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บทคัดย(อ 

 การปนเป()อนราและสารพิษจากราในกาแฟส5งผลกระทบต5อคุณภาพกาแฟ ก5อให@เกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจ และสุขภาพของผู@บริโภค ซึ่งในปOจจุบันวิธีการควบคุมทางชีวภาพโดยใช@จุลินทรียSปฏิปOกษSเพื่อลดการ
ปนเป()อนราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรมีความต@องการเพิ่มขึ ้นโดยเฉพาะแบคทีเรียกรดแลคติก 

โครงการนี้มีจุดประสงคSเพื่อศึกษากลไกความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปOกษS ไอโซเลท MW2A ท่ี
แยกได@จากน้ำหมักจากกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟอาราบิก@า และไอโซเลท PF1B ที่แยกได@จากเมล็ดกาแฟ
หมัก ต5อการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา Aspergillus flavus M3T8R403 และ Aspergillus 
carbonarius TK4.2 จากผลการทดลองพบว5า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลทมีประสิทธิภาพต่ำในการ
ยับยั้งการเจริญของ A. flavus และ A. carbonarius (น@อยกว5า 25 เปอรSเซ็นตSการยับยั้ง) สำหรับการผลิต
สารพิษจากรา พบว5า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลทมีประสิทธิภาพสูงในการลดการผลิตโอคราทอก     

ซินเอของ A. carbonarius (ลดลงมากกว5า 80 เปอรSเซ็นตS) อย5างไรก็ตาม แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซ
เลทไม5สามารถลดการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได@ 
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Abstract 

Fungal and mycotoxin contaminations in coffee affect on the coffee qualities, the 
economic loss and the consumer health. Currently, the biological control using antagonistic 

microorganism to reduce the fungal contamination in foods and agricultural products shows 
the increasing demand, especially lactic acid bacteria. The aim of this project was to study the 
effect of the antagonistic activity of lactic acid bacteria MW2A isolated from fermented water 

from arabica coffee processing and PF1B isolated from fermented coffee beans on the growth 
and mycotoxin production of A. flavus M3T8R403 and A. carbonarius TK4.2. From the results, 
both lactic acid bacteria showed low efficiency against A. flavus and A. carbonarius growth   

(< 25 %inhibition). For mycotoxin production, both lactic acid bacteria were highly effective 
to reduce ochratoxin A production of A. carbonarius (> 80 %reduction). However, the isolates 
could not reduce aflatoxin B1 production. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

 การวิจัยโครงการการเรียนการสอนเพื ่อเสริมประสบการณSนี ้สำเร็จลุล5วงไปได@ด@วยดีด@วยความ
ช5วยเหลืออย5างยิ่งจาก ผู@ช5วยศาสตราจารยS ดร. ชีวานันทS เดชอุปการ ศิริสมบูรณS อาจารยSที่ปรึกษาโครงการ ท่ี

กรุณาถ5ายทอดความรู@ ให@คำปรึกษา คำแนะนำ ที่เปñนประโยชนSต5องานวิจัยนี้ อีกทั้งยังดูแลและเปñนกำลังใจที่ดี
เสมอ รวมถึงกรุณาตรวจทาน ปรับปรุงแก@ไข ทำให@รายงานฉบับน้ีสมบูรณSและสำเร็จตามวัตถุประสงคSท่ีได@ต้ังไว@ 
ผู@วิจัยจึงขอกราบขอบพระคุณเปñนอย5างสูงไว@ ณ โอกาสน้ี 

 ขอขอบคุณทุนโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณS จากงบประมาณของภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรS จุฬาลงกรณSมหาวิทยาลัย 
 ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยSและเจ@าหน@าที่ทุกท5านในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรS 

จุฬาลงกรณSมหาวิทยาลัย ที่กรุณาให@ความรู@ คำแนะนำ รวมถึงความช5วยเหลือต5าง ๆ ทำให@งานวิจัยฉบับน้ี
สำเร็จลุล5วงไปได@ด@วยดี 
 ขอขอบคุณสมาชิกห@องวิจัย 1904/14 ทุกคน สำหรับความเมตตา ความช5วยเหลือ คำแนะนำ และ

เปñนกำลังใจให@ผู@วิจัยเสมอมา 
 ขอขอบคุณรุ5นพี่ เพื่อน รุ5นน@องทุกคนในภาควิชาจุลชีววิทยาและคณะอื่น ๆ ที่คอยให@คำแนะนำ ความ
ช5วยเหลือ ดูแลเอาใจใส5และเปñนกำลังใจท่ีดีอย5างเสมอมา 

 สุดท@ายนี้ขอขอบคุณสมาชิกในครอบครัวทุกคนที่คอยสนับสนุนและช5วยเหลือ สนับสนุน ตลอดจนให@
กำลังใจ จนทำให@งานวิจัยฉบับน้ีสำเร็จลุล5วงไปได@ด@วยดี 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 
กาแฟ  

 

 กาแฟเป)นเครื่องดื่มท่ีได6รับความนิยมแพร=หลายทั่วโลก ส=งผลให6ปริมาณความต6องการบริโภคกาแฟ
ของโลกเพิ่มขึ้น โดยในปJ 2560/2561 มีอัตราการขยายตัวอยู=ที่ 1.06 เปอรRเซ็นตRของประเทศที่มีความต6องการ
กาแฟมากที่สุด ได6แก= สหภาพยุโรป สหรัฐอเมริกา บราซิล ญี่ปุZน ตามลำดับ รวมคิดเป)นสัดส=วนสูงถึง 64 
เปอรRเซ็นตRของความต6องการทั้งหมด (กรมพัฒนาธุรกิจการค6า, 2562) ทำให6กาแฟเป)นสินค6าส=งออกที่สำคัญ
เป)นอันดับ 2 ของโลก รองจากน้ำมันดิบ (Haile และคณะ, 2019) เมื ่อปJ พ.ศ. 2547 กาแฟเป)นสินค6า
การเกษตรส=งออกที่ทำรายได6เป)นอันดับหนึ่งในจำนวน 12 ประเทศ (FAO statistical, 2004) ซึ่งประเทศ
บราซิลเป)นผู6นำในการผลิตและส=งออกกาแฟ โดยเฉพาะกาแฟอาราบิก6า ตามด6วยอินโดนีเซีย เอธิโอเปJย และ
ฟsลิปปsนสR (Haile และคณะ, 2019)  

สำหรับประเทศไทย แหล=งนำเข6าเมล็ดกาแฟหลัก คือ ประเทศเวียดนาม (78.63 เปอรRเซ็นตR) 
อินโดนีเซีย (17.68 เปอรRเซ็นตR) และลาว (1.98 เปอรRเซ็นตR) แหล=งนำเข6าผลิตภัณฑRกาแฟที่สำคัญ ได6แก= 
ประเทศมาเลเซีย (46.54 เปอรRเซ็นตR) สาธารณรัฐเกาหลี (22.88 เปอรRเซ็นตR) และเนเธอรRแลนดR (7.20 
เปอรRเซ็นตR) (กรมการค6าต=างประเทศ, 2557) ในขณะท่ีตลาดส=งออกหลักของประเทศไทย ได6แก= ประเทศ
โปแลนดR และสหรัฐอเมริกา คิดเป)นสัดส=วนถึง 82 เปอรRเซ็นตRของการส=งออกทั้งหมด โดยมีปริมาณการส=งออก
กาแฟทั้งหมด ประมาณ 7,392 ตัน ส=วนตลาดส=งออกไปยังประเทศเพื่อนบ6าน เช=น พม=า (25 เปอรRเซ็นตR) 
เวียดนาม (15 เปอรRเซ็นตR) และกัมพูชา (3 เปอรRเซ็นตR) ส=วนใหญ=เป)นเมล็ดกาแฟสายพันธุRโรบัสต6า เนื่องจาก
สัดส=วนผลผลิตมากกว=า เจริญเติบโตเร็วกว=า ดูแลง=ายกว=าและราคาถูกกว=าสายพันธุRอาราบิก6า และผลิตภัณฑR
ส=งออกของประเทศไทยส=วนใหญ=เป)นกาแฟสำเร็จรูป (97-98 เปอรRเซ็นตR) (Economic Intelligence Center, 
2558; สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2552) อย=างไรก็ตาม แนวโน6มการส=งออกในอนาคตของกาแฟไทย
ขึ้นอยู=กับนโยบายของภาครัฐในแต=ละปJ ในปÉจจุบันรัฐบาลได6สนับสนุนธุรกิจกาแฟ โดยจัดทำแผนยุทธศาสตรR
กาแฟ ปJ พ.ศ. 2560-2564 เน6นสร6างให6ประเทศไทยเป)นศูนยRกลางทางการค6ากาแฟในอาเซียน (กรมส=งเสริม
อุตสาหกรรม, 2562) ซึ ่งตลาดกาแฟของแต=ละประเทศในอาเซียนมีความแตกต=างกัน เนื ่องจากสภาวะ
เศรษฐกิจและวัฒนธรรม รวมไปถึงพฤติกรรมการบริโภคที ่แตกต=างกันของประชากรในแต=ละประเทศ 
(Economic Intelligence Center, 2558) 
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จุลินทรีย3ในเมล็ดกาแฟ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับการเจริญเติบโตของต6นกาแฟพันธุRโรบัสต6า คือ ระหว=าง 22-26 องศา
เซลเซียส และกาแฟพันธุRอาราบิก6า คือ ระหว=าง 18-22.5 องศาเซลเซียส (CAC, 2009) ซ่ึงอุณหภูมิช=วงเดียวกัน
น้ีเหมาะสมต=อการเจริญของราที่ผลิตสารโอคราทอกซินเอ สกุลราที่สำคัญและพบการปนเปÖÜอนในกาแฟ 
ได 6แก=  Aspergillus, Penicilium, Fusarium และ Cladosporium (Kusumaningrum และคณะ, 2019) 
แม6ว=าอุณหภูมิที่ใช6คั่วเมล็ดกาแฟจะสามารถกำจัดการปนเปÖÜอนราได6 แต=ยังคงเหลือสปอรRรา ทำให6ผลิตภัณฑRท่ี
ได6จากเมล็ดกาแฟเกิดการปนเปÖÜอนของสปอรRที่หลงเหลืออยู= เช=น ตัวอย=างผงกาแฟดำในประเทศมาเลเซีย
ทั้งหมด 20 ตัวอย=าง พบการปนเปÖÜอนของราหลายสกุลใน 8 ตัวอย=าง (Rahim และคณะ, 2011) การปนเปÖÜอน
ของรามักเกิดขึ้นตั้งแต=ช=วงก=อนการเก็บเกี่ยว ระหว=างการเก็บเกี่ยว และหลังการเก็บเกี่ยว ได6แก= กระบวนการ
ผลิตเมล็ดกาแฟ กระบวนการแปรรูปกาแฟ การขนส=ง และการเก็บรักษา อีกทั้งสปอรRราอาจถูกพัดจากบริเวณ
ผิวดินไปยังผลกาแฟได6 ทำให6ราสามารถเข6าไปเจริญและผลิตสารพิษในผลกาแฟได6 (พัณณRชิตา ธราดลศิริฐิติกุล
, 2557) เมื่อผู6บริโภคดื่มกาแฟที่ปนเปÖÜอนสารพิษจากราเข6าไปในร=างกาย เนื่องจากสารพิษจากราจะเข6าไป
ทำลายดีเอ็นเอ อารRเอ็นเอ และโปรตีน (พิมพRเพ็ญ พรเฉลิมพงศR, 2556) ซึ่งความเป)นพิษท่ีเกิดข้ึนอาจเป)นได6ท้ัง
แบบเฉียบพลันและเรื้อรัง ขึ้นอยู=กับลักษณะความเป)นพิษ ปริมาณที่ได6รับ อายุ และเพศ รวมถึงชนิดของพันธุR
สัตวR (สำนักตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตวR, 2550) 

นอกจากนั้น ในกาแฟยังพบการปนเปÖÜอนของแบคทีเรียในผลกาแฟช=วงหลังการเก็บเกี่ยว และใน
ระหว=างกระบวนการผลิตเมล็ดกาแฟ ได6แก= Enterobacteriaceae เช=น Klebsiella pneumoniae แบคทีเรีย
กรดแลคติก เช=น Lactococcus spp. และ Leuconostoc spp. แบคทีเรียกรดอะซีติก เช=น Gluconobacter 
spp. แบคทีเรียในดิน เช=น Dyella kyungheensis (De Bruyn และคณะ, 2017) 
 
ราและสารพิษจากรา 

 

 ประเทศไทยต้ังอยู=ในเขตร6อนใกล6เส6นศูนยRสูตร ลักษณะภูมิอากาศเป)นแบบร6อนช้ืน มีความหลากหลาย
ทางชีวภาพ เหมาะสมต=อการเจริญของราที่ปนเปÖÜอนในอาหาร ซึ่งเป)นปÉญหาสำคัญต=ออุตสาหกรรมอาหารและ
สาธารณสุขทั่วโลก นอกจากนี้ วิธีปฏิบัติทางการเกษตรที่ไม=ถูกต6อง ความหลากหลายของฤดูกาล สภาพอากาศ
และวิธีการเก็บรักษาที่ไม=เหมาะสม ทำให6เกิดการปนเปÖÜอนของราที่อยู=ในสกุล Aspergillus, Penicillium, 
Fusarium และ Claviceps ได6 (Taheur และคณะ, 2019) ราบางชนิดยังสามารถผลิตสารพิษ (mycotoxin) 
ซึ่งเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมทุติยภูมิ (secondary metabolism) สารพิษจากราที่สำคัญและพบ
ปนเปÖÜอนในอาหาร ได6แก= อะฟลาทอกซิน โอคราทอกซิน ฟูโมนิซิน พาทูลิน เป)นต6น โดยสารพิษจากราอาจเป)น
พิษต=อสุขภาพของมนุษยRและสัตวR เช=น เป)นสารก=อมะเร็ง สารพิษต=อระบบประสาท พิษต=อไต พิษต=อระบบ
ภูมิคุ6มกันและระบบฮอรRโมน (Guimarães และคณะ, 2018) อีกทั้งก=อให6เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจอย=างมี
นัยสำคัญ อาหารท่ีมักพบการปนเปÖÜอนสารพิษจากรา แสดงดังในตารางท่ี 1.1  
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ตารางท่ี 1.1 ราและสารพิษจากราท่ีพบปนเปÖÜอนในอาหาร 

