin B1), โอคราทอกซินเอ (ochratoxin A) และฟูโมนิซินบี 
(fumonisin B) เป็นต้น (Alonso และคณะ, 2013) 

 อะฟลาทอกซินเป็นกลุ่มของสารพิษที่เกิดจากราในสกุล Aspergillus โดยเฉพาะอย่างยิ่ง               
A. flavus และ A. parasiticus ซึ่งมักพบปนเปื้อนในพืชและผลิตผลทางการเกษตร เช่น ข้าวโพด 
แบ่งออกได้เป็น 4 ชนิด คือ อะฟลาทอกซินบี 1 อะฟลาทอกซินบี 2 อะฟลาทอกซินจี 1 และ                
อะฟลาทอกซินจี 2 ซึ่ง A. flavus จะสร้างเฉพาะอะฟลาทอกซินบีเท่านั้น ในขณะที่ A. parasiticus           
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จะสร้างทั้งอะฟลาทอกซินบีและจี (Martins และคณะ, 2007) สารพิษในกลุ่มนี้ อะฟลาทอกซินบี 1 มี
ความเป็นพิษสูงที่สุดและยังถูกจัดให้เป็นสารก่อมะเร็ง กลุ่ม 1 โดยองค์การ International Agency 
for Research on Cancer (IARC) (Ghonaimy และคณะ, 2007) ส าหรับในประเทศไทยนั้นได้
ก าหนดให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม หรือ 20 
พีพีบี ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529  ในส่วนของปศุสัตว์พบว่าสัตว์ที่กิน
อาหารที่มีการปนเปื้อนของ อะฟลาทอกซินบี 1 จะท าให้เกิดอาการเบื่ออาหาร การเจริญเติบโตลดลง
ส่งผลให้ได้ผลผลิตลดลง โดยเฉพาะในปศุสัตว์ที่ให้น้ านมเมื่อได้รับสารพิษประเภทนี้เข้าไปจะได้สาร
อนุพันธ์ที่เกิดจากแมแทบอลิซึมของอะฟลาทอกซินบี 1 เกิดเป็นอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 ซึ่งสามารถพบ
ปนเปื้อนได้ในน้ านมและผลิตภัณฑ์จากนม ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภคโดยตรง (Prandini 
และคณะ, 2009) 

 โอคราทอกซิน (Orchratoxins) เป็นกลุ่มของสารพิษที่เกิดจากราในสกุล Aspergillus และ 
Penicillium เช่น A. ochraceus, A. carbonarius, Penicillium verrucosum และ                                  
P. viridicatum แบ่งออกได้เป็นหลายชนิด เช่น โอคราทอกซินเอ โอคราทอกซินบี และ โอคราทอก
ซินซี เป็นต้น โดยชนิดที่พบส่วนใหญ่ในธรรมชาติ คือ โอคราทอกซินเอ มักพบปนเปื้อนในธัญพืช เช่น 
ข้าว ข้าวโพด กาแฟ รวมถึง องุ่น เป็นต้น  องค์การ IARC จัดให้เป็นสารที่อยู่ในกลุ่ม 2B เป็นสารที่
อาจจะก่อให้เกิดมะเร็งได้ในมนุษย์ และมีพิษต่อไต (Amézqueta และคณะ, 2009) ในส่วนของ          
ปศุสัตว์พบว่าหากได้รับโอคราทอกซินเอ เป็นเวลานานจะท าให้เกิดพิษสะสมเรื้อรัง มีเลือดออกใน
อวัยวะภายใน เกิดโรคไตอักเสบ รวมถึงเกิดเนื้องอกในตับและเนื้อเยื่อน้ าเหลือง ส่วนในสัตว์เคี้ยวเอ้ือง
พบว่ามักทนต่อโอคราทอกซินเอ เนื่องจากสามารถถูกย่อยสลายได้โดยโพรโทซัวและเอนไซม์จาก
แบคทีเรียที่อยู่ในกระเพาะอาหาร แต่อย่างไรก็ตามยังสามารถพบสารพิษตกค้างได้ในผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากสัตว์ซึ่งส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคโดยตรง (Scudamore และ Livesey, 1998)  Galvano และ
คณะ (2008) ได้ศึกษาพฤติกรรมการบริโภคของมารดาและการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 
และโอคราทอกซินเอ ในน้ านม โดยเก็บตัวอย่างน้ านมของหญิงให้นมบุตร จ านวน 82 คน ที่มี
พฤติกรรมการบริโภคอาหารที่มีความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนของสารพิษจากราจ าพวกผลิตภัณฑ์จาก
ธัญพืชต่าง ๆ เช่น ขนมปัง รวมถึงผลิตภัณฑ์จากสัตว์ เช่น นม เนื้อหมู และเนื้อวัว เป็นต้น ซึ่งผล
การศึกษาพบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 ในน้ านมทั้งหมด 4 คน คิดเป็นร้อยละ 5 ของ
ตัวอย่างทั้งหมด และพบการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ ในน้ านมถึง 61 คน คิดเป็นร้อยละ 74 
ของตัวอย่างทั้งหมด จากงานวิจัยดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงอันตรายของการปนเปื้อนสารพิษจากราใน
ห่วงโซ่อาหาร ที่สามารถส่งผ่านมายังผู้บริโภคได้ ดังนั้น การควบคุมการปนเปื้อนจากราและสารพิษ
จากราในอาหารสัตว์จะช่วยลดปริมาณสารพิษที่ปนเปื้อนในห่วงโซ่อาหารได้ 
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 การควบคุมการเจริญของราและสารพิษจากราในระหว่างกระบวนการหมักของพืชหมัก
สามารถท าได้หลายวิธี เช่น การเติมสารเพ่ือปรับค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักให้ลดลง เช่น กรด
โพรพิโอนิก (propionic acid) และกรดแอซีติก (acetic acid) เป็นต้น ซึ่งจะสามารถช่วยยับยั้งการ
เจริญของราได้ แต่การเติมสารจ าพวกกรดยังมีข้อจ ากัด คือ หากใช้ในปริมาณมาก  จะไปยับยั้ง
กระบวนการหมักของพืชหมัก รวมถึงอาจท าให้ภาชนะที่บรรจุพืชหมักผุกร่อนได้ (Yitbarek และ 
Tamir, 2014) ดังนั้นการใช้วิธีการควบคุมทางชีวภาพจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการยับยั้ง
การเจริญของรารวมถึงสารพิษจากราในพืชหมัก       

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria) เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่มีความสามารถใน
การเป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ แบคทีเรียกลุ่มนี้มีความสามารถในการผลิตเมแทบอไลต์ เช่น กรด
อินทรีย์ หรือ เพปไทด์ ที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของรารวมถึงการผลิตสารพิษจากรา นอกจากนี้ผนังเซลล์
ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียยังมีโครงสร้างที่สามารถดูดซับสารพิษจากรา จึงสามารถช่วยลดการสะสม
สารพิษในอาหารได้เช่นเดียวกัน (Dalié และคณะ, 2010)   Piotrowska และ Zakowska (2005) ได้
ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่อยู่ในสกุล Lactobacillus และ Lactococcus 
จ านวน 29 สายพันธุ์ ในการลดปริมาณของโอคราทอกซินเอ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ผลการทดสอบ
พบว่าทุกสายพันธุ์สามารถลดปริมาณของโอคราทอกซินได้ โดย Lactobacillus acidophilus CH-5 
มีความสามารถสูงสุด โดยสามารถลดปริมาณโอคราทอกซินได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับ
ปริมาณเริ่มต้น  คณะผู้วิจัยยังได้ตั้งสมมติฐานของกลไกที่แล็กติกแอซิดแบคทีเรียใช้ในการลดปริมาณ
สารพิษว่าเกิดจากกระบวนการจับกัน (binding process) ของผนังเซลล์แบคทีเรียและโอคราทอกซิน 
เนื่องจากตรวจไม่พบผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการย่อยสลายของโอคราทอกซินในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ใช้
ทดสอบ  Magnusson และ Schnurer (2001) ได้ศึกษาพบว่า  L. coryniformis subsp. 
coryniformis Si3 ที่คัดแยกได้จากพืชหมัก สามารถผลิตสารประเภทโปรตีนขนาดเล็ก (3 kDa) ที่มี
สมบัติในการยับยั้งราที่สร้างสารพิษได้หลายชนิด เช่น A. fumugatus, A. nidulans, P. roqueforti 
และ Fusarium poae เป็นต้น   Chang และ Kim (2007) ได้ศึกษาการยับยั้งการเจริญและการ
ผลิตอะฟลาทอกซินของ A. flavus โดยใช้แล็กติกแอซิดแบทีเรียสายพันธุ์ L. casei  KC-324 พบว่า
แบคทีเรียสามารถสร้างเมแทบอไลต์เป็นเพปไทด์ขนาดเล็กที่สามารถยับยั้งการเจริญของรารวมถึงการ
สร้างสารพิษของราที่ใช้ทดสอบได้ นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการใช้แล็กติกแอซิด
แบคทีเรียอีกหลายสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญและการสร้างสารพิษจากรา  เช่น 
L. plantarum (Suzuki และคณะ, 1991, Lavermicocca และคณะ, 2003, Sathe และคณะ, 
2007), L. rhamnosus (Stiles และคณะ, 2002) Pediococcus pentosaceus (Rouse และคณะ, 
2008) เป็นต้น ยิ่งไปกว่านั้นแล็กติกแอซิดแบคทีเรียยังมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและได้รับการ
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ยอมรับจากองค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (FDA) ให้เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถใช้เติมลงใน
อาหารได้อย่างปลอดภัย (GRAS: Generally Regconized as Safe) และบางชนิดยังมีสมบัติเป็น   
โพรไบโอติก (probiotic) ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพช่วยยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 
(Gildberg และคณะ, 1997 ) ดังนั้น แล็กติกแอซิดแบคทีเรียจึงเป็นจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการ
น ามาใช้ควบคุมการเจริญและการผลิตสารพิษจากราในพืชหมักได้ 

กวิน เจริญยงค์ (2556) ได้คัดแยกสายพันธุ์แล็กติกแอซิดแบคทีเรียจากข้าวโพดหมักซึ่ง
สามารถทนต่อความเป็นกรด-เบสต่ า และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ที่เป็นภาวะในการหมักไซเลจ 
ได้สองสายพันธุ์ ได้แก่  L. casei AN2 และ L. paracasei AN3 ซึ่งสามารถผลิตกรดแล็กติกได้ใน
ปริมาณที่สูง มีศักยภาพในการน ามาใช้หมักพืช และการควบคุมการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา 

 งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพ่ือทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการควบคุม
การเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และโอคราทอกซินเอของ                                    
A. carbonarius ในข้าวโพดหมัก ผลจากงานวิจัยนี้จะช่วยเป็นแนวทางในการพัฒนาการท าพืชหมัก
ให้มีคุณภาพดีต่อไป 
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 พืชอาหารสัตว์ 

พืชอาหารสัตว์ หมายถึง พืชที่ปลูกขึ้นโดยมีจุดประสงค์หลักในการใช้ล าต้นและใบ ในสภาพ

สดหรือแห้งหรือหมักเป็นอาหารสัตว์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเป็นอาหารหลักส าหรับสัตว์กินพืช (กมลทิพย์ 

ประสมเพชร, 2554) เช่น ข้าวโพด หญ้า และถั่วเป็นต้น 

2.1.1  โภชนะในอาหารสัตว์ 

 ในทางโภชนะศาสตร์ ได้จัดสารประกอบต่าง ๆ ในอาหาร ออกเป็น 6 กลุ่ม ได้แก่ 

(ฉลอง วชิราภากร, 2541)  

 น้ า ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเซลล์ในร่างกาย อีกทั้งยังช่วยควบคุมกลไกการท างาน 

ต่าง ๆ ของร่างกายให้เป็นปกติ   

 โปรตีน จ าเป็นต่อการเจริญเติบโต เป็นส่วนประกอบของโครงสร้างทั้งยังให้พลังงาน

และช่วยซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอ จ าเป็นต่อการสร้างน้ านมและสารภูมิคุ้มกันและยังช่วยรักษา

สมดุลของน้ าในร่างกายได้อีกด้วย ไขมัน เป็นสารประกอบที่ให้พลังงานมากที่สุด และยังเป็น

ตัวช่วยในการดูดซึมวิตามินบางชนิดที่ละลายได้ในไขมัน 

 คาร์โบไฮเดรต ท าหน้าที่ให้พลังงาน โดยในสัตว์เคี้ยวเอื้องนอกจากจะให้พลังงานแก่ตัว

สัตว์แล้ว ยังเป็นแหล่งพลังงานของจุลินทรีย์ในกระเพาะหมักและยังช่วยรักษาสมดุลในระบบ

ทางเดินอาหาร คาร์โบไฮเดรตในพืชอาหารสัตว์แบ่งออกได้เป็น  2 ประเภท ได้แก่ 

คาร์โบไฮเดรตชนิดที่ไม่เป็นโครงสร้าง (non-structural carbohydrates : NSC) หมายถึง 

ส่วนประกอบของพืชที่ไม่ได้อยู่ในโครงสร้างค้ าจุน ได้แก่ แป้ง น้ าตาล เพกทิน  และกรด

อินทรีย์ต่าง ๆ และคาร์โบไฮเดรตชนิดที่เป็นโครงสร้าง (structural carbohydrates : SC)

หมายถึง ส่วนประกอบของพืชที่เป็นโครงสร้างค้ าจุนต้นพืช หรือเป็นส่วนประกอบของผนัง

เซลล์พืช ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
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 แร่ธาตุ เป็นสารอนินทรีย์ที่มีความจ าเป็นต่อร่างกาย แร่ธาตุที่ส าคัญ เช่น แคลเซียม

และฟอสฟอรัส เป็นส่วนประกอบของเนื้อเยื่อกระดูก นอกจากนี้แร่ธาตุยังท าหน้าที่รักษา

สมดุลของเหลวต่างๆให้อยู่ในภาวะปกติ ในสัตว์เคี้ยวเอ้ืองแร่ธาตุบางชนิด เช่น ฟอสฟอรัส 

แมกนีเซียม เหล็ก และสังกะสี ยังจ าเป็นต่อการย่อยอาหารของจุลินทรีย์ในกระเพาะสัตว์

เคี้ยวเอื้องอีกด้วย 

 วิตามิน เป็นสารประกอบที่พบน้อยมากในอาหารแต่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโต

และสุขภาพของสัตว์ ในสัตว์เคี้ยวเอ้ืองวิตามินบางชนิดสามารถถูกสังเคราะห์ได้โดยจุลินทรีย์

ในระบบทางเดินอาหาร แม้ร่างกายจะต้องการวิตามินในปริมาณน้อย การขาดวิตามินบาง

ชนิดจะก่อให้เกิดปัญหาด้านสุขภาพตามมา เช่น ปัญหาด้านการมองเห็นจากการขาดวิตามิน

เอ เป็นต้น  

2.1.2  การวิเคราะห์โภชนะในอาหารสัตว์ 

การวิเคราะห์โภชนะในอาหารสัตว์ เป็นการตรวจสอบคุณภาพของอาหารเพ่ือใช้ในการ

ปรับปรุงสูตรอาหาร ให้เหมาะสมต่อความต้องการโภชนะของสัตว์แต่ละชนิด  

2.1.2.1 การวิเคราะห์โดยวิธี proximate analysis 

เป็นการวิเคราะห์ส่วนประกอบทางเคมี ได้แก่ ความชื้น โปรตีน ไขมัน เยื่อใย 

เถ้า และคาร์โบไฮเดรต (กมลทิพย์ ประสมเพชร, 2554) 

2.1.2.1.1   การวิเคราะห์ความชื้น 

มักวิเคราะห์โดยการน าตัวอย่างอาหารสัตว์ไปอบแห้งจนได้

น้ าหนักคงที่ แล้วน ามาค านวณหาน้ าหนักท่ีหายไป คือ ความชื้น 

2.1.2.1.2   การวิเคราะหโ์ปรตีนรวม 

วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม า ณ ไ น โ ต ร เ จ น  โ ด ย วิ ธี ต่ า ง ๆ  เ ช่ น                   

การวิ เคราะห์ไนโตรเจนโดยวิธี เคลดาห์ล (Kjeldahl methods)             

และการวิเคราะห์ไนโตรเจนโดยวิธีการเผาไหม้ (combustion methods) 

เป็นต้น 
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2.1.2.1.3   การวิเคราะห์ไขมัน 

วิเคราะห์ไขมันในอาหารสัตว์ โดยการสกัดด้วยสารละลายอินทรีย์ 

เช่น ปิโตรเลียมอีเธอร์ เป็นต้น 

2.1.2.1.4   การวิเคราะห์เยื่อใย 

ปริมาณเยื่อใยในอาหารสัตว์สามารถใช้บอกคุณค่าทางโภชนาการ

ของอาหารได้ โดยอาหารที่มีเยื่อใยต่ าจะจัดเป็นอาหารที่มีคุณค่าสูง เนื่องจาก

สัตว์สามารถย่อยได้ง่าย โดยในการวิเคราะห์หาปริมาณเยื่อใยท าโดยน า

ตัวอย่างอาหารสัตว์ไปต้มด้วยกรดและด่างตามล าดับ จากนั้น น าไปหา

น้ าหนักแห้งซึ่งจะเป็นส่วนของเยื่อใย 

2.1.2.1.5   การวิเคราะหเ์ถ้า 

เถ้า คือ ส่วนของแร่ธาตุ (สารอนินทรีย์) ที่เหลือจากการเผา

อาหารที่อุณหภูมิสูง ซึ่งสามารถใช้บอกคุณภาพของอาหารได้ โดยถ้ามีค่าสูง

กว่าปกติ อาจหมายถึงมีการปนเปื้อนดินและทรายในอาหารสัตว์นั้น แต่หาก

อาหารสัตว์นั้นไม่มีการปนเปื้อนของดิน อาจบ่งบอกได้ว่ามีแร่ธาตุ เช่น 

แคลเซียมและฟอสฟอรัสในปริมาณท่ีสูงได้เช่นกัน 

2.1.2.1.6   การวิเคราะหค์าร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได้ง่าย 

หมายถึง คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได้ง่ายจ าพวกแป้งและน้ าตาล 

เป็นต้น วิเคราะห์ผ่านการค านวณ โดยน าเปอร์เซ็นต์ความชื้น เถ้า ไขมัน และ

เยื่อใยรวมกัน แล้วน าไปหักออกจาก 100 จะได้เป็นเปอร์เซ็นต์ของ

คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได้ง่าย 

2.1.2.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบเยื่อใยแบบ Van Soest System  

เป็นการวิเคราะห์พืชอาหารสัตว์ โดยแบ่งองค์ประกอบพืชอาหารสัตว์ออกเป็น 

2 ส่วน ได้แก่ (เมธา วรรณพัฒน์, 2533) 
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2.1.2.2.1   องค์ประกอบภายในเซลล์  

เป็นส่วนประกอบของพืชที่สัตว์มีอัตราการย่อยได้สูง ประกอบไป

ด้วย แป้ง น้ าตาล โปรตีน ไขมัน และแร่ธาตุ เป็นต้น สามารถละลายได้ดีใน

สารละลายที่เป็นกลาง จึงเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Neutral detergent 

soluble หรือ NDS  

2.1.2.2.2   องค์ประกอบของผนังเซลล์  

   เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์พืชที่สัตว์มีอัตราการย่อยได้ต่ า 

แต่สามารถย่อยได้โดยจุลินทรีย์ที่อยู่ในระบบทางเดินอาหาร ประกอบไปด้วย 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และ ซิลิกา เป็นต้น ส่วนประกอบของผนัง

เซลล์พืช เรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Neutral detergent fiber หรือ NDF ซ่ึงเมื่อ

น าไปละลายในสารละลายที่ เป็นกรด จะท าให้สามารถแยกส่วนของ           

เฮมิเซลลูโลสออกไป ส่วนที่เหลือ คือ เซลลูโลส ลิกนิน คิวติน และซิลิกา 

เรียกส่วนที่เหลือนี้ว่า acid detergent fiber หรือ ADF โดยเมื่อน าส่วน ADF 

นี้ไปย่อยด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้น จะสามารถแยกเซลลูโลสออกไปได้ ส่วนที่

เหลือ คือ ลิกนิน คิวทิน และซิลิกา เรียกว่า acid detergent lignin หรือ 

ADL สามารถน าไปหาปริมาณของลิกนินได้โดยการเผาที่อุณหภูมิสูง 

2.1.2.3 การวิเคราะห์หาแร่ธาตุและพลังงาน  

แร่ธาตุที่ส าคัญในอาหารสัตว์ ได้แก่ แคลเซียมและฟอสฟอรัส โดย

แคลเซียมเป็นแร่ธาตุที่มีมากที่สุดในร่างกาย เป็นส่วนประกอบของกระดูก

และฟัน หลักการในวิเคราะห์หาปริมาณแคลเซียมในอาหารสัตว์ โดยการ

เปลี่ยนแคลเซียมในสารประกอบต่างๆ ให้อยู่ในรูปของออกไซด์ (oxide) 

จากนั้นตกตะกอนออกมาในรูปของออกซาเลต (oxalate) แล้วน าไปไทเทรต

ด้วยสารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมเพอร์แมงกาเนต 

 ฟอสฟอรัสเป็นแร่ธาตุที่พบเป็นส่วนประกอบในทุกเซลล์ของ

ร่างกาย การวิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัสโดยใช้เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
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(spectrophotometer) มี ห ลั ก ก า ร  คื อ  ก า ร เ ป ลี่ ย น ฟอ ส ฟ อรั ส ใ น

