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บทคัดย่อ 

การปนเปื้อนของราและสารพิษจากราโดยเฉพาะโอคราทอกซินเอระหว่างกระบวนการแปร

รูปกาแฟเป็นหนึ่งในปัญหาส าคัญและเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค จึงมีความจ าเป็นในการหาแนวทางเพื่อ

ลดการปนเป้ือนของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอในกาแฟ การใช้ยีสต์ปฏิปักษ์เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ

เป็นหนึ่งในแนวทางท่ีได้รับความสนใจ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและคัดเลือกยีสต์จาก

ตัวอย่างผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก น้ าหมักกาแฟ และเมล็ดกาแฟกะลา จากมูลนิธิโครงการหลวง 3 

แห่ง ในจังหวัดเชียงใหม่ ประเทศไทย และเพื่อประเมินความเป็นปฏิปักษ์ของยีสต์ท่ีคัดแยกได้ต่อราท่ี

ผลิตโอคราทอกซินเอ พบว่า ตัวอย่างเมล็ดกาแฟหมักมีจ านวนยีสต์มากท่ีสุดโดยเฉพาะตัวอย่างจาก

ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก (1.32 x 108 โคโลนีต่อกรัม) คัดแยกยีสต์ท้ังหมดได้ 121 ไอโซเลต 

จากตัวอย่างกาแฟท้ังหมดยกเว้นเมล็ดกาแฟกะลา จัดกลุ่มยีสต์ตามลักษณะการเจริญบนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งได้ 19 กลุ่ม ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์และ

คุณสมบัติทางชีวเคมี และคัดเลือกยีสต์ 15 ไอโซเลต ไปทดสอบประสิทธิภาพต่อการต้านการเจริญ

ของราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ พบว่ายีสต์มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราท่ีผลิตโอครา

ทอกซินเอ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยังยั้งระหว่าง 2.5 ± 3.54 ถึง 30.0 ± 3.54 เปอร์เซ็นต์  
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Abstract 

The contamination of fungi and mycotoxins especially ochratoxin A (OTA) 

during the coffee processing is a serious problem and dangerous to all consumers. It 

is necessary to find a way to decrease the contamination of ochratoxigenic fungi in 

coffee. One of the most popular prevalent is to use antagonistic yeasts as a biological 

control. The objectives of this study were to isolate and select yeasts from cherry 

coffee, fermented coffee, fermented water and parchment coffee and to evaluate the 

antagonistic activity of isolated yeasts against ochratoxigenic fungi.  The results show 

that the highest average yeast count is from yeast from fermented coffee (1 .32  x 108 

CFU/g). 121 Isolates were selected and can be classified into 19 groups based their 

morphology on agar medium. Then, they were tested for growth characteristics in 

media, cell morphology and biochemical characteristics. 15  selected isolates were 

tested for their antagonistic activity against ochratoxigenic fungi. The selected yeasts 

had the ability to reduce the growth of ochratoxigenic fungi with the inhibition 

percentage between 2.5 ± 3.54 to 30.0 ± 3.54.  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 

1. กำแฟ 
 

กาแฟ เป็นเครื่องด่ืมท่ีได้รับความนิยมเป็นอย่างมากในปัจจุบัน ท ามาจากเมล็ดกาแฟซึ่งได้

จากต้นกาแฟ กาแฟเป็นพืชท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมากเนื่องจากมีการเพาะปลูกใน

มากกว่า 70 ประเทศท่ัวโลก เป็นสินค้าส่งออกที่ส าคัญ และกาแฟสาร (กาแฟซึ่งยังไม่ผ่านการค่ัว) เป็น

หนึ่งในสินค้าทางการเกษตรซึ่งมีการซื้อขายกันมากท่ีสุดในโลก (Pendergrast และคณะ, 2009) 

กาแฟสายพันธุ์ที่ส าคัญในทางเศรษฐกิจท่ีนิยมน ามาบริโภค คือ สายพันธุ์อาราบิกา (Arabica Coffee: 

Coffea arabica) และสายพันธุ์โรบัสตา (Robusta Coffee : Coffea canephora var. Robusta) 

(N’Diaye และคณะ) 

กาแฟ (Genus Coffea) เป็นพืชในวงศ์เข็ม (Family Rubiaceae) เป็นพืชยืนต้น มีลักษณะ

เป็นไม้พุ่มข้ึนอยู่กับสายพันธุ์ มีลักษณะเด่นท่ีสังเกตได้ง่าย คือ มีใบเด่ียว แต่ละใบออกตรงข้ามกัน ซึ่ง

ใบในแต่ละคู่จะต้ังฉากกัน ลักษณะของใบมักเป็นรูปเข็ม (Malavolta, 1995)  กาแฟมีถิ่นก าเนิด

ด้ังเดิมอยู่ในป่าซึ่งมีสภาพแวดล้อมชุ่มช้ืนและมีร่มเงา แต่เดิมมีแหล่งเพาะปลูกอยู่ในแถบทวีปแอฟริกา

และลาตินอเมริกา ส่วนในปัจจุบันพบการปลูกกาแฟเกือบท่ัวทุกมุมโลก เช่น กาแฟสายพันธุ์อาราบิกา

ส่วนใหญ่ปลูกในลาตินอเมริกา แอฟริกาตะวันออก และเอเชีย ส่วนกาแฟสายพันธุ์โรบัสตาปลูกใน

แอฟริกาตะวันตกและแอฟริกากลางไปจนถึงเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และบางส่วนของประเทศ

บราซิล (Duran , 2008) ในประเทศไทยกาแฟสายพันธุ์โรบัสตาพบปลูกมากบริเวณภาคใต้ของ

ประเทศไทยในจังหวัดชุมพร สุราษฎร์-ธานี นครศรีธรรมราช กระบี่ พังงา และ ระนอง (กรมวิชาการ

เกษตร, 2018) เนื่องจากกาแฟโรบัสตาเจริญเติบโตได้ท่ีในพื้นท่ีราบต่ าท่ีมีอากาศร้อนช้ืน ท่ีความสูง

เหนือระดับน้ าทะเลต้ังแต่ 500 - 2,000 ฟุต ลักษณะเด่นของสายพันธุ์โรบัสตา คือ ใบซึ่งมีขนาดใหญ่

กว่าใบของสายพันธุ์ อาราบิกา กาแฟสายพันธุ์โรบัสตาปลูกง่าย ทนแล้ง มีความทนทานต่อโรคได้ดี 

และให้ผลผลิตสูงกว่าแต่มีรสขมและฝาดเนื่องจากมีปริมาณคาเฟอีนสูง ส่วนกาแฟสายพันธุ์อาราบิกา

เป็นกาแฟพันธุ์ที่เหมาะส าหรับปลูกในพื้นท่ีท่ีมีความสูงจากระดับน้ าทะเลต้ังแต่ 1,500 - 3,000 ฟุตข้ึน

ไป จึงพบปลูกมากในแถบภาคเหนือของไทย บริเวณสามเหล่ียมทองค า เช่น จังหวัดล าปาง ล าพูน 
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เชียงใหม่ เชียงราย เป็นต้น (กรมวิชาการเกษตร, 2018) มีคุณสมบัติโดดเด่นในเรื่องของกล่ินและ

รสชาติท่ีดี และมีปริมาณของคาเฟอีนเพียงครึ่งหนึ่งของกาแฟสายพันธุ์โรบัสตา  (Jose, 2017 ; 

Vignoli, 2011) 
 

1.1  องค์ประกอบของผลกำแฟ 

ผลกาแฟ (cherry coffee) มีลักษณะรูปร่างกลมหรือรีแตกต่างกันไปตามสายพันธุ์ของกาแฟ

โดยท่ัวไปผลกาแฟจะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-1.5 เซนติเมตร ซึ่งภายในจะบรรจุเมล็ด

กาแฟ (coffee bean) หรือเรียกว่าส่วนเนื้อเมล็ด (perisperm) ไว้ และมีส่วนผนังผล (pericarp) ซึ่ง

ประกอบด้วยเนื้อเยื่อหลายช้ัน ได้แก่ (1) ผนังผลช้ันนอก (exocarp หรือ skin) เนื้อเยื่อบริเวณนี้

เริ่มแรกจะมีสีเขียวเมื่อเริ่มสุกจะเปล่ียนเป็นสีเหลืองและเป็นสีแดงเมื่อสุกเต็มท่ี โดยจะมีสารท่ีมี

ลักษณะคล้ายขี้ ผ้ึง (wax) เคลือบบริเวณผิวช่วยในการป้องกันผลกาแฟ (2) ผนังผลช้ันกลาง 

(mesocarp หรือ pulp) บริเวณนี้จะมีลักษณะเป็นเมือก (mucilage) และมีส่วนเนื้อของผลอยู่ด้วย 

(3) ผนังผลช้ันใน (endocarp หรือ parchment) บริเวณนี้จะอยู่ติดกับผนังผลช้ันใน มีลักษณะบาง 

ส่วนเนื้อเมล็ด (perisperm) ประกอบไปด้วย (1) ส่วนท่ีห่อหุ้มเมล็ด (silverskin) มีส่วนประกอบหลัก 

คือ พอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีเป็นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โมโนแซ็กคาไรด์  โปรตีน และพอลิฟีนอล (2) 

เมล็ดจริง (been หรือ seed หรือ endosperm) ประกอบด้วยเมล็ดท่ีมีลักษณะกลมรีจ านวน 2 เมล็ด 

ดังแสดงในภาพท่ี 1.1 (Elias, 1978 ; Avallone และคณะ, 2001)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 1.1 องค์ประกอบของเนื้อเยื่อของผลกาแฟ (Batista และคณะ, 2016) 
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1.2  กระบวนกำรผลิตและแปรรูปกำแฟ 

ในกระบวนการผลิตกาแฟหลังจากการเก็บเกี่ยวส าหรับน าไปแปรรูปต้องแยกเมล็ดออกจาก

เนื้อเยื่อช้ันนอกท าให้มีความช้ืนลดลงจาก 65 เปอร์เซ็นต์ เหลือเพียง 10-15 เปอร์เซ็นต์ เรียกว่า เมล็ด

กาแฟสาร (green coffee) (Trugo และคณะ, 1984; Teixeira และคณะ, 1995) ซึ่งกระบวนการ

ผลิตกาแฟสารโดยท่ัวไปมี 2 กระบวนการ คือ กระบวนการแบบเปียก (wet process) และ

กระบวนการแบบแห้ง (dry process) (Batista และคณะ, 2009)  

 กระบวนการผลิตกาแฟแบบเปียก (wet process) เป็นกระบวนการท่ีให้เมล็ดกาแฟท่ีมี

คุณภาพดี เนื่องจากสามารถควบคุมปัจจัยต่างๆ ได้ง่าย ซึ่งกระบวนการนี้มักใช้กับกาแฟสายพันธุ์อารา

บิกา โดยผลกาแฟสุกหลังการเก็บเกี่ยวจะถูกน ามาปอกเปลือกด้วยเครื่องจักรเพื่อเอาเปลือกช้ันนอก

ออก เหลือเป็นเมล็ดกาแฟท่ีมีเมือกติดอยู่ จากนั้น หมักในถังหมักขนาดใหญ่เพื่อก าจัดเยื่อเมือกโดยใช้

ระยะเวลาในการหมัก 24-36 ช่ัวโมง ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิของพื้นท่ีและความหนาของช้ันเย่ือเมือก หลัง

ผ่านกระบวนการหมักจะล้างเมล็ดกาแฟด้วยน้ าสะอาด เพื่อคัดส่ิงเจือปนออก จากนั้นน าไปตากแดด

จนแห้งอย่างสม่ าเสมอเพื่อไล่ความช้ืน โดยเมล็ดกาแฟหลังผ่านกระบวนข้างต้นเรียกว่า เมล็ดกาแฟ