สารพิษจากรา สายพันธุ3รา อาหารท่ีมักพบการปนเปEFอน 

อะฟลาทอกซิน Aspergillus flavus ถ่ัวลิสง ธัญพืช นมวัว 

ข6าวฟZาง และเคร่ืองเทศ Aspergillus parasiticus 
   

โอคราทอกซิน Aspergillus ochraceus อาหารสัตวR องุ=น ไวนR กาแฟ 

และเมล็ดธัญพืชท่ีเก็บในโรงเรือน Aspergillus sulphureus 

Penicillum verucosum 
   

ไตรโคทีซีน Fusarium poae ข6าวสาลี ข6าวบารRเล=ยR ข6าวโพด ข6าวโอóต 

บักวีต ข6าวฟZาง และอาหารสัตวR Fusarium sporotrichioides 

Fusarium acuminatum 

Fusarium equiseti 
   

ซีราลีโนน Fusarium graminearum ข6าวสาลี ข6าวบารRเล=ยR ข6าวโพด ข6าวโอóต  
ข6าวฟZาง ถ่ัว และอาหารสัตวR Fusarium culmorum 

Fusarium cerealis 
   

ฟูโมนิซิน Fusarium verticillioides หน=อไม6ฝร่ัง ข6าวโพด และธัญพืชต=าง ๆ  
รวมถึงผลิตภัณฑRจากธัญพืช  Fusarium proliferatum 

   

พาทูลิน Penicillum expansum แอปเปsÜล ลูกแพรR และน้ำผลไม6 
Penicillum cyclopium 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Perczak และคณะ (2018) 
 

ปÉจจุบันทั่วโลกตระหนักถึงอันตรายของสารพิษจากราที่ปนเปÖÜอนในอาหารและผลิตผลทางการเกษตร 
ซึ่งการปนเปÖÜอนเกิดได6ในทุกขั้นตอนการผลิต ตั้งแต=แปลงปลูกจนถึงกระบวนการเก็บรักษาของผู6บริโภค เพ่ือ
คุ6มครองความปลอดภัยของผู6บริโภค แต=ละประเทศจึงกำหนดระดับปริมาณสูงสุดของสารพิษจากราที่อนุญาต
ให6ปนเปÖÜอนในอาหารและผลิตผลทางการเกษตรได6 ซึ่งข6อกำหนดที่แตกต=างกันในแต=ละประเทศขึ้นอยู=กับข6อมูล
พื้นฐานที่ใช6อ6างอิง โดยพิจารณาจากข6อมูลทางด6านพิษวิทยา โอกาสความเสี่ยงของผู6บริโภคที่จะได6รับสารพิษ 
โอกาสการเกิดสารพิษจากราในแต=ละประเทศ ความเป)นไปได6ที ่จะควบคุมการปนเปÖ Üอน รวมไปถึงขีด
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ความสามารถของวิธีการที่ใช6ในการตรวจสอบวิเคราะหRระดับของสารพิษจากรา (กรมวิชาการเกษตร, 2560; 
โสภณ วงศRแก6ว และคณะ, 2554)  

 
อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins) 

อะฟลาทอกซินเป)นหนึ่งในสารพิษจากราที่สำคัญ พบครั้งแรกในปJ พ.ศ. 2504 ส=วนใหญ=ผลิตจากรา
สายใย 3 สายพันธุR ได6แก= A. flavus, A. parasiticus และ Aspergillus nomius สารพิษอะฟลาทอกซิน
สามารถจำแนกเป)น 6 ชนิด ได6แก= บี 1 (AFB1), บี 2 (AFB2), จี 1 (AFG1), จี 2 (AFG2), เอ็ม 1 (AFM1) และเอ็ม 

2 (AFM2) โดยบี (B) หมายถึง บลู (blue) คือ ลักษณะของสารนี ้จะเรืองแสงสีฟüา เมื ่อดูภายใต6แสง
อัลตราไวโอเลต ขนาดความยาวคล่ืน 365 นาโนเมตร ส=วนจี (G) หมายถึง กรีน (green) คือ ลักษณะของสารน้ี
จะเรืองแสงสีเขียว เมื ่อดูภายใต6แสงอัลตราไวโอเลต ขนาดความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร และเอ็ม (M) 
หมายถึง สารที่พบในน้ำนมวัว (สารานุกรมไทยเล=มที่ 14) เมื่อสัตวRได6รับอะฟลาทอกซินบี 1 และอะฟลาทอก
ซินบี 2 เข6าสู=ร=างกาย กระบวนการเมแทบอลิซึมของสัตวRจะเปลี่ยนสารพิษดังกล=าวเป)นอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 
และอะฟลาทอกซินเอ็ม 2 ตามลำดับ ซึ่งจะพบการปนเปÖÜอนในน้ำนมของสัตวRเลี้ยงลูกด6วยนมและผลิตภัณฑR
จากนม (Hussein และคณะ, 2001; Zain, 2011) 

โครงสร6างทางเคมีของอะฟลาทอกซินแต=ละชนิดแตกต=างกัน โดยอะฟลาทอกซินบี 1 อะฟลาทอกซินจี 
1 และอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 มีพันธะคู=ที่บริเวณวงแหวนที่ 1 เท=านั้น และพบหมู= lactone บริเวณวงแหวนที่ 5 
ของอะฟลาทอกซินจี 1 และอะฟลาทอกซินจี 2 เท=านั้น (ธรรมศักด์ิ สมมาตยR, 2533) ซึ่งความแตกต=างของอะ 
ฟลาทอกซินบีและอะฟลาทอกซินเอ็ม คือ อะฟลาทอกซินเอ็มทั้งสองชนิดพบหมู=ไฮดรอกซีที่ตำแหน=งคารRบอน
ระหว=างวงแหวนท่ี 1 และ 2 ดังภาพท่ี 1.1 
 

 

ภาพท่ี 1.1. ลักษณะโครงสร6างทางเคมีของอะฟลาทอกซินชนิดต=าง ๆ (Zhang และคณะ, 2014) 
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สมบัติทางกายภาพของอะฟลาทอกซิน คือ ลักษณะผลึกใส เรืองแสงภายใต6แสงอัลตราไวโอเลต

ละลายน้ำได6และละลายได6ดีในตัวทำละลายอินทรียR เช=น คลอโรฟอรRม เมทานอล เบนซิน และอะซีโตน ทน
ความร6อนได6ถึงระดับอุณหภูมิ 260-270 องศาเซลเซียส ดังนั้น การใช6ความร6อนในรูปของการต6ม อบ คั่ว น่ึง 
หรือการใช6ความดันไอน้ำไม=สามารถทำลายอะฟลาทอกซินได6 แต=อะฟลาทอกซินเสื ่อมสลายได6ภายใต6
อัลตราไวโอเลต แสงแดด รังสีแกมม=า (IARC, 2002) ในสารละลายไฮโปรคลอไรดR แอมโมเนีย ด=าง และ
ไฮโดรเจนเปอรRออกไซดR (สถาบันอาหาร, 2554) สมบัติทางเคมีของอะฟลาทอกซิน คือ เป)นสารประกอบ
ประเภทเฮตเทอโรไซคลิก (heterocyclic compound) ในกลุ=มไดฟราโนคูมาริน (difranocoumarin) (Cole 
และคณะ, 1981) สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของอะฟลาทอกซินแต=ละชนิด แสดงในตารางท่ี 1.2 
 

ตารางท่ี 1.2 สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของอะฟลาทอกซินชนิดต=าง ๆ 

ชนิดของอะฟลาทอกซิน น้ำหนัก สูตรโมเลกุล จุดหลอมเหลว (°C) ตัวทำละลาย 

บี 1 312 C17H12O6 268-269  
บี 2 314 C17H14O6 286-289 เมทานอล 
จี 1 328 C17H12O7 244-246 เอทานอล 
จี 2 330 C17H14O7 237-240 คลอโรฟอรRม 

เอ็ม 1 328 C17H12O7 299  
เอ็ม 2 330 C17H14O7 293  

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก เยาวมาลยR ค6าเจริญ (2545); Dhanasekaran และคณะ (2011) 
 

อะฟลาทอกซินปนเปÖÜอนในอาหารและผลผลิตทางเกษตรหลายชนิด เช=น ข6าวโพด ข6าวฟZาง ข6าวสาลี 
เมล็ดกาแฟ ถั่วลิสง อัลมอนดR เครื่องเทศ น้ำผลไม6 ไวนR นมและผลิตภัณฑRจากนม (Bbosa และคณะ, 2013; 
Johnston และคณะ, 2012) สายพันธุRราที่ผลิตอะฟลาทอกซินเป)นหลัก คือ A. flavus และ A. parasiticus 

มักพบในดินและโรงเก็บผลผลิตทางการเกษตร โดย A. parasiticus พบการปนเปÖÜอนบ=อยในเมล็ดพืชน้ำมัน
และสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 อะฟลาทอกซินบี 2 อะฟลาทอกซินจี 1 และอะฟลาทอกซินจี 2 ในขณะท่ี 
A. flavus พบการปนเปÖÜอนบ=อยในธัญพืช (ข6าวสาลี ข6าวบารRเล=ยR ข6าวโอóต) และสามารถผลิตอะฟลาทอกซิน
ชนิดบี 1 และอะฟลาทอกซินบี 2 (Jakić-Dimić และคณะ, 2009) ซึ่งการปนเปÖÜอนเกิดได6ตั้งแต=กระบวนการ
เพาะปลูก ระหว=างการเก็บเก่ียว การขนส=ง และการเก็บรักษา (Bbosa และคณะ, 2013)  
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ความเป̂นพิษของอะฟลาทอกซิน 

องคRการวิจัยโรคมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on Cancer; IARC) จัด
ให6อะฟลาทอกซินบี 1 เป)นสารก=อมะเร็งกลุ=ม 1 หมายความว=า เป)นสารก=อมะเร็งในมนุษยR ส=วนอะฟลาทอกซิน
บี 2 จี 1 และจี 2 จัดอยู=ในกลุ=มสารท่ีอาจก=อมะเร็งในมนุษยR (Da Silva และคณะ, 2015) 

มนุษยRสามารถได6รับอะฟลาทอกซินเข6าสู=ร=างกายได6ทั้งทางตรง โดยบริโภคผลผลิตทางการเกษตรท่ี
ปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซิน และทางอ6อม โดยมนุษยRบริโภคผลิตภัณฑRจากสัตวRที่ปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซิน ซึ่งสัตวR
เหล=านั ้นได6รับจากการบริโภคอาหารที ่มีส=วนผสมของผลผลิตทางการเกษตรที ่ปนเปÖ Üอนอะฟลาทอกซิน     
ซึ่งอะฟลาทอกซินบี 1 เป)นพิษต=อสุขภาพ เช=น เป)นสารก=อมะเร็ง สารก=อให6เกิดการกลายพันธุR พิษต=อตับ พิษ
ต=อทารกในครรภRและพิษต=อระบบภูมิคุ6มกัน ซึ่งเป)นสาเหตุสำคัญในการเกิดโรค ได6แก= มะเร็งตับ ตับอักเสบ ตับ
แข็ง สมองอักเสบ นอกจากนี้ ยังพบความผิดปกติที่อวัยวะอื่นร=วมด6วย เช=น เซลลRปอดผิดปกติ เซลลRหลอดลม
ผิดปกติ (อภิษฐา ช=างสุพรรณ, 2548) 