สารประกอบต่าง ๆ ให้อยู่ในรูปของกรดออร์โธฟอสฟอริก (orthophos-

phoric acid) แล้วตกตะกอนฟอสฟอรัสให้อยู่ในรูปของแอมโมเนียมฟอสโฟ

โมลิบเดต (ammonium phosphormolybdate) น าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง

สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

 การวิเคราะห์หาพลังงานในอาหารสัตว์ สามารถท าโดยใช้เครื่องมือ

หาพลังงาน (bomb calorimeter) โดยใช้หลักการ วัดความร้อนของอาหาร

ที่เกิดจากการเผาไหม้ โดยค่าที่ได้ คือ พลังงานทั้งหมดของอาหาร (gross 

energy) (กมลทิพย์ ประสมเพชร, 2554)  

2.1.3 ข้าวโพด 

ในประเทศไทยมีพ้ืนที่เพาะปลูกข้าวโพดเลี้ยงสัตว์กว่า 7 ล้านไร่ ได้ผลผลิตอยู่ที่

ประมาณ 4 ล้านตันต่อปี โดยช่วงที่ได้ผลผลิตมากที่สุดอยู่ในเดือนกันยายน ถึง ตุลาคม ซึ่ง

เป็นช่วงฤดูฝน (ศูนย์สารสนเทศการเกษตร, 2558) การได้ผลผลิตปริมาณมากเกินความ

ต้องการของสัตว์อาจก่อให้เกิดการสูญเสียไปโดยเปล่าประโยชน์ ดังนั้นการเก็บรักษาข้าวโพด

สดให้อยู่ในรูปของพืชหมักจะช่วยยืดอายุการเก็บรักษาได้ ยิ่งไปกว่านั้น ข้าวโพดยังมีคุณค่า

ทางโภชนาการสูง ให้พลังงานมากกว่าพืชชนิดอ่ืน รวมถึงมีปริมาณแป้งและน้ าตาลมาก และ

ยังมีความสามารถเป็นบัฟเฟอร์ได้ต่ า (buffering capacity) ท าให้สามารถเกิดกระบวนการ

ได้ดีและสามารถลดค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักได้อย่างรวดเร็ว จึงเหมาะแก่การน ามา

ท าเป็นพืชหมักได้ดี (Loucka และคณะ, 2014) 

 

2.2     พืชหมัก 

พืชหมัก (silage) คือ พืชอาหารสัตว์ที่ผ่านกระบวนการหมักโดยการท างานของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียในสภาพไร้อากาศ ท าให้สามารถคงสภาพและคุณค่าทางอาหาร เพ่ือเก็บไว้ใช้ในช่วงฤดูกาล

ขาดแคลนพืชสดได้ โดยในกระบวนการหมักนั้น แล็กติกแอซิดแบคทีเรียจะใช้คาร์โบไฮเดรตที่ละลาย

น้ าได้เป็นซับเสตรตเพ่ือผลิตกรดอินทรีย์ เช่น กรดแล็กติก ส่งผลให้ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมัก
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ลดลง อีกท้ังกระบวนการหมักนั้นเกิดในภาวะไร้อากาศ ท าให้สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ใช้

อากาศที่ไม่เป็นประโยชน์หรือก่อให้เกิดการเน่าเสียของพืชหมักได ้(Bolsen และคณะ, 1996)  

2.2.1  กระบวนการหมัก 

กระบวนการหมักในพืชหมักแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ (Weinberg และ Muck, 1996) 

ได้แก่ 

2.2.1.1 ระยะมีอากาศ (aerobic phase) 

ในระยะนี้พืชหมักยังมีออกซิเจนหลงเหลืออยู่หลังจากการเก็บในไซโล (silo) 

ท าให้ยังมีกระบวนการหายใจของพืช (plant respiration) และมีการท างานของ

เอนไซม์พืช เช่น โพรทีเอส (protease) ซึ่งหากมีออกซิเจนหลงเหลืออยู่มากเกินไป

อาจท าให้เกิดความร้อนจากกระบวนการหายใจของพืช และเกิดการสลายของโปรตีน 

รวมถึงการเจริญของจุลินทรีย์ใช้อากาศที่ไม่ต้องการ เช่น ราและยีสต์ เป็นต้น 

2.2.1.2 ระยะการหมัก (fermentation phase) 

ในระยะนี้จะเข้าสู่กระบวนการหมักในภาวะไร้อากาศ โดยแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียจะใช้คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได้เป็นซับสเตรตเพ่ือผลิตกรดอินทรีย์ ส่งผล

ให้ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักลดลง ช่วยยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ใช้อากาศ

และจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการอื่นๆ ได้  

2.2.1.3 ระยะคงตัว (stable phase) 

พืชหมักยังอยู่ในภาวะที่ขาดออกซิเจนและมีค่าความเป็นกรด-เบสที่ต่ าท าให้

กลุ่มจุลินทรีย์ในระยะที่สองเริ่มลดจ านวนลง ซึ่งในระยะนี้หากมีการจัดการที่ดี                  

ไม่ปล่อยให้พืชหมักมีการปนเปื้อนหรือสัมผัสกับอากาศ จะท าให้สามารถเก็บรักษา

สภาพของพืชหมักไว้ได้นาน 

2.2.1.4 ระยะการน าไปใช้ (feed out phase) 

ระยะนี้เกิดขึ้นเมื่อพืชหมักถูกเปิดให้สัมผัสกับอากาศ ในระยะนี้มีความเสี่ยง

ต่อการปนเปื้อนจุลินทรีย์ใช้อากาศที่ท าให้เกิดการเน่าเสียของพืชหมัก เช่น รา                      
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ที่มักพบปนเปื้อนบริเวณผิวหน้าของพืชหมักที่สัมผัสกับอากาศ ซึ่งสามารถแก้ปัญหาได้

โดยท าให้พืชหมักกลับไปอยู่ในภาวะไร้อากาศอย่างรวดเร็ว หรือการใช้สารเติมแต่ ง 

(additive) เพ่ือช่วยควบคุมจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการ 

 

2.2.2 จุลินทรีย์ในพืชหมัก 

2.2.2.1 แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย  

แล็กติกแอซิดแบคที เรียที่พบในพืชหมัก เป็นจุลินทรีย์ชนิดอิงอาศัย 

(epiphytic microflora) ที่พบได้ตามส่วนต่าง ๆ ของพืช สามารถเจริญได้ทั้งในภาวะ

ที่มีอากาศหรือไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) สกุลที่พบได้บ่อยในพืชหมัก 

ได้แก่ Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, 

Streptococcus และ Enterococcus สามารถแบ่งออกได้เป็นสองกลุ่มใหญ่ ตาม

กระบวนการหมักน้ าตาล ได้แก่ Homofermentative lactic acid bacteria 

สามารถผลิตกรดแล็กติกได้มากกว่า 85 เปอร์เซ็นต์ จากน้ าตาลเฮกโซสแต่ไม่สามารถ

ย่อยสลายน้ าตาลเพนโทสได้ และ Heterofermentative lactic acid bacteria 

สามารถย่อยสลายน้ าตาลเฮกโซส และเพนโทสได้ผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น กรดแล็ก

ติก กรดอะซีติก แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ และเอธานอล (Muck, 2013)   

2.2.2.2 เอนเทอโรแบคทีเรีย  

เอนเทอโรแบคทีเรีย เมื่อเจริญในพืชหมักสามารถแย่งสารอาหารกับแล็กติก

แอซิดแบคทีเรีย ท าให้เกิดกระบวนการหมักได้ไม่สมบูรณ์ และบางชนิดสามารถก่อโรค

ได้ (pathogenic bacteria) นอกจากนี้ยังสามารถย่อยสลายโปรตีนซึ่งนอกจากจะ

ส่งผลเสียต่อโภชนะของพืชหมักแล้ว ยังก่อให้เกิดสารประเภทไบโอเจนิกเอมีน 

(biogenic amine) ซึ่งเป็นสารประกอบไนโตรเจนที่เป็นพิษ ก่อให้เกิดอาการแพ้ได้

หลายรูปแบบ เอนเทอโรแบคทีเรียสามารถถูกยับยั้งได้ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-

เบสต่ า ดังนั้นการท าให้พืชหมักอยู่ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ าได้อย่างรวดเร็ว 

จะช่วยลดการเพ่ิมจ านวนของเอนเทอโรแบคทีเรียได้ (Scherer และคณะ, 2015)  
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2.2.2.3 แบคทีเรียสกุล Clostridium 

แบคทีเรียในสกุล  Clostridium สามารถเจริญได้ดีในภาวะไร้อากาศ                 

เกิดการหมักคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนได้หลายชนิด ก่อให้เกิดผลเสียต่อคุณค่าทาง

โภชนะของพืชหมัก นอกจากนี้ยังเป็นแบคทีเรียที่สร้างสปอร์ (endospore forming 

bacteria) ที่พบปนเปื้อนได้ในน้ านมของปศุสัตว์ มีผลกระทบถึงคุณภาพของน้ านม

โดยตรง สายพันธุ์ที่มักพบเกี่ยวข้องในพืชหมัก คือ Clostridium tyrobutyricum            

ที่สามารถทนต่อภาวะความเป็นกรด-เบสต่ าได้ดี ทั้งยังเกิดการหมักกรดแล็กติกได้เป็น

กรดบิวทิริก และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ส่งผลเสียต่อคุณภาพ สารอาหาร รวมถึง

รสชาติของพืชหมัก (Scherer และคณะ, 2015) ยิ่งไปกว่านั้นยังมีสายพันธุ์ที่สามารถ

สร้างสารพิษ คือ C. botulinum สร้างสารพิษโบทูลินัม (botulinum toxin)             

ที่ก่อให้เกิดโรคโบทูลิซึม (botulism) มีผลให้เกิดความผิดปกติทางระบบประสาทได้ 

แบคทีเรียในสกุล Clostridium ส่วนใหญ่สามารถถูกยับยั้งได้ในภาวะที่มีค่าความเป็น

กรด-เบส ต่ ากว่า 5 และในภาวะที่มีความชื้นต่ า ดังนั้นการลดความชื้นในพืชโดยการ

ท าให้เหี่ยว (wilting) ก่อนเริ่มกระบวนการหมักพืชจะสามารถช่วยลดการเจริญของ

แบคทีเรียในสกุล Clostridium ได ้(Kalač, 2011)  

2.2.2.4 Bacillus 

Bacillus เป็นแบคทีเรียสร้างเอนโดสปอร์ที่จัดอยู่ในประเภทต้องการอากาศ

ในการเจริญ (aerobe) สามารถเกิดการหมักคาร์โบไฮเดรตได้ผลิตภัณฑ์หลายชนิด 

เช่น กรดบิวทิริก กรดอะซีติก และเอธานอล เป็นต้น นอกจากนี้ สปอร์ของ Bacillus            

ยังสามารถพบปนเปื้อนได้ในน้ านมของปศุสัตว์เช่นเดียวกับสปอร์ของ Clostridium 

สายพันธุ์ที่ส าคัญ คือ Bacillus cereus ที่สามารถเจริญได้ในที่เย็น (psychrotrophic 

strain) มักพบปนเปื้อนในนมพาสเจอร์ไรส์ และผลิตภัณฑ์จากนมอ่ืนๆ การก าจัด

อากาศและท าให้ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักลดลงอย่างรวดเร็วจะช่วยลดการ

เจริญของ Bacillus ได ้(Kalač, 2011) 
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2.2.2.5 แบคทีเรียสกุล Listeria 

สายพันธุ์ที่ส าคัญ คือ Listeria monocytogenes เป็นแบคทีเรียที่สามารถ

เจริญได้ในภาวะที่มีหรือไม่มีอากาศก็ได้ ก่อให้เกิดโรคลิสเทอริโอซิส ( listeriosis)  

สามารถทนต่อค่าความเป็น-เบสต่ าได้ดี และเจริญได้ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส             

แต่อย่างไรก็ตาม ในภาวะไร้อากาศ การเจริญจะถูกยับยั้งอย่างรวดเร็วในภาวะที่มีค่า

ความเป็นกรด-เบสต่ า ดังนั้น การควบคุมปริมาณออกซิเจนและค่าความเป็นกรด-เบส

ของพืชหมักให้ต่ า จะช่วยลดจ านวนของแบคทีเรียดังกล่าวได้ (Kalač, 2011) 

2.2.2.6 ยีสต์  

ยีสต์ จัดเป็นจุลินทรีย์ที่อยู่ในกลุ่มยูแคริโอต (eukaryote) สามารถเจริญได้ใน

ภาวะที่มีหรือไม่มีอากาศก็ได้ โดยในภาวะที่ไม่มีอากาศ ยีสต์จะหมักน้ าตาลได้ผลผลิต

เป็นเอทานอลและแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งนอกจากจะลดน้ าตาลส าหรับ

กระบวนการหมักของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียแล้ว เอทานอลยังมีผลต่อกลิ่นน้ านมของ

ปศุสัตว์อีกด้วย ส าหรับในภาวะมีอากาศ ยีสต์บางสายพันธุ์สามารถใช้กรดแล็กติกเพ่ือ

ผลิตแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และน้ า  ส่ งผลให้ค่าความเป็นกรด -เบสสูงขึ้น              

ท าให้จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดการเน่าเสียที่ไม่ต้องการเจริญได้ (Muck, 2013)  

2.2.2.7 รา  

รา เป็นจุลินทรีย์ที่ต้องการอากาศในการเจริญ ดังนั้นจึงมักพบการเจริญของ

ราบริเวณผิวหน้าของพืชหมักหรือบริเวณที่สัมผัสกับอากาศ ซึ่งนอกจากจะส่งผลเสีย

ต่อคุณภาพของพืชหมักโดยตรงแล้ว สปอร์ของรายังสามารถก่อให้เกิดอันตรายต่อปอด

และเกิดอาการแพ้ได้ อีกด้วย ยิ่ ง ไปกว่านั้นราบางชนิดสามารถสร้างสารพิษ 

(mycotoxin) ซึ่งเป็นอันตรายต่อสุขภาพสัตว์รวมถึงสุขภาพของผู้บริโภคได้ด้วย

เช่นกัน การป้องกันไม่ให้พืชหมักสัมผัสกับอากาศในระหว่างกระบวนการหมัก รวมถึง

การใช้สารยับยั้งการเจริญของรา เป็นแนวทางที่จะช่วยป้องกันการปนเปื้อนราในพืช

หมักได้ (Driehuis, 2013) 
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2.2.3   คุณภาพและปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพของพืชหมัก (Muck, 1988)   

2.2.3.1 อายุของพืชที่ใช้หมัก 

ควรใช้ พืชที่ เก็บเกี่ ยวในช่วงอายุ เหมาะสม เ พ่ือรักษาโภชนะในพืช                 

พืชอายุน้อยเกินไป จะมีความชื้นสูงและโภชนะต่ า พืชที่มีอายุมากไป จะมีปริมาณเยื่อ

ใยมาก ให้พลังงานและโปรตีนน้อย 

2.2.3.2 ขนาดของพืชที่ใช้หมัก 

ขนาดของพืชที่ ใช้ ในการหมักควรตัดให้มีขนาดเล็ก (ประมาณ 1-3 

เซนติเมตร) ท าให้สามารถบรรจุพืชหมักได้แน่น ไล่อากาศออกได้ดี  นอกจากนี้พืชหมัก

ที่มีขนาดเล็กยังส่งผลต่อการกินและการย่อยสารอาหาร ท าให้กินได้ง่าย และย่อย

สารอาหารได้ดียิ่งขึ้น 

2.2.3.3 การจัดการก่อนการหมัก 

การท าให้เหี่ยว (wilting) จะช่วยลดความชื้นและยังช่วยลดความเป็นบัฟเฟอร์

ของพืชหมักท าให้เมื่อเกิดกระบวนการหมักจะสามารถลดค่าความเป็นกรด-เบส ได้

อย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ยังช่วยลดอัตราการหายใจของพืช ลดการสูญเสียโภชนะในรูป

ของเหลว และลดการเจริญของจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการได้อีกด้วย  

2.2.3.4 การบรรจุพืชหมัก 

การบรรจุพืชหมัก ควรบรรจุให้แน่นเพ่ือให้เกิดภาวะไร้อากาศ จะช่วยท าให้

กระบวนการหมักเกิดได้อย่างสมบูรณ์ นอกจากนี้การป้องกันพืชหมักไม่ให้สัมผัสกับ

อากาศในระหว่างกระบวนการหมักจะช่วยคงสภาพของพืชหมักให้เก็บไว้ได้นานยิ่งขึ้น 

2.2.3.5 ค่าความเป็นกรด-เบส 

ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักควรมีค่าประมาณ 3.5-4.5 ค่าความเป็น

กรด-เบสต่ า จะสามารถยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืนที่ไม่ต้องการ รวมถึงยับยั้งแอกทิวิตีของ

เอนไซม์พืชได้ 
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2.2.4 การใช้สารเติมแต่งในพืชหมัก  

การใช้สารเติมแต่งในพืชหมักมีจุดประสงค์เพ่ือปรับปรุงพืชหมักให้ได้คุณภาพดีขึ้น 

ช่วยเพ่ิมสารอาหาร อีกทั้งช่วยลดจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการในระหว่างกระบวนการหมักและบาง

ชนิดยังสามารถส่งผลต่อการเติบโตและเพ่ิมผลผลิตของปศุสัตว์ให้ดีขึ้นอีกด้วย สารเติมแต่งที่

ใช้ในพืชหมักนั้นสามารถแบ่งได้ 5 ประเภทตามวัตถุประสงค์ท่ีได้ดังนี้ (Yitbarek และ Tamir, 

2014)  

2.2.4.1 สารเติมแต่งเพ่ือกระตุ้นการหมัก (fermentation stimulant) 

2.2.4.1.1   หัวเชื้อจุลินทรีย์  

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่พบตามธรรมชาติ พบว่ามีจ านวนน้อย 

ท าให้เกิดการหมักได้ช้า การเพ่ิมจ านวนหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย            

จะช่วยให้สามารถเกิดกระบวนการหมักได้อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้สามารถลด

ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักได้อย่างรวดเร็ว ช่วยลดอัตราการหายใจ

ของพืช รวมถึงยับยั้งการท างานของเอนไซม์พืช และลดจ านวนจุลินทรีย์ที่ไม่

ต้องการได้ ยิ่งไปกว่านั้น ยังมีรายงานว่าการเติมหัวเชื้อ แล็กติกแอซิด

แบคทีเรียบางชนิดนั้น จะช่วยส่งเสริมให้สัตว์สามารถกินอาหารได้มากขึ้น ท า

ให้มีการเจริญเติบโตมากขึ้น และยังช่วยเพิ่มคุณภาพและผลผลิตของน้ านมให้

มากขึ้นด้วย (Holzer และคณะ, 2003)  

2.2.4.1.2   คาร์โบไฮเดรตที่หมักได้ 

 การเติมคาร์โบไฮเดรตบางชนิด จะช่วยเพ่ิมปริมาณซับเสตรต

ส าหรับกระบวนการหมักของแล็กติกแอซิดแบคที เรีย ตั วอย่างเช่น 

กากน้ าตาล, หางนม, เมล็ดธัญพืชและร าข้าว เป็นต้น (Qamar, 2009)  

2.2.4.1.3   เอนไซม์  

การใช้เอนไซม์เป็นสารเติมแต่งในพืชหมัก มีวัตถุประสงค์หลัก         

คือ ช่วยย่อยสลายผนังเซลล์พืช ท าให้เพ่ิมปริมาณของน้ าตาล (soluble 

sugar) เพ่ือใช้เป็นซับเสตรตในกระบวนการหมักของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย
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ได้มากขึ้น ช่วยส่งเสริมกระบวนการหมักให้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ ผนังเซลล์พืชที่

ถูกย่อยบางส่วนโดยเอนไซม์นั้นจะช่วยเพ่ิมอัตราการย่อยในกระเพาะสัตว์ได้

มากยิ่งขึ้น (Dehghani และคณะ, 2012) ตัวอย่างเอนไซม์ที่นิยมใช้เป็น

สารเติมแต่งในพืชหมัก แสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที ่2.1 เอนไซม์ท่ีนิยมใช้เป็นสารเติมแต่งในพืชหมัก (Dehghani และคณะ, 2012) 
เอนไซม์ ซับเสตรต ผลิตภัณฑ์ 

เซลลูเลส  เซลลูโลส กลูโคส มอสโทส 

เฮมิเซลลูเลส เฮมิเซลลูโลส ไซโลส ไซแลน อะราบิโนส 
อะไมเลส แป้ง กลูโคส มอลโทส 

 

2.2.4.2 สารเติมแต่งเพ่ือยับยั้งการหมัก (fermentation inhibitors) 

กรดหลายชนิดถูกน ามาใช้เป็นสารเติมแต่งในพืชหมักเพ่ือช่วยป้องกันการ

เจริญของยีสต์และรา เช่น กรดโพรพิโอนิก กรดฟอร์มิก กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก 

และกรดซิตริก เป็นต้น แต่หากใช้ในปริมาณมากเกินไป จะท าให้ยับยั้งกระบวนการ

หมักของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียได้ แต่อย่างไรก็ตามการใช้กรดที่มีฤทธิ์กัดกร่อนจะท า

ให้ยากต่อการควบคุม และอาจเป็นอันตรายได้ ดังนั้นจึงนิยมใช้ในรูปเกลือของกรด 

เช่น แคลเซียมโพรพิโอเนต เป็นต้น (Yitbarek และ Tamir, 2014)  

2.2.4.3 สารเติมแต่งเพ่ือป้องกันการเน่าเสียของพืชหมัก (aerobic spoilage 
inhibitor) 

การใช้สารเติมแต่งเพ่ือป้องกันการเน่าเสียของพืชหมักมีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ใช้อากาศ มีทั้งประเภทที่ เป็นสารเคมี เช่น กรด            