กะลา (parchment coffee) ซึ่งเมล็ดกาแฟกะลาท่ีแห้งดีแล้วจะถูกบรรจุไว้ในกระสอบเพื่อรอการสี

เป็นเมล็ดกาแฟสาร (green coffee) ส าหรับน าไปแปรรูปต่อไป (Putthaponh, 2012) 

กระบวนการผลิตกาแฟแบบแห้ง (dry process) เป็นกระบวนการท่ีมักจะใช้กับกาแฟสาย

พันธุ์โรบัสตา ท าได้โดยการน าผลกาแฟสุกหลังการเก็บเกี่ยวมาตากบนพื้นท่ีส าหรับตากกาแฟหรือพื้น

ปูนคอนกรีต โดยใช้ความร้อนจากแสงอาทิตย์ และเกล่ียเพื่อให้ผลกาแฟสุกแห้งอย่างสม่ าเสมอ จนมี

ความช้ืนเหลือเพียง 12.5 เปอร์เซ็นต์ มีระยะเวลาในการตากประมาณ 3-4 สัปดาห์ ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ

ของพื้นท่ีและสภาพอากาศ ผลกาแฟสุกท่ีผ่านการตากแห้งแล้วจะถูกน าไปกะเทาะเปลือกด้วยเครื่องสี

กาแฟ จะได้เป็นเมล็ดกาแฟสาร (green coffee) ส าหรับน าไปแปรรูปต่อไป (ปาริชาติ, 2016) 

ชนิดของเมล็ดกาแฟเมื่อแบ่งตามกระบวนการผลิต แบ่งได้เป็น 4 ชนิด คือ 

(1) ผลกาแฟสุกหรือกาแฟเชอร์รี่ (cherry coffee) คือ ผลกาแฟท่ีสุกแล้ว มีผิวสีแดง (ภาพท่ี 1.2 ก) 

(2) กาแฟกะลา (parchment coffee) คือ เมล็ดกาแฟจากผลกาแฟสุก ท่ีผ่านการเอาเนื้อผลและ

เปลือกออก แต่ยังคงเหลือส่วนผนังผลช้ันในไว้ ซึ่งผ่านการตากแห้งแล้ว (ภาพท่ี 1.2 ข) 

(3) กาแฟสาร (green coffee) คือ เมล็ดกาแฟกะลาท่ีผ่านกระบวนการสีเพื่อเอาส่วนผนังผลช้ันใน

ออก (ภาพท่ี 1.2 ค) 
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(4) กาแฟค่ัว (roasted coffee) คือ เมล็ดกาแฟสารท่ีผ่านกระบวนการค่ัว พร้อมน าไปบดเป็นผง มี

กล่ินหอม มีสีน้ าตาลท่ีเกิดจากการค่ัว (ภาพท่ี 1.5) 

(ไทยเกษตรศาสตร์, 2013) 

      

  

 ภำพที่ 1.2 ผลกาแฟสุก (ก) กาแฟกะลา (ข) กาแฟสาร (ค) กาแฟค่ัว (ง) 

ท่ีมา: http://www.coffee-hat.com/eng/Coffeepedia/Coffee-Cherry-and-Tea 

https://www.urwaldkaffee.de/regionen/sierra-nevada-kolumbien/29/rohkaffee-

kogi-cafe 

      https://pixabay.com/photos/green-coffee-coffee-beans-coffee-927604  

      https://www.urwaldkaffee.de/regionen/sierra-nevada-kolumbien/29/rohkaffee-   

kogi-cafeteyuna-5-kg (สืบค้นเมื่อ 10 เมษายน 2019) 
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1.3  สถำนกำรณ์กำรผลิตและกำรค้ำกำแฟ 

ปัจจุบันกาแฟเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของโลก ผลผลิตกาแฟของโลก มีประมาณ 8 ล้านตัน 

เป็นกาแฟอาราบิกา 62 เปอร์เซ็นต์ พันธุ์โรบัสตา 38 เปอร์เซ็นต์ (สถาบันอาหาร, 2558) ประเทศไทย

ผลิตกาแฟได้น้อยกว่าความต้องการบริโภคภายในประเทศบางส่วนต้องน าเข้าจากต่างประเทศ 

ประเทศท่ีผลิตกาแฟได้มากท่ีสุด คือ บราซิล โดยให้ผลผลิตมากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ของโลก ในทุก ๆ 

ปี รองลงมาคือ เวียดนาม และโคลัมเบีย ตามล าดับ (USDA, 2017) ในช่วงปี พ.ศ. 2553/54-2558/59 

ผลผลิตกาแฟของโลก เพิ่มสูงขึ้น 2.07 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางท่ี 1.1  
 

ตำรำงที่ 1.1 ผลผลิตกาแฟของโลก ปี พ.ศ. 2553/54-2558/59 

ท่ีมา : กระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2559) 

ประเทศ จ ำนวนผลผลิตกำแฟในแต่ละปี (ล้ำนตัน) อัตราผลผลิต

ท่ีเพิ่มขึ้น 

(ร้อยละ) 
2553/54 2554/55 2555/56 2556/57 2557/58 2558/59 

บราซิล 3.270 2.952 3.456 3.432 3.258 2.964 1.44 

เวียดนาม 1.165 1.56 1.59 1.79 1.644 1.758 8.61 

โคลัมเบีย 0.512 0.459 0.596 0.752 0.798 0.804 14.39 

อินโดนีเซีย 0.56 0.498 0.63 0.57 0.528 0.636 0.17 

เอธิโอเปีย 0.368 0.379 0.39 0.381 0.389 0.39 1.17 

ฮอนดูรัส 0.239 0.336 0.284 0.264 0.3 0.354 2.16 

อินเดีย 0.302 0.314 0.318 0.305 0.326 0.318 1.25 

ยูกันดา 0.193 0.185 0.216 0.231 0.213 0.228 4.28 

เม็กซิโก 0.24 0.258 0.279 0.237 0.198 0.204 -4.59 

กัวเตมาเล 0.238 0.265 0.241 0.211 0.202 0.199 -5.41 

ไทย 0.0042 0.041 0.038 0.039 0.026 0.031 -9.6 

อื่นๆ 1.296 1.387 1.259 1.259 1.09 1.121 -5.14 

รวม 8.425 8.634 9.297 9.342 8.972 9.007 2.07 
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ในช่วงปี พ.ศ. 2554 – 2558 ปริมาณผลผลิตของประเทศไทยไม่เพียงพอต่อความต้องการ

ของผู้บริโภค เนื่องจากตลาดกาแฟมีการขยายตัวเป็นอย่างมาก และผลผลิตในประเทศท่ีลดลงเพราะ

ราคาตกต่ า ท าให้การส่งออกเมล็ดกาแฟดิบของไทยลดลงถึง 22.40 เปอร์เซ็นต์ เพราะความต้องการ

บริโภคกาแฟในประเทศเพิ่มมากขึ้น ส่วนเมล็ดกาแฟค่ัวมีการส่งออกเพิ่มขึ้น จาก 137 ตันเป็น 177 

ตัน หรือเพิ่มขึ้น 9.23 เปอร์เซ็นต์ ส่วนกาแฟส าเร็จรูปมีการส่งออกเพิ่มขึ้นจาก 5,263 ตัน เป็น 7,595 

ตัน หรือเพิ่มขึ้น 6.12 เปอร์เซ็นต์ (กรมศุลกากร, 2559) ดังแสดงในตารางท่ี 1.2 

ตำรำงที่ 1.2 ปริมาณและมูลค่าการส่งออกเมล็ดกาแฟดิบ เมล็ดกาแฟค่ัว และกาแฟส าเร็จรูปของ

ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2554 - 2558 
 

ปี 
เมล็ดกาแฟดิบ เมล็ดกาแฟค่ัว กาแฟส าเร็จรูป กาแฟส าเร็จรูปอื่นๆ 

ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า 

2554 720 102 137 30 5263 906 36719 3806 

2555 1969 161 116 33 7260 1130 40142 4468 

2556 270 45 98 31 1621 303 51548 5389 

2557 399 63 168 47 6316 860 57624 5933 

2558 450 79 177 46 7595 1007 16823 4874 

อัตราเพิ่ ม 

(ร้อยละ) 

 

-22.40 
 

-13.49 
 

9.23 
 

12.85 
 

6.12 
 

-0.61 
 

8.85 
 

8.09 

หมายเหตุ : ปริมาณ(ตัน) , มูลค่า(บาท)                        

ท่ีมา :  กรมศุลกากร (2559) 
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2. สำรพิษจำกรำ  

 สารพิษจากรา (mycotoxin) คือ สารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ี

ผลิตจากรา สารนี้เป็นพิษหรือท าให้เกิดผลกระทบเชิงลบต่อส่ิงท่ีมีชีวิตต่าง ๆ โดยเฉพาะในสัตว์และใน

มนุษย์ ซึ่งเมื่อได้รับเข้าไปแม้ในปริมาณเพียงเล็กน้อยจะท าให้เกิดอาการพิษ (mycotoxicosis)  แต่ไม่

สามารถถ่ายทอดจากคนหนึ่งไปสู่คนอื่นได้ สาเหตุเกิดจากการรับประทานอาหารท่ีมีการปนเปื้อนของ

ราและ/หรือสารพิษจากรา ต้ังแต่ในช่วงการเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว การเก็บรักษาและการน าผลิตผล

ทางการเกษตรมาผลิตเป็นอาหาร (Bennett และคณะ, 2013)  

การปนเปื้อนของสารพิษท่ีเกิดขึ้นภายหลังการเก็บเกี่ยวและระหว่างการเก็บรักษา อัน

เนื่องมาจากปัจจัยต่าง ๆ เช่น ความช้ืน อุณหภูมิ และปริมาณออกซิเจน ซึ่งปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้เป็น

ปัจจัยท่ีส่งผลให้ราเจริญและผลิตสารพิษได้ ราส าคัญท่ีผลิตสารพิษจากรา ได้แก่  ราในสกุล 

Aspergillus, Penicilium, Alternaria และ Fusarium (Kaushal และคณะ, 1998) สารพิษท่ีราผลิต

นี้ส่งผลเสียต่อสุขภาพของมนุษย์และสัตว์แบบเฉียบพลันและเรื้อรัง โดยส่งผลกระทบต่อระบบต่าง ๆ 

ในร่างกาย และยังส่งผลเสียต่อทารกในครรภ์ รวมไปถึงสารพิษจากราบางชนิดยังเป็นสารก่อมะเร็งอีก

ด้วย (D'Mello, 2003) สารพิษจากราท่ีปนเปื้อนในอาหารและส่งผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษย์และ

สัตว์ท่ีต้องควบคุมปริมาณและมีการตรวจสอบ ได้แก่ อะฟลาทอกซิน (aflatoxins), ฟูโมนิซิน 

(fumonisin B1 and B2) , ดีออกซีนิวาลินอล(deoxynivalenol หรือ DON), โอคราทอกซินเอ 

(ochratoxin A), ที-2 ทอกซิน (T-2 toxin) และพาทูลิน (patulin) (Mazumder และคณะ, 2001)

ตารางท่ี 1.3 ราและสารพิษจากราท่ีมักพบปนเป้ือนในอาหาร 
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ตำรำงที่ 1.3 ราและสารพิษจากราท่ีส าคัญในอาหาร 

สำรพิษ รำที่ผลิต 

อะฟลาทอกซิน Aspergillus flavus 

Aspergillus parasiticus 

ฟูโมนิซิน Fusarium verticillioides 

Fusarium proliferatum 

ดีออกซีนิวาลินอล Fusarium culmorum 

Fusarium graminearum 

โอคราทอกซินเอ Aspergillus ochraceus 

Aspergillus carbonarius 

Penicillium verrucosum 

ที-2 ทอกซิน Fusarium sporotrichioides 

Fusarium poae 

พาทูลิน Penicillium expansum 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Ahmed และคณะ (2015) 
 