โดยทั่วไปในกลุ=มสัตวRเศรษฐกิจที่มีอายุน6อยจะมีความไวต=อพิษมากกว=าสัตวRที่มีอายุมาก ซึ่งลูกเป)ด
(สัตวRปJก) และลูกสุกร (สัตวRเลี้ยงลูกด6วยนม) ไวต=อพิษของอะฟลาทอกซินมากที่สุด นอกจากนั้นสัตวRที่ได6รับ
ปริมาณอะฟลาทอกซินสูงในระยะเวลาอันสั้น อาจเกิดอาการความเป)นพิษเฉียบพลัน (acute toxicity) ส=วน
ใหญ=มีพยาธิสภาพท่ีคล6ายกัน ได6แก= อวัยวะภายในมีจุดเลือดออก (haemorrhage) ตับถูกทำลาย (acute liver 
damage) ท=อน้ำดีบวม (bile duct hyperplasia) ตับโตผิดปกติ (enlarged hepatic cells) และบวมน้ำ 
(oedema) (Wogan, 1996; เยาวมาลยR ค6าเจริญ และคณะ, 2543) นอกจากน้ันสัตวRจะมีอาการซึม เบ่ืออาหาร 
น้ำหนักลด หมดแรง และตายภายใน 72 ชั่วโมง กรณีท่ีสัตวRได6รับปริมาณอะฟลาทอกซินต่ำเป)นระยะเวลานาน 
ส=วนใหญ=จะมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง กินอาหารน6อยลง ระบบภูมิคุ6มกันบกพร=อง และสมรรถนะในการ
สืบพันธุ Rลดลง ซึ ่งสัตวRที ่แสดงอาการเหล=านี ้มักตรวจพบอาการตับแข็ง (cirrhosis) และมะเร็งตับ (liver 
cancer) (อัจฉรา พัฒนเดช, 2543; โสภณ วงศRแก6ว และคณะ, 2554) นอกจากนี้ ยังส=งผลกระทบให6ผลผลิต
เน้ือ นม ไข=ลดลง คุณภาพไข=ลดลง เปลือกไข=บางลง (อภิษฐา ช=างสุพรรณ, 2548) 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของอะฟลาทอกซินหลังจากเข6าสู=ร=างกาย พบว=าปริมาณอะฟลาทอก
ซิน 80-90 เปอรRเซ็นตR จะขับออกจากร=างกายผ=านทางปÉสสาวะและอุจจาระ ส=วนท่ีเหลือ 10-20 เปอรRเซ็นตRจะ
ดูดซึมเข6าสู=ระบบหมุนเวียนเลือดที่บริเวณลำไส6เล็ก และสะสมอยู=ในเนื้อเยื่อตับและไต ซึ่งหากไม=มีการรับ
สารพิษเข6าสู=ร=างกายเพ่ิม ร=างกายจะขับปริมาณอะฟลาทอกซินเกือบท้ังหมดออกไปภายใน 24 ช่ัวโมง โดยกรณี
ของอะฟลาทอกซินบี 1 ซึ่งเป)นชนิดท่ีมีความเป)นพิษร6ายแรงกว=าชนิดอื่น หลังจากย6ายมาสะสมที่ตับจะเปลี่ยน
โครงสร6างให6กลายเป)น epoxide ซึ่งมีความสามารถสูงในการจับกับโปรตีน ดีเอ็นเอ และอารRเอ็นเอ รวมถึง
องคRประกอบของเซลลRตับ กลายเป)นโครงสร6างในรูปของ adducts ขององคRประกอบนั้น ซึ่งการเข6าจับกับ
องคRประกอบของเซลลRตับเป)นสาเหตุสำคัญที่ทำให6เกิดสภาพพยาธิวิทยาและมะเร็งในเซลลRตับ (Ritchie, 
2011; โสภณ วงศRแก6ว และคณะ, 2554) อย=างไรก็ตามความเป)นพิษของอะฟลาทอกซินขึ้นกับหลายปÉจจัย 
ได6แก= ชนิด อายุ น้ำหนัก เพศ ปริมาณท่ีได6รับ และส่ิงแวดล6อม (อัจฉรา พัฒนเดช, 2543) 
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อุบัติการณ3 

เมื่อปJ พ.ศ. 2504 รายงานเกี่ยวกับการปนเปÖÜอนของอะฟลาทอกซินปริมาณสูงมากในกากถั่วลิสงท่ี
นำเข6าจากประเทศบราซิล ซึ่งเป)นสาเหตุให6ไก=ง=วงในประเทศอังกฤษล6มตายมากกว=า 100,000 ตัว เนื่องจากใน
ขณะนั้นยังไม=มีผู6ใดทราบสาเหตุการตายของไก=ง=วง จึงได6เรียกชื่อโรคดังกล=าวว=า Turkey X disease ต=อมาถูก
เปลี ่ยนชื ่อเป)นโรคที่เกิดจากความเป)นพิษของอะฟลาทอกซิน (aflatoxicosis) เนื ่องจากสามารถแยกรา        
A. flavus จากถั่วลิสงได6 ทำให6พบว=าสาเหตุที่แท6จริงเกิดจากสารพิษท่ีราผลิต (Sargeant และคณะ, 1961; 
Blount, 1961) เมื่อปJ พ.ศ. 2517 ประเทศอินเดียรายงานการระบาดของโรคตับอักเสบเฉียบพลันที่เกิดจาก
พิษของอะฟลาทอกซิน ซึ่งเกิดการระบาดในพื้นท่ีรัฐทางตอนเหนือของประเทศอินเดียจำนวน 150 หมู=บ6าน มี
จำนวนผู6ปZวยอย=างน6อย 397 ราย และเสียชีวิตมากกว=า 106 ราย ผู6ปZวยส=วนใหญ=เป)นเด็ก และแสดงอาการไข6
ขึ้นสูง ตัวเหลืองคล6ายดีซ=าน และท6องมาน ผลการชันสูตรศพผู6เสียชีวิต พบว=า เนื้อเยื่อตับถูกทำลาย เส6นเลือด
ในตับอุดตัน และท=อน้ำดีบวม เมื ่อตรวจวิเคราะหRปริมาณสารพิษจากราในข6าวโพด ซึ ่งเป)นผลผลิตทาง
การเกษตรที่ชาวบ6านนิยมนำมาประกอบอาหาร (อาหารหลัก) พบการปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินในข6าวโพดสูงถึง 
15 มิลลิกรัมต=อกิโลกรัม แสดงว=าผู6ปZวยบริโภคข6าวโพดที่ปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินในปริมาณสูงถึง 2-6 กรัมต=อ
วัน เป)นเวลาติดต=อกันหลายวัน นอกจากนี้พบการรายงานคล6ายกันในประเทศไต6หวัน อูกานดาและเยอรมัน 
(Krishnamachare และคณะ, 1975; ศูนยRพิษวิทยารามาธิบดี, 2563) เมื่อปJ พ.ศ. 2524 ในอำเภอมาชาโคสR 
ประเทศเคนยา รายงานการระบาดของโรคตับอักเสบเฉียบพลันที่เกิดจากพิษของอะฟลาทอกซินบี 1 ท่ี
ปนเปÖÜอนในข6าวโพด ปริมาณ 3,200-12,000 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม พบผู6ปZวยจำนวน 20 ราย และเสียชีวิต 12 
ราย (Nagindu และคณะ, 1982) จากวิกฤติภัยแล6งช=วงกลางปJ พ.ศ. 2555 ในทวีปอเมริกาเหนือและยุโรป  
โดยเฉพาะในประเทศสหรัฐอเมริกา พบปริมาณการปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินในข6าวโพดสูงกว=าค=ามาตรฐาน
ความปลอดภัยของสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐฯ (U.S. Food and Drug Administration; 
USFDA) ท่ี 20 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม สำนักงานมาตรฐานสินค6าเกษตรและอาหารแห=งชาติ, 2555) ในประเทศ
จีนและแถบแอฟริการายงานการตรวจพบปริมาณอะฟลาทอกซินในปÉสสาวะของผู6ปZวย ซึ่งอัตราเสี่ยงในการ
เกิดมะเร็งประมาณ 3.8 เท=า และถ6าหากติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีด6วย ความเสี่ยงจะเพิ่มขึ้น เป)น 12.5 เท=า ซ่ึง
เชื้อไวรัสตับอักเสบบีเป)นจุดเริ่มต6นในการเกิดมะเร็งตับ และอะฟลาทอกซินเป)นปÉจจัยส=งเสริมในการเกิดมะเร็ง
ตับ (สำนักงานกองทุนสนับสนุนการสร6างเสริมสุขภาพ, 2556) ในประเทศเวียดนามรายงานปÉญหาการปนเปÖÜอน
ของอะฟลาทอกซินในพริกปZนและพริกแห6งที่สุ=มสำรวจจากร6านอาหารทั้งหมด 262 แห=งใน 10 เมืองท=องเที่ยว 
ได6แก= กรุงฮานอย ดานัง กวางนาม กวางงาย โฮจิมินหR ด=งทัป ด=งนาย บ=าเสียะ-หวงเต=า และหวิญฟุก พบ
ปริมาณการปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซิน 36 เปอรRเซ็นตR โดยกระทรวงเกษตรฯ เวียดนาม พบว=าพริกปZนและพริก
แห6งที่พบการปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินนั้นเกือบทั้งหมดเป)นผลิตภัณฑRที่ปลูกเอง กระบวนการผลิตและรักษา
คุณภาพอาหารจึงไม=ได6มาตรฐาน (Voice online, 2561)  
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สำหรับประเทศไทย พบการปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินในตัวอย=างสมุนไพรจากร6านขายยาแผนไทยท่ี

จังหวัดสงขลา โดยพืชสมุนไพรที่ปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินบี 1 สูงกว=ามาตรฐานที่กำหนดโดยคณะกรรมาธิการ
ยุโรป ได6แก= แสมสาร (1,101.8 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม) ฝาง (655.9 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม) ขี้เหล็ก (583.0 
ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม) และข6าวเย็นเหนือ (572.5 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม) (อัจฉรา พัฒนเดช, 2543) ต=อมา
ในช=วงปJ พ.ศ. 2549-2552 พบอาหารแห6งที ่ปนเปÖ Üอนอะฟลาทอกซินเกินมาตรฐานที่ประกาศกระทรวง
สาธารณสุขกำหนดไว6 (มากกว=า 20 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม) โดยผลิตภัณฑRอาหารแห6งที่ปนเปÖÜอนอะฟลาทอก  
ซินสูงเป)น 3 อันดับแรก ได6แก= ถั่วลิสงคั่ว ถั่วปZน และพริกแห6ง (กองสุขาภิบาลอาหาร, 2554)  เมื่อวันที่ 3 
ธันวาคม พ.ศ. 2551 สำนักงานเกษตรประเทศญี่ปุZนประจำกรุงโตเกียว ได6รับแจ6งปÉญหาการปนเปÖÜอนอะฟลา
ทอกซินในข6าวไทยท่ีประเทศญี่ปุZนซื้อไว6 24 ตัน โดยปริมาณอะฟลาทอกซินในข6าว เท=ากับ 4 ไมโครกรัมต=อ
กิโลกรัม (อมรา ชินภูติ และคณะ, 2552)  
 

ข̀อกำหนดปริมาณของอะฟลาทอกซินในอาหาร 

จากความเป)นพิษของราและการปนเปÖÜอนของอะฟลาทอกซิน ทำให6หลายประเทศจัดตั้งข6อกำหนด
ระดับปริมาณสูงสุดของสารพิษจากราที่อนุญาตให6ปนเปÖÜอนในอาหารและผลิตผลทางการเกษตร เช=น ประเทศ
แคนาดากำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของอะฟลาทอกซินรวมในถั่ว ไม=เกิน 15 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม 
ประเทศอียิปตRกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของอะฟลาทอกซินรวมในข6าวโพด ไม=เกิน 20 ไมโครกรัมต=อ
กิโลกรัม ประเทศญี่ปุZนกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารทุกชนิด ไม=เกิน 10 
ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ประเทศสวีเดนกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหาร
สำหรับโคนม ไม=เกิน 1.5 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม นอกจากน้ี ทางตลาดร=วมอเมริกาใต6 (Mercosur) กำหนด
ระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของอะฟลาทอกซินรวมในถั่วลิสง ข6าวโพด และผลิตภัณฑRจากข6าวโพด ไม=เกิน 20 
ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม (Ismail และคณะ, 2018; FAO, 2004) และคณะกรรมาธิการยุโรป (European 
Commission; EU) กำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของอะฟลาทอกซินในอาหาร แสดงดังในตารางท่ี 1.3 

หน=วยงานกำหนดมาตรฐานการปนเปÖÜอนอะฟลาทอกซินในประเทศไทย ได6แก= ประกาศกระทรวง
เกษตรและสหกรณR กำหนดปริมาณสูงสุดของอะฟลาทอกซินในถั่วลิสง ไม=เกิน 20 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ซ่ึง
สอดคล6องกับข6อกำหนดในประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 98 (2529) ออกตามความในพระราชบัญญัติ
อาหาร พ.ศ.2522 กำหนดให6มีอะฟลาทอกซินทุกชนิดในอาหารทั่วไปได6ไม=เกิน 20 ไมโครกรัมในอาหาร 1 
กิโลกรัม (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณR, 2557)  
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ตารางท่ี 1.3 ระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดท่ียอมรับได6ของอะฟลาทอกซินในอาหาร โดยคณะกรรมาธิการยุโรป 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก European Commission regulation No 165/2010 
 
 

 

อาหาร ระดับการปนเปEFอนสูงสุดท่ียอมรับ (µg/kg) 

บี 1  รวมบี 1 บี 2 จี 1 และจี 2 

อะฟลาทอกซิน 

ถ่ัว อัลมอนดR ถ่ัวพิสตาชิโอ และแอพพริคอทท่ีผ=าน
กระบวนการคัดเลือก หรือกระบวนการถนอม
อาหารด6วยวิธีทางกายภาพอ่ืน ก=อนการบริโภค 
หรือใช6เป)นส=วนประกอบในอาหาร 

12.0 15.0 

 อัลมอนดR ถ่ัวพิสตาชิโอ และแอพพริคอทท่ีสามารถ
บริโภคได6ทันทีและใช6เป)นส=วนประกอบในอาหาร 

8.0 10.0 

ผลไม6
อบแห6ง 

ผลไม6อบแห6งท่ีผ=านกระบวนการคัดเลือก หรือ
กระบวนการถนอมอาหารด6วยวิธีทางกายภาพอ่ืน 
ก=อนการบริโภค หรือใช6เป)นส=วนประกอบในอาหาร 

5.0 10.0 

 

ผลไม6อบแห6งและผลิตภัณฑRสำเร็จรูปท่ีสามารถ
บริโภคได6ทันทีและใช6เป)นส=วนประกอบในอาหาร 

2.0 4.0 
 

ข6าวโพด 
และข6าว 

ข6าวโพดและข6าวท่ีผ=านกระบวนการคัดเลือก หรือ
ถนอมอาหารด6วยวิธีทางกายภาพอ่ืน ก=อนการ
บริโภค หรือใช6เป)นส=วนประกอบในอาหาร 