โพรพิโอนิก กรดฟอร์มิก และเกลือไนไตรท์ เป็นต้น และประเภทสารชีวภาพ เช่น             

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เป็นต้น (Filya และ Sucu, 2007) 
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2.2.4.4 สารเติมแต่งเพ่ือเพ่ิมโภชนะในพืชหมัก  

2.2.4.4.1 แอมโมเนีย และยูเรีย 

การเติมแอมโมเนีย และยูเรีย จะช่วยเพ่ิมแหล่งโปรตีนในพืชหมัก 

อีกท้ังยังมีรายงานถึงความสามารถในการเพ่ิมความคงสภาพของพืชหมักหลัง

สัมผัสอากาศ (aerobic stability) และลดการสลายของโปรตีนในพืชหมัก 

(Johnson และคณะ, 1982) 

2.2.4.4.2   แร่ธาตุ 

แรธาตุที่มักใช้ เติม เ พ่ือเ พ่ิมสารอาหารลงใน พืชหมัก เช่น 

แคลเซียม ฟอสฟอรัส และแมกนีเซียม เป็นต้น (Yitbarek และ Tamir, 

2014)  

2.2.4.4.3   สารเติมแต่งเพ่ือการดูดซับ  

มักใช้เติมลงในพืชหมักที่มีความชื้นมาก มีเปอร์เซ็นต์ของวัตถุแห้ง

ต่ า เพ่ือลดการสูญเสียโภชนะในรูปของเหลว สารที่ใช้เติม เช่น ฟางข้าว และ 

เส้นใยจากพืชต่างๆ เป็นต้น (Qamar, 2009) 

 

2.3 ราและสารพิษจากรา 

2.3.1 ราและสารพิษจากราท่ีมักพบในพืชหมัก 

ปัญหาการปนเปื้อนราในพืชหมัก เป็นปัญหาที่ส าคัญในการรักษาคุณภาพของพืชหมัก 

โดยจะส่งผลให้สูญเสียสารอาหารในรูปของวัตถุแห้ง ลดความน่ากิน ท าให้สัตว์กินอาหารได้

น้อยลง และโดยเฉพาะอย่างยิ่งราบางชนิดนั้นสามารถสร้างสารพิษจากรา ที่เมื่อพบปนเปื้อน

ในพืชหมักจะส่งผลต่อสุขภาพของปศุสัตว์โดยตรง ราและสารพิษจากราที่มักพบในพืชหมักดัง

แสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางที ่2.2 ราและสารพิษจากราท่ีมักพบในพืชหมัก (Aragon และคณะ, 2011) 
ราที่ผลิตสารพิษ สายพันธ์ุของรา สารพิษจากรา 

 
 
 
 
 

Aspergillus 

A. flavus  

A. parasiticus  

A. nomius  

A. pseudotamarii  

อะฟลาทอกซิน 
(บี 1 บี 2 จี 1 และจี 2) 

A. ochraceus  

A. carbonarius 

โอคราทอกซิน 
(โอคราทอกซินเอ) 

A. clavatus  
A. terreus 

พาทูลิน 

A. flavus 
A. versicolor 

กรดไซโคลเพียโซนิค 

 
 

Claviceps 
 

C. purpurea 
C. fusiformis 
C. paspali 
C. africana 

กรดไลเซอร์จิก 
เออร์จิน  
เออร์โกเพปไทด ์ 

 
 

 
Fusarium 

 
 

F. verticillioides 
F. proliferatum 
F. graminearum 
F. avenaceum 
F. culmorum 
F. poae 

ฟูโมนิซิน 
(บี 1 บี 2 และบี 3) 
ที-2 ทอกซิน 
นิวาลีนอล 
ดีออกซีนิวาลีนอล 
ฟูซารีโนน 

 
 
 

Penicillium 

P. verrucosum 
P. viridicatum 

โอคราทอกซิน 
(โอคราทอกซินเอ) 

P. citrinum 
P. verrucosum 

ซิทรินิน 

P. roqueforti โรเควฟอร์ไทน์ 
P. expansum 
P. claviforme 
P. roqueforti 

พาทูลิน 
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  เมื่อเกิดกระบวนการหมักโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย จะท าให้พืชหมักอยู่ในภาวะที่ไม่

เหมาะสมต่อการเจริญของรา แต่อย่างไรก็ตามหากมีการจัดการพืชหมักไม่ดี บรรจุพืชหมักไม่

แน่น หรือเกิดรอยรั่วท าให้อากาศสามารถผ่านเข้าไปสัมผัสกับพืชหมักได้ ก็อาจจะท าให้เกิด

การเจริญของราขึ้นได้ ยิ่งไปกว่านั้นราบางชนิดสามารถเจริญได้ในภาวะที่มีอากาศน้อยและมี

ค่าความเป็นกรด-เบสต่ า เช่น A. fumigatus, P. roqueforti และ Trichoderma spp.   

เป็นต้น ราที่สร้างสารพิษที่มักพบได้บ่อยใน พืชหมักได้แก่  ราในสกุล   Fusarium, 

Penicillium และ Aspergillus (Dunière และคณะ, 2013) 

 ราในสกุล Fusarium มักพบปนเปื้อนในข้าวโพด ก่อให้เกิดโรคฝักและเมล็ดเน่า 

รวมถึงสามารถสร้างสารพิษได้หลายชนิด เช่น ซีราลีโนน ฟูโมนิซิน และไทรโคทิซีน 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งดีออกซีนิวาลีนอล (deoxynivalenol) และ ไดอะเซทอกซีเซอร์ฟีนอล 

(diacetoxiscirpenol) เป็นต้น (Cheli และคณะ, 2013) การเจริญของราในสกุล Fusarium 

มักถูกยับยั้งเมื่ออยู่ในกระบวนการหมักพืชหมัก ที่ไม่มีอากาศและมีค่าความเป็นกรด-เบสต่ า  

แต่อย่างไรกต็ามพบว่าสารพิษจากราที่เกิดข้ึนยังสามารถพบปนเปื้อนในพืชหมักได้ ซ่ึงสารพิษ

เหล่านี้จะท าให้สัตว์บริโภคอาหารได้น้อยลง เกิดความผิดปกติของเม็ดเลือด เซลล์ ระบบ

ภูมิคุ้มกัน และบางชนิดก่อให้เกิดภาวะเอสโทรเจนสูงเกิน (hyperestrogenism) ส่งผลต่อ

ระบบการสืบพันธุ์ของสัตว์ (Zinedine และคณะ, 2007)   Mansfield และ Kuldau (2007) 

คัดแยกราที่สร้างสารพิษจากข้าวโพดหมัก พบว่ามากกว่าร้อยละ 50 เป็นราในสกุล 

Fusarium โดยเฉพาะอย่างยิ่ง F. graminearum   Richard และคณะ (2009) ศึกษาการ

เจริญของราและการสร้างสารพิษจากราในข้าวโพดหมัก โดยตรวจพบการเจริญของราในสกุล 

Fusarium และสารพิษดีออกซินิวาลีนอล มากถึง 145.79 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม                   

Eckard และคณะ (2011) คัดแยกราในสกุล Fusarium จากข้าวโพดหมักจ านวน 20 

ตัวอย่าง พบว่าสายพันธุ์ที่พบมากที่สุดได้แก่ F. sporotrichioides, F. verticillioides และ                         

F. graminearum และยังตรวจพบสารพิษดีออกซีนิวาลีนอลอยู่ระหว่าง 780 ถึง 2,990 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

  ราในสกุล Penicillium ที่มักพบในพืชหมัก ได้แก่ P. roqueforti, P. paneum,                   

P. carneum และ P. citrinum เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่ง P. roqueforti ที่สามารถทนต่อ

ภาวะขาดออกซิเจน และค่าความเป็นกรด-เบสต่ าในพืชหมักได้ดี (Boysen และคณะ, 2000) 
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ราในสกุล Penicillium สามารถสร้างสารพิษได้หลายชนิด เช่น กรดไซโคลเพียโซนิก 

(cyclopiazonic acid) พาทูลิน (patulin) กรดไมโคฟีโนลิก (mycophenolic acid)                 

โอคราทอกซิน (ochratoxin) และ โรเควฟอร์ไทน์ซี (roquefortine C) เป็นต้น ก่อให้เกิดพิษ

ต่อระบบประสาท ท าให้เกิดอาการกล้ามเนื้ออ่อนแรง และบางชนิดมีผลต่อ ตับ ไต และ

ก่อให้เกิดแผลในทางเดินอาหาร (Sweeney และ Dobson, 1998)   Schneweis และคณะ 

(2000) ศึกษาการปนเปื้อนของกรดไมโคฟีโนลิกซึ่งเป็นสารพิษที่ผลิตโดยราในสกุล 

Penicillium ในพืชหมัก จ านวน 233 ตัวอย่าง พบว่ามีการปนเปื้อนสารพิษดังกล่าว คิดเป็น

ร้อยละ 32 ของตัวอย่างทั้งหมด โดยมีค่าความเข้มข้นของสารพิษอยู่ระหว่าง 20 ถึง 35,000 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม   Mansfield และ Kuldau (2007) ศึกษาการปนเปื้อนราและสารพิษ

จากราในสกุล Penicillium ในข้าวโพดหมักจ านวน 120 ตัวอย่าง พบว่า P. roqueforti                

ถูกพบมากที่สุด ส่วนสารพิษที่ตรวจพบมากที่สุด ได้แก่ โรเควฟอร์ไทน์ซี กรดไมโคฟีโนลิก 

กรดไซโคลเพียโซนิก และพาทูลิน ตามล าดับ   Boudra และคณะ (2015) ศึกษาการ

ปนเปื้อนสารพิษจากราชนิดต่าง ๆ ในพืชหมัก จ านวน 40 ตัวอย่าง พบว่าสารพิษจากราใน

สกุล Penicillium คือ กรดไมโคฟีโนลิกถูกพบมากที่สุด โดยตรวจพบความเข้มข้นมากที่สุด

ถึง 1,436 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

  ราที่สร้างสารพิษในสกุล Aspergillus ที่มักพบในพืชหมัก เช่น A. flavus และ                      

A. parasiticus สร้างสารพิษอะฟลาทอกซิน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง อะฟลาทอกซินบี 1 ซึ่งมี

ความเป็นพิษสูงที่สุดและยังถูกจัดให้เป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์อีกด้วย (Martins และคณะ, 

2007) A. niger และ A. ochraceus สร้างสารพิษโอคราทอกซิน ก่อให้เกิดพิษสะสมเรื้อรัง

ในสัตว์ และ A. fumigatus สร้างสารพิษไกลโอทอกซิน  ซึ่งมีความเป็นพิษต่อเซลล์และ

ระบบภูมิคุ้มกัน เป็นต้น (Alonso และคณะ, 2013)   Gonzalez Pereyra และคณะ (2008) 

ศึกษาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในข้าวโพดหมัก พบว่ามีการปนเปื้อนร้อยละ 17 ของ

ตัวอย่างทั้งหมด โดยร้อยละ 67 ของตัวอย่างที่ปนเปื้อนมีความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 

สูงเกินเกณฑ์ท่ีกฎหมายก าหนด (20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)   Pena และคณะ (2010) ศึกษา

การปนเปื้อนของ A. fumigatus ในอาหารสัตว์จ านวน 150 ตัวอย่าง โดยพบว่ามีการ

ปนเปื้อนของ A. fumigatus ในทุกตัวอย่าง และมีการปนเปื้อนของไกลโอทอกซินอยู่ในช่วง

ความเข้มข้น 29 ถึง 209 ไมโครกรัมต่อกรัม   Keller และคณะ (2012) ศึกษาการปนเปื้อน
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ของราและสารพิษจากราในพืชหมัก โดยพบว่าราในสกุล Aspergillus ถูกพบมากที่สุด 

โดยเฉพาะอย่างยิ่ง A. fumigatus นอกจากนี้ยังพบว่าร้อยละ 50 ของตัวอย่างทั้งหมด

ปนเปื้อนไกลโอทอกซินอีกด้วย 

 

2.3.2  อะฟลาทอกซินบี 1 

อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นเมแทบอไลต์ทุติยภูมิที่มีความเป็นพิษร้ายแรงที่สุดในกลุ่ม     

อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) สร้างโดยราในสกุล Aspergillus โดยเฉพาะอย่างยิ่ง A. flavus,            

A. parasiticus และ A. nomius มักพบปนเปื้อนในผลิตผลทางการเกษตร เช่น ข้าว 

ข้าวโพด ถั่ว ฝ้าย และ บาร์เลย์ เป็นต้น (Martins และคณะ, 2007) 

2.3.2.1 ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีทั่วไป 

อะฟลาทอกซินบี 1 มีลักษณะเป็นผลึกใส เรืองแสงสีฟ้าภายใต้แสงอัลตร้า         

ไวโอเลต มีสูตรทางเคมี คือ C17H12O6 โครงสร้างทางเคมีดังแสดงในรูปที่ 2.1 มี

น้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 312.27 กรัมต่อโมล สามารถทนความร้อนได้สูง มีจุด

หลอมเหลวอยู่ที่ 268 องศาเซลเซียส ความสามารถในการละลายน้ าเท่ากับ 16.14 

มิลลิกรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สามารถละลายได้ดีในตัวท าละลาย

อินทรีย์ เช่น คลอโรฟอร์ม และเมทานอล เป็นต้น (IARC, 2002)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.1 โครงสร้างทางเคมีของอะฟลาทอกซินบี 1 (IARC, 2002) 
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2.3.2.2 ความเป็นพิษ 

อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นสารพิษจากราที่ก่อให้เกิดความเป็นพิษมากที่สุด              

โดยองค์การ International Agency for Research on Cancer (IARC) จัดให้เป็น

สารก่อมะเร็งกลุ่มที่ 1 มีความเป็นพิษต่อตับ (Cho และคณะ, 2008)   Asim และ

คณะ (2011) ศึกษาผลของอะฟลาทอกซินบี 1 ต่อความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตับ 

โดยพบว่าผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบบี ในเขตภาคเหนือของประเทศอินเดีย มีความเสี่ยงต่อ

การเป็นมะเร็งตับเพ่ิมขึ้น 3 เท่า และมีความเสี่ยง 5 เท่า เมื่อตรวจพบการปนเปื้อน

ของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารและตัวอย่างปัสสาวะ นอกจากนี้ ผลของอะฟลา

ทอกซินบี 1 ในระดับเซลล์ยังก่อให้เกิดการยับยั้งการสังเคราะห์ ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ 

และโปรตีน ลดการสังเคราะห์ไขมันต่างๆ รวมถึงยับยั้งการท างานของเอนไซม์ต่าง ๆ 

(Ghonaimy และคณะ, 2007) ในส่วนของปศุสัตว์พบว่า เมื่อได้รับอาหารที่มีการ

ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 จะท าให้มีอัตราการเจริญเติบโตลดลง และท าให้

ระบบภูมิคุมกันต่ าลง ยิ่งไปกว่านั้นอาจพบการตกค้างของสารพิษในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ 

เช่น เนื้อสัตว์และน้ านม เป็นต้น (Kang’ 'ethe และ Lang'’ a, 2009) 

2.3.2.3 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารสัตว์ 

 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารสัตว์นอกจากจะส่งผลกระทบ

โดยตรงต่อสุขภาพของปศุสัตว์แล้ว ในสัตว์เคี้ยวเอ้ืองหากได้รับอาหารที่มีการปนเปื้อน

ของอะฟลาทอกซินบี  1 เข้าไปจะเกิดเมแทบอลิซึมของอะฟลาทอกซินบี  1                     

เกิดเป็นอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 ซึ่งสามารถพบปนเปื้อนอยู่ในน้ านมได้ ท าให้ส่งผล

กระทบถึงความปลอดภัยของผู้บริโภคได้ด้วยเช่นกัน (Prandini และคณะ, 2009) 

ดังนั้น การควบคุมการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารสัตว์ จึงเป็นปัญหา

ส าคัญในการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปศุสัตว์  อย่างไรก็ตามยังพบ

รายงานการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารสัตว์ตามประเทศต่าง ๆ ทั่วโลก   

Kang’ 'ethe และ Lang'’ a (2009) ศึกษาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน

อาหารสัตว์ จ านวน 830 ตัวอย่างในประเทศเคนย่า พบว่ามีการปนเปื้อนร้อยละ 68 

ของตัวอย่างทั้งหมด   Keller และคณะ (2012) ศึกษาการปนเปื้อนของอะฟลา           
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ทอกซินบี 1 ในพืชหมัก จ านวน 120 ตัวอย่างในประเทศบราซิล พบการปนเปื้อนถึง

ร้อยละ 32 ของตัวอย่างทั้งหมด   Han และคณะ (2013) ศึกษาการปนเปื้อนของ 

อะฟลาทอกซินในอาหารสัตว์ จ านวน 200 ตัวอย่างในประเทศจีน พบว่าร้อยละ 42 

ของตัวอย่างมีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 โดยมีความเข้มข้นอยู่ระหว่าง 0.05 ถึง 

3.53 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม   Bagheri และคณะ (2014) ศึกษาการปนเปื้อนของ                 

อะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารสัตว์ต่าง ๆ ในประเทศอิหร่าน พบว่าในตัวอย่างฟางข้าว

และหญ้าแอลฟาฟา พบการปนเปื้อนทั้งหมด 100 เปอร์เซ็นต์ และในตัวอย่างข้าวโพด  

พบการปนเปื้อน 95 เปอร์เซ็นต ์   

ในสหภาพยุโรปได้ก าหนดให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหาร

สัตว์ได้ไม่เกิน 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส่วนในสหรัฐอเมริกาก าหนดให้มีการปนเปื้อน

ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Han และคณะ, 2013) เช่นเดียวกับในประเทศไทย

ได้ก าหนดให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่ออาหาร 

1 กิโลกรัม หรือ 20 พีพีบี ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529  

2.2.2.4 อะฟลาทอกซินเอ็ม 1 

เมื่อสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ได้รับสารพิษอะฟลาทอกซินบี 1 เข้าไปจะเกิดสาร

อนุพันธ์ที่เกิดจากเมแทบอลิซึมของอะฟลาทอกซินบี 1 เกิดเป็นอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 

และถูกขับออกมาทางน้ านม โครงสร้างทางเคมีของอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 ดังแสดงใน

รูปที่ 2.2  โดยส าหรับมนุษย์และปศุสัตว์ที่ให้น้ านมเมื่อกินอาหารที่มีการปนเปื้อน

ของอะฟลาทอกซินบี 1 เข้าไปในร่างกาย จะมีอัตราการเปลี่ยนเป็น อะฟลาทอกซิน 

เอ็ม 1 อยู่ในช่วง 0.5 ถึง 5 เปอร์เซ็นต์ (Neal และคณะ, 1998)  
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รูปที ่2.2 โครงสร้างทางเคมีของอะฟลาทอกซิน เอ็ม 1 (Neal และคณะ, 1998) 
 

องค์การ IARC จัดให้อะฟลาทอกซินเอ็ม 1 เป็นสารที่อยู่ในกลุ่ม 2B เป็นสารที่

อาจจะก่อให้เกิดมะเร็งได้ในมนุษย์ ผลของอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 ต่อมนุษย์และสัตว์ 

มีความใกล้เคียงกับผลของอะฟลาทอกซินบี 1 เพียงแต่มีความเป็นพิษน้อยกว่า 

(Prandini และคณะ, 2009) กลุ่มสหภาพยุโรปได้ก าหนดให้มีการปนเปื้อนของ             

อะฟลาทอกซิน เอ็ม 1 ในน้ านมได้ไม่เกิน 50 นาโนกรัมต่อลิตร ส่วนในสหรัฐอเมริกา

ก าหนดให้มีการปนเปื้อนได้ไม่เกิน 500 นาโนกรัมต่อลิตร (Zheng และคณะ, 2013) 

 

2.3.3 โอคราทอกซินเอ  

โอคราทอกซินเอ เป็นสารพิษที่เกิดจากราในสกุล Aspergillus และ 

Penicillium เช่น A. ochraceus, A. carbonarius, P. verrucosum และ              

P. viridicatum เป็นต้น มักพบปนเปื้อนในผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิด 

โดยเฉพาะ ธัญพืช เช่น ข้าว ข้าวโพด กาแฟ รวมถึง องุ่น เป็นต้น (Azizi และคณะ, 

2012)  

2.3.3.1 ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีทั่วไป 

โอคราทอกซินเอ มีลักษณะเป็นผลึกขาว-ใส เมื่ออยู่ในภาวะที่เป็นกรด                  

จะเรืองแสงสีเขียวภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต และเรืองแสงสีฟ้าเมื่ออยู่ในภาวะที่                  

เป็นเบส มีสูตรทางเคมี คือ C20H18ClNO6 โครงสร้างทางเคมีดังแสดงในรูปที่ 2.3               
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มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 403.8 กรัมต่อโมล มีจุดหลอมเหลวที่อยู่ที่ 169 องศา

เซลเซียส สามารถละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น แอลกอฮอล์,  คีโตน และ

คลอโรฟอร์ม เป็นต้น (Khoury และ Atoui, 2010)  

 

 

 

 

 

รูปที ่2.3 โครงสร้างทางเคมีของโอคราทอกซินเอ (Khoury และ Atoui, 2010) 
 

2.3.3.2 ความเป็นพิษ 

โอคราทอกซินเอ เป็นสารพิษจากราที่มีความเป็นพิษต่อไต ระบบภูมิคุ้มกัน 

และท าให้ตัวอ่อนในครรภ์ผิดปกติ  องค์การ IARC จัดให้เป็นสารที่อยู่ในกลุ่ม 2B เป็น

สารที่อาจจะก่อให้เกิดมะเร็งได้ในมนุษย์ (Armando และคณะ, 2013) ในส่วนของ             

ปศุสัตว์พบว่าหากได้รับอาหารที่มีการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ เป็นเวลานาน  