3. โอครำทอกซินเอ 

 โอคราทอกซินเอ (ochratoxin A) เป็นสารพิษจากราท่ีถูกพบครั้งแรกในทางตอนใต้ของ

แอฟริกา จาก Aspergillus ochraceus (Bayman และคณะ, 2002) ปัจจุบันพบว่าโอคราทอกซิน

เป็นสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิซึ่งผลิตจากราสายใยหลายชนิดในสกุล Aspergillus และ Penicillium 

(Ahmed และคณะ, 2015)  

โอคราทอกซินเอมีสูตรโมเลกุล คือ C20H18ClNO6 มวลโมเลกุลเท่ากับ 403.815 กรัมต่อโมล 

มีโครงสร้างเป็น pentaketide ของ l-β-phenylalanine สองโมเลกุลจับกันด้วยพันธะเอไมล์ (ภาพท่ี 

1.3) โอคราทอกซินเอเป็นกรดอินทรีย์ชนิดอ่อน มีลักษณะเป็นก้อนผลึกไม่มีสีหรือมีสีขาว มีจุด

หลอมเหลวท่ี 169 องศาเซลเซียส และละลายน้ าได้เล็กน้อย โอคราทอกซินเอเป็นสารประกอบท่ีมี

ความเสถียรทางเคมี ดังนั้น การแปรรูปอาหารด้วยความร้อนธรรมดาจึงไม่สามารถลดปริมาณของโอ

คราทอกซินในอาหารและเครื่อง ด่ืมได้ (El khoury และคณะ , 2010 ; National Center for 

Biotechnology Information, 2018)  
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ภำพที ่1.3 โครงสร้างทางเคมีของโอคราทอกซิน  

ท่ีมา: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov  (สืบค้นเมื่อ 17 สิงหาคม 2018) 

 

3.1 ควำมเป็นพิษของโอครำทอกซินเอ 

 โอคราทอกซินเอได้รับการยืนยันว่าเป็นพิษและเป็นสารก่อมะเร็งในสัตว์ โดยมีไตเป็นอวัยวะ

เป้าหมายหลัก และส่งผลต่อระบบประสาทของหนู ท าให้ระบบประสาทส่วนกลางของหนูพิการ เมื่อ

ได้รับโอคราทอกซินเป็นเวลานาน (Duarte และคณะ, 2011) ผลกระทบอื่น ๆ ของโอคราทอกซิน 

ได้แก่ ภูมิ คุ้มกันบกพร่อง (Bondy และคณะ , 2000 ; Pestka และคณะ , 1994) การยับยั้งการ

สังเคราะห์โมเลกุล การเพิ่มกระบวนการ lipid peroxidation และการยับยั้ง mitochondrial 

respiration (Kuiper-Goodman และคณะ , 1989 ; Marquardt และคณะ , 1992) นอกจากนี้          

โอคราทอกซินยังถูกสงสัยว่าว่าเป็นสาเหตุของโรคไตในมนุษย์ (Barnes และคณะ, 1977; Castegnaro 

และคณะ, 2006; Elling และคณะ, 1977; Pfohl-Leszkowicz และคณะ, 2002; Sattler และคณะ, 

1977) และโรคไตอักเสบเรื้อรัง (CIN) อีกด้วย (Abid และคณะ, 2003) 

The International Agency for Research on Cancer (IARC) ได้จัดให้โอคราทอกซินเอ

เป็นสารก่อมะเร็งในกลุ่ม 2B ซึ่งเป็นกลุ่มสารท่ีอาจจะก่อมะเร็งในมนุษย์ (Fazekas และคณะ, 2005; 

IARC, 1993)   
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3.2 รำที่ผลิตโอครำทอกซินเอ 

 ราสายใยในสกุล Aspergillus และ Penicillium เป็นราท่ีสามารถผลิตโอคราทอกซินเอ ซึ่ง

พบปนเปื้อนในกาแฟรวมถึงอาหารแปรรูปและผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรหลายชนิด ซึ่งราท้ังสองสกุล

จะผลิตโอคราทอกซินเอในช่วงหลังการเก็บเกี่ยวหรือในช่วงเก็บรักษา โดยสามารถผลิตโอคราทอกซิน

เอในช่วงระหว่างเพาะปลูกได้เช่นกัน หากมีอากาศร้อนและแห้ง (Padro และคณะ, 2005) ราในสกุล 

Penicillium ถูกพบว่าผลิตโอคราทอกซินเอ ในผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรท่ีปลูกในแถบยุโรป เนื่องจาก 

P. verrucosum จะเจริญได้ท่ีในอุณหภูมิต่ า (Pardo และคณะ, 2005; Ilic และคณะ, 2007) ส่วนรา

ในสกุล Aspergillus ท่ีพบผลิตโอคราทอกซินเอ แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ ราด า หรือ Aspergillus 

section Nigri (black aspergilli) เช่น A. carbonarius และ A. niger อีกกลุ่มหนึ่ง คือ Aspergillus 

section Circumdati เช่น A. westerdijkiae, A. ochraceus และ  A. steynii (Valle และคณะ, 

2018) โดย A. carbonarius เป็นสายพันธุ์ท่ีส าคัญเนื่องจากผลิตโอคราทอกซินเอได้สูงกว่าสายพันธุ์

อื่นๆ จะพบปนเป้ือนมากในองุ่น และผลไม้แห้งในเขตร้อน (Noomin และคณะ, 2008) 

 

4. ยีสต ์

ยีสต์ (Yeast) เป็นส่ิงมีชีวิตชนิดยูแคริโอต เป็นจุลินทรีย์เซลล์เดียว ถูกจัดเป็นสมาชิกของ

อาณาจักรฟังไจ โดยยีสต์เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีวิวัฒนาการมาจากส่ิงมีชีวิตหลายเซลล์ (Kurtzman CP และ

คณะ , 2006) พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ สามารถใช้สารอาหารในการเจริญได้หลากหลาย การ

เจริญเติบโตของยีสต์ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิและเงื่อนไขอื่นๆ เช่น ความช้ืน ค่าความเป็นกรด-เบส รวมถึง

ปริมาณออกซิเจน (Pantelides และคณะ, 2015) 

ยีสต์ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในการเป็นแบบล าจองของส่ิงมีชีวิตชนิดยูแคริโอต และน ามาเป็นหัว

เช้ือในการหมัก (Ciani และคณะ, 2010) รวมไปถึงการถูกน าไปใช้ในการยับยั้งโรคท่ีเกิดจากราและ

สารพิษท่ีราผลิต (Liu และคณะ, 2013) 
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4.1 ยีสต์ที่พบในเมล็ดกำแฟ 

ในกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียก (wet process) หลังจากน าเมล็ดกาแฟสุกมาปอก

เปลือกผ่านเครื่องปอกเปลือก และก าจัดเมือกท่ีติดกับผนังผลช้ันในออกโดยการหมัก ซึ่งพบว่ายีสต์ท่ี

พบในเมล็ดกาแฟมีความสามารถในการเป็นกล้าเช้ือหรือหัวเช้ือในการหมัก ซึ่งสามารถคัดแยกจากวิธี

ทางชีวเคมีและโมเลกุล และพบว่า Pichia fermentans และ Pichia kluyveri ถูกพบมากท่ีสุด 

นอกจากนี้ Candida glabrata, Candida quercitrusa, Pichia guilliermondii, Pichia caribbica 

Saccharomyces sp. และ Hanseniaspora opuntiae ยังถูกพบในกาแฟด้วยเช่นกัน ซึ่งตรวจสอบ

แล้วพบว่ายีสต์ท่ีพบในเมล็ดกาแฟนอกจากจะช่วยเป็นหัวเช้ือในการหมักแล้วบางชนิดยังมีส่วนช่วยใน

การผลิตสารเอสเทอร์ท่ีมีรสเปรี้ยว และเพิ่มการสะสมของสารหอมระเหยระหว่างการหมักได้อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (Pereira และคณะ, 2014)  

จากงานวิจัยของ Pires และคณะ (2017) เกี่ยวกับการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์

ในน้ าเสียของกระบวนการแปรรูปเมล็ดกาแฟ พบแบคทีเรีย ราสายใย และยีสต์ โดยยีสต์สายพันธุ์ที่ถูก

พบมาก ได้แก่ Hanseniaspora uvarum, Torulaspora delbrueckii, Saturnispora gosingensis, 

Kazachstania gamospora และ Wickerhamomyces anomalus 

Pereira และคณะ (2016) ได้คัดแยกยีสต์ในเมล็ดกาแฟและระบุชนิดด้วยวิธีทางชีวเคมีและ

วิธีทางโมเลกุลจากตัวอย่างกาแฟ พบยีสต์ท้ังหมด 8 สกุล ได้แก่ Pichia, Debaryomyces, Candida, 

Clavispora, Klyveromyces, Yarrowia, Sporobolomyces และ Torulaspora  

 

5. ยีสต์ตัวควบคุมชีวภำพ 

การควบคุมทางชีวภาพของผัก ผลไม้ และธัญพืช โดยใช้ยีสต์ปฏิปักษ์เป็นแนวทางหนึ่งในการ

ลดปัญหาการใช้สารเคมีซึ่งถูกควบคุมด้วยกฎระเบียบท่ีเข้มงวดมากขึ้น โดยในช่วงสองทศวรรษผ่านมา

ได้มีการแยกยีสต์จากแหล่งต่าง ๆ รวมไปถึงจากผิวหรือเปลือกของผักผลไม้และเมื่อน าไปตรวจสอบ 

พบว่ายีสต์มีศักยภาพในการเป็นตัวควบคุมชีวภาพ โดยในสภาวะต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ ความช้ืน ค่า

ความเป็นกรด-เบส การเกิดออกซิเดชัน การขาดสารอาหาร ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญท่ีท าให้ยีสต์มีชีวิตและ

มีความสามารถในการป้องกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ การใช้ยีสต์ปฏิปักษ์เป็นตัวควบคุมทาง

ชีวภาพ นิยมใช้ยีสต์สายพันธุ์ท่ีพบท่ัวไปตามบริเวณนั้น ๆ เช่น บนพื้นผิวของผัก ผลไม้ เนื่องจากยีสต์

เหล่านั้นสามารถใช้สารอาหารบริเวณนั้นได้ และเป็นยีสต์กลุ่มหลักท่ีมีการเจริญซึ่งอาจผลิตสาร
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บางอย่างเพื่อช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชได้ดีกว่ายีสต์ปฏิปักษ์ท่ีคัดแยกมาจากบริเวณอื่น ๆ (Liu 

และคณะ, 2013) โดยการเลือกยีสต์มาใช้เป็นตัวควบคุมชีวภาพ จะพิจารณาจากคุณสมบัติท่ีเหมาะสม 

ได้แก่ สามารถเจริญได้ในภาวะท่ีมีพื้นผิวแห้ง สามารถผลิตสารเมแทบอไลต์ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ

ของราก่อโรค สามารถใช้สารอาหารได้หลากหลายและรวดเร็ว ทนสารเคมีหรือสารฆ่าราได้ รวมไปถึง

ไม่ก่อโรค และเป็นอันตรายต่อมนุษย์และส่ิงแวดล้อม (Wisniewski, 1992)  

 
 

5.1 กำรใช้ยีสต์ปฏิปักษ์ในกำรยับยั้งกำรเจริญของรำที่ผลิตสำรพิษ  

ยีสต์ถูกน ามาทดสอบความสามารถในการลดการเจริญของราท่ีผลิตสารพิษในอาหารและ

ผลผลิตทางการเกษตรหลายครั้ง จากงานวิจัยของ Pantelides และคณะ ในปี (2015) พบว่ายีสต์ท่ี

คัดแยกได้จากองุ่นในประเทศไซปรัสมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างสปอร์ของ Aspergillus 

tubingesis ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ผลิตโอคราทอกซินเอท่ีพบมากในฟาร์มองุ่นไวน์ของประเทศไซปรัสเมื่อ