5.0 10.0 
 

เคร่ืองเทศ สกุลเคร่ืองเทศ ได6แก= 
Capsicum spp. (พริก พริกปZน พริกคาเยน และ
พริกปาปริกา) 
Piper spp. (พริกไทยขาว และพริกไทยดำ) 
Myristica fragrans (จันทนRเทศ) 
Zingiber officinale (ขิง) 
Curcuma longa (ขม้ิน) 
เคร่ืองปรุงท่ีมีส=วนผสมของเคร่ืองเทศท่ีกล=าวไป
ข6างต6นชนิดเดียวหรือมากกว=าหน่ึงชนิด 

5.0 10.0 
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โอคราทอกซินเอ (Ochratoxin A) 

โอคราทอกซินเอเป)นสารพิษจากรา พบครั้งแรกในปJ พ.ศ. 2508 เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม
ทุติยภูมิของราสายใยสกุล Aspergillus และ Penicillium ซี่งราสกุล Aspergillus ที่สำคัญและมักพบการ
ปนเปÖÜอนในอาหาร ได6แก= Aspergillus section Nigri ได6แก= A. carbonarius และ A. niger และราสกุล 
Aspergillus section Circumdati ได6แก= Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus ochraceus และ 

Aspergillus steynii (Noonim และคณะ, 2008) โดยประเทศที่มีภูมิอากาศร6อนชื้น มักพบการปนเปÖÜอนของ
โอคราทอกซินที่ผลิตจากราสกุล Aspergillus ส=วนประเทศที่มีภูมิอากาศเย็น มักพบการปนเปÖÜอนของโอครา
ทอกซินที่ผลิตจากราสกุล Penicillium อย=างไรก็ตาม ปÉจจัยที่มีผลต=อการเจริญและการสร6างสารพิษจากรา 
ได6แก= สายพันธุRรา สารอาหารในอาหารที่ปนเปÖÜอน อุณหภูมิ ความชื้นสัมพัทธR แสง ปริมาณออกซิเจน และ
ระยะเวลาท่ีปนเปÖÜอน (Dhanasekaran และคณะ 2011; Zain, 2011)  

โอคราทอกซินเอมีโครงสร6างทางเคมี (ภาพที่ 1.2) เป)น pentaketide และมีช่ือทาง IUPAC คือ 7-(L-
b-phenylalanylcarbonyl)-carboxyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4-dihydro-3R-methylisocoumari (พัณณR
ชิตา ธราดลศิริฐิติกุล, 2557) ซ่ึงประกอบด6วย สารประกอบ phenylalanine ที่เชื่อมต=อกับสารประกอบวง
แหวน isocoumarin ด6วยพันธะเอไมดR (N-H group) (ศุภวัฒนR โพธิมงคลกุล, 2549) มีลักษณะเป)นก6อนผลึก 
สีขาว ไม=มีกลิ่น มีจุดหลอมเหลวที่ 169 องศาเซลเซียส และมีสูตรโมเลกุล คือ C20H18CINO6 มีมวลโมเลกุล
เท=ากับ 403.8 กรัมต=อโมล (Pohland และคณะ, 1992)  
 

 

ภาพท่ี 1.2. ลักษณะโครงสร6างของโอคราทอกซินเอ (Haschek, 2013) 

โอคราทอกซินเอปนเปÖÜอนในอาหารและผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิด ได6แก= ธัญพืช ผลไม6อบแห6ง
เมล็ดกาแฟ เครื่องเทศ เนื้อสัตวR ไส6กรอก แฮม เบค=อน เบียรR และไวนR (Haschek, 2013; พัณณRชิตา ธราดลศิริ
ฐิติกุล, 2557) โดยพบการปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเอในผลไม6อบแห6งหลายชนิด ทั้งขั้นตอนก=อนการเก็บเกี่ยว
และหลังการเก็บเก่ียว โดยเฉพาะในระหว=างกระบวนการทำให6แห6งและการเก็บรักษา (สุพี วนศิรากุล, 2557) 
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อย=างไรก็ตาม โอคราทอกซินเอไม=สามารถถูกทำลายได6ด6วยกระบวนการหุงต6มปกติ และกระบวนการ

ผลิตกาแฟ (การคั่วเมล็ดกาแฟ หรือการชงกาแฟ) เช=น กาแฟที่ปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเอ เมื่อผ=านกระบวนการ
คั่วที่อุณหภูมิ 400-490 องศาเซลเซียส เป)นระยะเวลา 2.5-10 นาที ปริมาณสารพิษลดลงได6มากสุด 69-96 
เปอรRเซ็นตR (Van de Stegen และคณะ, 2001)  
 

ความเป̂นพิษของโอคราทอกซิน 

องคRการวิจัยโรคมะเร็งนานาชาติ (IARC) จัดให6โอคราทอกซินเอ เป)นสารก=อมะเร็งในมนุษยRกลุ=ม 2B 
หมายความว=า อาจเป)นสารก=อมะเร็งในมนุษยR นอกจากนี้ โอคราทอกซินเอยังเป)นสารก=อให6เกิดการกลายพันธุR 
พิษต=อไต พิษต=อตับ และพิษต=อทารกในครรภR อีกทั้งส=งผลกระทบต=อระบบประสาทส=วนกลาง (Guimarães 
และคณะ, 2018; Taheur และคณะ, 2019) ซ่ึงความเป)นพิษของโอคราทอกซินมีผลกระทบหลักต=อการทำงาน
ของไต โดยเหนี่ยวนำให6เกิดภาวะไตวายทั้งแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง ขึ้นกับปริมาณสารพิษที่ได6รับ 
นอกจากนี้ อาจเกิดการฝZอของเยื่อบุท=อไตและการรั่วของโปรตีนออกมาทางปÉสสาวะ ผู6ปZวยมักมีอาการเริ่มต6น
โดยทั่วไป เช=น เบื่ออาหาร ซึม อ=อนเพลีย ปวดศีรษะ ซึ่งความรุนแรงของอาการจะสัมพันธRกับเซลลRของท=อไตท่ี
ถูกทำลาย อีกทั้งขัดขวางการสังเคราะหRโปรตีน ดีเอ็นเอ และอารRเอ็นเอ ตลอดจนส=งเสริมให6เกิดการทำลาย
เซลลRจากสารอนุมูลอิสระ ซึ่งเป)นผลจากการกระตุ6นให6เกิดกระบวนการลิพิดออกซิเดชัน (อำนาจ พัวพลเทพ, 

2562) 

โอคราทอกซินเอสามารถส=งผลกระทบต=อสุกร โดยสุกรที่ได6รับอาหารที่ปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเอเป)น
ประจำ ปริมาณ 0.2-4.0 ไมโครกรัมต=อกรัม อาจเกิดอาการความเป)นพิษเรื้อรัง ซึ่งก=อให6เกิดความเสียหายต=อ
หลายอวัยวะและเนื้อเยื่อ ได6แก= ตับ ทางเดินอาหาร ไต และเนื้อเยื่อระบบภูมิคุ6มกัน ทำให6สุกรไวต=อการติดเช้ือ
ก=อโรคต=าง ๆ และประสิทธิภาพในการสืบพันธุRลดลง สุกรส=วนใหญ=แสดงอาการท6องเสีย ปริมาณการกินน้ำ
เพิ่มขึ้น ตับซีดและพอกไขมัน ปอดบวมน้ำ การทำงานของไตเสียหาย เลือดออกที่ลำไส6 มีเลือดในอุจจาระและ
ปÉสสาวะ และการรั่วของโปรตีนออกมาทางปÉสสาวะ อีกทั้งสุกรมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง ส=วนสัตวRปJกได6รับ
ผลกระทบของโอคราทอกซินต=อการทำงานของไต โดยรบกวนการสร6างวิตามินดี 3 และการเผาผลาญของ
แคลเซียม ส=งผลให6คุณภาพเปลือกไข=ไม=ดี เปลือกแตกมากขึ้น อัตราการฟÉกลงลด และอัตราการผสมติดลดลง 
ซึ่งสัตวRเศรษฐกิจที่มีอายุน6อยจะมีความไวต=อพิษมากกว=าสัตวRที่มีอายุมาก (Haschek, 2013; Biomin, 2563) 
นอกจากน้ี ในสัตวRทดลอง (หนู สุกร และนก) ที่ได6รับโอคราทอกซินเป)นเวลานาน จะเกิดการเสื่อมสภาพและ
สร6างพังผืดที่ไต ทำให6ความหนาของผนังไตและเส6นเลือดฝอยภายในไตมีขนาดเล็กลง (พีระพล มารุ=งเรือง, 
2559) 
 

อุบัติการณ3 

ในปJ พ.ศ. 2495 ประเทศในแถบคาบสมุทรบอลข=าน ได6แก= ประเทศบอสเนีย บัลแกเรีย โครเอเชีย 
รูมาเนีย และเซอรRเบีย เกิดโรคระบาดไตอักเสบเรื้อรัง (Balkan endemic nephropathy; BEN) ทำให6ระบบ
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การทำงานของไตผิดปกติ และเกิดการเสื่อมของหลอดเลือดไต (Meca และคณะ, 2010; Mally และคณะ, 
2007) โดยระยะแรกจะไม=มีอาการของโรค การดำเนินโรคจะเป)นไปอย=างช6า ๆ จนเริ่มเกิดความเป)นพิษเรื้อรัง 
และเกิดภาวะไตวายในที่สุด ซึ่งคาดว=ามีสาเหตุจากโอคราทอกซินที่ปนเปÖÜอนในอาหาร ต=อมาในปJ พ.ศ. 2539 
พบโอคราทอกซินเอในน้ำองุ=นและไวนRในประเทศสวิซเซอรRแลนดR (Zimmerli และคณะ, 1996) ประเทศอัล
จีเรียพบโอคราทอกซินเอในข6าวสาลี 40 ตัวอย=างจากทั้งหมด 85 ตัวอย=าง มีการปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเออยู=
ระหว=าง 0.21-41.55 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม (Riba และคณะ, 2008) ต=อมาในช=วงปลายปJ พ.ศ. 2547 ถึง 
2548 เกิดโรคไตของสุนัขเพิ่มสูงขึ ้นในประเทศไทยและประเทศไต6หวัน ซึ่งสุนัขเหล=านี้มีประวัติการทาน
อาหารเม็ดยี่ห6อหนึ่งที่ผลิตในประเทศไทย จากการศึกษาหาสาเหตุพบว=า มีการตกค6างของโอคราทอกซินเอใน
ข6าวและข6าวโพดที่ใช6เป)นวัตถุดิบในการผลิตอาหารสุนัข (ศุภวัฒนR โพธิมงคลกุล, 2549) ตลาดในประเทศตุรกี 
พบการปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเอในเครื่องเทศ ได6แก= พริกแดงแห6ง พริกไทยดำปZน และยี่หร=า โดยปริมาณการ
ปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเอ เท=ากับ 12.34, 0.34 และ 0.06 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ตามลำดับ (Ozbey และ
คณะ, 2012) 

สำหรับประเทศไทย ช=วงปJ พ.ศ. 2549-2550 มีรายงานตัวอย=างเมล็ดกาแฟสายพันธุ Rอาราบิก6า
ปนเปÖ Üอนราสกุล Aspergillus section Circumdati ได6แก= A. westerdijkiae และ section Nigri ได6แก=       
A. niger และมีปริมาณการปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเออยู=ในช=วง 0.6-5.5 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ในขณะท่ี
ตัวอย=างเมล็ดกาแฟสายพันธุRโรบัสต6าปนเปÖÜอนราสกุล Aspergillus section Nigri ได6แก= A. carbonarius และ 
A. niger และมีปริมาณการปนเปÖÜอนโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟอยู=ในช=วง 1.5-8.9 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม 
(Noonim และคณะ, 2008) 

 
ข̀อกำหนดปริมาณของโอคราทอกซินเอในอาหาร 

จากความเป)นพิษของราและการปนเปÖÜอนของโอคราทอกซินเอในอาหาร ทำให6หลายประเทศจัดต้ัง
ข6อกำหนดระดับปริมาณสูงสุดของสารพิษจากราที่อนุญาตให6ปนเปÖÜอนในอาหารและผลิตผลทางการเกษตร 
เช=น ประเทศจีนกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของโอคราทอกซินในกาแฟดิบ ไม=เกิน 5 ไมโครกรัมต=อ
กิโลกรัม ประเทศมาเลเซียกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของโอคราทอกซินเอในถั่วและกาแฟดิบ ไม=เกิน 5 
ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม สาธารณรัฐเกาหลีกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของโอคราทอกซินเอในเมล็ดกาแฟ
และกาแฟคั่ว ไม=เกิน 5 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ประเทศบราซิลกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของโอคราทอก
ซินเอในธัญพืช ไม=เกิน 20 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ประเทศอินโดนีเซียกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของโอ
คราทอกซินเอในเครื่องเทศ ไม=เกิน 20 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม ประเทศอิตาลีกำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุด
ของโอคราทอกซินเอในอาหาร ไม=เกิน 4 นาโนกรัมต=อกรัม (Romer Labs, 2016) นอกจากน้ี คณะกรรมาธิการ
ยุโรป (European Commission; EU) กำหนดระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดของโอคราทอกซินเอในอาหาร ดัง
ตารางท่ี 1.4 
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สำหรับประเทศไทย ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณR กำหนดปริมาณสูงสุดของโอคราทอกซินเอ

ทั้งในเมล็ดกาแฟโรบัสต6าและอาราบิก6า ไม=เกิน 10 ไมโครกรัมต=อกิโลกรัม (ประกาศกระทรวงเกษตรและ
สหกรณR, 2561; ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณR, 2562) 

ตารางท่ี 1.4 ระดับการปนเปÖÜอนสูงสุดท่ียอมรับได6ของโอคราทอกซินในอาหาร โดยคณะกรรมาธิการยุโรป 

อาหาร ระดับการปนเปEFอนสูงสุดท่ียอมรับ (µg/kg) 