จะท าให้เกิดพิษสะสมเรื้อรัง  เกิดโรคไตอักเสบ อาจท าให้มีเลือดออกในอวัยวะภายใน 

นอกจากนี้ยังสามารถพบสารพิษตกค้างได้ในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ได้ด้วยเช่นกัน 

(Scudamore และ Livesey, 1998)   

2.3.3.3 การปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอในอาหารสัตว์ 

โอคราทอกซินเอ มักพบปนเปื้อนในเมล็ดธัญพืช เช่น ข้าวโพด บาร์เลย์ ข้าว

สาลี และข้าวโอ๊ต เป็นต้น และยังพบรายงานการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ            

ในอาหารสัตว์ตามประเทศต่าง ๆ ทั่วโลก   Riba และคณะ (2008) ศึกษาการ

ปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ ในข้าวสาลี จ านวน 85 ตัวอย่างในประเทศอัลจีเรีย พบ

การปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ ร้อยละ 40 ของตัวอย่างทั้งหมด โดยมีความเข้มข้น

อยู่ระหว่าง 0.21 ถึง 41.55 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม   Rosa และคณะ (2009) ศึกษา
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การปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ ในอาหารสัตว์ ในประเทศบราซิลพบว่า  ร้อยละ 44 

ของตัวอย่างข้าวโพดมีการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ โดยมีความเข้มข้นอยู่ระหว่าง 

42 ถึง 224 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม   (Keller และคณะ, 2013) ศึกษาการปนเปื้อน

ของโอคราทอกซินเอ ในข้าวโพดหมัก จ านวน 464 ตัวอย่าง ในประเทศบราซิล พบว่า

มีการปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ ร้อยละ 29 ของตัวอย่างทั้งหมด อยู่ในช่วงความ

เข้มข้น 1 ถึง 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยในกลุ่มสหภาพยุโรปได้ก าหนดให้มีการ

ปนเปื้อนของโอคราทอกซินเอ ในอาหารสัตว์ได้ไม่เกิน 250 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

(Boudra และคณะ, 2015)   

 

2.4  แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียแกรมบวก สามารถเจริญได้ในภาวะที่มีและไม่มีอากาศ 

นิยมใช้เป็นหัวเชื้อในอาหารหมักดอง เช่น ชีส นมเปรี้ยว ผักและผลไม้ดองเป็นต้น (Carr และคณะ, 

2002) แล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถแบ่งออกได้เป็นสองกลุ่มใหญ่ตามกระบวนการหมักน้ าตาล 

ได้แก่กลุ่ม Homofermentative เช่น Lactobacillus lactis, L. acidophilus, Pediococcus 

acidilactici, P. pentaceous และ Enterococcus faecium เป็นต้น และกลุ่ม 

Heterofermentative เช่น L. plantarum, L. reuteri, L. buchneri และ Leuconostoc 

mesenteroides เป็นต้น (Yitbarek และ Tamir, 2014)  

ในกระบวนการหมักพืช การใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย กลุ่ม Homofermentative จะท าให้

เกิดกระบวนการหมักได้อย่างรวดเร็ว เกิดกรดแล็กติกมาก ท าให้ค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมัก 

ลดลงอย่างรวดเร็ว ลดการสลายของโปรตีน รวมถึงลดการสูญเสียของวัตถุแห้ง และให้พลังงาน                

มากขึ้น  การใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรียกลุ่ม Heterofermentative จะใช้น้ าตาลเฮกโซสและเพนโทส

เป็นซับเสตรตในการหมักได้ผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น กรดแล็กติก เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ 

และกรดอะซีติกท่ีมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของยีสต์และราในพืชหมักได้   Kristensen และคณะ 

(2010)  ศึกษาพบว่าการใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรียกลุ่มที่เป็น Heterofementative เป็นหัวเชื้อใน

การหมักพืชจะช่วยปรับปรุงความคงสภาพเมื่อสัมผัสกับอากาศ ได้มากกว่าการใช้แล็กติกแอซิด

แบคทีเรียในกลุ่ม Homofermentative เนื่องจากสามารถผลิตเมแทบอไลต์ เช่น กรดอะซีติก และ
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กรดโพรพิโอนิก ที่มีสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์กลุ่มใช้อากาศได้ดีกว่ากรดแล็กติก (Abdel-Rahman 

และคณะ, 2013) วิถีกระบวนการหมักน้ าตาลของแล็กติกแอซิกแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 2.4 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.4  วิถีกระบวนการหมักน้ าตาลของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (Abdel-Rahman และคณะ, 
2013)  
 

Meeske และคณะ (2002) ศึกษาผลของการใช้ L. plantarum และ P. acidilactici เป็น

หัวเชื้อในการหมักข้าวโพด พบว่า ข้าวโพดหมักที่ใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรียดังกล่าวเป็นหัวเชื้อในการ

หมัก จะช่วยปรับปรุงความคงสภาพเมื่อสัมผัสกับอากาศ และยังช่วยให้สัตว์กินอาหารได้มากขึ้นเมื่อ

เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมหัวเชื้อลงไป   Kung และคณะ (2003) ศึกษาการใช้ L. buchneri 

40788 เป็นหัวเชื้อในการหมักพืช พบว่าสามารถช่วยเพ่ิมความคงสภาพเมื่อสัมผัสกับอากาศของพืช

หมักและเพ่ิมผลผลิตน้ านมของปศุสัตว์ได้มากขึ้น 

 

Homofermentative Heterofermentative 
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2.4.1 การใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา 

แล็กติกแอซิกแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่มีรายงานถึงการใช้เป็นตัวควบคุมทาง

ชีวภาพในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา โดยมีกลไกที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของรา ได้แก่ การแย่งสารอาหาร การผลิตกรดอินทรีย์ และการผลิตเมแทบอไลต์อ่ืนที่มี

ฤทธิ์ต้านหรือยังยั้งการเจริญของรา และบางชนิดมีผลต่อการสร้างสารพิษจากรา นอกจากนี้

ยั งพบว่าผนั ง เซลล์ ของแล็กติกแอซิดแบคที เรี ยยั งสามารถดูดซับสารพิษจากรา                

ท าให้ช่วยลดการปนเปื้อนของสารพิษในอาหารได้เช่นเดียวกัน (Holzer และคณะ, 2003)   

2.4.1.1 เมแทบอไลต์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา 

2.4.1.1.1   กรดอินทรีย์ 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถผลิตเมแทบอไลต์ได้กรดอินทรีย์

หลายชนิด เช่น กรดแล็กติก กรดอะซีติก และกรดโพรพิโอนิก เป็นต้น โดย

กรดอินทรีย์จะออกฤทธิ์บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เกิดความเป็นกลางของ

ความเข้มข้นของโปรตอน ส่งผลให้สารต่างๆ สามารถผ่านเข้าออกเยื่อหุ้ม

เซลล์ได้มากขึ้น ท าให้สามารถยับยั้งการเจริญหรือท าให้เซลล์ตายได้  (Batish 

และคณะ, 1997)   Lavermicocca และคณะ (2003) คัดแยกกรดฟีนิล                   

แล็กติกจาก L. plantarum 21B ได้เป็นครั้งแรกจากขนมปังแป้งเปรี้ยว 

(sourdough bread) และพบว่ากรดดังกล่าวมีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของราได้หลายชนิด   Strom และคณะ (2005) คัดแยกแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย L. plantarum สายพันธุ์ MiLAB 393 ได้จากพืชหมัก โดยพบว่า

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียดังกล่าวสามารถผลิตกรดฟีนิลแล็กติกที่สามารถยับยั้ง

การเจริญของราได้ 

2.4.1.1.2   สารประกอบประเภทโปรตีน 

Magnusson และ Schnurer (2001) ได้ศึกษาพบว่า                        

L. coryniformis subsp. Coryniformis Si3 ที่คัดแยกได้จากพืชหมัก 

สามารถผลิตสารประเภทโปรตีนขนาดเล็ก (3 KDa) ที่มีสมบัติในการยับยั้งรา

ได้หลายชนิด เช่น A. fumugatus, A. nidulans, P. roqueforti และ            
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F. poae เป็นต้น โปรตีนดังกล่าวสามารถทนความร้อนได้ดี ออกฤทธิ์ในช่วง

ค่าความเป็นกรด-เบสที่ 3 ถึง 6 และถูกยับยั้งได้โดยเอนไซม์สลายโปรตีน   

Atanassova (2003) ได้ศึกษาพบว่า L. paracasei supsp. paracasei M3 

สามารถผลิตสารประเภทโปรตีน (43 KDa) ที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืนได้ 

ทั้งแบคทีเรีย ยีสต์และราหลายชนิด   Gerez และคณะ (2013) ได้ศึกษา

พบว่า L. fermentum  CRL 251 สามารถผลิตสารประเภทโปรตีนขนาดเล็ก 

(น้อยกว่า 10 KDa) ที่มีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของรา โดยออกฤทธิ์ได้

ในช่วงค่าความเป็นกรด-เบสที่ 4 ถึง 7 และสามารถถูกยับยั้งได้โดยเอนไซม์           

ทริปซิน นอกจากนี้ยังพบว่าสารประกอบโปรตีนประเภทไซคลิกไดเพปไทด์ 

(cyclic dipeptide) ที่ผลิตโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย มีรายงาน

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราได้เช่นเดียวกัน   Strom และคณะ 

(2002) ศึกษาพบว่าไซคลิกไดเพปไทด์ cyclo(Phe-Pro) และ cyclo(Phe-4-

OH-Pro) ที่ผลิตโดย L. plantarum MiLAB393 มีสมบัติยับยั้งราได้หลาย

ชนิด   Magnusson และคณะ (2003) ศึกษาพบว่า L. plantarum, L. 

sakei, L. coryniformis และ P. pentosaceus สามารถผลิต cyclo(Phe-

Pro) และ cyclo(Phe-4-OH-Pro) ที่มีสมบัติในการยับยั้งราได้เช่นกัน 

2.4.1.1.3  กรดไขมัน 

แล็กติกแอซิดแบคที เรียบางชนิดสามารถผลิตกรดไขมัน           

ที่ช่วยปรับปรุงคุณภาพด้านกลิ่นของการหมักและยังมีสมบัติในการยับยั้งการ

เจริญของรา โดยออกฤทธิ์กับเยื่อหุ้มเซลล์รา (Avis และ Belanger, 2001) 

โดยพบว่าความยาวของกรดไขมัน (chain length) มีผลต่อฤทธิ์ในการยับยั้ง 

โดยกรดไขมันที่มีความยาวมากจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งมาก แต่อย่างไรก็ตาม 

กรดไขมันที่มีความยาวเกิน 10 คาร์บอน (C10) จะมีความสามารถในการ

ละลายน้ าต่ า จึงไม่เหมาะน ามาใช้ในการเป็นสารยับยั้งรา (Schnürer และ 

Magnusson, 2005)    Sjogren และคณะ (2003) ศึกษาพบว่ากรดไขมัน            

ไฮดรอกซีที่ผลิตจาก L. plantarum MiLAB 14 มีสมบัติในการยับยั้งการ



 

 

30 

เจริญของยีสต์และราหลายชนิด โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ใช้ในการยับยั้ง

การเจริญอยู่ที่ 10 ถึง 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   Black และคณะ (2013) 

ศึกษาพบว่าเมื่อเติมกรดไขมันลิโนเลอิก (linoleic acid) ในกระบวนการหมัก

แป้งขนมปัง ซึ่งมี L. hammesii เป็นหัวเชื้อจะสามารถยับยั้งการเจริญของรา

ได้ โดยผู้วิจัยพบว่า L. hammesii สามารถเปลี่ยนกรดไขมันลิโนเลอิกเป็น

กรดไขมัน ไฮดรอกซีจ านวน 8 คาร์บอน (monohydroxy octadecenoic 

acid) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของรา 

2.4.1.1.4  ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถสร้างไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ได้

ในภาวะที่มีออกซิเจน ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืนโดยการเกิดปฏิกิริยาเพอร์

ออกซิเดชัน (peroxidation) ของไขมันที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้

ความสามารถในการเป็นเยื่อเลือกผ่านสูญเสียไป และยังท าลายโครงสร้าง

โมเลกุลของโปรตีนภายในเซลล์ได้เช่นกัน (Schnürer และ Magnusson, 

2005)   Venturini และคณะ (2002) ศึกษาพบว่าไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์

สามารถต้านการเจริญของ P. expansum ได้   Ponts และคณะ (2006) 

ศึกษาพบว่าไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์มีผลต่อการงอกของสปอร์ของ             

F. graminearum 

2.4.1.1.5   สารประกอบฟีโนลิก 

Mandal และคณะ (2007) ศึกษาพบว่า Pediococcus 

acidilactici LAB 5 สามารถผลิตสารประกอบฟีโนลิกที่สามารถยับยั้งราได้

หลายชนิด เช่น Aspergillus sp., Fusarium sp., Cladosporium sp. และ 

Microsporium sp. เป็นต้น 

2.4.1.1.6   รูเทอริน 

รู เ ท อ ริ น  ห รื อ  3-ไ ฮ ด ร อ ก ซี โ พ ร พิ โ อ น า ล ดี ไ ฮ ด์                               

(3-hydroxypropionaldehyde) เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมักกลีเซอรอล
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โดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรียบางชนิด ได้แก่ L. reuteri, L. brevis, L. 

buchneri, L. collinoides และ L. coryniformis มีสมบัติในการยับยั้ง

จุลินทรีย์อ่ืน โดยการยับยั้งการท างานของเอนไซม์นิวคลีเอสที่เป็นเอนไซม์

ส าคัญที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห์สารพันธุกรรม   Chung และคณะ 

(1989) ศึกษาพบว่า L. reuteri สามารถผลิตสารรูเทอริน ที่สามารถยับยั้ง

การเจริญของ Aspergillus และ Fusarium ได้   Magnusson และคณะ 

(2003) ศึกษาพบว่าการเติมกลีเซอรอลลงในหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่

สามารถผลิตสารรูเทอรินได้ จะช่วยเพ่ิมความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของราได้ดีมากยิ่งขึ้น 

2.4.1.1.7  ไดอะเซทิล 

ไดอะเซทิล หรือ 2,3-บิวเทนไดโอน (2,3-butanedione) คือ

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมักซิเตรทโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย เป็นสารให้

กลิ่นหอมในอาหารหมักหลายชนิด เช่น เนย และ ชีส สามารถยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรีย์ได้ทั้งแบคทีเรีย ยีสต์ และรา แต่เนื่องจากเป็นสารที่ให้กลิ่นหอม

และต้องใช้ในปริมาณมากในการยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืน จึงไม่นิยมใช้เป็นสาร

ถนอมอาหาร (Schnürer และ Magnusson, 2005) 

2.4.1.2 ปัจจัยที่มีผลต่อฤทธิ์ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในยับยั้งการเจริญของรา 

2.4.1.2.1   อุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่ม 

อุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่มแล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีผลต่อ

ปริมาณและเมแทบอไลต์ที่ส่งผลต่อความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ

รา   Batish และคณะ (1997) ศึกษาพบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียจะออก

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของรามากที่สุดเมื่ออยู่ในช่วงการเจริญระยะเอกซ์

โพเนนเชียล (exponential phase) และจะมีฤทธิ์ลดลงเมื่อเข้าสู่ช่วงการ

เจริญระยะคงที่ (stationary phase)    Rouse และคณะ (2008) ศึกษา

ความสามารถของ L. plantarum CM8 และ P. pentosaceus R47 ในการ
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ยับยั้ง Penicillium notatum พบว่าที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส             

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีแอกทิวิตีในการยับยั้งราสูงที่สุด   Sathe และคณะ 

(2007) ศึกษาความสามารถของ L. plantarum CUK501 ในการยับยั้งการ

เจริญของรา พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียดังกล่าวสามารถผลิตสารเมแทบ 

อไลต์ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราปริมาณมากสุด เมื่ออยู่ในช่วงการเจริญระยะ

เอกซ์โพเนนเชียล ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    

2.4.1.2.2   ค่าความเป็นกรด-เบส 

 ผลของค่าความเป็นกรด-เบสต่อความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ขึ้นอยู่กับปัจจัยร่วมหลายประการ เช่น ซับเสตรต สายพันธุ์ของรา 

อุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่ม เป็นต้น   Falguni และคณะ (2010) ศึกษา

พบว่า  L. brevis NCDC มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ Fusarium ดีที่สุด

ที่ค่าความเป็นกรด-เบสอยู่ในช่วง 5 ถึง 7   Magnusson และ Schnurer 

(2001) ศึกษาพบว่า L. coryniformis subsp. Coryniformis                 

มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของรามากที่สุด ที่ค่าความเป็นกรด-เบสอยู่ในช่วง 

3 ถึง 4.5 และจะลดลงเมื่อมีค่าความเป็นกรด-เบสมากกว่า 6   Laref และ

คณะ (2013) ศึกษาพบว่า L. plantarum และ L. farciminis มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจริญของ Aspergillus มากที่สุดเมื่อมีค่าความเป็นกรด-เบสในช่วง             

3 ถึง 4 และจะลดลงเมื่อมีค่าความเป็นกรด-เบสที่ 5 ถึง 6                        

Rouse และคณะ (2008) ศึกษาความสามารถของ L. plantarum CM8 

และ P. pentosaceus R47 ในการยับยั้ง Penicillium notatum พบว่ามี

ฤทธิ์ยับยั้งดีในช่วงค่าความเป็นกรด-เบสต่ าในช่วง 4 ถึง 5 และจะลดลงเมื่อมี

ค่าความเป็นกรด-เบสสูงขึ้น 

2.4.1.2.3   สารอาหาร 

Jones (1988) ศึกษาพบว่าการเติม ข้าวโอ๊ตและบาร์เลย์ในการ

หมักหญ้าจะช่วยเพิ่มคาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได้ 3 ถึง 4 เปอร์เซ็นต์ ท าให้มี

ประสิทธิภาพการหมักดีขึ้น ค่าความเป็นกรด-เบสลดลงเร็ว ข่วยยับยั้ง
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จุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการได้ดีขึ้น   Rouse และคณะ (2008) ศึกษาพบว่าการใช้

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนจะท าให้แล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีฤทธิ์ในการยั้บยั้ง

รามากขึ้น  

2.4.1.3 การยับยั้งการผลิตสารพิษจากรา 

Gournama และ Bullerman (1995) ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียสกุล Lactobacillus ในการยับยั้งการสร้างสารพิษจากราด้วยวิธีไดแอลิซิส 

(dialysis assay) พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถยับยั้งการสร้างสารพิษจากรา

ได้โดยเมแทบอไลต์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า   Ghonaimy และคณะ (2007) ศึกษา

พบว่า L. acidophilus สามารถยับยั้งการผลิตอะฟลาทอกซินของ A. flavus และ     

A. parasiticus ในเมล็ดข้าวโพด ได้ 99.8 และ 99.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ                

Dogi และคณะ (2013) ศึกษาความสามารถของ L. plantarum ในการยับยั้งการ

ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และ ซีราลีโนน ของ F. graminerum ใน

ภาวะที่มีการแปรผันค่าความเป็นกรด-เบสและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน พบว่าแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียมีเปอร์เซนต์การยับยั้งการสร้างสารพิษจากราอยู่ระหว่าง 53 ถึง 95 

เปอร์เซ็นต์   Gomah และ Zohri (2015) ศึกษาพบว่า L. paracasei subsp. 

paracasei สามารถยับยั้งการผลิตสารพิษจาก Fusarium ได้แก่ ดีออกซีนิวาลีนอล  

ซีลารีโนน และ ฟูโมนิซินบี มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 56.8 เปอร์เซ็นต์, 73.0 

เปอร์เซ็นต์ และ 76.5 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ 

2.4.1.4 การดูดซับสารพิษจากราโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถดูดซับสารพิษจากรา เช่น อะฟลาทอกซิน    

โอคราทอกซิน ฟูโมนิซิน และไทรโคธีซีน เป็นต้น โดยอาศัยส่วนประกอบของชั้นผนัง

เซลล์ ซึ่งกระบวนการนี้เป็นกระบวนการที่ผันกลับได้โดยประสิทธิภาพในการดูดซับจะ

ขึ้นอยู่กับปัจจัย เช่น สายพันธุ์ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียและภาวะแวดล้อมที่

แบคทีเรียเจริญอยู่ (Dalié และคณะ, 2010) 
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2.4.1.4.1   การดูดซับอะฟลาทอกซินบี 1 

กระบวนการดูดซับของผนังเซลล์ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย

กับอะฟลาทอกซินบี 1 เป็นกระบวนการแบบย้อนกลับได้ ความสามารถใน

การดูดซับข้ึนอยู่กับสายพันธุ์และจ านวนของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ปริมาณ

สารพิษที่สะสมอยู่ในสิ่งแวดล้อม รวมถึงภาวะแวดล้อมต่างๆ (Bueno และ

คณะ, 2007)   Haskard และคณะ (2001) ศึกษาความสามารถของแล็กติก

แอซิดแบคทีเรียในการดูดซับอะฟลาทอกซินบี 1 ในภาวะต่าง ๆ พบว่าเมื่อ

เซลล์ถูกกระท าด้วยความร้อนหรือกรดจะท าให้มีเปอร์เซ็นต์การดูดซับมากขึ้น 

Fazeli และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย

สาย พันธุ์ ต่ า ง  ๆ  ที่ คั ดแยก ได้ จ ากแป้ งหมั กขนมปั ง เปรี้ ย ว  พบว่ า                           

L. fermentum มีประสิทธิภาพในการดูดซับอะฟลาทอกซินบี 1 ได้            

61 เปอร์เซ็นต์ มากที่สุดเมื่อเทียบกับสายพันธุ์อ่ืนที่คัดแยกได้ และ L. casei 

มีความสามารถในการดูดซับสารพิษนานที่สุดมากกว่า 24 ชั่วโมงเมื่อเทียบกับ

สายพันธุ์อ่ืนๆ Rahaie และคณะ (2012) ศึกษาความสามารถในการดูด

ซับอะฟลาทอกซินบี 1 ของ L. rhamnosus GG ที่ความเข้มข้นเริ่มต้นของ

สารพิษต่างๆ โดยสามารถดูดซับอะฟลาทอกซินบี 1 ได้ 35 และ 60 

เปอร์เซ็นต ์เมื่อมีความเข้มข้นเริ่มต้นของอะฟลาทอกซินบี 1 เท่ากับ 10 พีพีบี 

และ 20 พีพีบี ตามล าดับ Bovo และคณะ (2014) ศึกษาความสามารถใน

การดูดซับอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวพบว่า มีเปอร์เซ็นต์การ