ทดสอบบนอาหารเล้ียงเช้ือ รวมไปถึงพบการยับย้ังการเจริญของราสายพันธุ์ดังกล่าวเมื่อน ามาทดลอง

บนผิวองุ่นอีกด้วย รวมถึงงานวิจัยของ Bleve และคณะ (2006) ช้ีให้เห็นว่ายีสต์ท่ีพบบนผิวขององุ่นมี

ศักยภาพในการควบคุม A. carbonarius และ A. niger  

นอกจากนี้ยังมีการใช้ยีสต์หัวเช้ือผสมเพื่อเพิ่มความสามารถในการเป็นตัวควบคุมชีวภาพ เพื่อ

ช่วยส่งเสริมการเจริญร่วมกันของยีสต์ ซึ่งส่งผลในการช่วยเพิ่มความสามารถในการยับย้ังรามากกว่า 1 

สายพันธุ์เนื่องจากมีกลไกหารยับยั้งราท่ีหลากหลายมากขึ้น และยังช่วยในการลดอัตราการเกิดโรคได้

มากขึ้น (Sharma และคณะ, 2009) โดยจากการทดลองของ Kepetanakou และคณะ (2012) พบว่า

การใช้ยีสต์ผสมสามารถลดปริมาณโอคราทอกซินท่ีผลิตได้ถึง 60 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีการใช้ยีสต์เด่ียว

สามารถลดปริมาณโอคราทอกซินท่ีผลิตได้เพียง 5-15 เปอร์เซ็นต์ แต่งานวิจัยของ Peromingo และ

คณะ (2018) พบว่ายีสต์ Debaryomyces hansenii ท่ีแยกได้จากแฮมแห้ง มีประสิทธิภาพในการลด

ปริมาณโอคราทอกซินเอท่ี P. verrucosum strain FHSCC Pv45 ผลิตได้ในสภาวะระหว่างการหมัก

ของผลิตภัณฑ์โดยพบว่า D. hansenii มีกลไกส าคัญในการลดการแสดงออกของยีนท่ีส าคัญใน

กระบวนการผลิตโอคราทอกซินเอใน P. verrucosum strain FHSCC Pv45 แต่ไม่สามารถย้ับยั้งการ

เจริญของราดังกล่าวได้ 
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5.2 กำรใช้ยีสต์ปฏิปักษ์ในกำรยับยั้งกำรเจริญของรำที่ผลิตสำรพิษในเมล็ดกำแฟ 

จากการทดลองของ Masoud และคณะ (2006) ในการทดสอบความสามารถของ Pichia 

anomala, Pichia kluyveri  และ Hanseniaspora uvarum ท่ีคัดแยกได้จากกระบวนการหมัก

กาแฟ ในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของ Aspergillus ochraceus  พบว่ายีสต์

ท้ัง 3 สายพันธุ์ สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ และจากรายงานการวิจัยของ  Pereira และคณะ 

(2016) พบว่า Pichia fermentans LPBYB13, Sporobolomyces roseus LPBY7E, Candida sp. 

LPBY11B ท่ีคัดแยกได้จากเมล็ดกาแฟมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Aspergillus westerdijkiae ซึ่ง

เป็นราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ อีกท้ังยีสต์ท่ีถูกระบุชนิดในงานวิจัยของ Silva และคณะ (2008) 

สามารถยับยั้งการสร้างสปอร์ของรา และสามารถน าไปใช้ควบคุมการเจริญของ Aspergillus niger 

รวมถึงราสายใยสกุลอื่น ๆ ในกระบวนการหมักกาแฟได้ 

จากการศึกษาผลกระทบของสารท่ียีสต์ผลิตระหว่างกระบวนการแปรรูปกาแฟ ได้แก่  

P.anomala, P. kluyveri และ H. uvarum ต่อการเจริญและการผลิตโอคราทอกซิน เอของ               

A. ochraceus พบว่าเอสเทอร์และแอลกอฮอล์ท่ียีสต์ผลิต ได้แก่ ethyl acetate, isobutyl acetate, 

2‐phenyl ethyl acetate, ethyl propionate และ  isoamyl alcohol โดยสาร ท่ียีสต์ผลิต ท่ีมี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอมากท่ีสุดคือ  2‐phenyl ethyl 

acetate 

จากงานวิ จัยของ Velmourougane และคณะ (2011) พบว่าการเติมยีสต์ระหว่าง

กระบวนการแปรรูปผลกาแฟสุกหรือกาแฟเชอร์รี่กาแฟสายพันธุ์ อาราบิกาและโรบัสตาสามารถ

ควบคุม A. niger และ A. ochraceus รวมถึงคววบคุมปริมาณโอคราทอกซินเอได้อย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ โดยไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของกาแฟ และผลการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นยีสต์มี

ศักยภาพในการเป็นตัวควบคุมทางชีวภาพเชิงพาณิชย์ในการแปรรูปกาแฟ และพบว่าเป็นวิธีการท่ี

ประหยัดและคุ้มค่าในการควบคุม A. ochraceus และปริมาณโอคราทอกซินเอในกระบวนการแปร

รูปผลกาแฟสุกหรือกาแฟเชอร์รี่ 
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4.4 กลไกที่ยีสต์ปฏิปักษ์ใช้เพื่อยับยั้งกำรเจริญของรำ 

 ยีสต์มีกลไกส าคัญหลักๆในการยับยั้งการเจริญของรา 2 กลไก คือ การแย่งชิงพื้นท่ีหรือ

สารอาหารท่ีราใช้ในการเจริญ และการผลิตสารเมแทบอไลต์เพื่อยับยั้งการเจริญ โดยในช่วง 24 ช่ัวโมง

แรก ยีสต์ปฏิปักษ์จะใช้กลไกในการแย่งชิงสารอาหารในการเจริญของรา ดังนั้น ยีสต์ปฏิปักษ์ท่ีใช้เป็น

ตัวควบคุมชีวภาพจึงต้องมีคุณสมบัติท่ีสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้อาหารถูกใช้จนหมด ท า

ให้ราไม่มีสารอาหารเพียงพอในการเจริญ (Li และคณะ, 2008) จากนั้น ยีสต์จะใช้กลไกการสร้างสาร

เมแทบอไลต์ท่ีส่งผลต่อการเจริญของรา เช่น อิลิซิเตอร์ (elicitors) ซึ่งเป็นสารท่ีช่วยกระตุ้นให้พืชสร้าง

กลไกในการป้องกันตัวเองจากรา (Chan และคณะ, 2007) ยีสต์มีกลไกเพิ่มจ านวนตัวเองเพื่อเพิ่ม

สภาวะความเป็นกรด (Hershkovitz และคณะ, 2012) รวมไปถึงการสร้างเอนไซม์หรือสารประเภทไบ

โอฟิล์ม ส าหรับย่อยผนังเซลล์ของรา (Bar-Shimon และคณะ, 2004) เป็นต้น  

ยีสต์บางชนิด เช่น Pichia guilliermondii และ Candida oleophila มีความสามารถใน

การผลิตเอนไซม์เพื่อย่อยผนังเซลล์รา (Nunes, 2012) เอนไซม์ท่ีพบมากได้แก่ บีตา-1, 3-กลูแคเนส 

(E-1, 3-glucanase) และไคติเนส (chitinase) นอกจากนี้ยีสต์บางสายพันธุ์ยังสามารถผลิตคิลเลอร์ท็

อกซิน (killer toxin) ท่ีมีผลในการยับย้ังราหรือฟังไจต่างชนิดได้ เช่น P. anomala, Pichia burtonii, 

D. hansenii และ Saccharomyces cerevisiae (Druvefors, 2004) เป็นต้น 

 นอกจากกลไกในการยับยั้งการเจริญของราท่ีผลิตสารพิษแล้ว ยังสามารถใช้ยีสต์เพื่อลด

ปริมาณสารพิษจากราได้ โดยพบว่า ยีสต์สามารถผลิตเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการย่อยสลาย

สารพิษจากรา และ เซลล์ของยีสต์ยังมีคุณสมบัติในการดูดซับสารพิษจากรา (Jard และคณะ, 2011) 

ท าให้สามารถใช้ยีสต์เพื่อช่วยในการลดปริมาณการปนเป้ือนของรารวมไปถึงสารพิษท่ีราผลิตได้  

 

วัตถุประสงค ์

1. เพื่อคัดแยกและคัดเลือกยีสต์จากตัวอย่างผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก น้ าหมักกาแฟ และ

เมล็ดกาแฟกะลา 

2. เพื่อประเมินความเป็นปฏิปักษ์ของยีสต์ท่ีคัดแยกได้ต่อราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ 
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บทที่ 2 

อุปกรณ์ สำรเคมีและวิธีด ำเนินกำรทดลอง 

 

อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรทดลอง 
  

1. กรวยกรองขนาด 50 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

2. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงยี่ห้อ Olympus รุ่น CH30 บริษัท อีฟอร์แอล อินเตอร์เนช่ันแนล 

จ ากัด, Japan 

3. เครื่องช่ัง (Electronic balance) รุ่น PG6002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

4. เครื่องตีบดผสม (Stomacher) บริษัท IUL Instruments, Spain 

5. เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอน้ า รุ่น SS-325 และ ES-315 ยี่ห้อ Tomy, Japan 

6. เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

7. เครื่องเปล่ียนอากาศเป็นแก๊สไนโตรเจน บริษัท Peak Scientific 

8. เครื่องวัดค่าพีเอช (pH meter) รุ่น S20-K Seven-Easy บริษัท Mettler Toledo, USA 

9. จานเล้ียงเช้ือแก้วขนาด 15 x 100 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

10. ตู้บ่มเช้ือ (Incubators) อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประกอบในประเทศไทย 

11. ตู้บ่มเช้ือ (Incubators) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยี่ห้อ Contherm Scientific, New 

Zealand 

12. ตู้เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยี่ห้อ SANDEN INTERCOOL, Thailand 

13. ตู้เข่ียเช้ือ รุ่น V6-T ขนาด 2 x 4 ฟุต บริษัท Mammert, Germany และตู้เข่ียเช้ือ รุ่น Mark 11 

ยี่ห้อ Clean บริษัท Lab service, Thailand 

14. ตู้อบแห้ง บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

15. ถุงส าหรับตีบด (Stomacher bag) 

16. ถุงมือยาง ยี่ห้อ SRI TRANG GLOVES บริษัท สยามเซมเพอร์เมด, Thailand  

17. ถุงมือไนไตร์ล ยี่ห้อ SemperGuard บริษัท สยามเซมเพอร์เมด, Thailand 

18. บีกเกอร์ ขนาด 20, 200, 500 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

19. พาสเจอร์ปิเปตต์แก้วขนาด 230 มิลลิลิตร ยี่ห้อ Qualicolor, Germany 
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20. แผ่นพาราฟิล์ม บริษัท Mennasha, Thailand 

21. ไมโครปิเปตต์ขนาด 20, 200, 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf, Germany 

22. ไมโครปิเปตต์ขนาด 5 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf, Germany 

23. หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

24. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13 x 100 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

25. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

26. หลอดไมโครเซนติฟิวก์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, Germany 

27. ฮีมาไซโตมิเตอร์ บริษัท Precicolor, Germany 

 

เคมีภัณฑ์ 
 

1. Bacto Yeast Carbon Base บริษัท Difco Laboratories, USA 

2. Bacto Yeast Nitrogen Base บริษัท Difco Laboratories, USA 

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

4. HPLC Grade methanol บริษัท Merck, Germany 

5. กรดฟอร์มิก (CH2O2) บริษัท Merck, Germany 

6. กรดอะซิติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

7. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (conc. HCl) 

8. กลูโคส (Glucose) บริษัท HiMedia Laboratories 

9. กาแลคโทส (Galactose) บริษัท HiMedia Laboratories 

10. ซูโครส (Sucrose) บริษัท Sigma Laboratories, USA 

11. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

12. โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 ·2H2O) บริษัท Merck, Germany 

13. โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น (conc. NaOH) 

14. ไซโลส (Xylose) บริษัท Sigma Laboratories, USA 

15. น้ ากล่ัน 

16. น้ าปลอดประจุ 

17. ผงวุ้น (agar) บริษัท Difco Laboratories, USA 
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18. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., India 

19. ผงสกัดจากมอลต์ (malt extract) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., India 

20. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 

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

22. โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

23. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

24. เมทิลีนบลู (Methylene blue) 

25. มอลโทส (Maltose)  

26. แลคโทส (Lactose) บริษัท Oxoid Laboratories, England 

27. อะซิโตไนไตรล์ (CH3CN) บริษัท Merck, Germany 
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วิธีด ำเนินกำรทดลอง 
 

1. กำรสุม่เก็บตัวอย่ำงกำแฟหลังกำรเก็บเก่ียว 

  เก็บตัวอย่างกาแฟจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงป่าเมี่ยง 

และศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก ช่วงฤดูเก็บเกี่ยวในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 โดยมีข้อมูล

ของสภาพอากาศ ลักษณะพื้นท่ี และอุณหภูมิเฉล่ีย ดังนี้ 

- สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ครอบคลุมพื้นท่ี 5,205 ไร่ มีความสูงจากระดับน้ าทะเล

ปานกลาง 600 - 1,000 เมตร พื้นท่ีส่วนใหญ่เป็นบริเวณเชิงเขาและท่ีราบระหว่างหุบเขา  

อุณหภูมิเฉล่ีย 28 องศาเซลเซียส (มูลนิธิโครงการหลวง, 2012) 

- ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงป่าเมี่ยง ครอบคลุมพื้นท่ี 75,506 ไร่ มีความสูงจากระดับน้ าทะเล 

650 - 1,500 เมตร ลักษณะภูมิประเทศเป็นภูเขาสลับซับซ้อนมีความลาดชัน อุณหภูมิเฉล่ีย 

23 องศาเซลเซียส (มูลนิธิโครงการหลวง, 2012) 

- ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก ครอบคลุมพื้นท่ี 21,656 ไร่ มีความสูงจากระดับน้ าทะเล 

750 - 1,300 เมตร พื้นท่ีส่วนใหญ่เป็นป่าดิบเขาและป่าเบญจพรรณ มีท่ีราบเชิงเขาบางส่วน 

สภาพป่าอุดมสมบูรณ์ อุณหภูมิเฉล่ีย 23 องศาเซลเซียส (มูลนิธิโครงการหลวง, 2012) 

ซึ่งท้ัง 3 โครงการต้ังอยู่ในพื้นท่ีของจังหวัดเชียงใหม่ เก็บตัวอย่างเป็นเมล็ดกาแฟพันธุ์อะราบิกา 4 

ชนิด แบ่งเป็น ผลกาแฟสุก 6 ตัวอย่าง เมล็ดกาแฟหมัก 6 ตัวอย่าง เมล็ดกาแฟกะลา 4 ตัวอย่าง และ 

น้ าหมักกาแฟ 5 ตัวอย่าง รวม 21 ตัวอย่าง เก็บตัวอย่างละ 1 กิโลกรัม แบบสุ่ม เก็บตัวอย่างใส่ใน

ถุงพลาสติกแบบซิปล็อค ส่วนตัวอย่างน้ าหมักกาแฟเก็บตัวอย่าง 1 ลิตร ใส่ในขวดพลาสติกปิดฝา 

ตัวอย่างท่ีได้จะน ามาท าการทดลองทันที หรือเก็บตัวอย่างไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียสเพื่อรอท าการ

ทดลองในขั้นต่อไป 
 

2. กำรคัดแยกและหำปริมำณยีสต์ทั้งหมดจำกตัวอย่ำงกำแฟหลังกำรเก็บเก่ียว 

  คัดแยกและหาปริมาณยีสต์ท้ังหมดด้วยวิธีการ Dilution plating (Pitt และ Hocking, 2009) 

โดยตัวอย่างน้ าหมักกาแฟน าไปเจือจางด้วย 0.1 เปอร์เซ็นต์ peptone water (ภาคผนวก ข) ให้มี

ความเข้มข้น 100, 1,000 และ 10,000 เท่า ส่วนตัวอย่างกาแฟ ได้แก่ ผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก 

และเมล็ดกาแฟกะลา มาช่ังแบบสุ่มตัวอย่างละ 50 กรัม ในถุงส าหรับตีบด (Stomacher bag) แช่ใน 

0.1 เปอร์เซ็นต์ peptone water ปริมาตร 450 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปตีบดด้วย

เครื่องตีบดผสม (Stomacher) 2 นาที น าตัวอย่างมาเจือจางให้มีความเข้มข้น 100, 1,000 และ 
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10,000 เท่า จากนั้น น าไป spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Yeast Extract Peptone Dextrose 

(YPD) Agar (ภาคผนวก ก) แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน นับจ านวน

โคโลนีของยีสตท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ รายงานผลเป็นจ านวนโคโลนีต่อกรัมของกาแฟ (Colony 

Forming Unit (CFU)/g)  

ตรวจดูลักษณะโคโลนีของยีสต์เพื่อคัดแยกยีสต์ออกมาโดยการ Streak plate ลงบนอาหารเล้ียง

เช้ือ YPD Agar เพื่อให้ได้โคโลนีเด่ียวและบริสุทธิ์ เพื่อใช้แยกยีสต์ท่ีมีลักษณะแตกต่างกัน น ายีสต์ท่ี

เป็นเช้ือบริสุทธิ์มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี ได้แก่ ขนาด สี ขอบ ผิว และศึกษา

ลักษณะรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เก็บตัวอย่างยีสต์ท่ีแยกได้ในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

Yeast Mold (YM) Agar (ภาคผนวก ก) เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เพื่อให้ยีสต์เจริญเต็มท่ี

และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ถ่ายเช้ือเดือนละ 1 ครั้ง 
 

3. กำรจัดจ ำแนกยีสต์ที่คัดแยกได้ 

จัดจ าแนกยีสต์ท่ีแยกได้จากข้อ 2. ตามลักษณะการเจริญ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ

ลักษณะทางสรีรวิทยา โดยดัดแปลงจากวิธีของ Kreger (1984) 
 

     3.1 ศึกษำลักษณะกำรเจริญ  

ศึกษาการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งและอาหารเล้ียงเช้ือเหลวโดยใช้ YM media บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยการ streak เช้ือลงบน YM agar บ่มเป็นเวลา 2 วัน เพื่อศึกษา

ลักษณะของโคโลนี ได้แก่ สี ขอบ รูปร่าง ความมัน ความด้าน ผิว และลักษณะเป็นเมือก และเข่ียเช้ือ

ลงใน YM broth สังเกตลักษณะการเจริญของเช้ือโดยดูลักษณะการลอยเป็นฝ้าท่ีผิวหรือตกตะกอนอยู่

ท่ีก้นหลอด 
 

     3.2 ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 

ศึกษารูปร่างลักษณะของเซลล์ โดยน ายีสต์จาก YM broth ท่ีบ่ม 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

2 วัน มาท า wet mount ด้วย Methylene blue น าไปศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
  

      3.3 ศึกษำลักษณะกำรสืบพันธุ์ 

ศึกษาการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศจากการท า wet mount ด้วย Methylene blue แล้ว

ตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยสังเกตลักษณะการสืบพันธุ์แบบต่าง ๆ เช่น การแบ่งตัวแบบ 

fission การแตกหน่อแบบ unipolar, bipolar หรือ multipolar เป็นต้น 
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      3.4 ศึกษำลักษณะทำงสรีริทยำ 

ศึกษาความสามารถในการหมักน้ าตาลโดยเขี่ยเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เหลว Yeast 

Nitrogen Base ซึ่งมีน้ าตาลท่ีต้องการศึกษาอยู่ 2 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน พร้อมหลอดดักก๊าซ โดยน้ าตาลท่ีใช้ศึกษา คือ กลูโคส กาแลกโทส ซูโครส 

มอลโทส และ แลคโทส ศึกษาโดยดูการเกิดแก๊สในหลอดดักแก๊ส 

ศึกษาความสามารถในการใช้น้ าตาลโดยเข่ียเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Yeast Nitrogen 

Base ซึ่งมีน้ าตาลท่ีต้องการศึกษาอยู่ 0.5 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ศึกษาโดยดูความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 24-48 ช่ัวโมง (ศึกษาความขุ่นของอาหารจากการใช้

กระดาษท่ีมีเส้นท่ีขีดหนาประมาณ 2-3 มิลลิเมตร สังเกตเส้นบนกระดาษจากการวางกระดาษไว้

ด้านหลังของหลอดทดลอง ในกรณีท่ีสังเกตแล้วเห็นขอบของเส้นแสดงว่าเช้ือไม่เจริญหรือเจริญน้อย

มากให้บันทึกเป็น + ถ้าสังเกตเห็นขอบของเส้นลาง ๆ แสดงว่ามีเช้ือเจริญปานกลางบันทึกเป็น ++ 

และถ้ามองไม่เห็นเส้นปรากฏอยู่แสดงว่าเช้ือเจริญได้ดีมากบันทึกเป็น +++) โดยน้ าตาลท่ีใช้ศึกษา คือ 

กลูโคส กาแลกโทส ซูโครส มอลโทส แลคโทส และไซโลส 

ศึกษาความสามารถในการใช้เกลือไนเตรทโดยเขี่ยเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Yeast 

Carbon Base ท่ีมี Potassium nitrate (ภาคผนวก ข) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ศึกษาโดยดู

ความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 3 วัน วัน (ศึกษาความขุ่นของอาหารจากการใช้กระดาษท่ีมีเส้นท่ีขีด

หนาประมาณ 2-3 มิลลิเมตร สังเกตเส้นบนกระดาษจากการวางกระดาษไว้ด้านหลังของหลอดทดลอง 

ในกรณีท่ีสังเกตแล้วเห็นขอบของเส้นแสดงว่าเช้ือไม่เจริญหรือเจริญน้อยมากให้บันทึกเป็น + ถ้า

สังเกตเห็นขอบของเส้นลาง ๆ แสดงว่ามีเช้ือเจริญปานกลางบันทึกเป็น ++ และถ้ามองไม่เห็นเส้น

ปรากฏอยู่แสดงว่าเช้ือเจริญได้ดีมากบันทึกเป็น +++) 
 

4. กำรประเมินผลควำมเป็นปฏิปักษ์ของยีสตต่์อรำที่ผลิตโอครำทอกซินเอ 

  ทดสอบประสิทธิภาพของยีสต์ต่อการต้านการเจริญและการผลิตโอคราทอกซินเอของราท่ี

ผลิตโอคราทอกซินเอ ได้แก่ Aspergillus carbonarius TK4.2 (พัณณชิตา ธนาดลศิริฐิติกุล, 2011) 

และไอโซเลต TKI9 ท่ีคัดแยกจากตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลา ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก ด้วยวิธี 

Dual culture (Pantelides และคณะ, 2016) เตรียมยีสต์ในอาหารเล้ียงเ ช้ือเหลว YM Broth 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นน ายีสต์มาเล้ียงร่วมกับ

ราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟหลังการเก็บเกี่ยว โดยขีดยีสต์ท่ีเตรียมไว้ลงบนจานอาหารเล้ียง



21 
 

เช้ือแข็ง Potato Dextrose Agar หรือ PDA (ภาคผนวก ก) เป็นเส้นตรงห่างจากขอบจานอาหารเล้ียง

เช้ือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8.5 เซนติเมตร ประมาณ 3 เซนติเมตร จากนั้นหยดสารแขวนลอยสปอร์