โอคราทอกซิน เอ 

ธัญพืช ธัญพืชท่ียังไม=ผ=านกระบวนการ 5.0 

 ธัญพืชท่ีผ=านกระบวนการ และธัญพืชท่ีสามารถ
บริโภคได6ทันที ยกเว6นธัญพืชในอาหารเด็กอ=อนและ
อาหารเสริม 

3.0 

 ธัญพืชในอาหารเด็กอ=อน 0.50 
กาแฟ 
 
 

เมล็ดกาแฟค่ัว และ เมล็ดกาแฟค่ัวบด  
(ยกเว6น กาแฟสำเร็จรูป) 

5.0 

กาแฟสำเร็จรูป 10.0 

เคร่ืองเทศ Piper spp. (พริกไทยขาว และพริกไทยดำ) 
Myristica fragrans (จันทนRเทศ) 
Zingiber officinale (ขิง) 
Curcuma longa (ขม้ิน) 

15 

 Capsicum spp. (พริก พริกปZน พริกคาเยน และ
พริกปาปริกา) 

20 

 เคร่ืองปรุงท่ีมีส=วนผสมของเคร่ืองเทศท่ีกล=าวไป
ข6างต6นชนิดเดียวหรือมากกว=าหน่ึงชนิด 

15 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก European Commission regulation No 1881/2006  
 

การควบคุมราและสารพิษจากรา 

การปนเปÖÜอนราและสารพิษจากราในอาหารและผลิตผลทางการเกษตรส=งผลกระทบสำคัญต=อคุณภาพ
ของอาหาร และสุขภาพของมนุษยRและสัตวR อีกทั้งยังก=อให6เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจอย=างมีนัยสำคัญ จึง
ต6องมีวิธีการควบคุมอาหารและผลผลิตให6มีคุณภาพและปลอดภัย โดยวิธีปฏิบัติทางการเกษตรที่ดี (good 
agricultural practices; GAPs) เพื่อจัดการขั้นตอนการผลิตในแปลงปลูก ซึ่งเทคนิคการเก็บเกี่ยวที่เหมาะสม
และการเก็บรักษาที่ถูกต6องเป)นสิ่งสำคัญสำหรับการลดการปนเปÖÜอนในผลผลิต ทำให6ผลผลิตมีคุณภาพและ
ปลอดภัย (Guimarães และคณะ, 2018) นอกจากน้ี อาจใช6วิธีการแปรรูปและถนอมอาหาร ดังต=อไปน้ี วิธีทาง
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กายภาพ ได6แก= การตากแห6ง การให6ความร6อน การฉายรังสี การใช6คลื่นอัลตราโซนิก การใช6ความดันสูง และ
การกรอง ซึ่งข6อเสียของวิธีทางกายภาพ คือ ทำให6คุณภาพของอาหารลดลง ส=วนวิธีทางเคมี ได6แก= การใช6สาร
สังเคราะหRที่ยับยั้งการเจริญของราและกรดอินทรียR ข6อเสียของวิธีนี้ คือ ปริมาณจำกัดและอาจเกิดการสะสม
ของสารเคมีตกค6างในอาหาร ซ่ึงอาจเป)นสาเหตุของการเกิดโรค เช=น มะเร็ง ภูมิแพ6 (Taheur และคณะ, 2019) 

อย=างไรก็ตามผู6บริโภคมีความต6องการอาหารที่ดีต=อสุขภาพและปลอดภัย ทำให6วิธีการควบคุมทาง
ชีวภาพได6รับความสนใจมากขึ้น โดยนำกลุ=มจุลินทรียRที่ปลอดภัย (generally recognized as safe bacteria; 
GRAS) ซึ่งผ=านการยอมรับจากสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (food and drug administration; 
FDA) ว=าสามารถใช6เติมลงในอาหารได6อย=างปลอดภัย ซึ่งปริมาณการใช6เป)นไปตามข6อกำหนดตามหลักเกณฑR
วิธีการที่ดีในการผลิตอาหาร (good manufacturing practice; GMP) ตัวอย=างจุลินทรียRปลอดภัย ได6แก= 
แบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งจัดเป)น probiotic หรือแบคทีเรียที่มีประโยชนRต=อร=างกาย เมื่อร=างกายได6รับใน
ปริมาณที่เหมาะสมจะเป)นประโยชนRต=อสุขภาพ จึงนำมาใช6ประโยชนRในการถนอมอาหารและการหมักอาหาร 
โดยประกาศกระทรวงสาธารณสุข เล=ม128 ตอนพิเศษ 86 ง หน6า 21 จำกัดความของจุลินทรียRโพรไบโอติก 
หมายถึง จุลินทรียRที่มีชีวิต ซึ่งเมื่อร=างกายได6รับในปริมาณที่เพียงพอจะทำให6เกิดผลที่เป)นประโยชนRต=อสุขภาพ 
(ประกาศกระทรวงสาธารณสุข, 2554) 
 
แบคทีเรียกรดแลคติก 

 

แบคทีเรียกรดแลคติกเป)นกลุ=มแบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะรูปร=างเป)นท=อนหรือกลม ไม=มีการสร6าง
สปอรR ทนต=อกรดได6ดี ผลิตกรดแลคติก ไม=สามารถสังเคราะหRเอนไซมRคะตะเลส แต=สังเคราะหRเอนไซมR 
superoxide dismutase เพื่อกำจัดอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species; ROS) เจริญในสภาวะที่ไม=มี
ออกซิเจน (anaerobic bacteria) แต=มีบางสายพันธุRท่ีทนต=อออกซิเจนในระดับปริมาณต่ำได6 นอกจากน้ี
แบคทีเรียกรดแลคติกนำมาใช6ประโยชนRในการถนอมอาหารและเครื่องดื่ม ทำให6อาหารมีคุณภาพดีขึ้นและ
สามารถเก็บอาหารได6นานขึ้น แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสำคัญในอุตสาหกรรม เช=น Lactococcus, 
Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc และ Lactobacillus 
(Dalié และคณะ, 2010; Perczak และคณะ, 2018) 

แบคทีเรียกรดแลคติกสร6างพลังงานจากกระบวนการหมักคารRโบไฮเดรต เกิดกรดแลกติคจากปฏิกิริยา 
2 แบบ ได6แก= ผลิตแลคเตทอย=างเดียว (homofermentatation) และผลิตแลคเตทกับสารอื่น ๆ ในปริมาณท่ี
ใกล6เคียงกัน (heterofermentation) โดยแบคทีเรียแลคติกกลุ=ม homofermentatation จะหมักน้ำตาลแล6ว
ผลิตกรดแลคติกเพียงอย=างเดียว ตัวอย=างกลุ=มนี้ เช=น Streptococcus, Pediococcus และ Lactobacillus 
(บางสายพันธุR) ส=วนแบคทีเรียแลคติกกลุ=ม heterofermentation หมักน้ำตาลแล6วผลิตกรดแลคติกประมาณ
50 เปอรRเซ็นตRและที่เหลือจะผลิตเอทานอลกับกóาซคารRบอนไดออกไซดR ตัวอย=างกลุ=มน้ี เช=น Leuconostoc 
และ Lactobacillus (บางสายพันธุR) (Perczak และคณะ, 2018) 



  15 

 
ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเป̂นปฏิปlกษ3ตmอรา 

แบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุRมีสมบัติยับยั้งราได6 เนื่องจากปÉจจัยต=าง ๆ เช=น การเติบโตแบบ
แข=งขัน สภาวะความเป)นกรดเบส และการผลิตสารยับยั ้งรา เป)นต6น ซึ ่งแบคทีเรียกรดแลคติกสร6าง
สารประกอบหรือโมเลกุลขนาดเล็กในการยับยั้งรา เช=น กรดอินทรียR ส=วนใหญ=เป)นกรดแลคติกและกรดอะซีติก 
(Langa และคณะ, 2014) ไฮโดรเจนเปอรRออกไซดR แบคเทอริโอซิน รอยเทอริน สารประกอบฟJโนลิกและกรด
ไขมันหมู=ไฮดรอกซิล เป)นต6น (Taheur และคณะ, 2019) (ตารางที่ 1.5) อย=างไรก็ตาม ต6องคำนึงถึงปÉจจัยที่มี
ผลต=อการสร6างสารประกอบของแบคทีเรียกรดแลคติกด6วย โดยมีปÉจจัยสำคัญ ได6แก= ระยะฟÉกตัวของเช้ือ 
(incubation times) อาหารเล้ียงเช้ือ และค=าความเป)นกรดเบส (Dalié และคณะ, 2010) 
 

ตารางท่ี 1.5 สายพันธุRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารประกอบท่ีมีสมบัติในการยับย้ังรา 
แบคทีเรียกรดแลคติก สารประกอบเมแทบอไลต3 

Lactobacillus reuteri รอยเทอริน กรดอะซีติก กรดฟJนิลแลคติก 
L. plantarum กรดฟJนิลแลคติก 3,6-bis(2-methylpropyl)-2,5-piperazinedion 

2-hydroxy-4-methylpentanoic acid, peptides-cyclo (Leu-
Pro), cyclo (Phe-Pro)  

Pediococcus acidilactici สารประกอบฟJโนลิก 
L. paracasei subsp. paracasei กรดแลคติก กรดโพรพิโอนิก กรดอะซีติก กรดซักซีนิก  

กรดไฮดรอกซีฟJนิลแลคติก กรดฟJนิลแลคติก 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Perczak และคณะ (2018) 
 

ตัวอยmางงานวิจัยท่ีใช̀แบคทีเรียกรดแลคติกยับย้ังการเจริญของรา 

จากงานวิจัยของ Chung และคณะ (1989) รายงานเกี ่ยวกับกลไกการยับยั ้งราของรอยเทอริน 

(reuterin; 3-HPA) โดย L. reuteri สามารถผลิตรอยเทอรินที ่มีฤทธิ ์ยับยั ้ง A. flavus และ Fusarium 

samfucienum ซึ่งรอยเทอรินเป)นสารประกอบประเภทอัลดีไฮดR มวลโมเลกุลต่ำ มีความคงตัวในสภาวะความ
เป)นกรดเบสในช=วงกว6าง สามารถละลายน้ำได6 มีหมู=อัลดีไฮดRที่มีความว=องไวในการทำปฏิกิริยาสูง จึงสามารถ
ทำปฏิกิริยากับสารประกอบต=าง ๆ ในสารละลายได6อย=างรวดเร็ว มีโครงสร6างหลายรูปแบบ ดังแสดงในรูปท่ี 
1.3 อาจจับตัวกันเป)นคู=กลายเป)นโครงสร6างที่อยู=ในรูป HPA dimer หรืออาจมีน้ำอยู=ในโมเลกุล ทำให6อยู=ใน 
HPA hydrate หรือเกิดการสูญเสียน้ำออกจากโมเลกุล ทำให6อยู=ในรูปอะโครลีน (acrolein) (สุจิตรา เตโช และ
คณะ, 2558) ส=วนใหญ= Lactobacillus reuteri สามารถผลิตรอยเทอรินในระหว=างกระบวนการหมักกลี       
เซอรอลภายใต6สภาวะไม=มีออกซิเจน โดยใช6เอนไซมRกลีเซอรอลดีไฮดราเทส (glycerol dehydratase) เพ่ือ
เปลี่ยนกลีเซอรอลให6เป)นรอยเทอริน (Talarico และคณะ, 1998) แบคทีเรียสกุล Lactobacillus สายพันธุRอ่ืน  
ได6แก= L. coryniformis, L. fermentum, L. plantarum และ L. collinoides สามารถผลิตรอยเทอรินได6
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เช=นกัน โดยความสามารถในการผลิตรอยเทอรินขึ้นอยู=กับการมียีนกลีเซอรอลดีไฮดราเทส (gld gene) ท่ี
ควบคุมการสร6างเอนไซมRกลีเซอรอลดีไฮดราเทส โดยรอยเทอรินมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียRหลายชนิด 
ได6แก= แบคทีเรีย ยีสตR รา และโปรตัวซัว เนื่องจากหมู=อัลดีไฮดRจะทำปฏิกิริยากับโปรตีน และสารประกอบที่มี
หมู=ไธออล (thiol group) และเอมีนปฐมภูมิ (primary amine) ทำให6โปรตีน และสารประกอบไม=สามารถ
ทำงานได6ปกติ (สุจิตรา เตโช และคณะ, 2558) อีกทั้งรอยเทอรินสามารถกดการทำงานของเอนไซมRไรโบนิวคลี
โอไทดR รีดักเทส ซึ่งเป)นเอนไซมRที่เกี่ยวข6องกับการสังเคราะหRดีเอ็นเอ ทำให6ยับยั้งการเจริญเติบโตของราสกุล 
Aspergillus และ Fusarium ได6 (Perczak และคณะ, 2018)  
 

 
 

รูปท่ี 1.3. โครงสร6างรอยเทอรินรูปแบบต=าง ๆ  (Schaefer และคณะ, 2010) 
 

งานวิจัยของ Magnussorn และคณะ (2001) รายงานว=า L. coryniformis subsp. coryniformis 

Si3 สามารถผลิตสารต6านราเป)นสารประเภทโปรตีนขนาดเล็ก (3 kDa) ทนความร6อนได6ดี และมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งราดีที่สุดในช=วงค=าความเป)นกรดเบสเท=ากับ 3 ถึง 6 และสามารถยับยั้งราได6หลายสายพันธุR เช=น   
A. fumigatus A. nidulans P. roqueforti และ M. hiemalis  