ดูดซับที่ 46 เปอร์เซ็นต์ และ 35.8 เปอร์เซ็นต์ ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-

เบส เท่ากับ 6 และ 3 ตามล าดับ 

2.4.1.4.2   การดูดซับโอคราทอกซินเอ 

การดูดซับโอคราทอกซินเอของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถ

เ กิ ด ก ร ะ บ ว น ก า ร เ ช่ น เ ดี ย ว กั บ ก า ร ดู ด ซั บ อ ะ ฟ ล า ท อ ก ซิ น บี  1                  

Piotrowska และ Zakowska (2005) ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียจ านวน 29 สายพันธุ์ ในการดูดซับโอคราทอกซินเอ ในอาหารเลี้ยง
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เชื้อเหลว พบว่าทุกสายพันธุ์สามารถดูดซับสารพิษได้ โดย L. acidophilus มี

ความสามารถสูงสุด โดยเมื่อเวลาผ่านไป 5 ชั่วโมง สามารถลดปริมาณของโอ

คราทอกซินได้ 85 เปอร์เซ็นต์ และลดปริมาณสารพิษได้สูงสุด 88 เปอร์เซ็นต์ 

เมื่อเวลาผ่านไป 10 ชั่วโมง   Mateo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถ

ของ Oenococcus oeni สายพันธุ์ต่างๆ ที่คัดแยกได้จากไวน์ ในการดูดซับ

โอคราทอกซินเอ โดยพบว่ามี เปอร์ เซ็นต์การดูดซับอยู่ระหว่าง 0.88 

เปอร์เซ็นต์ ถึง 63.14 เปอร์เซ็นต์ เมื่อมีความเข้มข้นของโอคราทอกซินเอใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเท่ากับ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1.75 ถึง 57.53 

เปอร์เซ็นต์ เมื่อมีความเข้มข้นของโอคราทอกซินเอในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

เท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ยังพบว่าประสิทธิภาพของการดูด

ซับขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของแบคทีเรีย ความเข้มข้นของสารพิษ และระยะเวลา

ในการบ่ม   Piotrowska (2014) ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียในสกุล Lactobacillus ได้แก่ L. plantarum, L. brevis และ          

L. sanfranciscencis พบว่าสามารถลดปริมาณโอคราทอกซินได้ 16.9 ถึง 

35 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS และ 14.8 ถึง 26.4 เปอร์เซ็นต์ 

ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และยังพบว่าเมื่อเซลล์ถูกกระท าด้วยความ

ร้อนจะท าให้มีความสามารถในการดูดซับสารพิษได้มากยิ่งขึ้น  
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บทที่ 3 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1     อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง  

1. กระดาษกรองชนิดใยแก้ว (GF/C)  ขนาด 1.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Vicam, สวีเดน 
2. กระดาษกรองเบอร์ 1 (filter paper) ขนาด 110 มิลลิเมตร ของบริษัท Whatman, สหราช

อาณาจักร 
3. กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1 มิลลิลิตร และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Nipro, ไทย 
4. เครื่องโครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid 

chromatography, HPLC)  
- คอลัมน์ (column) Luna C18 ขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร และขนาด 

150 x 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร ของบริษัท Phenomenex, สหรัฐอเมริกา 
- ลิควิดโครมาโทรกราฟี (liquid chromatrography) รุ่น prostar ของบริษัท Varian, 

สหรัฐอเมริกา 
5. เครื่องชั่ง รุ่น AG285 ของบริษัท Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 
6. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท Tomy, ญี่ปุ่น 
7. เครื่องปั่น (dry blending) รุ่น SS115 ของบริษัท Warning commercial, สหรัฐอเมริกา 
8. เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, 

สหรัฐอเมริกา 
9. เครื่องเปลี่ยนอากาศเป็นแกส๊ไนโตรเจน ยี่ห้อ Peak  
10. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-เบส (pH meter) รุ่น SevenEasy ของบริษัท Mettler Toledo, 

ไทย 
11. จานเลี้ยงเชื้อพลาสติกปราศจากเชื้อ (sterile petridish) ของบริษัท Greiner bio-one, 

ออสเตรีย 
12. ตู้เขี่ยเชื้อ (laminar flow) CLEAN model. V4 ของบริษัท Lab Service, ไทย 
13. ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท 

Sandenintercool, ไทย 
14. ตู้บ่มเชื้อ (incubator) รุ่น D06064 ของบริษัท Memmert, เยอรมนี 
15. ตู้อบลมร้อน (hot air oven)  รุ่น model 006 ของบริษัท Memmert, เยอรมนี 
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16. ฟลาส์ก (flask) ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Pyrex เยอรมนี 
17. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) รุ่น P20, P200, P1000 ของบริษัท Gilson, ฝรั่งเศส 
18. หัวกรองส าเร็จ (syringe filter) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ของบริษัท Lubitech, จีน 
19. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น WB14 ของบริษัท Memmert, เยอรมนี 
20. อ่างอัลตราโซนิก (ultrasonic bath) รุ่น SONOREX RX 100 ของบริษัท Bandelin 

Electronic, เยอรมนี 
21. อิมมูโนแอฟฟินิตี้คอลัมน์ (immunoaffinity column) Afla Test, Ochra Test ของบริษัท 

Vicam, สหรัฐอเมริกา 

3.2     เคมีภัณฑ์ 

1. Lactobacilli MRS  Broth ของบริษัท Difco, สหรัฐอเมริกา 
2. MacConkey Agar ของบริษัท Difco, สหรัฐอเมริกา 
3. Potato Dextrose Agar ของบริษัท Difco, สหรัฐอเมริกา 
4. Tween 80 ของบริษัท Merck, เยอรมน ี
5. เมทานอล (Methanol) gradient grade for liquid chromatography ของบริษัท Merck, 

เยอรมนี 
6. เฮกเซน (Hexane) ของบริษัท J.T. Baker, สหรัฐอเมริกา 
7. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 
8. กรดไทรฟลูออโรแอซีติก (Trifluoroacetic acid) HPLC grade ของบริษัท Fisher 

Scientific, สหราชอาณาจักร 
9. อะซีโทไนไตรล์ (Acetonitrile) HPLC grade ของบริษัท RCI Labscan, ไทย 

3.3     จุลินทรีย์ที่ใช้ทดสอบ 

 จุลินทรีย์ที่ใช้ทดสอบจากคลังจุลินทรีย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

1. Aspergillus carbonarius TK 4.2 
2. Aspergillus flavus M3T8R4G3 
3. Lactobacillus casei AN2 
4. Lactobacillus paracasei AN3 
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3.4     วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.4.1 เตรียมจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 

3.4.1.1 เตรียมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

น าเชื้อแบคทีเรีย L. casei AN2 และ L. paracasei AN3 จากคลังจุลินทรีย์ 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย มาเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง de Man Rogosa Sharpe (MRS) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง เพ่ือให้ได้โคโลนีเดี่ยว จากนั้น น าโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญของ
แบคทีเรียโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตรทุก 20 นาทีใน 4 ชั่วโมงแรก 
หลังจากนั้นวัดทุก 1 ชั่วโมง ใช้แบคทีเรียที่อยู่ในช่วง mid log phase เป็นหัวเชื้อ
ส าหรับการทดลองข้ันต่อไป 

3.4.1.2 เตรียมสปอร์ราแขวนลอย 

น า A. flavus M3T8R4G3 และ A. carbonarius TK4.2 จากคลังจุลินทรีย์ 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย มาเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง Potato dextrose agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
จากนั้น เก็บสปอร์โดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับ 
Tween 80  0.01 เปอร์เซ็นต์ ที่ปราศจากเชื้อ เจือจางให้มีจ านวนประมาณ 106 
สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

3.4.2 ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการ 
ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

3.4.2.1  ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญ              
ของรา 

แบ่งชุดทดสอบออกเป็น 6 ชุด ดังนี้ 
- A. flavus เลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 
- A. flavus เลี้ยงร่วมกับ L. paracasei AN3 
- A. flavus เลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 และ L. paracasei AN3 
- A. carbonarius เลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 
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- A. carbonarius เลี้ยงร่วมกับ L. paracasei AN3 
- A. carbonarius เลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 และ L. paracasei AN3 
- ชุดควบคุม (A. flavus หรือ A. carbonarius) 

น าหัวเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากการเตรียมในข้อ 3.4.1.1 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง MRS จากนั้นหยดสปอร์ราแขวนลอยที่ได้จากการ
เตรียมในข้อ 3.4.1.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนกลางอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้เกลี่ย
แบคทีเรียไว้ บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี
ราทุกวันจนครบ 7 วัน ท าการทดลอง 5 ซ้ า (Armando และคณะ, 2013)  

 
3.4.2.2 ทดสอบความความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการผลิต

สารพิษจากรา  

จากการทดลองข้อ 3.4.2.1 หลังจากบ่มครบ 7 วัน เจาะตรงกลางโคโลนีของ
ราในแต่ละชุดทดสอบ ให้เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5 มิลลิเมตร จ านวน 3 ชิ้น           
ใส่ลงในขวดสกัด แล้วชั่งน้ าหนัก จากนั้นเติมเมทานอลส าหรับสกัดอะฟลาทอกซินบี1 
และเมทานอลผสมกรดฟอร์มิกในอัตราส่วน 25:1 ส าหรับสกัดโอคราทอกซินเอ 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สกัดในอ่างอัลตราโซนิกเป็นเวลา 15 นาที กรองสารสกัดที่ได้
ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้วระเหยสารละลายด้วยแก๊สไนโตรเจนที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เติมเฟสเคลื่อนที่ (อะซีโทไนไตรล์ : น้ าปราศจากไอออน : เมทานอล ; 
20 : 60 : 20 ส าหรับอะฟลาทอกซินบี1 และ อะซีโทไนไตรล์ : น้ าปราศจากไอออน : 
กรดอะซีติก; 49.5 : 49.5 : 1 ส าหรับโอคราทอกซินเอ) แล้วส่งวิเคราะห์ปริมาณอะฟ
ลาทอกซินบี 1 หรือ โอคราทอกซินเอ โดยเครื่องโครมาโตกราฟีแบบของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) (Dachoupakan และคณะ, 2009) ที่ศูนย์เครื่องมือวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ส าหรับโอคราทอกซินเอ 
วิเคราะห์ผ่านคอลัมน์ C18 (250 × 4.60 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) โดยใช้เครื่อง

ตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนต์ excitation wavelength (𝜆exc) เท่ากับ 333 นาโน

เมตร และ emission wavelength (𝜆em) เท่ากับ 477 นาโนเมตร ควบคุมให้มี
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่เท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เวลาที่คงอยู่ (retention time) ของโอคราทอกซินเอ เท่ากับ 10 นาที 
ส าหรับอะฟลาทอกซินบี 1 วิเคราะห์ผ่านคอลัมน์ C18 (150 × 4.60 มิลลิเมตร,       
5 ไมโครเมตร) โดยใช้เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนต์ excitation wavelength 
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(𝜆exc) เท่ากับ 365 นาโนเมตร และ emission wavelength (𝜆em) เท่ากับ 435 
นาโนเมตร ควบคุมให้มีอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่เท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที     
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลาที่คงอยู่ของอะฟลาทอกซินบี 1 เท่ากับ 7 นาท ี

 
3.4.3  ทดสอบผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบสต่อการยับยั้งการเจริญและการผลิต
สารพิษจากรา 

ทดลองโดยเลือกชุดทดสอบที่ดีที่สุดที่ให้ผลการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลา
ทอกซินบี 1 ของ A. flavus และการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius มาแปรผัน 
2 ภาวะ คือ ค่าความเป็นกรด-เบส และอุณหภูมิ ทดสอบตามข้อ 3.4.2.1 และ 3.4.2.2  โดย
ปรับค่าความเป็นกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 3, 4 และ 5 ก่อนลงหัวเชื้อ
แบคทีเรีย และแต่ละค่าความเป็นกรด-เบส บ่มที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส ซึ่ง
ภาวะดังกล่าวเป็นภาวะที่พบได้ในพืชหมัก ท าการทดลอง 5 ซ้ า 

3.4.4  ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิต
สารพิษจากราในข้าวโพดหมัก  

3.4.4.1 หมักข้าวโพด 

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์ (ต้นพร้อมฝักที่มีอายุปลูกประมาณ 70 วัน 
จากพรีเมียร์ฟาร์ม จังหวัดนครปฐม) มาท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอ
น้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วเติมหัวเชื้อแบคทีเรียจาก
ชุดทดสอบที่ให้ผลดีที่สุด ในข้อ 3.4.2 จ านวน 107 CFU ต่อกรัมของข้าวโพดและ
สปอร์ราแขวนลอยจ านวนประมาณ 106 สปอร์ต่อกรัมของข้าวโพด จากนั้น น า
ข้าวโพดที่ใส่เชื้อแล้ว 1 กิโลกรัม ใส่ในถุงพลาสติก น าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน โดยติดตามผลการทดลอง ได้แก่ ความเป็นกรด-เบส และ
การติดตามการเจริญของจุลินทรีย์ ทุกวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน และ 
ตรวจหาปริมาณสารพิษจากรา ทุกวันที่ 0, 7, 14 และ 21 วัน ท าการทดลอง 5 ซ้ า 
วิธีการเก็บตัวอย่างท าโดยน าข้าวโพดหมักแต่ละถุงมาผสมให้เข้ากันโดยการเขย่า 
จากนั้นเก็บตัวอย่างในแต่ละถุงน าไปวิเคราะห์ (Ohmomo และคณะ, 2004) 
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3.4.4.2 ติดตามความเป็นกรด-เบส 

 น าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 กรัม จากแต่ละถุงมาวิเคราะห์หาค่าความเป็น
กรด-เบส โดยเติมน้ ากลั่น 30 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันแล้วบีบเฉพาะส่วนน้ าน ามา
วิเคราะห์ด้วยเครื่องวัดค่าความเป็นกรด-เบส 

3.4.4.3 ติดตามการเจริญของจุลินทรีย์ 

หาจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรียและรา โดยการน าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 
กรัม จากแต่ละถุงท าการเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้ว
เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS (ส าหรับแบคทีเรีย) และอาหารแข็ง PDA 
(ส าหรับรา) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ส าหรับแบคทีเรีย) 
และบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน (ส าหรับรา) รายงานผลเป็น log 
(CFU/g) 

3.4.4.4 ตรวจหาปริมาณสารพิษจากรา 

ชั่งตัวอย่างข้าวโพดหมักที่ปั่นละเอียดแล้ว 50 กรัม ผสมกับโซเดียมคลอไรด์  
5 กรัม และสารละลายผสม เมทานอล : น้ าปราศจากไอออน ในอัตราส่วน 80 : 20 
ปั่นที่ความเร็วสูงเป็นเวลา 1 นาที แล้วกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 จากนั้นดูด
สารละลายตัวอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมกับน้ าปราศจากไอออน ส าหรับการ
ตรวจหาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 หรือ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ส าหรับการ
ตรวจหาปริมาณโอคราทอกซินเอ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วกรองด้วย
กระดาษกรองชนิดใยแก้ว ดูดสารละลายที่กรองได้ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
กระบอกฉีดยาที่ต่อกับอิมมูโนแอฟฟินิตีคอลัมน์ โดยปรับให้มีอัตราการไหล 1 หยดต่อ
วินาที ล้างด้วยน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 10 มิลลิลิตรสองครั้ง ส าหรับ             
อะฟลาทอกซินบี 1 หรือ ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 10 มิลลิลิตร แล้วตาม
ด้วยน้ าปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร ส าหรับโอคราทอกซินเอ จากนั้นเติมเมทานอล
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือชะสารพิษจากราออกจากคอลัมน์ ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต 
(VICAM, 2003) เก็บสารสกัดท่ีได้น ามาระเหยให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจนที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เติมเฟสเคลื่อนที่ เช่นเดียวกับข้อ 3.4.2.2 แล้วส่งวิเคราะห์หาปริมาณ
สารพิษด้วย HPLC ตามภาวะในข้อ 3.4.2.2 
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3.4.5  ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิต
สารพิษจากราในข้าวโพดหมักร่วมกับจุลินทรีย์ชนิดอื่น 

3.4.5.1 หมักข้าวโพด 

ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.4.4.1 โดยใช้ข้าวโพดที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ 
3.4.5.2 ติดตามความเป็นกรด-เบส 

ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.4.4.2 
3.4.5.2 ติดตามการเจริญของจุลินทรีย์ 

ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.4.4.3 โดยติดตามจ านวนคอลิฟอร์ม
แบคทีเรียเพิ่มเติม โดยน าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 กรัม เจือจางในสารละลายโซเดียม
คลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้ว drop plate ลงบนอาหารแข็ง MacConkey บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3.4.5.3 ตรวจหาปริมาณสารพิษจากรา 

  ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.4.4.4 

3.4.6  ทดสอบผลของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียต่อคุณค่าทางโภชนะของข้าวโพดหมัก  

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์ (ต้นพร้อมฝักที่มีอายุปลูกประมาณ 70 วัน) ปริมาณ 1 
กิโลกรัม เติมหัวเชื้อแบคทีเรียจากชุดทดสอบที่ให้ผลดีที่สุด ในข้อ 3.4.2 จ านวน 107 CFU 
ต่อกรัมของข้าวโพดใส่ในถุงพลาสติก ไล่อากาศแล้วมัดให้แน่น น าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เมื่อหมักได้นาน 0, 7, 14 และ 21 วัน ส่งวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนะของข้าวโพด
หมักได้แก่ ความเป็นกรด-เบส ความชื้น วัตถุแห้ง เถ้า โปรตีนรวม ไขมัน เยื่อใยรวม พลังงาน
รวม แคลเซียมและฟอสฟอรัส และวิเคราะห์ผนังเซลล์พืชในรูปของ neutral detergent 
fiber (NDF) และ ลิกโนเซลลูโลส (acid detergent fiber, ADF) เทียบกับชุดควบคุมได้แก่ 
ข้าวโพดสดและข้าวโพดหมักท่ีไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (Ohmomo และคณะ
, 2004)  ส่งวิเคราะห์ที่ฝ่ายปฏิบัติการวิเคราะห์อาหารสัตว์ ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การเจริญของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

4.1.1 การติดตามการเจริญของ L. casei AN2 

จากการติดตามการเจริญของ L. casei AN2 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโน

เมตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียมีช่วงการเจริญในระยะเอกซ์โพเนนเชียลอยู่ในช่วง

ชั่วโมงที่ 17-29 และระยะ mid log phase ของ L. casei AN2 คือ ชั่วโมงที่ 23 ดังแสดง                  

ในรูปที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.1 กราฟแสดงการเจริญของ L. casei AN2 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 
เป็นเวลา 36 ชั่วโมง 
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4.1.2  การติดตามการเจริญของ L. paracasei AN3 

จากการติดตามการเจริญของ L. paracasei AN3 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 

นาโนเมตร เป็นเวลา 25 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียมีช่วงการเจริญในระยะเอกซ์โพเนนเชียลอยู่

ในช่วงชั่วโมงที่ 10-19 และระยะ mid log phase ของ L. paracasei AN3 คือ ชั่วโมงที่ 14 

ดังแสดงในรูปที่ 4.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.2 กราฟแสดงการเจริญของ L. paracasei AN3 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโน
เมตร เป็นเวลา 25 ชั่วโมง 

4.2  ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซิน
บี 1 ของ A. flavus  

ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซิน

บี 1 ของ A. flavus ได้แบ่งชุดทดสอบออกเป็น 4 ชุด ดังนี้ (ก) A. flavus เลี้ยงร่วมกับ L. casei 

AN2, (ข) A. flavus เลี้ยงร่วมกับ L. paracasei AN3, (ค) A. flavus เลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 

และ L. paracasei AN3 และ (ง) ชุดควบคุม (A. flavus) 

การยับยั้งการเจริญของ A. flavus ในแต่ละชุดทดสอบ ท าได้โดยการวัดขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางโคโลนีของรา พบว่าในการทดลองชุดควบคุม ราสามารถเจริญได้อย่างดี โดยเมื่อบ่มครบ 7 

วัน สามารถสร้างเส้นใยและสปอร์เต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
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โคโลนีราได้ 9.00±0.00 เซนติเมตร ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดทดสอบที่เลี้ยงราร่วมกับแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย พบว่ารามีการเจริญที่จ ากัดวงอยู่ตรงต าแหน่งที่หยดสปอร์ไว้เท่านั้น โดยสามารถวัดขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางได้ 0.90±0.00 เซนติเมตร ลักษณะการเจริญเป็นเพียงสายราสีขาวและไม่มีการ

สร้างสปอร์ ดังแสดงในรูปที่ 4.3 และ 4.4 

รูปที ่4.3 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. flavus เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                   
L. casei AN2, L. paracasei AN3 และ L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 เทียบกับชุด
ควบคุม 
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รูปที ่4.4 การเจริญของ A. flavus ในวันที่ 7 เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. casei AN2 
(ก), L.  paracasei AN3 (ข), L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 (ค) และชุดควบคุม (ง) 
   