รา ความเข้มข้น 106  สปอร์ต่อมิลลิลิตร 20 ไมโครลิตร ลงอีกฝ่ังของจานอาหารเล้ียงเช้ือให้ห่างจาก

ขอบประมาณ 3 เซนติเมตร และห่างจากรอยขีดของยีสต์ 2.5 เซนติเมตร (ภาพท่ี 2.1 ก) บ่มท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ศึกษาการเจริญเติบโตและความเป็นปฏิปักษ์ของยีสต์

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมดังภาพ 2.1 ข (ชุดควบคุมมีเพียงสารแขวนลอยสปอร์รา ความเข้มข้น 106  

สปอร์ต่อมิลลิลิตร 20 ไมโครลิตรเพียงอย่างเดียว) จากการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีรา บันทึก

ผลเป็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง (%inhibition) ตามสูตรดังนี้ 
 

   เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง   =   A – B  x 100 

                A 

 

A หมายถึง เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราชุดควบคุม 

B หมายถึง เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราชุดทดสอบ 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 2.1 การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture (ก) และชุดควบคุม (ข) 

     หมายถึง รอยขีดของยีสต์ 

     หมายถึง สารแขวนลอยสปอร์รา 

 

 

  

 

2.5 cm 3 cm 3 cm 3 cm 

ก ข 
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บทที่ 3 

ผลกำรทดลอง 
 

1. กำรเก็บตัวอย่ำง 

เก็บตัวอย่างเป็นเมล็ดกาแฟพันธุ์อะราบิกา 4 ชนิด รวม 21 ตัวอย่าง จากมูลนิธิโครงการ

หลวง 3 แห่งในจังหวัดเชียงใหม่ แบ่งเป็น ผลกาแฟสุก 6 ตัวอย่าง เมล็ดกาแฟหมัก 6 ตัวอย่าง เมล็ด

กาแฟกะลา 4 ตัวอย่าง และ น้ าหมักกาแฟ 5 ตัวอย่าง ลักษณะตัวอย่างกาแฟแต่ละประเภทท่ีพบ คือ 

- ผลกาแฟสุก เป็นผลกาแฟเชอร์รี่สีแดง หรือแดงม่วง มีเศษดินและใบไม้ปะปนอยู่ 

- เมล็ดกาแฟหมัก เป็นเมล็ดกาแฟยังไม่ผ่านการขัดสีมีเมือกหุ้มอยู่แช่ในน้ า 

- น้ าหมักกาแฟ ลักษณะสีขุ่น เป็นเมือกจากเมือกของเมล็ดกาแฟ สีเหลืองขุ่น หรือสีน้ าตาล มี

เศษฝุ่น และกิ่งไม้ปะปนมาด้วย 

- เมล็ดกาแฟกะลา เป็นเมล็ดกาแฟยังไม่ผ่านการขัดสี ผ่านการตากแดดลักษณะแห้ง บาง

ตัวอย่างมีฝุ่นปะปนอยู่จ านวนหนึ่ง 

     

         
 

ภำพที่ 3.1 ลักษณะผลกาแฟสุก (ก) เมล็ดกาแฟหมัก (ข) เมล็ดกาแฟกะลา (ค)  
และน้ าหมักกาแฟ (ง)  

 

 

 
 

ก ข 

ค ง 
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2. กำรคัดแยกและหำปริมำณยีสต์ทั้งหมดจำกตัวอย่ำงกำแฟหลังกำรเก็บเก่ียว 

จากการคัดแยกและหาจ านวนยีสต์ท้ังหมดจากตัวอย่างกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวด้วยวิธี 

Dilution plating และนับจ านวนโคโลนีของยีสต์ พบว่าตัวอย่างกาแฟท่ีมีจ านวนยีสต์ท่ีนับได้มากท่ีสุด 

ได้แก่ เมล็ดกาแฟหมักจากศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก จ านวน 1.32 x 108 โคโลนีต่อกรัม ผล

กาแฟสุกจากสถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด จ านวน 9.18 x 107 โคโลนีต่อกรัม น้ าหมักกาแฟจาก

ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก 1.30 x 108 โคโลนีต่อกรัม โดยพบว่า ตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลาจาก

สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด 5.16 x 107 โคโลนีต่อกรัม นับจ านวนโคโลนีของยีสต์ได้น้อยท่ีสุด 

(ตารางท่ี 3.1) 
 

ตำรำงที่ 3.1 จ านวนยีสต์ท้ังหมดในตัวอย่างกาแฟแต่ละชนิด (CFU/g) 
 

ตัวอย่ำงกำแฟ 
สถำนที่เก็บตัวอย่ำง 

แม่หลอด (M) ป่ำเม่ียง (P) ตีนตก (T) 

ผลกำแฟสุก (C) 

 

MC1 = 7.11 x 107 

MC2 = 7.92 x 107 

MC3 = 9.18 x 107 

PC1 = 8.28 x 107 

 

TC1 = 5.49 x 107 

TC2 = 8.55 x 107 

 

เมล็ดกำแฟหมัก (F) 

 

MF1 = 2.43 x 107 

MF2 = 4.30 x 107 

MF3 = 5.27 x 107 

MF4 = 1.22 x 108 

PF1 = 9.81 x 107 TF1 = 1.32 x 108 

น้ ำหมักกำแฟ (W) 

 

MW1 = 1.27 x 108 

MW2 = 8.42 x 107 

MW3 = 1.16 x 108 

PW = 7.94 x 107 TW = 1.30 x 108 

เมล็ดกำแฟกะลำ (B) 

 

MB1 = 5.72 x 106 

MB2 = 5.94 x 106 

MB3 = 5.16 x 107 

PB1 = 2.00 x 107  
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ตรวจดูลักษณะโคโลนีของยีสต์เพื่อคัดแยกยีสต์ออกมาโดยการ Streak plate ลงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ YPD Agar เพื่อให้ได้โคโลนีเด่ียวและบริสุทธิ์ท้ังหมด 121 ไอโซเลต เป็นตัวอย่างกาแฟจาก

สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด จ านวน 72 ไอโซเลต ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงป่าเมี่ยง จ านวน 29 

ไอโซเลต และจากศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก จ านวน  20 ไอโซเลต และแบ่งเป็นยีสต์จาก

ตัวอย่างผลกาแฟสุก เมล็ดกาแฟหมัก และน้ าหมักกาแฟ จ านวน 41, 51 และ 29 ไอโซเลต ตามล าดับ 

(ตารางท่ี 3.2) 
 

ตำรำงที่ 3.2 จ านวนไอโซเลตของยีสต์ท้ังหมดจากตัวอย่างกาแฟแต่ละชนิด (ไอโซเลต) 
 

ตัวอย่างกาแฟ 
สถานท่ีเก็บตัวอย่าง 

รวม 
แม่หลอด (M) ป่าเมี่ยง (P) ตีนตก (T) 

ผลกาแฟสุก (C) 24 8 9 41 

เมล็ดกาแฟหมัก (F) 30 16 5 51 

น้ าหมักกาแฟ (W) 18 5 6 29 

เมล็ดกาแฟกะลา (B) 0 0 0 0 

รวม 72 29 20 121 

  



25 
 

3. กำรจัดจ ำแนกยีสต์ที่คัดแยกได้ 

น ายีสต์ท้ัง 121 ไอโซเลตมาจัดกลุ่มยีสต์ตามลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง

ออกเป็น 19 กลุ่ม เพื่อน าไปศึกษาศึกษาลักษณะการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ YMA และ YM broth 

พบว่ายีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งพบโคโลนีสีชมพู สีขาวครีม สีขาวใส สีเหลืองครีม 

และสีเหลือง ลักษณะขอบโคโลนีพบท้ังขอบเรียบและขอบหยัก พบลักษณะผิวของโคโลนีแบบมันวาว 

และแบบด้าน บางกลุ่มมีลักษณะโคโลนีเป็นเมือก ส าหรับลักษณะการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว

พบการเจริญแบบตกตะกอน (Flocculation) ดังภาพท่ี 3.2 ก จ านวน 15 กลุ่ม เจริญแบบเป็นฝ้า

ด้านบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Pellicle) ดังภาพท่ี 3.2 ข จ านวน 9 กลุ่ม และเจริญท้ัง 2 แบบ ดังภาพท่ี 

3.2 ค จ านวน 4 กลุ่ม (ตารางท่ี 3.3) 

 

                                                      
 

ภำพที่ 3.2  การเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของยีสต์กลุ่มท่ี 15 แบบ flocculation (ก), ยีสต์กลุ่มท่ี 

11 แบบ pellicle (ข) และยีสต์กลุ่มท่ี 16 แบบ flocculation และ pellicle (ค) 

ก ข ค 
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ตำรำงที่ 3.3 ลักษณะการเจริญของยีสต์ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟจ านวน 19 กลุ่ม ในอาหาร                         

เล้ียงเช้ือเหลว หลังผ่านไป 2 วัน 

กลุ่ม 
ลักษณะการเจริญ 

ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง 

ลักษณะการเจริญ 

ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 

1 โคโลนีสีชมพู มีความมันวาว ขอบเรียบ รูปร่างกลม ผิว

เรียบ  

Flocculation 

2 โคโลนีสีขาวครีมขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเรียบ 

รูปร่างกลม ผิวเรียบ 

Flocculation 

3 โคโลนีสีเหลืองครีม มีความมันวาว ขอบเลอะ และมี

ลักษณะเป็นเมือก 

Flocculation 

4 โคโลนีสีขาวครีม มีความมันวาว ขอบเลอะ และมี

ลักษณะเป็นเมือก 

Flocculation 

5 โคโลนีสีขาวใสขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเรียบ รูปร่าง

กลม ผิวเรียบ 

Flocculation  

6 โคโลนีสีขาว ผิวด้าน ขอบหยักเล็กน้อย รูปร่างเป็นวงรี

ไม่แน่นอน ผิวขรุขระ  

Pellicle 

7 โคโลนีสีขาวครีม ผิวด้าน ขอบหยักเล็กน้อย รูปร่างเป็น

วงรีไม่แน่นอน ผิวขรุขระ 

Flocculation  

8 โคโลนีสีขาวใสขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเรียบ รูปร่าง

กลม ผิวเรียบ 

Pellicle 

9 โคโลนีสีขาวใสขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเลอะกระจาย 

รูปร่างกลม ผิวเรียบ  

Pellicle 

10 โคโลนีสีขาวครีม มีความมันวาว ขอบเลอะ และมี

ลักษณะเป็นเมือก 

Flocculation  

11 โคโลนีสีขาว ผิวด้าน ขอบหยักเล็กน้อย รูปร่างเป็นวงรี

ไม่แน่นอน ผิวขรุขระ 

Pellicle 

12 โคโลนีสีเหลืองอ่อนขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเรียบ 

รูปร่างกลม ผิวเรียบ 

Flocculation  
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 ตำรำงที่ 3.3 ลักษณะการเจริญของยีสต์ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟจ านวน 19 กลุ่ม ในอาหาร                         

เล้ียงเช้ือเหลว หลังผ่านไป 2 วัน (ต่อ) 

 

กลุ่ม 
ลักษณะการเจริญ 

ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง 

ลักษณะการเจริญ 
ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 

13 โคโลนีสีขาวครีม ผิวด้าน ขอบบางลง รูปร่างเป็นวงรีไม่

แน่นอน ผิวขรุขระ 

Flocculation and Pellicle 

14 โคโลนีสีขาวครีม ผิวด้าน ขอบหยักเล็กน้อย รูปร่างเป็น

วงรีไม่แน่นอน ผิวขรุขระ 

Flocculation and Pellicle 

15 โคโลนีสีขาว มีความมัน ขอบเรียบ รูปร่างกลม ผิว

เรียบ 

Flocculation  

16 โคโลนีสีขาวครีม ผิวด้าน ขอบหยักเล็กน้อย รูปร่างเป็น

วงรีไม่แน่นอน ผิวขรุขระ 

Flocculation and Pellicle 

17 โคโลนีสีขาวครีมขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเรียบ 

รูปร่างกลม ผิวเรียบ 

Flocculation  

18 โคโลนีสีขาวครีมขนาดเล็ก มีความมัน ขอบเรียบ 

รูปร่างกลม ผิวเรียบ 

Flocculation and Pellicle 

19 โคโลนีสีขาวครีม ผิวด้าน ขอบหยักเล็กน้อย รูปร่างเป็น

วงรีไม่แน่นอน ผิวขรุขระ 

Pellicle 
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ศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยดูลักษณะการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ พบว่ายีสต์มี