จากงานวิจัย Lavermicocca และคณะ (2003) ได6ศึกษากรดอินทรียR ได6แก= กรดฟJนิลแลคติก (PLA) 
และกรดไฮดรอกซีฟJนิลแลคติก (OH-PLA) ของน้ำเล ี ้ยงเช ื ้อที ่ปราศเซลลRของ L. plantarum พบว=า 
สารประกอบทั้งสองมีฤทธ์ิยับยั้งรา โดย PLA มีประสิทธิภาพสูงสุด และความเข6มข6นของ PLA น6อยกว=า 7.5 
มิลลิกรัมต=อมิลลิลิตรนั้นเพียงพอที่จะยับยั้งการเจริญเติบโตของราทั้ง 14 สายพันธุRได6 90 เปอรRเซ็นตR และ
พบว=า มีการทำงานร=วมกันระหว=างกรดแลคติค และกรด PLA ทำให6เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของรา 
เพ่ิมข้ึนประมาณ 30 เปอรRเซ็นตRของการยับย้ังด6วยกรด PLA 

งานวิจัยของ Ammor และคณะ (2006) รายงานว=า ความเป)นกรด เป)นปÉจจัยหลักที่เกี่ยวข6องกับ
ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งรา ซึ่งการหลั่งสารเหล=านี้จะทำให6ค=าความเป)นกรดเบส
ลดลง ทำให6สภาพแวดล6อมไม=เหมาะสม จึงควบคุมปริมาณจุลินทรียRที่ก=อโรคในผลิตภัณฑRอาหารและจุลินทรียR
ท6องถ่ินในลำไส6ของมนุษยRได6  
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จากงานวิจัยของ Dalié และคณะ (2010) รายงานเกี่ยวกับกลไกการยับยั้งราของไฮโดรเจนเปอรR

ออกไซดR ส=วนใหญ=จะผลิตเมื่อมีออกซิเจน และเนื่องจากไม=สามารถสร6างเอนไซมRคะตะเลสได6 จึงมีการสะสม
ของไฮโดรเจนเปอรRออกไซดR ทำให6เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่บริเวณเยื่อหุ6มเซลลRที่มีส=วนประกอบของไขมัน 
(lipid membrane) และท่ีโปรตีนในเซลลRรา ทำให6เกิดการยับย้ังราได6 

จากงานวิจัยของ Djossou และคณะ (2011) ได6ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกในไซเลจกาแฟ พบว=า 
Lactobacillus plantarum สามารถผลิตกรดอินทรียR เพื่อยับยั้งการเจริญของรา A. carbonarius ท่ี
ปนเปÖÜอนในเมล็ดกาแฟโรบัสตาได6 

จากงานวิจัยของ Cortés-Zavaleta และคณะ (2014) ศึกษาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศเซลลRของแบคทีเรีย
กรดแลคติกสายพันธุ Rต=าง ๆ ในการยับยั ้งราที ่ทำให6อาหารเน=าเสีย พบว=า น้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศเซลลRของ            
L. acidophilus ATCC-4495 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั ้งรา P. expansum (33.74 เปอรRเซ็นตR) 
Botrytis cinerea (66.82 เปอรRเซ็นตR) และ Colletotrichum gloeosporioides (41.57 เปอรRเซ็นตR) ส=วน    
L. casei 21/1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับย้ังรา A. flavus (35.36 เปอรRเซ็นตR) 

จากงานวิจัยของ De Melo Pereira และคณะ (2016) ได6ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกในเมล็ดกาแฟท่ี
อยู =ในขั ้นตอนการหมัก ได6แก= Lactobacillus sp., Lactobacillus brevis, L. plantarum และ 
Lactobacillus paracasei สามารถยับยั้งการเจริญของรา Aspergillus westerdijkiae ได6 และสามารถ
ยับย้ังได6มากข้ึนเม่ืออยู=ร=วมกับยีสตR 

จากงานวิจัยของ Perczak และคณะ (2018) ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียแลคติกยับยั้งการ
เจริญเติบโตของรา โดยแบคทีเรียแลคติกกลุ=ม heterofermentation สามารถผลิตกรดอะซีติกและกรดโพรพิ
โอนิก (ไม=สามารถแยกจากกันได6ด6วยค=าความเป)นกรดเบส) นอกจากน้ี ยังสามารถดูดซึมกรดอะมิโนที่อยู=บน
เยื่อหุ6มเซลลRราได6อีกด6วย กรดโพรพิโอนิกที่มีความเป)นกรดเบสต่ำ ช=วยเพิ่มความสามารถในการต6านราที่ความ
เข6มข6นเกลือได6หลากหลาย  

 
กลไกท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกใช6ลดปริมาณสารพิษจากรา อาจเกิดจากกลไกการดูดซับสารพิษจากรา 

โดยอาศัยส=วนประกอบของช้ันผนังเซลลR ซ่ึงกระบวนการน้ีเป)นกระบวนการท่ีผันกลับได6 และการผลิตสารยับย้ัง
รา เช=น กรดอินทรียR จะทำให6สภาวะภายในเซลลRราไม=เหมาะสม โดยกรดอินทรียRสามารถแพร=ผ=านเยื่อหุ6มเซลลR
เข6าไปในเซลลRรา ทำให6ค=าความต=างศักยRของโปรตอนในเซลลRมีสภาวะเป)นกลางมากขึ้น เมื่อผ=านเข6าไปในเซลลR
แล6ว จะทำให6ค=าความเป)นกรดเบสภายในเซลลRต่ำลง จึงยับย้ังการทำงานของกระบวนการเมแทบอลิซึมในเซลลR
ราได6 โดยประสิทธิภาพในการดูดซับจะขึ้นอยู=กับปÉจจัยต=าง ๆ เช=น ชนิดสารพิษจากรา ปริมาณสารพิษที่สะสม 
สายพันธุRของแบคทีเรียกรดแลคติก ชนิดและปริมาณกรดอินทรียR และสภาวะแวดล6อม (Dalié และคณะ, 
2010; Taheur และคณะ, 2019)  

 
 



  18 

 
ตัวอยmางงานวิจัยท่ีใช̀แบคทีเรียกรดแลคติกลดปริมาณสารพิษจากรา 

จากงานวิจัยของ Zinedine และคณะ (2005) ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัด
แยกได6จากแปüงเปรี้ยวในการลดปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกสกุล Lactobacillus 
สามารถจับกับอะฟลาทอกซินบี 1 ได6ดีกว=า Pediococcus และ Leuconostoc โดย L. rhamnosus Lb50 มี
ประสิทธิภาพดีสุดในการลดปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 เท=ากับ 45 เปอรRเซ็นตR 

จากงานวิจัยของ Fuchs และคณะ (2008) รายงานความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกแต=ละสาย
พันธุRในการยับยั้งสารพิษจากรา โดย L. acidophilus สามารถยับยั้งได6ดีสุด (97 เปอรRเซ็นตR) รองลงมาคือ 
Bifidobacterium longum (58 เปอรRเซ็นตR) L. plantarum (44 เปอรRเซ็นตR) L. lactis (34 เปอรRเซ็นตR)      
L. casei (31 เปอรRเซ็นตR) และ L. bulgaricus (29 เปอรRเซ็นตR) ตามลำดับ 

จากงานวิจัยของ Gomah และคณะ (2014) พบว=า L. paracasei subsp. paracasei สามารถลด
ปริมาณการผลิตสารพิษจากรา Fusarium ได6แก= ดีออกซีนิวาลีนอล (56.8 เปอรRเซ็นตR) ซีราลีโนน (73.0 
เปอรRเซ็นตR) และฟูโมนิซินบี (76.5 เปอรRเซ็นตR) แต=ไม=สามารถยับย้ังการเจริญของราได6 

จากงานวิจัยของ Da Silva และคณะ (2015) พบว=า ยีสตRสายพันธุR Saccharomyces cerevisiae 
และแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถลดความเป)นพิษของสารพิษจากราในอาหาร โดยการดูดซึมบนผนังเซลลR
ของรา โดยยีสตRสายพันธุR S. cerevisiae มีความสำคัญในการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลRและเชื้อเพลิงชีวภาพ 
ส=วนแบคทีเรียกรดแลคติกมีความสำคัญในอุตสาหกรรมอาหาร ช=วยปüองกันการปนเปÖÜอนจุลินทรียRที ่เป)น
อันตราย  

งานวิจัยของ Taheur และคณะ (2019) รายงานว=า กลไกท่ีใช6ลดปริมาณสารพิษจากรา  เกิดจากกลไก
การดูดซึมของแบคทีเรียกรดแลคติก ด6วยสารเมแทบอไลตRที ่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก เช=น กรด
อินทรียR การผลิตสารเหล=านี้จะทำให6เกิดสภาวะภายในเซลลRราไม=เหมาะสม โดยกรดเหล=านี้สามารถแพร=ผ=าน
เย่ือหุ6มเซลลRเข6าไปในเซลลRรา ทำให6เกิดการหยุดชะงักของเย่ือหุ6มเซลลR กลไกภายในเซลลRราจึงหยุดการทำงาน 
 

จากงานวิจัยของกาญจนาภรณR สุดเสงี่ยม (2019) ได6คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอย=างกาแฟ
หลังการเก็บเกี่ยวและประเมินผลการเป)นปฏิปÉกษRของแบคทีเรียกรดแลคติกต=อราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ 
พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท MW2A ท่ีแยกได6จากน้ำหมักเมล็ดกาแฟของสถานีวิจัยโครงการหลวงแม=
หลอด และไอโซเลท PF1B ที่แยกได6จากเมล็ดกาแฟหมักของศูนยRพัฒนาโครงการหลวงปZาเมี่ยง ให6ผลการ
ยับยั้งการเจริญของราที่ผลิตโอคราทอกซินได6ดี เมื่อเทียบกับแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลทอื่น ๆ อย=างไรก็
ตามงานวิจัยดังกล=าวยังไม=ทราบผลการเป)นปฏิปÉกษRของแบคทีเรียกรดแลคติกต=อราที่ผลิตอะฟลาทอกซินและ
กลไกของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRท่ีแน=ชัดในการยับย้ังรา  

 
ดังนั้น โครงการนี้มีจุดประสงคRเพื่อศึกษาความสามารถและกลไกของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษR 

ไอโซเลท MW2A และ PF1B ต=อการเจริญและการผลิตสารพิษจากราของ A. flavus และ A. carbonarius 
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บทที่ 2 

อุปกรณ3 เคมีภัณฑ3 และวิธีดำเนินงานวิจัย 

 
อุปกรณ3ท่ีใช̀ในการทดลอง 

 

1. กรวยกรอง ขนาดเส6นผ=านศูนยR 50 มิลลิเมตร บริษัท Pyrex, Germany 
2. กระจกปsดสไลดR ขนาด 22 x 28 มิลลิเมตร บริษัท Manzel-Glaser, Germany 
3. กระดาษกรองเบอรR 1 ขนาด 110 มิลลิเมตร บริษัท Whatman, USA 
4. กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1, 10 และ 20 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, USA 
5. กล6องจุลทรรศนRใช6แสงแบบธรรมดา ย่ีห6อ Olympus บริษัท อีฟอรRแอล อินเตอรRเนช่ันแนล จำกัด, Japan 
6. ขวดรูปชมพู= ขนาด 250 และ 1,000 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 
7. ขวดใส=สารละลาย ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท Duran, Germany 
8. เคร่ืองช่ัง รุ=น PG6002-5 และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
9. เคร่ืองดูดจ=ายสารละลาย (pipette aid) รุ=น YP17CAF0004076 บริษัท DLAB Scientific, China 
10. เคร่ืองน่ึงฆ=าเช้ือไอน้ำ รุ=น SS-325 และ ES-315 บริษัท Tomy Digital Biology, Japan 
11. เคร่ืองน่ึงฆ=าเช้ือไอน้ำ บริษัท Kakusan, Japan 
12. เคร่ืองปÉ≥นผสม (vortex mixer) รุ=น G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 
13. เคร่ืองเปล่ียนอากาศเป)นแกóสไนโตรเจน ย่ีห6อ Peak scientific, UK 
14. เคร่ืองวัดค=าการดูดกลืนแสง (UV-visible spectrophotometer) บริษัท Thermo Scientific Biomate 
3S, USA 
15. เคร่ืองวัดค=าความเป)นกรด-เบส (pH meter) รุ=น Seven Easy บริษัท Mettler Toledo, Thailand 
16. เคร่ืองหมุนเหว่ียง บริษัท Kubota Labolatory, Japan 
17. จานเพาะเล้ียงเช้ือแก6ว (petri dish) ขนาด 15 x 100 มิลลิเมตร บริษัท Pyrex, England 
18. ชุดกรองสุญญากาศ บริษัท Merck Millipore, USA 