 การทดสอบความสามารถของ L. casei AN2, L. paracasei AN3 และ L. casei AN2 

ร่วมกับ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus โดยการเจาะ

ตรงกลางโคโลนีของราในแต่ละชุดทดสอบมาวิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 พบว่าในการ

ทดลองชุดควบคุม A. flavus สามารถสร้างอะฟลาทอกซินบี 1 ได้สูงถึง 67,240.00±6,286.96                

นาโนกรัมต่อกรัม เมื่อเทียบกับชุดทดสอบที่เลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย โดยเมื่อเลี้ยงร่วมกับ 

L. casei AN2 สามารถสร้างอะฟลาทอกซินบี 1 ได้เพียง 3.83±2.64 นาโนกรัมต่อกรัม คิดเป็น

เปอร์เซ็นต์การลดลงเท่ากับ 99.99 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงร่วมกับ L. paracasei AN 3 ตรวจไม่พบการ

สร้างอะฟลาทอกซินบี 1 คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การลดลงเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเลี้ยงกับ                

L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 สามารถสร้างอะ ฟลาทอกซินบี 1 ได้ 5.04±0.86 นาโน

กรัมต่อกรัม คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การลดลง เท่ากับ 99.99 เปอรเ์ซ็นต์ ดังที่แสดงในรูปที่ 4.5 
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ชุดควบคุม L. casei AN2
L. paracasei

AN3

L. casei AN2 -
L. paracasei

AN3

ng/g 67240.85 3.83 0 5.04
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รูปที่ 4.5 กราฟแสดงผลการยับยั้งการสร้างอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus โดยแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. casei AN2, L.  paracasei AN3, L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 และชุด
ควบคุม 

4.3 ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอ 
ของ A. carbonarius บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของราและการผลิตโอครา

ทอกซินเอของ A. carbonarius ได้แบ่งชุดทดสอบออกเป็น 4 ชุด ดังนี้ (ก) A. carbonarius เลี้ยง

ร่วมกับ L. casei AN2, (ข) A. carbonarius เลี้ยงร่วมกับ L. paracasei AN3, (ค) A. carbonarius 

เลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 และ L. paracasei AN3 และ (ง) ชุดควบคุม (A. carbonarius) 

การยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius ในแต่ละชุดทดสอบ ท าโดยการวัดขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางโคโลนีของรา พบว่าในการทดลองชุดควบคุมราสามารถเจริญได้อย่างดี โดยเมื่อบ่มครบ 7 

วัน ราสามารถสร้างเส้นใยและสปอร์เต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

โคโลนีราได้ 9.00±0.00 เซนติเมตร ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดทดสอบที่เลี้ยงราร่วมกับแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย พบว่าโคโลนีของรามีขนาดเล็กกว่าเมื่อเทียบกับชุดควบคุม โดยเมื่อบ่มครบ 7 วันสามารถ

วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีราได้ เท่ากับ 7.80±0.84, 8.40±0.54 และ                      
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 L. casei AN2

 L. paracasei AN3

 L. casei AN2 - L.
paracasei AN3

8.20±1.09 เซนติเมตร เมื่อเลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2, L. paracasei AN3 และ L. caseci AN2 

ร่วมกับ L. paracasei AN3 ตามล าดับ ลักษณะการเจริญของราเมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียพบว่า มีการสร้างเส้นใยเจริญขึ้นไปด้านบนมากและมีการสร้างสปอร์ได้เล็กน้อยเทียบกับ

การทดลองชุดควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 4.6 และ 4.7 

รูปที ่4.6 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. carbonarius เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. casei AN2, L.  paracasei AN3, L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 เทียบ
กับชุดควบคุม           แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของราเมื่อเจริญจนเต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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รูปที ่4.7 การเจริญของ A. carbonarius ในวันที่ 7 เมื่อเลี้ยงร่วมกับร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 
L. casei AN2 (ก), L.  paracasei AN3 (ข), L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 (ค) และชุด
ควบคุม (ง) 

 

การทดสอบความสามารถของ L. casei AN2, L. paracasei AN3 และ L. casei AN2 

ร่วมกับ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius โดยการ

เจาะตรงกลางโคโลนีของราในแต่ละชุดทดสอบมาวิเคราะห์หาปริมาณโอคราทอกซินเอ พบว่าในการ

ทดลองชุดควบคุม A. carbonarius สามารถสร้างโอคราทอกซินเอ ได้สูงถึง 3,078.53±422.27      

นาโนกรัมต่อกรัม เมื่อเทียบกับชุดทดสอบที่เลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย โดยเมื่อเลี้ยงร่วมกับ 

L. casei AN2 สามารถสร้างโอคราทอกซินเอ ได้ 126.38±51.60 นาโนกรัมต่อกรัม คิดเป็น

เปอร์เซ็นต์การลดลงเท่ากับ 95.89 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงร่วมกับ L. paracasei AN 3 สามารถสร้าง 

โอคราทอกซินเอ ได้เพียง 75.06±17.12 นาโนกรัมต่อกรัม คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การลดลงเท่ากับ 97.56 

เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 และ   L. paracasei AN3 สามารถสร้างโอคราทอก

ซินเอ ได้ 102.24±37.89 นาโนกรัมต่อกรัม คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การลดลง เท่ากับ 96.67 เปอร์เซ็นต์ 

ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
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ชุดควบคุม L. casei AN2
L. paracasei

AN3
L. casei AN2 - L.
paracasei AN3

ng/g 3078.53 126.38 75.06 102.24
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รูปที ่4.8 กราฟแสดงผลการยับยั้งการสร้างโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius โดยแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. casei AN2, L.  paracasei AN3, L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 และชุด
ควบคุม 
 

จากผลการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการ

สร้างสารพิษจากรา พบว่า L. paracasei AN3 มีความสามารถสูงที่สุดในการยับยั้งการเจริญและการ

ผลิตสารพิษจากราที่ใช้ทดสอบ เมื่อเทียบกับ L. casei AN2 และ L. casei AN2 ร่วมกับ                       

L. paracasei AN3 โดยพบว่า L. paracasei AN3 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. flavus และ                  

A. carbonarius ได้ดีเมื่อเทียบกับชุดความคุม และสามารถลดปริมาณการสร้างอะฟลาทอกซินบี 1 

ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ และลดปริมาณการสร้างโอคราทอกซินเอ ได้ 97.56 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้น              

L. paracasei AN 3 จึงมีประสิทธิภาพมากที่สุดในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา จึง

เลือกใช้ L. paracasei AN3 ในการทดลองข้ันต่อไป 
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L. paracasei AN3

4.4 ผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบสต่อการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา 

4.4.1  ผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบสต่อการยับยั้งการเจริญและการผลิต            
อะฟลาทอกซินบี 1 ของ  A. flavus 

ทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการเจริญและการ

ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus โดยแปรผันสองภาวะได้แก่ อุณหภูมิ และค่าความ

เป็นกรด-เบส โดยปรับค่าความเป็นกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 3, 4 และ 5 ก่อน

ลงหัวเชื้อแบคทีเรีย และแต่ละค่าความเป็นกรด-เบส บ่มที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศา

เซลเซียส ตามล าดับ โดยพบว่าที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 3 และ 4 ในทุกอุณหภูมิที่

แปรผัน  A. flavus ไม่สามารถเจริญได้แม้ในชุดควบคุม แต่อย่างไรก็ตามที่ค่าความเป็นกรด-

เบส เท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส A. flavus สามารถเจริญได้ดีในชุด

ควบคุมโดยโคโลนีมีขนาดใหญ่ขึ้นตามเวลาที่บ่ม แต่ไม่พบการเจริญของราเมื่อเลี้ยง

ร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.9-4.14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

รูปที ่4.9 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. flavus เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                   
L. paracasei AN 3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส  
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รูปที ่4.10 การเจริญของ A. flavus ในวันที่ 7 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 (ก) และชุดควบคุม (ข)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. flavus เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. paracasei AN 3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส          แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของราเมื่อเจริญจนเต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 

ก ข 
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รูปที ่4.12 การเจริญของ A. flavus ในวันที่ 7 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 (ก) และชุดควบคุม (ข) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.13 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. flavus เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. paracasei AN 3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส            แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของราเมื่อเจริญจนเต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

ก ข 
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รูปที ่4.14 การเจริญของ A. flavus ในวันที่ 7 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 (ก) และชุดควบคุม (ข) 
 

ในการทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการสร้างอะฟลาทอกซิน

บี 1 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 3 และ 4 ในทุกอุณหภูมิพบว่าไม่มีการเจริญของราจึงไม่สามารถ

วิเคราะห์ปริมาณสารพิษได้ ส่วนที่ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 5 พบว่าเมื่อเลี้ยงราร่วมกับแล็กติก

แอซิดแบคทีเรีย ราไม่มีการเจริญ ดังนั้น จึงไม่สามารถวิเคราะห์สารพิษจากราด้วยเช่นกัน อย่างไรก็

ตามในชุดควบคุมที่ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิ 25, 30 และ35 องศาเซลเซียส                  

A. flavus สร้างอะฟลาทอกซินบี 1 เท่ากับ 27,930.22±1,153.26, 4,564.80±1,063.21 และ 

350.37±75.18 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

ก ข 
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4.4.2  ผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบสต่อการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอครา
ทอกซินเอของ   A. carbonarius 

ทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการเจริญและการผลิต

โอคราทอกซินเอของ A. carbonarius  โดยแปรผันสองภาวะ ได้แก่อุณหภูมิ และค่าความ

เป็นกรด-เบส โดยปรับค่าความเป็นกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 3, 4 และ 5 ก่อน

ลงหัวเชื้อแบคทีเรีย และแต่ละค่าความเป็นกรด-เบส บ่มที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศา

เซลเซียสตามล าดับ โดยพบว่าที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 3 และ 4 ในทุกอุณหภูมิที่    

แปรผัน  A. carbonarius ไม่สามารถเจริญได้แม้ในชุดควบคุม แต่อย่างไรก็ตามที่ค่าความ

เป็นกรด-เบสเท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส A. carbonarius สามารถ

เจริญได้ดีในชุดควบคุม โดยพบว่าโคโลนีมีขนาดใหญ่ขึ้นตามเวลาที่บ่ม ซึ่งเมื่อบ่มครบ 7 วัน

สามารถวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีได้ 9.00±0.00 เซนติเมตร ตรงข้ามกับเมื่อเลี้ยง

ร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย โดยที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส A. carbonarius สามารถ

เจริญได้น้อยกว่าชุดควบคุม โดยลักษณะการเจริญมีการสร้างเส้นใยมากขึ้นไปด้านบนและ

สร้างสปอร์เพียงเล็กน้อย เมื่อบ่มครบ 7 วัน สามารถวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีได้

เพียง 4.14±0.79 เซนติเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.15 และ 4.16 ในขณะที่อุณหภูมิ 30 และ 

35 องศาเซลเซียส ไม่พบการเจริญของรา ดังแสดงในรูปที่ 4.17 – 4.20 
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รูปที ่4.15 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. carbonarius เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. paracasei AN 3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส            แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของราเมื่อเจริญจนเต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.16 การเจริญของ A. carbonarius ในวันที่ 7 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 (ก) และชุดควบคุม (ข) 

ก ข 
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รูปที ่4.17 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. carbonarius เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. paracasei AN 3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส           แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของราเมื่อเจริญจนเต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.18 การเจริญของ A. carbonarius ในวันที่ 7 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 (ก) และชุดควบคุม (ข) 

ก ข 
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รูปที ่4.19 กราฟแสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ A. carbonarius เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิด
แบคทีเรีย L. paracasei AN 3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส            แสดงเส้นผ่านศูนย์กลางของราเมื่อเจริญจนเต็มพ้ืนที่บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.20 การเจริญของ A. carbonarius ในวันที่ 7 ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 (ก) และชุดควบคุม (ข) 

ก ข 
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ชุดควบคุม  L. paracasei AN3

ng/g 1213.88 140.32
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 การทดสอบความสามารถของ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการสร้างโอคราทอกซินเอ   

ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 3 และ 4 ในทุกอุณหภูมิไม่พบการเจริญของรา จึงไม่สามารถท าการ

วิเคราะห์หาปริมาณสารพิษได้ ส่วนที่ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

พบว่า A. carbonarius มีการเจริญได้ดีในชุดควบคุม และสามารถสร้างโอคราทอกซินเอ ได้เท่ากับ 

1,213.88±318.36 นาโนกรัมต่อกรัม แต่เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย พบว่ารามีการเจริญ

เพียงเล็กน้อยและสามารถสร้างโอคราทอกซินเอ ได้เพียง 140.32±23.82 นาโนกรัมต่อกรัม คิดเป็น

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 88.44 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.21) ส่วนในชุดการทดสอบที่มีค่าความเป็น

กรด-เบส เท่ากับ 5 อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ในการทดลองชุดควบคุม A. carbonarius 

สามารถสร้างโอคราทอกซินเอ ได้เท่ากับ 1,067.76±229.07 และ 2,234.45±705.65 นาโนกรัมต่อ

กรัม ที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียสตามล าดับ แต่เมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย             

ราไม่มีการเจริญ จึงไม่สามารถวิเคราะห์ปริมาณสารพิษจากราได้ด้วยเช่นกัน  

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.21 กราฟแสดงผลการยับยั้งการสร้าง โอคราทอกซินเอของ A. carbonarius โดยแล็กติก
แอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 เทียบกับชุดควบคุม ที่ค่าความเป็นกรด-เบส 5 อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส 
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4.5 ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซิน
บี 1 ของ  A. flavus ในข้าวโพดหมัก 

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์มาท าให้ปราศจากเชื้อด้วยวิธีการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น เติมสปอร์ราแขวนลอย 106 สปอร์ต่อกรัม

ของข้าวโพด ในชุดทดสอบเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 107 CFU ต่อกรัม

ของข้าวโพด แล้วน าข้าวโพดที่ใส่เชื้อแล้ว 1 กิโลกรัม ใส่ในถุงพลาสติกน าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ติดตามค่าความ

เป็นกรด-เบส จ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และจ านวน A. flavus ในวันที่ 0, 

1, 3, 5, 7, 14 และ 21 และติดตามปริมาณของอะฟลาทอกซินบี 1 ในวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ท าการ

ทดลอง 5 ซ้ า โดยผลที่ได้เป็นดังนี้ 

4.5.1  ความเป็นกรด-เบส 

จากการน าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมักเมื่อวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 มา

วัดค่าความเป็นกรด-เบส พบว่าค่าความเป็นกรด-เบสเริ่มต้นในวันที่ 0 ของชุดทดสอบที่เติม

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 4.74±0.01 และ 

4.79±0.04 ตามล าดับ เมื่อเวลาผ่านไป 1 วัน ค่าความเป็นกรด-เบสในชุดทดสอบและชุด

ควบคุมต่างก็มีค่าลดลง เท่ากับ 3.91±0.00 ในชุดทดสอบ และ 4.01±0.03 ในชุดควบคุม 

จากนั้นมีค่าค่อนข้างคงที่จนถึงวันที่ 14 จนเมื่อหมักครบ 21 วัน ค่าความเป็นกรด-เบสของชุด

ทดสอบมีค่าเท่ากับ 3.83±0.06 ส่วนในการทดลองชุดควบคุมมีค่าความเป็นกรด-เบสเพ่ิมขึ้น

เท่ากับ 5.33±0.04 เมื่อวัดในวันที่ 21 ดังแสดงในรูปที่ 4.22 
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รูปที ่4.22 กราฟแสดงค่าความเป็นกรด-เบสของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 
L. paracasei AN3 เทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียใน
การยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus 
  

4.5.2  จ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 

  น าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมัก 10 กรัม เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 

0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 

ติดตามจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรียของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักทุกวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 

และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 ของข้าวโพด

ปลอดเชื้อหมักในชุดทดสอบ ในวันที่ 0 มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 6.91±0.14 log (CFU/g) เมื่อ

ผ่านไป 1 วัน แล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีจ านวนเพิ่มขึ้นเป็น 8.03±0.03 log (CFU/g) หลังจาก

นั้นมีจ านวนคงที่จนถึงวันที่ 14 จึงมีจ านวนลดลงเหลือ 7.41±0.10 log (CFU/g) และเมื่อ

หมักครบ 21 วัน จ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 ลดลงมีจ านวนเท่ากับ 

6.77±0.51 log (CFU/g)  ส่วนในการทดลองชุดควบคุมไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.23 
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L. paracasei AN3

รูปที่ 4.23 กราฟแสดงจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 ของข้าวโพดปลอดเชื้อ
หมักในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการ
ยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus 

4.5.3  จ านวน A. flavus 

 น าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมัก 10 กรัม ท าการเจือจางในสารละลายโซเดียม

คลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของ A. flavus โดยติดตามผลทุกวันที่ 

0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวน A. flavus ของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักในชุด

ทดสอบวันที่ 0 มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 6.58±0.16 log (CFU/g) เมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวน

ลดลงเหลือ 5.64±0.08 log(CFU/g) จากนั้นมีจ านวนเพ่ิมขึ้นในวันที่ 3 มีค่าเท่ากับ 

6.44±0.04 log (CFU/g) และลดลงอย่างต่อเนื่องจนไม่สามารถตรวจพบได้ในวันที่ 14 และ 

21 ส่วนในการทดลองชุดควบคุม A. flavus มีจ านวนเริ่มต้นในวันที่ 0 เท่ากับ 6.51±0.09 

log (CFU/g) เมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวนลดลงเหลือ 5.93±0.03 log (CFU/g) จากนั้นมี

จ านวนเพ่ิมขึ้นในวันที่ 3 มีค่าเท่ากับ 7.61±0.07 log (CFU/g) และมีจ านวนค่อนข้างคงที่ 

จนเมื่อหมักครบ 21 วัน มีจ านวน A. flavus เท่ากับ 7.43±0.03 log (CFU/g) ดังแสดงในรูป

ที่ 4.24 



 

 

63 

0

2

4

6

8

10

0 7 14 21 

lo
g 

(C
FU

/g
) 

วัน 

ชุดควบคุม 

L. paracasei AN3

 

รูปที่ 4.24 กราฟแสดงจ านวน A. flavus ของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักในชุดทดสอบเทียบกับชุด
ควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการ
ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus 

4.5.4  ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 

น าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมักท่ีปั่นละเอียดแล้วจ านวน 50 กรัม มาวิเคราะห์หา

ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ในทุกวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ของการทดลอง โดยพบว่าปริมาณ

อะฟลาทอกซินบี 1 ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของชุดทดสอบในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าเพ่ิมขึ้น

จาก 100 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 เป็น 110.68±0.90 เปอร์เซ็นต์ และในวันที่ 14 มีค่าเพ่ิมขึ้น

เป็น 118.23±0.62 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อหมักครบ 21 วัน ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ลดลง

เหลือเพียง 33.05±0.49 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 

ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของชุดควบคุมในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าเพ่ิมขึ้นจาก 100 

เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 เป็น 220.39±3.37 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นลดลงเหลือ 154.12±1.49 

เปอร์เซ็นต ์ในวันที่ 14 และ 50.82±0.32 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 21 ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 

4.25 



 

 

64 

0

50

100

150

200

250

0 7 14 21 

อะ
ฟล

าท
อก

ซิน
 บ

ี 1
 (%

) 

วัน 

ชุดควบคุม 

L. paracasei AN3

รูปที ่4.25 กราฟแสดงปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของข้าวโพดปลอดเชื้อหมัก
ในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการ
ยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus 

4.6 ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซิน
บี 1 ของ A. flavus ในข้าวโพดหมักร่วมกับจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน 

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์มาเติมสปอร์ราแขวนลอย 106 สปอร์ต่อกรัมของ

ข้าวโพด ในชุดทดสอบเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 107 CFU ต่อกรัม

ของข้าวโพด แล้วน าข้าวโพดที่ใส่เชื้อแล้ว 1 กิโลกรัม ใส่ในถุงพลาสติกน าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

ติดตามค่าความเป็นกรด-เบส จ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรีย จ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                 

L. paracasei AN3 และจ านวนราทั้งหมดในวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 และติดตาม

ปริมาณของอะฟลาทอกซินบี 1 ในวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ท าการทดลอง 5 ซ้ า โดยผลที่ได้เป็น

ดังนี้ 
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4.6.1  ความเป็นกรด-เบส 

  จากการน าตัวอย่างข้าวโพดหมักเมื่อวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 มาวัดค่าความ

เป็นกรด-เบสพบว่า ค่าความเป็นกรด-เบสเริ่มต้นในวันที่ 0 ของชุดทดสอบที่เติมแล็กติก

แอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และชุดควบคุม มีค่าเท่ากับ 4.12±0.13 และ 

4.11±0.02 ตามล าดับ จากนั้นมีค่าค่อนข้างคงที่จนถึงวันที่ 14 จนเมื่อหมักครบ 21 วัน ค่า

ความเป็นกรด-เบสของชุดทดสอบมีค่าเท่ากับ 4.03±0.16 ส่วนในการทดลองชุดควบคุมมีค่า

ความเป็นกรด-เบสเพ่ิมข้ึนเท่ากับ 4.46±0.44 ดังแสดงในรูปที่ 4.26 

 

รูปที่  4.26 กราฟแสดงค่าความเป็นกรด-เบสของข้าวโพดหมักโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                    
L. paracasei AN3 เทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียใน
การยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus 
    

4.6.2  จ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรีย 

 น าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 กรัม ท าการเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 

เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของคอลิฟอร์มแบคทีเรีย ติดตามจ านวนคอลิฟอร์ม
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แบคทีเรียของข้าวโพดหมักทุกวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวนคอลิ

ฟอร์มแบคทีเรียของชุดทดสอบในวันที่ 0 มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 6.06±0.05 log (CFU/g) 

แต่เมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวนลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้จนถึงวันที่ 21 ของการหมัก 

เช่นเดียวกับการทดลองในชุดควบคุมที่มีจ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรียเริ่มต้นในวันที่ 0 เท่ากับ 

5.97±0.16 log (CFU/g) และเมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวนลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้

จนถึงวันที่ 21 ของการหมักเช่นกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.27 กราฟแสดงจ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรียของข้าวโพดหมักในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม 
ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลา
ทอกซินบี 1 ของ A. flavus 

4.6.3  จ านวนราทั้งหมด 

 น าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 กรัม เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 

เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของจ านวนราทั้งหมดโดยติดตามผลทุกวันที่ 0, 1, 3, 

5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวนราทั้งหมดในข้าวโพดหมักของชุดทดสอบในวันที่ 0 มี

จ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 8.61±0.51 log (CFU/g) จากนั้นมีจ านวนลดลงเรื่อย ๆ จนถึงวันที่ 7 

มีจ านวนลดลงเหลือ 6.06±0.27 log (CFU/g) และลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้ในวันที่ 

14 และ 21 ของการทดลอง ส่วนในการทดลองชุดควบคุม A. flavus มีจ านวนเริ่มต้นในวันที่ 
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0 เท่ากับ 8.27±0.24 log (CFU/g) จากนั้นมีจ านวนลดลงเรื่อย ๆ จนไม่สามารถตรวจสอบได้

ในวันที่ 14 และ 21 เช่นกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.28 

รูปที่ 4.28 กราฟแสดงจ านวนราทั้งหมดของข้าวโพดหมักในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการ
ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 
1 ของ A. flavus 

4.6.4  ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 

น าตัวอย่างข้าวโพดหมักที่ปั่นละเอียดแล้วจ านวน 50 กรัม มาวิเคราะห์หาปริมาณ

อะฟลาทอกซินบี 1 ในทุกวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ของการทดลอง ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 

1 ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของชุดทดสอบในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าลดลงจาก 100 

เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 เหลือ 76.96±8.23 เปอร์เซ็นต์ และในวันที่ 14 ลดลงเหลือ 

34.85±4.87 เปอร์เซ็นต์ เมื่อหมักครบ 21 วัน ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ลดลงเหลือเพียง 

27.48±3.94 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ท าให้เป็น

บรรทัดฐานของชุดควบคุมในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าเพ่ิมขึ้นจาก 100 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 

เป็น 150.27±22.36 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นลดลงเหลือ 57.39±7.42 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 14 

และ 14.25±1.43 เปอร์เซ็นต ์ในวันที่ 21 ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.29 
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รูปที่ 4.29 กราฟแสดงปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของข้าวโพดหมักในชุด
ทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการ
เจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus 

 

4.7 ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอ 
ของ A. carbonarius ในข้าวโพดหมัก 

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์มาท าให้ปราศจากเชื้อด้วยวิธีออโตเคลฟ จากนั้นเติม

สปอร์ราแขวนลอย 106 สปอร์ต่อกรัมของข้าวโพด ในชุดทดสอบเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย L. paracasei AN3 107 CFU ต่อกรัมของข้าวโพด แล้วน าข้าวโพดที่ใส่เชื้อแล้ว 1 

กิโลกรัม ใส่ในถุงพลาสติกน าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน เทียบกับชุด

ควบคุมที่ไม่เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ติดตามค่าความเป็นกรด-เบส จ านวนแล็กติก

แอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และจ านวน A. carbonarius ในวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 

และ 21 และติดตามปริมาณของโอคราทอกซินเอ ในวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ท าการทดลอง 5 ซ้ า 

โดยผลที่ได้เป็นดังนี้ 
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4.7.1  ความเป็นกรด-เบส 

จากการน าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมักเมื่อวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 มา

วัดค่าความเป็นกรด-เบส พบว่าค่าความเป็นกรด-เบสเริ่มต้นในวันที่ 0 ของชุดทดสอบที่เติม

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 4.74±0.04 และ 

4.86±0.04 ตามล าดับ เมื่อผ่านไป 1 วัน ค่าความเป็นกรด-เบสในชุดทดสอบ มีค่าลดลงเป็น 

3.91±0.01 หลังจากนั้นมีแนวโน้มลดลงเรื่อย ๆ จนเมื่อหมักครบ 21 วัน ค่าความเป็นกรด-

เบสของชุดทดสอบมีค่าเท่ากับ 3.78±0.18 ส่วนในการทดลองชุดควบคุมมีค่าความเป็นกรด-

เบสเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยเป็น 4.92±0.02 ในวันที่ 1 หลังจากนั้นจึงมีค่าลดลงและค่อนข้างคงที่ 

จนถึงวันที่ 21 ของการหมัก ค่าความเป็นกรด-เบสในชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 4.24±0.14                              

ดังแสดงในรูปที่ 4.30      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.30 กราฟแสดงค่าความเป็นกรด-เบสของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 
L. paracasei AN3 เทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียใน
การยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius    

4.7.2  จ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 

น าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมัก 10 กรัม ท าการเจือจางในสารละลายโซเดียม

คลอไรด์  0.85 เปอร์เซ็นต์  แล้วน ามาวิ เคราะห์ปริมาณของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย              
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L. paracasei AN3 ติดตามจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรียของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักทุก

วันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei 

AN3 ของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักในชุดทดสอบ ในวันที่ 0 มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 6.93±0.45 

log (CFU/g) เมื่อผ่านไป 1 วัน แล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีจ านวนเพ่ิมขึ้นเป็น 8.25±0.06               

log (CFU/g) หลังจากนั้นมีจ านวนลดลงเรื่อยๆ จนเมื่อหมักครบ 21 วัน จ านวนแล็กติก

แอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 ลดลงมีจ านวนเท่ากับ 5.52±0.49 log (CFU/g)              

ส่วนในการทดลองชุดควบคุม ไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.31 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

รูปที่ 4.31 กราฟแสดงจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 ของข้าวโพดปลอดเชื้อ
หมักในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการ
ยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 

4.7.3  จ านวน A. carbonarius 

น าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมัก 10 กรัม เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 

0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของ A. carbonarius โดยติดตามผลทุกวันที่ 0, 

1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวน A. carbonarius ของข้าวโพดปลอดเชื้อหมัก

ในชุดทดสอบวันที่ 0 มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 6.54±0.15 log (CFU/g) เมื่อผ่านไป 1 วัน มี

จ านวนลดลงเหลือ 5.67±0.10 log (CFU/g) จากนั้นมีจ านวนเพ่ิมขึ้นจนถึงวันที่ 5 มีจ านวน

เท่ากับ 7.06±0.04 log (CFU/g) และลดลงอีกครั้งจนเมื่อหมักครบ 21 วัน A. carbonarius 
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มีจ านวนเท่ากับ 6.34±0.10 log (CFU/g)  ส่วนในการทดลองชุดควบคุม A. carbonarius มี

จ านวนเริ่มต้นในวันที่ 0 เท่ากับ 6.52±0.12 log (CFU/g) เมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวนลดลง

เหลือ 6. 31±0.09 log (CFU/g) จากนั้นมีจ านวนเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆจนเมื่อหมักครบ 21 วัน มี

จ านวน A. carbonarius เท่ากับ 8.22±0.20 log (CFU/g) ดังแสดงในรูปที่ 4.32 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.32 กราฟแสดงจ านวน A. carbonarius ของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักในชุดทดสอบเทียบกับชุด
ควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิต
โอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 

4.7.4  ปริมาณโอคราทอกซินเอ 

น าตัวอย่างข้าวโพดปลอดเชื้อหมักท่ีปั่นละเอียดแล้วจ านวน 50 กรัม มาวิเคราะห์หา

ปริมาณโอคราทอกซินเอ ในทุกวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ของการทดลอง โดยพบว่าปริมาณ           

โอคราทอกซินเอ ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของชุดทดสอบในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าลดลง

จาก 100 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 เป็น 86.02±0.03 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นมีปริมาณลดลงเรื่อยๆ 

จนเมื่อหมักครบ 21 วัน ปริมาณโอคราทอกซินเอ ลดลงจากวันที่ 0 มีค่าเท่ากับ 82.80±0.01 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ปริมาณโอคราทอกซินเอ ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของ

ชุดควบคุมในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าลดลงจาก 100 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 เป็น 

89.89±0.03 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเพ่ิมขึ้นในวันที่ 14 มีค่าเท่ากับ 174.16±0.57 เปอร์เซ็นต์ 
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และเมื่อหมักครบ 21 วัน ปริมาณโอคราทอกซินเอ เพ่ิมขึ้นจากวันที่ 0 มีค่าเท่ากับ 

105.62±0.08 เปอร์เซ็นต ์ดังแสดงในรูปที่ 4.33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.33 กราฟแสดงปริมาณโอคราทอกซินเอ ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักใน
ชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้ง
การเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 
 

4.8 ความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอ 
ของ A. carbonarius ในข้าวโพดหมักร่วมกับจุลินทรีย์ชนิดอื่น 

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์มาเติมสปอร์ราแขวนลอย 106 สปอร์ต่อกรัมของข้าวโพด ใน

ชุดทดสอบเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 107 CFU ต่อกรัมของข้าวโพด 

แล้วน าข้าวโพดที่ใส่เชื้อแล้ว 1 กิโลกรัม ใส่ในถุงพลาสติกน าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 21 วัน เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ติดตามค่าความเป็นกรด-เบส 

จ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรีย จ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และจ านวน               

A. carbonarius ในวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 และติดตามปริมาณของโอคราทอกซินเอ                

ในวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ท าการทดลอง 5 ซ้ า โดยผลที่ได้เป็นดังนี้ 
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4.8.1  ความเป็นกรด-เบส 

จากการน าตัวอย่างข้าวโพดหมักเมื่อวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 มาวัดค่าความ

เป็นกรด-เบสพบว่า ค่าความเป็นกรด-เบสเริ่มต้นในวันที่ 0 ของชุดทดสอบที่เติมแล็กติก

แอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 และชุดควบคุม มีค่าเท่ากับ 4.60±0.03 และ 

4.49±0.02 ตามล าดับ เมื่อผ่านไป 1 วัน ต่างก็มีค่าลดลงเท่ากับ 3.96±0.03 ในชุดทดสอบ

และ 4.05±0.03 ในชุดควบคุม จากนั้นค่าความเป็นกรด-เบส ในชุดทดสอบมีค่าค่อนข้างคงที่

จนถึงวันที่ 21 ของการหมัก มีค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 4.02±0.06 ส่วนในการทดลอง

ชุดควบคุมมีค่าความเป็นกรด-เบสเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆจนเมื่อหมักครบ 21 วัน มีค่าความเป็นกรด-

เบสเท่ากับ 4.33±0.06 ดังแสดงในรูปที่ 4.34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  4.34 กราฟแสดงค่าความเป็นกรด-เบสของข้าวโพดหมักโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                    
L. paracasei AN3 เทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียใน
การยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 

    

4.8.2  จ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรีย 

น าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 กรัม เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 

เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของคอลิฟอร์มแบคทีเรีย ติดตามจ านวนคอลิฟอร์ม
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แบคทีเรียของข้าวโพดหมักทุกวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวนคอลิ

ฟอร์มแบคทีเรียของชุดทดสอบในวันที่ 0 มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 7.62±0.02 log (CFU/g) 

แต่เมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวนลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้จนถึงวันที่ 21 ของการหมัก 

เช่นเดียวกับการทดลองในชุดควบคุมที่มีจ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรียเริ่มต้นในวันที่ 0 เท่ากับ 

7.33±0.04 log (CFU/g) และเมื่อผ่านไป 1 วัน มีจ านวนลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้

จนถึงวันที่ 21 ของการหมักเช่นกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.35 กราฟแสดงจ านวนคอลิฟอร์มแบคทีเรียของข้าวโพดหมักในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม
ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอครา
ทอกซินเอของ A. carbonarius 
 

4.8.3  จ านวนราทั้งหมด 

น าตัวอย่างข้าวโพดหมัก 10 กรัม เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 

เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณของจ านวนราทั้งหมดโดยติดตามผลทุกวันที่ 0, 1, 3, 

5, 7, 14 และ 21 วัน โดยพบว่าจ านวนราทั้งหมดในข้าวโพดหมักของชุดทดสอบในวันที่ 0                    

มีจ านวนเริ่มต้นเท่ากับ 9.44±0.08 log (CFU/g) จากนั้นมีจ านวนลดลงเรื่อย ๆ จนเมื่อหมัก               

ครบ 21 วันมีจ านวนลดลงเหลือ 4.49±0.02 log (CFU/g) เช่นเดียวกับในการทดลองชุด
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ควบคุมจ านวนราทั้งหมดมีจ านวนเริ่มต้นในวันที่ 0 เท่ากับ 9.39±0.20 log (CFU/g) จากนั้น

มีจ านวนลดลงเรื่อย ๆ จนเมื่อหมักครบ 21 วัน มีจ านวนลดลงเหลือ 5.41±0.07 log 

(CFU/g) ดังแสดงในรูปที่ 4.36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.36 กราฟแสดงจ านวนราทั้งหมดของข้าวโพดหมักในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการ
ทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอครา             
ทอกซินเอของ A. carbonarius 

4.8.4  ปริมาณโอคราทอกซินเอ 

น าตัวอย่างข้าวโพดหมักท่ีปั่นละเอียดแล้วจ านวน 50 กรัม มาวิเคราะห์หาปริมาณโอ

คราทอกซินเอ ในทุกวันที่ 0, 7, 14 และ 21 ของการทดลอง ปริมาณโอคราทอกซินเอ ที่ท า

ให้เป็นบรรทัดฐานของชุดทดสอบในวันที่ 7 ของการหมักมีค่าลดลงจาก 100 เปอร์เซ็นต์ ใน

วันที่ 0 เหลือ 76.96±0.03 เปอร์เซ็นต์ และในวันที่ 14 ลดลงเหลือ 34.85±0.06 เปอร์เซ็นต์ 

เมื่อหมักครบ 21 วัน ปริมาณโอคราทอกซินเอ ลดลงเหลือเพียง 27.48±0.02 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง

เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ปริมาณโอคราทอกซินเอ ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของชุดควบคุมใน

วันที่ 7 ของการหมักมีค่าลดลงจาก 100 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 0 เป็น 71.15±0.02 เปอร์เซ็นต์ 

จากนั้นมีค่าเพ่ิมขึ้นเป็น 83.44±0.04 เปอร์เซ็นต์ ในวันที่ 14 และ 92.72±0.14 เปอร์เซ็นต์ 

ในวันที่ 21 ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.37 
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รูปที่ 4.37 กราฟแสดงปริมาณโอคราทอกซินเอ ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐานของข้าวโพดหมักในชุด
ทดสอบเทียบกับชุดควบคุม ในการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการ
เจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 
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4.9 ผลของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียต่อคุณค่าทางโภชนะของข้าวโพดหมัก 

น าข้าวโพดสับส าหรับเลี้ยงสัตว์ ปริมาณ 1 กิโลกรัม เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                   

L. paracasei AN3 จ านวน 107 CFU ต่อกรัมของข้าวโพด ใส่ในถุงพลาสติก ไล่อากาศแล้วมัดให้แน่น 

น าไปหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อหมักได้นาน 0, 7, 14 และ 21 วัน ส่งวิเคราะห์คุณค่าทาง

โภชนะของข้าวโพดหมักได้แก่ ความเป็นกรด-เบส, ความชื้น, วัตถุแห้ง, เถ้า, โปรตีนรวม, ไขมัน, เยื่อ

ใยรวม, พลังงานรวม, แคลเซียมและฟอสฟอรัส และวิเคราะห์ผนังเซลล์พืชในรูปของ Neutral 

detergent fiber (NDF) และ Acid detergent fiber (ADF) จากผลการทดสอบพบว่าเมื่อหมักได้ 7, 

14 และ 21 วัน โภชนะข้าวโพดหมักในชุดทดสอบที่เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีค่าใกล้เคียง

กันเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรียและข้าวโพดสด ดังแสดงในตาราง

ที่ 4.1 

ตารางที่ 4.1 คุณค่าทางโภชนะของข้าวโพดหมักในวันที่ 7, 14 และ 21 เทียบกับชุดควบคุมและ
ข้าวโพดสด 

 
 

โภชนะ 
(เปอร์เซ็นต์
น้ าหนักแห้ง) 

ตัวอย่าง 

ข้าวโพดสด วันที่ 7 วันที่ 14 วันที่ 21 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ ชุด
ควบคุม 

ชุด
ทดสอบ 

ชุด
ควบคุม 

ชุด
ทดสอบ 

วัตถุแห้ง 23.38 20.58 17.84 20.96 18.46 19.25 19.21 

โปรตีน 8.38 8.31 10.53 8.31 10.35 9.09 9.21 

ไขมัน  2.23 3.01 3.42 3.29 3.14 3.17 3.54 
เยื่อใย  26.30 30.81 29.54 29.96 29.53 30.39 30.92 

เถ้า  6.63 7.24 7.17 7.49 7.04 7.84 7.08 
NDF 63.31 68.07 65.59 69.03 68.52 66.38 65.80 

ADF  33.79 36.54 37.63 39.60 37.00 38.49 36.90 
แคลเซียม  0.39 0.30 0.46 0.48 0.47 0.48 0.44 

ฟอสฟอรัส 0.21 0.26 0.25 0.27 0.21 0.29 0.23 
พลังงาน 

(Cal/gDM) 
3,962.02 3,993.20 3,828.42 3,988.45 3,967.28 3,954.18 3,968.30 
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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย เป็นจุลินทรีย์ที่นิยมใช้เป็นหัวเชื้อตั้งต้นในอุตสาหกรรมอาหาร

หลากหลายประเภท เช่น อุตสาหกรรมอาหารหมักดอง อุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้อง 

รวมถึงอุตสาหกรรมเครื่องดื่มประเภทเบียร์และไวน์ เป็นต้น นอกจากนี้ในส่วนของปศุสัตว์ยังพบว่า 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถท าให้เกิดกระบวนการหมักในพืช ท าให้สามารถเก็บรักษาพืชอาหาร

สัตว์ให้อยู่ในรูปของพืชหมัก โดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรียจะผลิตเมแทบอไลต์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืน

ที่ท าให้เกิดการเน่าเสีย ด้วยเหตุนี้แล็กติกแอซิดแบคทีเรียจึงมีความสามารถในการใช้เป็นตัวควบคุม

ทางชีวภาพ มีศักยภาพที่จะน ามาใช้ในการควบคุมการเจริญและการผลิตสารพิษจากราในพืชหมักได้ 

 ในการทดลองนี้ได้ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. casei AN2,                      

L. paracasei AN3 และ L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการเจริญและการ

ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และ โอคราทอกซินเอของ A. carbonarius โดยพบว่าใน

การทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจาก

ราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 มีความสามารถสูงที่สุดในการ

ยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากราที่ใช้ทดสอบ เมื่อเทียบกับ L. casei AN2 และ L. casei 

AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 โดยเมื่อเลี้ยง A. flavus ร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย พบว่ารา

สามารถเจริญได้เพียงเล็กน้อย จ ากัดวงอยู่เฉพาะในบริเวณที่หยดสปอร์เท่านั้น ลักษณะการเจริญเป็น

เพียงสายราสีขาว และไม่มีการสร้างสปอร์ ซึ่งมีผลท าให้ตรวจไม่พบอะฟลาทอกซินบี 1 เมื่อเลี้ยง

ร่วมกับ L. paracasei AN3 ในขณะที่เมื่อเลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 หรือ L. casei AN2 ร่วมกับ       

L. paracsei AN3 พบว่า A. flavus สามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได้ลดลง 99.99 เปอร์เซ็นต์              

ในส่วนของการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius พบว่า เมื่อเลี้ยง

ร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย โคโลนีของรามีขนาดเล็กกว่าเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ลักษณะการ

เจริญของราเมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีการสร้างเส้นใยเจริญขึ้นไปด้านบนมาก และ

สร้างสปอร์ได้เพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับชุดควบคุม นอกจากนี้เมื่อติดตามผลการยับยั้งการผลิตโอครา
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ทอกซินเอ พบว่าเมื่อเลี้ยง A. carbonarius ร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 

สามารถผลิตโอคราทอกซินเอ ได้น้อยลง 97.56 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่เมื่อเลี้ยงร่วมกับ L. casei AN2 

และ L. casei AN2 ร่วมกับ L. paracasei AN3 พบว่า A. carbonarius สามารถผลิตโอคราทอกซิน

เอ ได้ลดลง 95.89 เปอร์เซ็นต์ และ 96.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้อง

กับรายงานผลการวิจัยอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการ

เจริญและการผลิตสารพิษจากรา เช่นการรายงานของ Chang และ Kim (2007) ที่รายงานถึง

ความสามารถของ L. casei KC-324 ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินของ           

A. flavus โดยพบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของสายใยราได้ 34.4 เปอร์เซ็นต์ และสามารถลดการ

ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได้ 99.2 เปอร์เซ็นต์   Gomah และคณะ (2010)  รายงานถึงความสามารถ

ของ L. paracasei LMG13552 โดยพบว่าสามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 

ของ A. flavus ได้ 85 เปอร์เซ็นต์  Dogi และคณะ (2013) รายงานความสามารถของ                      

L. rhamnosus RC007 และ L. plantarum RC009 พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์

สามารถยับยั้งการเจริญของ F. graminearum และ A. parasiticus รวมถึงสามารถลดการผลิตซีรา