การสืบพันธุ์แบบแตกหน่อ (budding) และแบบแบ่งตัว (fission) พบ germ tube ในยีสต์กลุ่มท่ี 1 

และ 15 โดยรวบรวมลักษณะเด่นของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม ลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ และภาพบนอาหาร

เล้ียงเช้ือดังแสดงในตารางท่ี 3.4 
 

ตำรำงที่ 3.4 ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลักษณะเด่น และโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ YM agar 

เมื่อผ่านไป 2 วัน ของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม 
 

 

 

 

 

กลุ่ม ลักษณะเด่น ลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

1 โคโลนีสีชมพู มันวาว 

โคโลนีแบบ butyrous 

ลักษณะการแบ่งเซลล์

แบบ budding  

พบ germ tube 

   

2 

โคโลนีผิวเรียบ สีขาว 

ลักษณะการแบ่งเซลล์

แบบ fission 

  

3 
โคโลนีสีครีมปนเหลือง 

มันวาว มีลักษณะเย้ิม 

โคโลนีแบบ butyrous 

ลักษณะการแบ่งเซลล์

แบบ budding 
  

4
6
x 
 
 

40x 

 

 

40x 

 

 

40x 
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 ตำรำงที่ 3.4 ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลักษณะเด่น และโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ YM agar 

เมื่อผ่านไป 2 วัน ของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม (ต่อ) 

 

กลุ่ม ลักษณะเด่น ลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

4 โคโลนีสีขาวปนครีม 

มันวาว มีลักษณะ

เย้ิม โคโลนีแบบ 

butyrous 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ budding  
  

5 

โคโลนีผิวเรียบ สีขาว

ใส 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ budding 
  

6 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ fission 
  

7 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ fission 
  

40x 

40x 

40x 

40x 
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ตำรำงที่ 3.4 ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลักษณะเด่น และโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ YM agar 

เมื่อผ่านไป 2 วัน ของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม (ต่อ) 

 

 

กลุ่ม ลักษณะเด่น ลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

8 โคโลนีสีขาวขอบขาว

ใส มันวาว โคโลนี

แบบ butyrous 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

fission  
 
 

 

 

9 โคโลนีสีขาวเหลือง 

มันวาว 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

fission 
  

10 โคโลนีสีขาวปนครีม 

มันวาว มีลักษณะ

เย้ิม โคโลนีแบบ 

butyrous 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

budding 
  

11 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

budding   

40x 

40x 

40x 

40x 
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ตำรำงที่ 3.4 ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลักษณะเด่น และโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ YM agar 

เมื่อผ่านไป 2 วัน ของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม (ต่อ) 

 

 
 

กลุ่ม ลักษณะเด่น ลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

12 

โคโลนีสีขาวครีม 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

budding 
 

  
13 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

fission   

14 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

budding   

15 

โคโลนีสีขาว ขอบ

เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ budding 

เห็น germ tube   

40x 

40x 

40x 

40x 
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 ตำรำงที่ 3.4 ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลักษณะเด่น และโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ YM agar 

เมื่อผ่านไป 2 วัน ของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม (ต่อ) 
   

รหัส ลักษณะเด่น ลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

16 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบเรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

budding  
  

17 

โคโลนีสีขาว ขอบ

เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

budding   

18 

โคโลนีสีขาว ขอบ

เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

fission   

19 

โคโลนีสีขาว ผิวด้าน 

ขอบไม่เรียบ 

ลักษณะการแบ่ง

เซลล์แบบ 

fission 

 

 
 

 

40x 

40x 

40x 

40x 
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จากการทดสอบทางชีวเคมีโดยศึกษาการหมักน้ าตาล 5 ชนิด ได้แก่ กลูโคส กาแลกโทส 

ซูโครส มอลโทส และ แลคโทส พบว่า ยีสต์สามารถหมักกลูโคสได้ 12 กลุ่ม หมักกาแลคโทสได้ 3 กลุ่ม 

และหมักซูโครสได้ 7 กลุ่ม โดยยีสต์ทุกกลุ่มไม่สามารถหมักมอลโทสและแลคโทสได้ และศึกษา

ความสามารถในการใช้น้ าตาล 6 ชนิด คือ กลูโคส กาแลกโทส ซูโครส มอลโทส แลคโทส และไซโลส 

รวมไปถึงศึกษาความสามารถในการใช้เกลือไนเตรท พบว่ายีสต์ ท้ัง 19 กลุ่ม มีความสามารถในการใช้

ไซโลส 13 กลุ่ม มอลโทส 14 กลุ่ม แลคโทส 5 กลุ่ม กลูโคส 15 กลุ่ม กาแลคโทส 4 กลุ่ม ซูโครส 9 

กลุ่ม และเกลือไนเตรท 6 กลุ่ม ดังแสดงในตารางท่ี 3.5 
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ตำรำงที่ 3.5 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม 
 

กลุ่ม 
Fermentation Assimilation 

ไนเตรท 
maltose lactose glucose galactose sucrose xylose maltose lactose glucose galactose sucrose 

 1 - - - - - +++ + - ++  ++ - 

2 - - - - - - + - + - ++ + 

3 - - + + + + + + + - - + 

4 - - + + + + ++ + + - - + 

5 - - - - - + + - - - - - 

6 - - + - + + - - ++ - + - 

7 - - + - + + + - ++ - + - 

8 - - + - + +++ ++ - ++ ++ + - 

9 - - - + + + + - - + - - 

10 - - + - + - + ++ + - - - 

11 - - + - - +++ +++ - ++ ++ ++ - 

12 - - - - - - + + + - - + 
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ตำรำงที่ 3.5 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของยีสต์ท้ัง 19 กลุ่ม (ต่อ) 

 

 

 

 

 

กลุ่ม 
Fermentation Assimilation  

ไนเตรท 
maltose Lactose glucose galactose sucrose xylose maltose lactose glucose galactose sucrose 

13 - - + - - + - - + - - - 

14 - - + - - + + - + - +++ - 

15 - - + - - - - - - - + - 

16 - -  - - + - - + - - + 

17 - - + - - - +++ + + + ++ + 

18 - - + - - +++ +++ - - - - - 

19 - - - - - + - - + - - - 
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4. กำรประเมินผลควำมเป็นปฏิปักษ์ของยีสตต่์อรำที่ผลิตโอครำทอกซินเอ 

น ายีสต์ท้ังหมด 15 ไอโซเลตท่ีคัดแยกได้จากเมล็ดกาแฟตัวอย่าง มาประเมินความเป็นปฏิปักษ์

ต่อราท่ีมีความสามารถในการผลิตโอคราทอกซินเอ ได้แก่ A. carbonarius TK4.2 (พัณณ์ชิตา ธราดลศิ

ริฐิติกุล, 2011) และรา TKI9 ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลาของศูนย์พัฒนาโครงการหลวง

ตีนตก โดยคัดเลือกยีสต์ 4 กลุ่ม จาก 5 กลุ่มท่ีมีหน้าตาใกล้เคียงกัน และเลือกตัวแทนของแต่ละกลุ่ม 

กลุ่มละ 1 ไอโซเลต เล้ียงยีสต์ร่วมกับราแบบ dual cuture บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งพบว่ายีสต์ 15 ไอโซ

เลต มีประสิทธิภาพในการลดการเจริญและการสร้างสปอร์ของ A. carbonarius TK4.2 จ านวน 14 ไอ

โซเลต โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู่ระหว่าง 2.5 ± 3.54 ถึง 30.0 ± 3.54 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 3.6) 

โดยยีสต์ Y02 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ และพบว่ายีสต์ Y18 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการ

เจริญของ A. carbonarius TK4.2 มากท่ีสุด (ภาพท่ี 3.3) โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 30.0 ± 3.54  

เปอร์เซ็นต์ และ พบว่ายีสต์ท้ัง 15 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพในการลดการเจริญและการสร้างสปอร์ของ

รา TK4.2 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู่ระหว่าง 14.1 ± 3.33 ถึง 30.6 ± 1.66 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 

3.7) และพบว่ายีสต์ Y18 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของรา TKI9 มากท่ีสุด (ภาพท่ี 3.4) โดย

มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 30.6 ± 1.66 เปอร์เซ็นต์  
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ตำรำงที่ 3.6  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius TK4.2 โดยยีสต์ท่ี 

       คัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟ 
 

กลุ่ม รหัสเช้ือ 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราเฉล่ีย 

(%inhibition ± SD) 

1 Y01 7.5 ± 3.54 

2 Y02 0 ± 0 

4 Y04 2.5 ± 3.54 

6 Y07 10.0 ± 0 

7 Y08 15.0 ± 0 

8 Y09 10.0 ± 7.07 

9 Y10 5.0 ± 0 

10 Y11 9.0 ±1.41 

11 Y12 20.0 ± 0 

12 Y13 30.0 ± 0 

14 Y15 12.5 ± 3.54 

15 Y16 12.5 ± 3.54 

17 Y18 30.0 ± 3.54 

18 Y19 19.0 ± 1.41 

19 Y20 30.0 ± 0 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 3.3  การเล้ียง A. carbonarius TK4.2 รว่มกับยีสต์รหัส Y18 ด้วยวิธี dual culture บน YM 

agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อผ่านไป 7 วัน เทียบกับชุดควบคุม 
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ตำรำงที่ 3.7  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของรา TK19 โดยยีสต์ท่ีคัดแยกได้จากตัวอย่างกาแฟ 

 

กลุ่ม รหัสเช้ือ 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราเฉล่ีย 

(%inhibition ± SD) 

1 Y01 25.3 ± 2.30 

2 Y02 14.1 ± 3.33 

4 Y04 21.8 ± 2.50 

6 Y07 21.8 ± 0.83 

7 Y08 20.6 ± 0.83 

8 Y09 28.2 ± 9.98 

9 Y10 15.9 ± 5.82 

10 Y11 31.2 ± 2.50 

11 Y12 18.8 ± 3.33 

12 Y13 24.7 ± 1.66 

14 Y15 24.1 ± 7.49 

15 Y16 31.8 ± 3.33 

17 Y18 37.6 ± 1.66 

18 Y19 35.3 ± 3.33 

19 Y20 21.8 ± 2.50 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 3.4  การเล้ียงรา TK19 ร่วมกับยีสต์รหัส Y18 ด้วยวิธี dual culture บน YM agar บ่มท่ี 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อผ่านไป 7 วัน เทียบกับชุดควบคุม 
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บทท่ี 4 

สรุปและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

  จากการศึกษาโดยคัดแยกยีสต์ปฏิปักษ์จากตัวอย่างกาแฟ 4 ประเภทในพื้นท่ีโครงการหลวง 3 

แหล่งในจังหวัดเชียงใหม่ ได้แก่ สถานีวิจัยโครงการหลวงแม่หลอด ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงป่าเมี่ยง 

และศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก ช่วงฤดูเก็บเกี่ยวในเดือนพฤศจิกายน ด้วยวิธี Dilution plating 

บนอาหารเล้ียงเช้ือ Yeast Potato Dextrose Agar นับจ านวนโคโลนีของยีสต์ และคัดแยกยีสต์ท้ังหมด 