- กรวยกรองแก6ว ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
- กระดาษกรอง ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร 
- ขวดรูปชมพู= ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
- คีบล็อกอะลูมิเนียม 
- เคร่ืองปÉ¥ม 
- จุกสุญญากาศ 
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19. ชุดโครมาโทกราฟJแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
 - คอลัมนR (column) C18 ขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครลิตร รุ=น Luna บริษัท 
Phenomenex, USA 
 - คอลัมนR (column) C18 ขนาด 150 x 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครลิตร รุ=น Luna บริษัท 
Phenomenex, USA 
 - เคร่ืองตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนตR (fluorescence detector) รุ=น Prostar บริษัท Varian, USA 
 - เคร่ืองปÉ¥ม autosample รุ=น Prostar บริษัท Varian, USA 
20. ตู6เข่ียเช้ือ รุ=น Mark II ย่ีห6อ Clean บริษัท Lab Service, Thailand 
21. ตู6เข่ียเช้ือ รุ=น V6-T ขนาด 2 x 4 ฟุต บริษัท Lab Micro, Thailand 
22. ตู6บ=มเช้ืออุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 
23. ตู6บ=มเช้ืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert, Thailand 
24. ตู6เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 
25. ตู6แช=จุดเยือกแข็งต่ำ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 
26. ตู6อบแห6ง บริษัท Contherm Scientific Limited, New Zealand 
27. ถุงมือไนไตรลR ย่ีห6อ SemperGuard รุ=น 0537 บริษัท Siamsempermed, Thailand 
28. ถุงมือยาง ย่ีห6อ ศรีตรังโกลฟ∂, Thailand 
29. ท่ีวางหลอดทดลอง (test tube rack) 
30. บีกเกอรR ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 
31. ปsเปตตRแก6ว ขนาด 1 มิลลิลิตร ย่ีห6อ Qualicolor, Germany 
32. แผ=นพาราฟsลRม บริษัท Menasha, Thailand 
33. พาสเจอรRปsเปตตRแก6ว ขนาด 150 มิลลิลิตร ย่ีห6อ Volac, UK 
34. ไมโครปsเปตตR ขนาด 20, 200, 1000 และ 5000 มิลลิลิตร บริษัท Eppendrof, Germany  
35. ไมโครปsเปตตRทิป (Micropipette tip) ขนาด 200 และ 1000 มิลลิลิตร ย่ีห6อ Hycon บริษัท Biomed, 
Thailand 
36. สไลดR ขนาด 25.6 x 76.2 มิลลิเมตร ย่ีห6อ Sali Brand, China 
37. หลอดเซนตริฟsวกR ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ย่ีห6อ Hycon บริษัท Biomed, Thailand 
38. หลอดทดลองขนาด 10 x 100 และ 22 x 200 มิลลิเมตร บริษัท Pyrex, Germany 
39. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13 x 100 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 
40. หัวกรองสำเร็จรูป ชนิด Polyethersulfon (PES) ขนาดเส6นผ=านศูนยRกลาง 25 มิลลิเมตร ขนาดรูพรุน 0.2 
ไมโครเมตร ย่ีห6อ Whatman, USA 
41. หัวกรองสำเร็จรูป ชนิด Polyetrafluoroethylene (PTFE) ขนาดเส6นผ=านศูนยRกลาง 13 มิลลิเมตร ขนาด
รูพรุน 0.22 ไมโครเมตร บริษัท Lubitech Technologies, China 
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42. อ=างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ=น WB14 บริษัท Memmert, Germany 
43. อ=างอัลตราโซนิก (ultrasonic bath) รุ=น SONOREX RX 100 บริษัท Bandelin Electronic, Germany 
44. ฮีมาไซโตมิเตอรR (hemocytometer) ย่ีห6อ Boeco, Germany 
 
เคมีภัณฑ3 

1. กรดฟอรRมิก (CH2O2) บริษัท Merck, Germany 
2. กรดอะซีติก (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
3. โซเดียมคลอไรดR (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
4. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4•2H2O) บริษัท Ajax Finechem, Australia 
5. ผงวุ6น บริษัท Difco Laboratories, USA 
6. โพแทสเซียมคลอไรดR (KCl) บริษัท Merck, Germany 
7. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
8. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
9. สารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 บริษัท Sigma-Aldich, USA 
10. สารละลายมาตรฐานโอคราทอกซินเอ บริษัท Sigma-Aldich, USA 
11. อะซีโทไนไตรลR (CH3CN) ย่ีห6อ RCI Labscan บริษัท V.S.CHEM HOUSE, Thailand 
12. de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar บริษัท Difco Laboratories, USA 
13. Peptone บริษัท HiMedia Laboratories, India 
14. Potato Dextrose Agar บริษัท Difco Laboratories, USA 
15. Potato Dextrose Broth บริษัท Difco Laboratories, USA 

16. Tween 80 บริษัท Merck, Germany 
 

จุลินทรีย3ท่ีใช̀ทดสอบ 

1. Aspergillus carbonarius TK4.2 
2. Aspergillus flavus M3T8R403 
3. แบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลท MW2A (LAB-MW2A) 
4. แบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลท PF1B (LAB-PF1B) 
 จุลินทรียRที่ใช6ทั้งหมดในงานวิจัยถูกเก็บรักษาที่คลังจุลินทรียR ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรR 
จุฬาลงกรณRมหาวิทยาลัย 
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วิธีดำเนินงานวิจัย 

 

2.1 การติดตามการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

นำแบคทีเรียกรดแลคติก LAB-MW2A และ LAB-PF1B มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง de Man, 
Rogosa and Sharpe (MRS) (ภาคผนวก ก) บ=มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อให6ได6
โคโลนีเดี่ยว จากนั้น นำโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ=มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดยวัดค=าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก 
20 นาทีใน 4 ชั่วโมงแรก หลังจากนั้นวัดทุก 1 ชั่วโมง จนครบ 24 ชั่วโมง แล6วนำไปสร6างกราฟสังเกตการเจริญ
ของเช้ือ เพ่ือใช6แบคทีเรียกรดแลคติกในช=วง mid-log phase เป)นหัวเช้ือสำหรับการทดลองข้ันต=อไป 

 
2.2 การเตรียมเช้ือจุลินทรีย3 

 

2.2.1 การเตรียมเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอย 
 

นำแบคทีเรียกรดแลคติก LAB-MW2A และ LAB-PF1B มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS บ=มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อให6ได6โคโลนีเดี่ยว จากนั้น นำโคโลนีเดี่ยวที่แยกได6มา
เตรียมเป)น working culture ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป)นเวลา 24 ชั่วโมง ต=อมา ถ=ายหัว
เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีได6ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 5 เปอรRเซ็นตR บ=มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป)นเวลา 4 ชั่วโมง 30 นาที และ 6 ชั่วโมง เพื่อให6เซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกเจริญอยู=ในช=วง mid log phase 
จากนั้น นำเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกถ=ายลงหลอดไมโครเซนทริฟsวจRขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล6วปÉ≥นเหวี่ยงท่ี 
5,000 รอบต=อนาที เป)นเวลา 10 นาที ล6างตะกอนเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกด6วย phosphate buffered 
saline (PBS) (ภาคผนวก ข) ผสมให6เข6ากันและปÉ≥นเหวี่ยงที่ 5,000 รอบต=อนาที เป)นเวลา 10 นาที จำนวน 2 
คร้ัง แล6วละลายตะกอนเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกด6วย PBS  

 
2.2.2 การเตรียมสปอรRราแขวนลอย 
 

นำ A. flavus M3T8R403 และ A. carbonarius TK4.2 มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato 
dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก) นำไปบ=มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน จากนั้น ขูด
สปอรRราโดยใช6 physiological water (ภาคผนวก ข) นับจำนวนสปอรRราที่ได6ด6วยฮีมาไซโตมิเตอรR ปรับ
ปริมาณความเข6มข6นสปอรRให6ได6ประมาณ 1x106  สปอรRต=อมิลลิลิตร  
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2.2.3 การเตรียมน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแบบผง 
 

นำแบคทีเรียกรดแลคติก LAB-MW2A และ LAB-PF1B มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS บ=มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้น นำเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกมาปÉ≥นเหวี่ยงที่ 8,500 
รอบต=อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 20 นาที นำไปกรองผ=านหัวกรองสำเร็จรูปที่มีขนาดรูพรุน 
0.22 ไมโครเมตร แล6วเก็บน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกโดยทำให6เป)นผงผ=านการทำแห6ง
แบบเยือกแข็ง (freeze-drying) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
2.3 ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปlกษ3ในการยับย้ังการเจริญและการผลิตสารพิษจาก

ราของ A.  flavus M3T8R403 และ A. carbonarius TK4.2  
 

ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลทในการยับยั้งการเจริญและการผลิต
สารพิษจากราของ A.  flavus และ A. carbonarius ด6วยวิธี Dual culture ซึ ่งดัดแปลงจากวิธีของ 
Pantelides และคณะ (2015) โดยใช6ห=วงเขี่ยเชื้อขีดเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอยจากข6อ 2.2.1 ให6
เป)นเส6นตรงลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS แล6วหยดสปอรRราแขวนลอยจากข6อ 2.2.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ให6ห=างจากรอยขีดเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก 2.5 เซนติเมตร (ภาพท่ี 2.1 ก) รอให6แห6งสนิท แล6วบ=มท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน โดยใช6อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีขีด MRS ท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรด
แลคติกเป)นเส6นตรงและหยดสปอรRราแขวนลอย ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เป)นชุดควบคุม จากนั้น วัดขนาดเส6น
ผ=านศูนยRกลางโคโลนีรา (ภาพท่ี 2.1 ข) ณ วันท่ี 7 ของการบ=ม ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล6วคำนวณเปอรRเซ็นตRการ
ยับย้ังการเจริญของรา จากน้ันสกัดและวิเคราะหRปริมาณอะฟลาทอกซินและโอคราทอกซินเอตามวิธีในข6อ 2.5 

 

เปอรRเซ็นตRการยับย้ัง = เส6นผ=านศูนยRกลางโคโลนีราของชุดควบคุม!เส6นผ=านศูนยRกลางโคโลนีราของชุดทดสอบ

เส6นผ=านศูนยRกลางโคโลนีราของชุดควบคุม
 X 100 

 

 



  24 

 

 
 

 

ภาพท่ี 2.1 (ก) ลักษณะการเล้ียงเช้ือด6วยวิธี Dual culture technique (ข) วิธีการวัดขนาดเส6นผ=านศูนยRกลาง
โคโลนีรา หลังจากบ=มครบ 7 วัน 
 

2.4 ศึกษากลไกของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของ A.  flavus M3T8R403 และ       

A. carbonarius TK4.2  
 

2.4.1 ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งการเจริญของรา ด6วยวิธี Agar spot assay 
ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Hassan และคณะ (2008) 
 

การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งการเจริญของรา ทำได6โดยแบ=งชุด
ทดสอบเป)น 3 รูปแบบ คือ เซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอย น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรด
แลคติก (cell-free supernatant; CFS) และน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6
ความร6อน (heated cell-free supernatant) (ตารางที่ 2.1)  โดยใช6เซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอย
จากข6อ 2.2.1 ส=วนน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก และน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลR
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน เตรียมโดยบ=มแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลว MRS ให6อยู=
ในช=วง mid-log phase จากนั้นนำมากรอง เพื่อแยกเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกออก ได6เป)นน้ำเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก แล6วแบ=งส=วนหนึ่งไปให6ความร6อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป)น
เวลา 15 นาที  ได6เป)นน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน 

สำหรับการทดสอบความสามารถในการยับยั้งรา ทำได6โดยหยดเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอย
น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก หรือน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี
ผ=านการให6ความร6อน ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS จำนวน 2 หยด บ=มท่ีอุณหภูมิ 30 

(ก) (ข) 
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องศาเซลเซียส เป)นเวลา 48 ชั่วโมง แล6วนำมาเททับผิวหน6าด6วยอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (0.8% agar) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ที่มีสปอรRราแขวนลอยจากข6อ 2.2.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วางทิ้งไว6ให6แข็ง นำไปบ=มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล6ววัดขนาดเส6นผ=านศูนยRกลางบริเวณที่เกิด
การยับยั้งการเจริญของรา โดยใช6อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PBS และ MRS เป)นชุดควบคุมสำหรับเซลลRแบคทีเรีย
กรดแลคติกแขวนลอยและน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
ตารางท่ี 2.1 ชุดทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการยับย้ังการเจริญของ A. flavus 
และ A. carbonarius บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

ชุดทดสอบ แบคทีเรียกรดแลคติก 
ชุดควบคุม 1 ใช6 PBS แทนเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอย 
ชุดควบคุม 2 ใช6อาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS แทนน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก 

1  LAB-MW2A (เซลลRแขวนลอย) 
2 LAB-PF1B (เซลลRแขวนลอย) 
3 LAB-MW2A (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลR) 
4 LAB-PF1B (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลR) 
5 LAB-MW2A (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRท่ีผ=านการให6ความร6อน) 
6 LAB-PF1B (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRท่ีผ=านการให6ความร6อน) 

 
2.4.2 ทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งการเจริญของ 
A. flavus M3T8R403 และ A. carbonarius TK4.2 ด6วยวิธี Agar diffusion 
 

การทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งการ
เจริญของรา ทำได6โดยแบ=งเชุดทดสอบเป)น 2 รูปแบบ คือ น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก 
(cell-free supernatant; CFS) และน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน
(heated cell-free supernatant) (ตารางที่ 2.2) โดยเตรียมน้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรด     
แลคติก และน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน เช=นเดียวกับข6อ 2.4.1 

สำหรับการทดสอบความสามารถในการยับยั้งรา ทำได6โดยหยดน้ำเลี้ยงเชื้อท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรีย
กรดแลคติก หรือน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ท่ีกระจายสปอรRราแขวนลอยจากข6อ 2.2.2 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ไว6แล6ว จากน้ัน บ=มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล6ววัดขนาด
เส6นผ=านศูนยRกลางบริเวณท่ีเกิดการยับย้ังการเจริญของรา โดยใช6อาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS เป)นชุดควบคุม 
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ตารางท่ี 2.2 ชุดทดสอบประสิทธิภาพของน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการ
ยับย้ังการเจริญของ A. flavus และ A. carbonarius บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

ชุดทดสอบ แบคทีเรียกรดแลคติก 
ชุดควบคุม  ใช6อาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS แทนน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก 

1 LAB-MW2A (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลR) 
2 LAB-PF1B (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลR) 
3 LAB-MW2A (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRท่ีผ=านการให6ความร6อน) 
4 LAB-PF1B (น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRท่ีผ=านการให6ความร6อน) 