ลีโนนและอะฟลาทอกซินบี 1 ได้   Ngang และคณะ (2014) ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียจ านวน 13 สายพันธุ์ในการยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius พบว่าแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius อยู่ระหว่าง 15-35 

เปอร์เซ็นต์   Abrunhosa และคณะ (2014) ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย               

P. pavulus ที่คัดแยกได้จากไวน์ พบว่ามีความสามารถในการลดปริมาณของโอคราทอกซินเอ ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวได้ 50 เปอร์เซ็นต ์และ 90 เปอร์เซ็นต์ เมื่อผ่านไป 6 และ 19 ชั่วโมงตามล าดับ 

 ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรานั้นพบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีกลไกที่

สามารถยับยั้งการเจริญของรา เช่น การแย่งสารอาหาร การผลิตกรดอินทรีย์ และการผลิต                

เมแทบอไลต์อ่ืนที่มีฤทธิ์ต้านหรือยับยั้งการเจริญของรา และบางชนิดยังมีผลต่อการสร้างสารพิษ            

จากรา นอกจากนี ้ยังพบว่าผนังเซลล์ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียยังสามารถดูดซับสารพิษจากราท าให้

ช่วยลดการปนเปื้อนของสารพิษในอาหารได้เช่นเดียวกัน (Holzer และคณะ, 2003)   Coallier-

Ascah และ Idziak (1985) รายงานว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถผลิตเมแทบอไลต์ที่มีน้ าหนัก

โมเลกุลต่ าและทนความร้อนที่สามารถยับยั้งการผลิตสารพิษจากราที่ใช้ทดสอบได้ เช่นเดียวกับ 
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Gournama และ Bullerman (1995) ที่รายงานว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus 

ผลิตเมแทบอไลต์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าที่สามารถยับยั้งการสร้างสารพิษจากราได้   Batish และคณะ 

(1997) รายงานว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียสามารถผลิตเมแทบอไลต์ได้กรดอินทรีย์หลายชนิด เช่น 

กรดแล็กติก กรดอะซีติก และกรดโพรพิโอนิก เป็นต้น ซึ่งกรดอินทรีย์เหล่านี้สามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรีย์อื่นโดยจะออกฤทธิ์บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้สามารถยับยั้งการเจริญหรือท าให้

เซลล์อ่ืนตายได้   Magnusson และ Schnurer (2001) รายงานว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่คัดแยก

ได้จากพืชหมักสามารถผลิตเมแทบอไลต์ ประเภทโปรตีนขนาดเล็กที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราได้

หลายชนิด  นอกจากนี้ยังมีเมแทบอไลต์อ่ืนที่ผลิตโดยแล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ

เจริญและบางชนิดมีผลต่อการผลิตสารพิษจากรา เช่น ไซคลิกไดเพปไทด์  กรดไขมัน สารประกอบ          

ฟีโนลิก และไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ เป็นต้น (Strom และคณะ, 2002, Ponts และคณะ, 2006, 

Mandal และคณะ, 2007, Black และคณะ, 2013) 

จากผลการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญและการ

สร้างสารพิษจากราในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า L. paracasei AN3 มีความสามารถสูงสุดในการ

ยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากราที่ใช้ทดสอบ จึงเลือกใช้ L. paracasei AN3 ในการทดลอง

ขั้ นต่ อ ไป  โดยศึ กษาผลของ อุณหภูมิ และค่ าความเป็ นกรด -เบสต่ อความสามารถของ                        

L. paracasei AN3 ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และ                

โอคราทอกซินเอของ A. carbonarius โดยปรับค่าความเป็นกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 

3, 4 และ 5 ก่อนลงหัวเชื้อแบคทีเรีย และแต่ละค่าความเป็นกรด-เบส บ่มที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 

องศาเซลเซียส ตามล าดับ ผลการทดลองพบว่าที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 3 และ 4 ในทุก

อุณหภูมิที่แปรผัน  A. flavus ไม่สามารถเจริญได้แม้ในชุดควบคุม แต่ที่ค่าความเป็นกรด-เบส เท่ากับ 

5 ที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส A. flavus สามารถเจริญได้ดีในชุดควบคุมโดยโคโลนี             

มีขนาดใหญ่ขึ้นตามเวลาที่บ่ม แต่ไม่พบการเจริญของราเมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

ดังนั้นจึงไม่สามารถวิเคราะห์สารพิษจากราได้ด้วยเช่นกัน   ในส่วนผลของอุณหภูมิและค่าความเป็น

กรด-เบสต่อการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius พบว่าผลการ

ทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับชุดการทดลองที่ใช้ A. flavus โดยพบว่าที่ค่าความเป็นกรด-เบส 

เท่ากับ 3 และ 4 ในทุกอุณหภูมิที่แปรผัน A. carbonarius ไม่สามารถเจริญได้แม้ในชุดควบคุม                
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แต่ที่ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส A. carbonarius 

สามารถเจริญได้ดีในชุดควบคุม โดยพบว่าโคโลนีมีขนาดใหญ่ขึ้นตามเวลาที่บ่ม ตรงข้ามกับเมื่อเลี้ยง

ร่วมกับแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย โดยที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส A. carbonarius สามารถเจริญได้

น้อยกว่าชุดควบคุม โดยลักษณะการเจริญมีการสร้างเส้นใยมากขึ้นไปด้านบน สร้างสปอร์ เพียง

เล็กน้อย และยังพบว่าสามารถสร้างโอคราทอกซินเอ ได้น้อยกว่าชุดควบคุม 88.44 เปอร์เซ็นต์ 

ในขณะที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ไม่พบการเจริญของราเมื่อเลี้ยงร่วมกับแล็กติดแอซิด

แบคทีเรีย ดังนั้นจึงไม่สามารถวิเคราะห์ปริมาณสารพิษจากราได้ด้วยเช่นกัน จากผลการทดลอง

ดังกล่าวพบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 สามารถยับยั้งการเจริญของราและการ

สร้างสารพิษของราที่ใช้ทดสอบได้ดีในทุกภาวะที่ใช้ทดสอบ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยอ่ืนที่

พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราเมื่ออยู่ ในภาวะที่มีค่าความ

เป็นกรด-เบสต่ า และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญ เช่น รายงานการวิจัยของ Magnusson และ 

Schnurer (2001) ที่รายงานว่า L. coryniformis subsp  coryniforms สามารถผลิตเมแทบอไลต์ที่

มีฤทธ์ในการยับยั้งรามากท่ีสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของ

แล็กติกแอซิดแบคทีเรียและการผลิตเมแทบอไลต์ที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของรามากที่สุด เช่นเดียวกับ 

Rouse และคณะ (2008) ที่ศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย Pediococcus 

pentosaceus ในการยับยั้งการเจริญของ Penicillium expansum พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย

ดังกล่าวมีฤทธิ์ยับยั้งราได้ดีท่ีสุดที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ า

เท่ากับ 4-5   Bianchini (2011) ศึกษาพบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. plantarum มีความสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของราในสกุล Aspergillus มากที่สุดเมื่ออยู่ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ า 

(น้อยกว่า 6) ที่อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม จากผลการทดลองนี้พบว่าราไม่สามารถ

เจริญได้ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ ากว่า 4 แม้ในชุดควบคุม ซึ่งอาจเป็นผลมาจากอาหารเลี้ยง

เชื้อ de Man Rogosa Sharpe (MRS) ที่มีโซเดียมอะซีเทตเป็นส่วนประกอบ ซึ่งสามารถออกฤทธิ์ใน

การยับยั้งการเจริญของราได้ดี เมื่ออยู่ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ า แต่ทั้งนี้ผลของโซเดียมอะซี

เทตต่อการเจริญยับยั้งการเจริญขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของราด้วยเช่นกัน (Stiles และคณะ, 2002)  

  จากผลการทดลองการศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 

ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ  A. flavus และโอคราทอกซินเอของ            

A. carbonarius ในข้าวโพดที่ผ่านการฆ่าเชื้อ พบว่าในชุดทดสอบที่เติมแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย             
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L. paracasei AN3 เป็นหัวเชื้อในการหมัก สามารถลดค่าความเป็นกรด-เบสในข้าวโพดหมักได้อย่าง

รวดเร็วตั้งแต่ในวันแรก และควบคุมให้มีค่าต่ าจนถึงวันที่ 21 ของการหมัก และเม่ือติดตามจ านวนแล็ก

ติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 พบว่าจ านวนแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในชุดทดสอบมีค่า

เพ่ิมข้ึนในวันที่ 1 หลังจากนั้นมีแนวโน้มลดลงจนถึงวันที่ 21 ของการหมัก จากผลการทดลองดังกล่าว

แสดงให้เห็นถึงความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 ในการลดค่าความเป็น

กรด-เบสของข้าวโพดปลอดเชื้อหมักได้อย่างรวดเร็ว และควบคุมค่าความเป็นกรด-เบสให้ต่ าตลอดช่วง

ระยะเวลาในการหมัก ซึ่งค่าความเป็นกรด-เบสที่ต่ าจะสามารถช่วยยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์อ่ืนที่

ท าให้เกิดการเน่าเสียของพืชหมัก รวมถึงยับยั้งแอกทิวิตีของเอนไซม์พืชซึ่งท าให้ช่วยลดการสูญเสีย

ของโภชนะในรูปของเหลวได้ (Driehuis, 2013)   เมื่อติดตามผลการยับยั้งการเจริญของ A. flavus 

และ A. carbonarius พบว่าในชุดทดสอบที่เติมแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 เป็นหัว

เชื้อในการหมัก สามารถยับยั้งการเจริญของราที่ใช้ทดสอบได้ โดยจ านวน A. flavus มีจ านวนลดลง

จากวันที่ 0 จนไม่สามารถตรวจพบได้ในวันที่ 14 และ 21 ของการหมัก และสามารถยับยั้งการเจริญ

ของ A. carbonarius ได้ 3.06 เปอร์เซ็นต์เมื่อครบ 21 วันของการหมัก นอกจากนี้ยังพบว่าสามารถ 

ลดปริมาณของอะฟลาทอกซินบี 1 และโอคราทอกซินเอ ในข้าวโพดปลอดเชื้อหมักได้ 66.95 

เปอร์เซ็นต ์และ 17.20 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับเมื่อเทียบกับวันที่ 0 ของการทดลอง  

 จากผลการทดลองการศึกษาความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 

ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ  A. flavus และโอคราทอกซินเอของ              

A. carbonarius ในข้าวโพดที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อร่วมกับจุลินทรีย์ชนิดอื่นพบว่าในชุดทดสอบที่เติมแล็ก

ติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 เป็นหัวเชื้อในการหมัก สามารถควบคุมให้ค่าความเป็นกรด-

เบสของข้าวโพดหมักมีค่าต่ าและค่อนข้างคงที่ ไปจนถึงวันที่ 21 ของการหมัก เมื่อติดตามจ านวน              

คอลิฟอร์มแบคทีเรียในข้าวโพดหมักพบว่า ข้าวโพดหมักในชุดทดสอบและชุดควบคุมสามารถยับยั้ง

การเจริญของคอลิฟอร์มแบคทีเรียได้ตั้งแต่วันที่ 1 และไม่พบการเจริญของคอลิฟอร์มแบคทีเรียจนถึง

วันที่ 21 ของการหมัก สอดคล้องกับการรายงานของ Muck (2010) ซึ่งพบว่าคอลิฟอร์มแบคทีเรีย

สามารถถูกยับยั้งได้เมื่อพืชหมักอยู่ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ า หากสามารถท าให้พืชหมักอยู่

ในภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-เบสต่ าได้อย่างรวดเร็ว จะสามารถช่วยลดการเจริญของคอลิฟอร์ม

แบคทีเรียในพืชหมักได้ เช่นเดียวกับ Driehuis (2013) รายงานว่าเมื่อพืชหมักอยู่ในภาวะที่มีค่าความ

เป็นกรด-เบสต่ ากว่า 4.5 จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนที่ปนเปื้อนอยู่ในพืชหมัก 



 

 

83 

เช่น คอลิฟอร์มแบคทีเรีย รวมถึงแบคทีเรียในสกุล Listeria และ Clostridium เป็นต้น   เมื่อติดตาม

ผลการยับยั้งการเจริญของราในข้าวโพดหมักพบว่าในชุดทดสอบที่เติมแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย             

L. paracasei AN3 เป็นหัวเชื้อในการหมัก สามารถยับยั้งการเจริญของราทั้งหมดได้ดีกว่าเมื่อเทียบ

กับพืชหมักชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย และยังสามารถลดปริมาณของอะฟลา

ทอกซินบี 1 และโอคราทอกซินเอ ในข้าวโพดหมัก โดยพบว่าในชุดทดสอบที่เติมแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย L. paracasei AN3 เป็นหัวเชื้อในการหมัก ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 และโอคราทอกซิน

เอ ที่ท าให้เป็นบรรทัดฐาน มีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องในวันที่  7, 14 และ 21 ของการหมัก โดยเมื่อหมัก

ครบ 21 วัน สามารถลดปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 และโอคราทอกซินเอ ได้ 72.52 เปอร์เซ็นต ์ 

 จากผลการทดสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 เป็นหัว

เชื้อในการหมักพบว่า L. paracasei AN3 มีความสามารถในการลดค่าความเป็นกรด-เบส ของ

ข้าวโพดหมักได้อย่างรวดเร็วตั้งแต่ในวันแรก และควบคุมให้มีค่าต่ าตลอดระยะเวลาในการหมัก ซึ่งมี

ผลท าให้สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และโอคราทอก         

ซินเอของ A. carbonarius รวมถึงคอลิฟอร์มแบคทีเรียที่ปนเปื้อนอยู่ในข้าวโพดหมักได้เป็นอย่างดี                

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Filya และ Sucu (2007) ที่พบว่าการเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย                    

L. plantarum และ L. buchneri ลงในพืชหมักสามารถช่วยลดปริมาณการปนเปื้อนของยีสต์และรา 

และท าให้ พืชหมักมีความคงสภาพเมื่อสัมผัสกับอากาศมากยิ่งขึ้น (aerobic stability)                 

Jatkauskas และ Vrotniakiene (2011) รายงานว่า การใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. lactis,                   

L. plantarum, L. bucheneri และ E. faecium เป็นหัวเชื้อในการหมักหญ้าอาหารสัตว์ สามารถ

ช่วยลดการสูญเสียวัตถุแห้ง และสามารถยับยั้งการเจริญของยีสต์และรา รวมถึงเพ่ิมความคงสภาพ

ของพืชหมักเมื่อสัมผัสกับอากาศให้ดียิ่งขึ้น  Dogi และคณะ (2015) รายงานประสิทธิภาพของ               

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. rhamnosus R007 และ L. plantarum R009 เมื่อใช้เป็นหัวเชื้อของ

ข้าวโพดหมัก โดยพบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของและการสร้างสารพิษของราในสกุล  Aspergillus 

ได้ดี รวมถึงสามารถยับยั้งยีสต์ และจุลินทรีย์อ่ืนที่ปนเปื้อนอยู่ในพืชหมักได้ด้วยเช่นกัน   นอกจากนี้

จากผลการทดลองยังพบว่าเมื่อใช้แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย L. paracasei AN3 เป็นหัวเชื้อในการหมัก 

โภชนะของข้าวโพดหมักมีค่าใกล้เคียงกับข้าวโพดสด และยังสามารถลดปริมาณของเยื่อใย เถ้า NDF 

และ ADF ให้ต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย               
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ซึ่งปริมาณของเยื่อใย NDF และ ADF ที่เป็นส่วนโครงสร้างของพืชอาหารสัตว์ เมื่อมีปริมาณต่ าจะช่วย

ท าให้เกิดศักยภาพในด้านการย่อยได้สูงกว่าอาหารที่มีปริมาณเยื่อใยมาก (Khan และคณะ, 2015)  

สอดคล้องกับการรายงานของ Aksu และคณะ (2004) ซึ่งรายงานว่าในข้าวโพดหมักที่เติมหัวเชื้อแล็ก

ติกแอซิดแบคทีเรียสามารถลดการสูญเสียของวัตถุแห้งได้มากกว่า และมีร้อยละของ ADF และ NDF 

น้อยกว่าเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิกแบคทีเรีย เช่นเดียวกับ  Jatkauskas 

และ Vrotniakiene (2011) ซึ่งรายงานว่าการเติมหัวเชื้อแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการท าพืชหมัก จะ

ช่วยปรับปรุงการหมัก ลดค่าความเป็นกรด-เบสของพืชหมักได้อย่างรวดเร็วและช่วยลดการสูญเสีย

วัตถุแห้ง จากผลการทดลองทั้งหมดนี้จึงสามารถสรุปผลได้ว่า L. paracasei AN3 เป็นแล็กติกแอซิด

แบคทีเรียที่มีศักยภาพที่จะน ามาใช้เป็นตัวควบคุมชีวภาพเพ่ือยับยั้งการเจริญและการผลิต              

อะฟลาทอกซินบี 1 ของ A. flavus และ โอคราทอกซินเอของ A. carbonarius อีกทั้งยังมี

ประสิทธิภาพในการปรับปรุงคุณภาพของการหมักรวมถึงโภชนะของพืชหมัก ท าให้สามารถน าไป

พัฒนาเป็นหัวเชื้อตั้งต้นในการผลิตพืชหมักให้มีคุณภาพต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. อาหาร MRS (de Man Rogosa and Sharpe) 

 

อาหารส าเร็จรูป MRS (บริษัท Difco, สหรัฐอเมริกา)   55 กรัม 

ผงวุ้น (ส าหรับท าอาหารแข็ง)     1.5 กรัม 

 

ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี

 

2. อาหารแข็ง PDA (potato dextrose agar) 

 

อาหารส าเร็จรูป PDA (บริษัท Difco, สหรัฐอเมริกา)   39 กรัม 

 

ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

3. อาหารแข็ง MacConkey 

 

อาหารส าเร็จรูป MacConkey (บริษัท Difco, สหรัฐอเมริกา)  50 กรัม 

 

ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ
ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

 

โซเดียมคลอไรด์       8 กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)    1.2 กรัม 

ไดไฮโดรเจนโปแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)   0.2 กรัม 

โปแทสเซียมคลอไรด์      0.2 กรัม 

 

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  

 

2. เฟสเคลื่อนที่ส าหรับอะฟลาทอกซินบี 1  

 

อะซีโทไนไตรล์ (HPLC grade)     200 มิลลิลิตร 

น้ าปราศจากไอออน      600 มิลลิลิตร 

อะซีโทไนไตรล์ (HPLC grade)     200 มิลลิลิตร 

 

ผสมให้เข้ากัน จากนั้นกรองด้วยชุดกรองผ่านกระดาษกรอง  

 

3. เฟสเคลื่อนที่ส าหรับโอคราทอกซินเอ 

 

อะซีโทไนไตรล์ (HPLC grade)     495 มิลลิลิตร 

น้ าปราศจากไอออน      495 มิลลิลิตร 

กรดอะซีติก       1 มิลลิลิตร 

 

ผสมให้เข้ากัน จากนั้นกรองด้วยชุดกรองผ่านกระดาษกรอง  
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y = 4050.5x 
R² = 0.9979 
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ภาคผนวก ค 
 

1. กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ค.1 กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1  
 

2. กราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ค.2 กราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 
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3. สูตรค านวณปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 

 

อะฟลาทอกซินบี 1 =     A 
                         

   B x 2.5 x (ปริมาตรเมทานอลที่ใช้ในการสกัด หน่วยมิลลิลิตร) x C x (1/D) 

 

เมื่อ A   คือ  พ้ืนที่ใต้กราฟ 

  B   คือ  สัมประสิทธิ์หน้าตัวแปร X ของกราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

  C   คือ  ปริมาตรเฟสเคลื่อนที่ ที่เติมลงในอะฟลาทอกซินบี 1 ที่สกัดได้ (เท่า) 

  D   คือ  น้ าหนักวุ้น (กรัม) 

 

4. สูตรค านวณปริมาณโอคราทอกซินเอ 

 

โอคราทอกซินเอ =     A 
                         
  B x 2.5 x (ปริมาตรเมทานอลผสมกับกรดฟอรม์ิกที่ใช้ในการสกัด หน่วยมิลลิลติร) x C x (1/D) 

 

เมื่อ A   คือ  พ้ืนที่ใต้กราฟ 

  B   คือ  สัมประสิทธิ์หน้าตัวแปร X ของกราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 

  C   คือ  ปริมาตรเฟสเคลื่อนที่ ที่เติมลงในโอคราทอกซินเอ ที่สกัดได้ (เท่า) 

  D   คือ  น้ าหนักวุ้น (กรัม) 
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5. สูตรค านวณปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 (อิมมูโนแอฟฟินิตี้คอลัมน์) 

 

อะฟลาทอกซินบี 1 =     พ้ืนที่ใต้กราฟ  
                          

       สัมประสิทธิ์หน้าตัวแปร X ของกราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

 

6. สูตรค านวณปริมาณโอคราทอกซินเอ (อิมมูโนแอฟฟินิตี้คอลัมน์) 

 

โอคราทอกซินเอ  =        (พ้ืนที่ใต้กราฟ + 16255) 
                          

       สัมประสิทธิ์หน้าตัวแปร X ของกราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 

 

7. สูตรค านวณปริมาณสารพิษจากราท่ีท าให้เป็นบรรทัดฐาน 

 

ปริมาณสารพิษท่ีท า          =           ปริมาณสารพิษเริ่มต้น (วันที่ 0)  x 100 เปอร์เซ็นต์ 
ให้เป็นบรรทัดฐาน( เปอร์เซ็นต์)          

                   ปริมาณสารพิษ
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