121 ไอโซเลต ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของคุณ Silva และคณะ (2000) ท่ีคัดแยกจุลินทรีย์

ประจ าถิ่นจากกระบวนการแปรรูปกาแฟ พบยีสต์ในระหว่างกระบวนการแปรรูปกาแฟท้ังในผลกาแฟสุก

และในระหว่างกระบวนการหมัก โดยพบยีสต์จ านวนมากในระหว่างกระบวนการหมัก และสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Pires และคณะ (2017) เกี่ยวกับการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ในน้ าเสียของ

กระบวนการแปรรูปเมล็ดกาแฟ พบแบคทีเรีย ราสายใย และยีสต์ รวมไปถึง Pereira และคณะ (2014) 

พบยีสต์หลายสายพันธุ์โดย P. fermentans และ P. kluyveri ถูกพบมากท่ีสุดในกระบวนการผลิต

เมล็ดกาแฟแบบเปียก ท่ีถูกพบรองลงมาคือ C. glabrata, C. quercitrusa, Saccharomyces sp. , P. 

guilliermondii, P. caribbica และ H. opuntiae 

ยีสต์ท้ัง 121 ไอโซเลตถูกจัดกลุ่มเป็น 19 กลุ่ม ตามลักษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อน าไปศึกษาศึกษาลักษณะการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

YMA และอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM broth, ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และน าไปทดสอบทาง

ชีวเคมี พบว่าลักษณะการเจริญของยีสต์ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวเป็นแบบตกตะกอน (Flocculation) 

จ านวน 15 กลุ่ม เจริญแบบเป็นฝ้าด้านบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Pellicle) จ านวน 9 กลุ่ม และเจริญท้ัง 2 

แบบ จ านวน 4 กลุ่ม เมื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบการแบ่งเซลล์ของยีสต์แบบแตกหน่อ

(budding) และแบบแบ่งตัว (fission) ส่วนการทดสอบทางชีวเคมีพบว่ายีสต์ส่วนมากมีความสามารถใน

การหมักน้ าตาลกลูโคสและซูโครสได้ และยีสต์ทุกกลุ่มไม่สามารถหมักน้ าตาลมอลโทสและแลคโทสได้ 

ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลท่ีพบว่ากลูโคสและซูโครสเป็นคาร์โบไฮเดรตในผลไม้ (Loren, 2019) ซูโครสเป็น

หนึ่งในองค์ประกอบส าคัญในการเกิดกล่ินและรสชาติท่ีจ าเพาะของกาแฟ (Avelino และคณะ, 2005) 

และพบว่ายีสต์ ท้ัง 19 กลุ่ม มีความสามารถในการใช้ไซโลส 13 กลุ่ม, มอลโทส 14 กลุ่ม, แลคโทส 5 
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กลุ่ม, กลูโคส 15 กลุ่ม, กาแลคโทส 4 กลุ่ม, ซูโครส 9 กลุ่ม และเกลือไนเตรท 6 กลุ่ม ซึ่งมีผลการทดลอง

บางส่วนสอดคล้องกับงานวิจัยท่ีทดสอบยีสต์ท่ีคัดแยกได้ในระหว่างกระบวนการแปรรูปกาแฟโรบัสตา

ในการใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน โดยพบว่าน้ าตาลท่ียีสต์สามารถใช้ในกระบวนการหมักและการ

เจริญได้ มีท้ัง กลูโคส แลคโทส มอลโทส แซคคาโรส และราฟฟิโนส รวมทั้งสามารถใช้เกลือไนเตรทเป็น

แหล่งไนโตรเจนได้ (Van และ Castelein, 1971) 

คัดเลือกยีสต์ 15 ไอโซเลตเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของยีสต์ต่อการต้านการเจริญและการผลิต

โอคราทอกซินเอของราด้วยวิธี Dual culture โดยเมื่อเล้ียงยีสต์ตัวอย่างร่วมกับ A. carbonarius 

TK4.2 พบว่ายีสต์ 14 ไอโซเลตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราชนิดนี้เพียงเล็กน้อยเท่านั้น 

โดยมีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งอยู่ระหว่าง 2.5 ± 3.54 ถึง 30.0 ± 3.54 เปอร์เซ็นต์ โดยพบว่ายีสต์ Y18 มี

ประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการยับยั้งการเจริญของรา โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 30.0 ± 3.54 เปอร์เซ็นต์ 

และเมื่อเล้ียงยีสต์ตัวอย่างร่วมกับราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอท่ีคัดแยกจากตัวอย่างเมล็ดกาแฟกะลาของ

ศูนย์พัฒนาโครงการหลวงตีนตก รหัส TK19 พบว่ายีสต์ท้ัง 15 ไอโซเลตมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการ

เจริญของราชนิดนี้โดยมีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งอยู่ระหว่าง 14.1 ± 3.33 ถึง 30.6 ± 1.66 เปอร์เซ็นต์ โดย

พบว่ายีสต์ Y18 มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการยับยั้งการเจริญของรา โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 30.6 ± 

1.66 เปอร์เซ็นต์ โดยยีสต์ Y18 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญของราท้ังสองชนิด และคาด

ว่าเป็นยีสต์ในสกุล Candida เนื่องจากลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ ลักษณะการแบ่งเซลล์ และ

ผลการทดสอบทางชีวเคมีมีความสอดคล้องกับยีสต์ในสกุล Candida (Kreger, 1984) และสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Bleve และคณะ (2005) ท่ีพบว่ายีสต์สกุล Candida เป็นหนึ่งในยีสต์ประจ าถิ่นท่ีมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ A. carbonarius บนองุ่น นอกจากนี้ยังพบยีสต์ในสกุล 

Canddida ในกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟแบบเปียก (Bleve และคณะ, 2005) และในเมล็ดกาแฟ 

(Pereira และคณะ, 2016) 

โดยคาดว่ากลไกท่ียีสต์ใช้ในการเป็นปฏิปักษ์ต่อราท่ีผลิตโอคราทอกซินเอ คือการแย่งชิงพื้นท่ี

หรือสารอาหารท่ีราใช้ในการเจริญ และการผลิตสารเมแทบอไลต์เพื่อยับยั้งการเจริญ โดยในช่วง 24 

ช่ัวโมงแรก ยีสต์ปฏิปักษ์จะใช้กลไกในการแย่งชิงสารอาหารในการเจริญของรา ดังนั้นยีสต์ปฏิปักษ์ท่ีใช้

เป็นตัวควบคุมชีวภาพจึงต้องมีคุณสมบัติท่ีสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้อาหารถูกใช้จนหมด 

ท าให้ราไม่มีสารอาหารเพียงพอในการเจริญ (Li และคณะ, 2008) จากนั้นยีสต์จะใช้กลไกการสร้างสาร
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เมแทบอไลต์ท่ีส่งผลต่อการเจริญของรา เช่น อิลิซิเตอร์ (elicitors) ซึ่งเป็นสารท่ีช่วยกระตุ้นให้พืชสร้าง

กลไกในการป้องกันตัวเองจากรา (Chan และคณะ, 2007) หรือมีกลไกเพิ่มจ านวนตัวเองเพื่อเพิ่ม

สภาวะความเป็นกรด (Hershkovitz และคณะ, 2012) รวมไปถึงการสร้างเอนไซม์ส าหรับย่อยผนังเซลล์

ของรา (Bar-Shimon และคณะ, 2004) เป็นต้น 
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ภำคผนวก ก 

 

สูตรและวิธีเตรียมอำหำรเลี้ยงเช้ือ 

 
 

1. Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) 

ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract)    10.0   กรัม 

เพปโทน (peptone)     20.0  กรัม 

เด็กโทส (dextrose)     20.0  กรัม 

ผงวุ้น (agar)      15.0  กรัม 

น้ ากล่ัน       1,000  ลิตร 

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. Yeast Mold (YM) 

ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract)    3.0   กรัม 

ผงสกัดจากมอลต์ (malt extract)    3.0   กรัม 

เพปโทน (peptone)     5.0  กรัม 

เด็กโทส (dextrose)     10.0  กรัม 

ผงวุ้น (agar)      20.0  กรัม 

น้ ากล่ัน       1,000  ลิตร 

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. Potato Dextrose Agar (PDA) 

อาหารส าเร็จรูป PDA (Difco Laboratories, USA)  39.0  กรัม 

น้ ากล่ัน       1,000  ลิตร 

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภำคผนวก ข 

 

สำรเคมีและวิธีกำรในกำรทดลอง 

 

1. สำรละลำยเพปโทน 0.1 เปอร์เซ็นต์ (0.1% peptone water) 

เพปโทน 1 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อำหำรส ำหรับทดสอบกำรใช้คำร์บอน (carbon assimilation medium) 

Bacto Yeast Nitrogen Base    6.7  กรัม 

แหล่งคาร์บอนที่ใช้     5.0  กรัม 

น้ ากล่ัน       1,000  ลิตร 

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 

3. อำหำรส ำหรับทดสอบกำรหมักคำร์บอน (carbon fermentation medium) 

Bacto Yeast Nitrogen Base    6.7  กรัม 

แหล่งคาร์บอนที่ใช้     20.0  กรัม 

น้ ากล่ัน       1,000  ลิตร 

ละลายส่วนผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือพร้อมหลอดดักแก๊สท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติม bromocresol purple เพื่อให้สังเกต

แก๊สในหลอดดักแก๊สได้ง่ายข้ึน 

 

4. อำหำรส ำหรับทดสอบกำรใช้เกลอืไนโตรท (nitrate assimilation medium) 

Bacto Yeast Carbon Base    11.7  กรัม 

KNO3       0.78  กรัม 

น้ ากล่ัน       1,000  ลิตร 

     ละลายส่วนผสมให้เข้ากันน าไปนึ่งเพื่อฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภำคผนวก ค 
 

ข้อมูลดิบ 

 

ตำรำงที่ ค.1 ลักษณะการเจริญของ Aspergillus carbonarius TK4.2 เมื่อทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ 

      ของยีสต์ด้วยวิธี dual culture เทียบกับชุดควบคุม 
 

รหัส

เช้ือ 

 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

ชุดควบคุม 

Y01 
 

 

 

 

 

 

Y02 
 

 
 

 

 

 

 

Y04 
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รหัส

เช้ือ 

 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

ชุดควบคุม 

Y07 
 

 
 

 

 

 

 

Y08 

 

 

 
 

 

 

 

 

Y09 
 

 
 

 

 

 

 

Y10 
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รหัส

เช้ือ 

 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

ชุดควบคุม 

Y11 
 

 
 

 

 

 

 

Y12 
 

 
 

 

 

 

 

Y15 
 

 

 

 

 

 
 

Y16 
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รหัส

เช้ือ 

 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

ชุดควบคุม 

Y18 
 

 

 

 

 

 
 

Y19 
 

 
 

 

 

 

 

Y20 
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ตำรำงที่ ค.2 ลักษณะการเจริญของรา TK19 เมื่อทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ 

      ของยีสต์ด้วยวิธี dual culture เทียบกับชุดควบคุม 

 
 

รหัสเช้ือ 
 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

ชุดควบคุม 

Y01 
 

 
 

 

 

 

 

Y02 
 

 

 

 
 

 

 

Y04 
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รหัสเช้ือ 
 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

Control 

Y07 
 

 
 

 

 

 

 

Y08 

 

 

 
 

 

 

 

 

Y09 
 

 
 

 

 

 

 

Y10 
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รหัสเช้ือ 
 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

Control 

Y11 
 

 
 

 

 

 

  

Y12 
 

 

 

 
 

 

 

Y13  

 
 

 

 

 

Y15 
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รหัสเช้ือ 
 

การเล้ียงยีสต์ร่วมกับราด้วยวิธี dual culture 
 

 

Control 

 

 

Y16 

 

 

 

 
 

 

Y18 
 

 

 

 
 

 

 

 

Y19 
 

 
 

 

 

 

 

Y20 
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