 
2.4.3 หาค=าความเข6มข6นต่ำสุดของน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยับย้ังการเจริญ
ของรา (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) และค=าความเข6มข6นต่ำสุดของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจาก
เซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถฆ=าราได6 (Minimum Fungicidal Concentration: MFC) 
 

นำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแต=ละชนิดในภาวะที่ให6ผลการยับยั้งการเจริญ
ของราดีที่สุดจากข6อ 2.4.1 และ 2.4.2 เพื่อหาค=า MIC และ MFC โดยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB 180 
ไมโครลิตร ลงในจานหลุม 96 หลุม (96 well plate) แล6วเติมน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรด    
แลคติกแบบผงจากข6อ 2.2.3 ท่ีละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอรRความเข6มข6น 50 มิลลิโมลารR ลงในหลุมแรก เจือจาง
ความเข6มข6นจากหลุมแรกจนได6ค=าความเข6มข6นที ่แตกต=างกัน แล6วเติมสปอรRราแขวนลอยจากข6อ 2.2.2 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในแต=ละหลุมที่มีน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกที่ความเข6มข6น
ต=าง ๆ บ=มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน สังเกตการเจริญของราจากความขุ=นของแต=ละหลุม ทำ
การทดลอง 3 ซ้ำ เพื่อหาค=า MIC และนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกจากค=าความ
เข6มข6นที่ไม=พบการเจริญของราในหลุม ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มากระจายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ=มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ เพ่ือหาค=า MFC  
 
2.5 การสกัดและวิเคราะห3ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 และโอคราทอกซินเอ 
 

ช่ังน้ำหนักขวดสกัดพร6อมฝา จากน้ันเจาะวุ6นอาหารท่ีมีโคโลนีของรา หลังบ=มเป)นเวลา 7 วัน จำนวน 6 
ชิ้น (ภาพที่ 2.2) ใส=ในขวดสกัด แล6วนำไปชั่งน้ำหนักอีกครั้ง แล6วเติมเมทานอล ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เพ่ือ
สกัดอะฟลาทอกซินบี 1 หรือเติมเมทานอลผสมกรดฟอรRมิก ในอัตราส=วน 25:1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เพ่ือ
สกัดโอคราทอกซินเอ ใส=ในอ=างอัลตราโซนิก เป)นเวลา 15 นาที นำไปกรองด6วยกระดาษกรองเบอรR 1 แล6ว
ระเหยแห6งด6วยแกóสไนโตรเจนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากน้ัน เติมเฟสเคลื่อนท่ีสำหรับอะฟลาทอกซินบี 
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1 (อะซีโทไนไตรลR : น้ำปลอดประจุ : เมทานอล เท=ากับ 20:60:20) หรือเฟสเคลื่อนท่ีสำหรับโอคราทอกซินเอ 
(อะซีโทไนไตรลR : น้ำปลอดประจุ : กรดอะซีติก เท=ากับ 49.5:49.5:1) แล6วกรองผ=านหัวกรองสำเร็จรูปท่ีมีขนาด
รูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แล6วนำส=วนของเหลวไปส=งวิเคราะหRหาปริมาณสารพิษด6วยเครื่องโครมาโตกราฟJแบบ
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ที่ศูนยRเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรRและเทคโนโลยี อาคารสถาบัน 2 จุฬาลงกรณR
มหาวิทยาลัย สำหรับอะฟลาทอกซินบี 1 วิเคราะหRผ=านคอลัมนR C18 (150 x 4.60 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) 
โดยใช6เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนตR excitation wavelength (λexc) เท=ากับ 365 นาโนเมตร และ 
emission wavelength (λem) เท=ากับ 435 นาโนเมตร ควบคุมให6มีอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี เท=ากับ 1 
มิลลิลิตรต=อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ retention time (RT) เท=ากับ 7 นาที สำหรับโอคราทอก
ซินเอ วิเคราะหRผ=านคอลัมนR C18 (250 x 4.60 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) โดยใช6เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรส
เซนตR excitation wavelength (λexc) เท=ากับ 333 นาโนเมตร และ emission wavelength (λem) 
เท=ากับ 477 นาโนเมตร ควบคุมให6มีอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ เท=ากับ 1 มิลลิลิตรต=อนาที ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส และ retention time (RT) เท=ากับ 10 นาที 

 

          
 

ภาพท่ี 2.2 วิธีการเจาะวุ6นบริเวณโคโลนีราเพ่ือนำมาวิเคราะหRปริมาณสารพิษจากรา 
 
 
 
 
 
 



  28 

 
บทที่ 3 

ผลการทดลอง 
 

3.1 การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 

3.1.1 การติดตามการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB-MW2A 
 
 ผลการติดตามการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB-MW2A โดยวัดค=าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เป)นเวลา 24 ชั่วโมง พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกมีช=วงการเจริญในระยะเอกซR
โพเนนเชียลท่ี 1-8 ช่ัวโมง และมีระยะ mid log phase ท่ี 4 ช่ัวโมง 30 นาที ดังแสดงในภาพท่ี 3.1 
 

 
ภาพที่ 3.1 กราฟการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB-MW2A ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
MRS และบ=มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดค=าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร  
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3.1.2 การติดตามการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB-PF1B 
 
 ผลการติดตามการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB-PF1B โดยวัดค=าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เป)นเวลา 24 ชั่วโมง พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกมีช=วงการเจริญในระยะเอกซR
โพเนนเชียลท่ี 1-11 ช่ัวโมง และมีระยะ mid log phase ท่ี 6 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพท่ี 3.2 
 

 
ภาพที่ 3.2 กราฟการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB-PF1B ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
MRS และบ=มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 24 ชั่วโมง โดยวัดค=าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร  
 

3.2 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปlกษ3ในการยับยั้งการเจริญและการผลิต

สารพิษจากราของ A.  flavus M3T8R403 และ A. carbonarius TK4.2 ด̀วยวิธี Dual culture 

 

3.2.1 การยับย้ังการเจริญของรา A.  flavus 
 
 จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRแต=ละไอโซเลทในการยับยั้งการ
เจริญของรา A.  flavus ด6วยวิธี Dual culture พบว=า ในชุดทดสอบที่เลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกร=วมกับรา ไม=
พบการเจริญของเส6นใยราท่ีบริเวณใกล6กับรอยเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก (ภาพท่ี 3.3) นอกจากน้ีสปอรRรา
มีสีจางลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (ภาพท่ี 3.3) เมื่อพิจารณาค=าเปอรRเซ็นตRการยับยั้งการเจริญจากตารางที่ 3.1 
พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท PF1B ให6ค=าเปอรRเซ็นตRการยับยั้งการเจริญของราสูงสุด เท=ากับ 24.93 
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เปอรRเซ็นตR ส=วนไอโซเลท MW2A ให6ค=าเปอรRเซ็นตRการยับยั้งการเจริญของรา เท=ากับ 24.11 เปอรRเซ็นตR โดย
แบคทีเรียกรดแลคติกท้ังสองไอโซเลทมีความสามารถในการยับย้ังราไม=แตกต=างกัน 
 

 
ภาพท่ี 3.3 การเจริญของรา A.  flavus เม่ือเล้ียงร=วมกับแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRด6วยวิธี Dual culture 
บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุม (ข) LAB-MW2A ท่ี
เล้ียงร=วมกับรา A.  flavus และ (ค) LAB-PF1B ท่ีเล้ียงร=วมกับ A.  flavus 
 

ตารางท่ี 3.1 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการยับย้ังการเจริญของรา A.  flavus ด6วยวิธี 
Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน 
 

การทดลอง ขนาดของโคโลนีรา (เซนติเมตร)* การยับย้ังการเจริญ (เปอรRเซ็นตR)* 
ชุดควบคุม 8.0 ± 0.17 - 

LAB-MW2A 6.07 ± 0.21 24.11 ± 3.84 
LAB-PF1B 6.00 ± 0.43 24.93 ± 6.23 

*ค=าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ำ 
 

3.2.2 การยับย้ังการเจริญของรา A. carbonarius 

จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRแต=ละไอโซเลทในการยับยั้งการ
เจริญของรา A. carbonarius ด6วยวิธี Dual culture พบว=า ในชุดทดสอบท่ีเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกร=วมกับ
รา ขนาดโคโลนีราลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และไม=พบการเจริญของเส6นใยราที่บริเวณใกล6กับรอยเจริญ
ของแบคทีเรียกรดแลคติก (ภาพที่ 3.4) นอกจากนี้สปอรRรามีสีจางลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (ภาพที่ 3.4) เม่ือ
พิจารณาค=าเปอรRเซ็นตRการยับยั้งการเจริญจากตารางที่ 3.2 พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท MW2A 
ยับย้ังการเจริญได6ดีกว=า PF1B โดยมีค=าเปอรRเซ็นตRการยับย้ังการเจริญของรา เท=ากับ 21.37 เปอรRเซ็นตR  
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ภาพท่ี 3.4 การเจริญของรา A. carbonarius เม่ือเล้ียงร=วมกับแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRด6วยวิธี Dual 
culture บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน (ก) ชุดควบคุม           
(ข) LAB-MW2A ท่ีเล้ียงร=วมกับรา A. carbonarius และ (ค) LAB-PF1B ท่ีเล้ียงร=วมกับ A. carbonarius 
 
ตารางท่ี 3.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการยับย้ังการเจริญของรา A. carbonarius 

ด6วยวิธี Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน 
 

การทดลอง ขนาดของโคโลนีรา (เซนติเมตร)* การยับย้ังการเจริญ (เปอรRเซ็นตR)* 
ชุดควบคุม 6.63 ± 0.15 - 

LAB-MW2A 5.22 ± 0.58 21.37 ± 8.57 
LAB-PF1B 5.40 ± 0.40 18.56 ± 6.59 

*ค=าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ำ 
 

3.2.3 การยับย้ังการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A.  flavus 
 
 จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRแต=ละไอโซเลทในการยับยั้งการ
ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A.  flavus พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลท ไม=มีประสิทธิภาพใน
การลดปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 โดย A.  flavus ที่เลี้ยงร=วมกับแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตอะฟลาทอกซินบี 
1 ได6เพ่ิมมากข้ึน เม่ือเทียบกับชุดควบคุม ดังแสดงในตารางท่ี 3.3 
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ตารางท่ี 3.3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการยับย้ังการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของ  
A.  flavus บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน 
 

การทดลอง การผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 
(นาโนกรัมต=อกรัม)* 

การลดลงของอะฟลาทอกซินบี 1 
(เปอรRเซ็นตR)* 

ชุดควบคุม 27.34 ± 4.77 - 
LAB-MW2A 82.52 ± 21.17 -208.58 ± 110.72 
LAB-PF1B 135.75 ± 45.21 -381.42 ± 117.87 

*ค=าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ำ 
 
3.2.4 การยับย้ังการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius 
 

จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRแต=ละไอโซเลทในการยับยั้งการ
ผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลทสามารถลดการผลิต
โอคราทอกซินเอได6 โดยแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท MW2A มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณโอคราทอก
ซินเอ ได6ดีกว=าไอโซเลท PF1B เล็กน6อย โดยให6เปอรRเซ็นตRการลดลงของโอคราทอกซินเอมากที่สุด เท=ากับ 
84.32 เปอรRเซ็นตR ดังแสดงในตารางท่ี 3.4 
 
ตารางท่ี 3.4 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการยับย้ังการผลิตโอคราทอกซินเอของ      
A. carbonarius บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 7 วัน 
 

การทดลอง การผลิตโอคราทอกซินเอ 
(นาโนกรัมต=อกรัม)* 

การลดลงของโอคราทอกซินเอ 
(เปอรRเซ็นตR)* 

ชุดควบคุม 378.50 ± 76.27 - 
LAB-MW2A 57.72 ± 21.93 84.32 ± 6.31 
LAB-PF1B 70.49 ± 23.27 80.59 ± 7.12 

*ค=าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ำ 
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บทที่ 4 

สรุปและวิจารณ3ผลการทดลอง 

 
เนื่องจากงานวิจัยฉบับน้ีเป)นการศึกษาต=อจากงานวิจัยของกาญจนาภรณR สุดเสงี่ยม (2019) ซึ่งได6คัด

แยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอย=างกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวและประเมินผลการเป)นปฏิปÉกษRของแบคทีเรีย
กรดแลคติกต=อราที่ผลิตโอคราทอกซินเอ ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRที่ได6จากการคัดแยกมี 2 ไอโซเลท 
คือ ไอโซเลท MW2A และ PF1B ที่แยกได6จากน้ำหมักเมล็ดกาแฟของสถานีวิจัยโครงการหลวงแม=หลอดและ
เมล็ดกาแฟหมักของศูนยRพัฒนาโครงการหลวงปZาเมี่ยง อย=างไรก็ตาม งานวิจัยดังกล=าวยังไม=ทราบผลการเป)น
ปฏิปÉกษRของแบคทีเรียกรดแลคติกต=อราที่ผลิตอะฟลาทอกซินและกลไกของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRที่แน=
ชัดในการยับยั้งรา ดังนั้น งานวิจัยฉบับนี้จึงมีวัตถุประสงคRเพื่อศึกษาความสามารถและกลไกของแบคทีเรียกรด
แลคติกปฏิปÉกษRไอโซเลท MW2A และ PF1B ต=อการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา Aspergillus flavus 
และ Aspergillus carbonarius 

 
4.1 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปlกษ3ในการยับยั้งการเจริญและการผลิต

สารพิษของรา A.  flavus M3T8R403 และ A. carbonarius TK4.2 ด̀วยวิธี Dual culture 

 
 จากการศึกษาผลของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRต=อการยับยั้งการเจริญและสารพิษจากราของ    
A. flavus และ A. carbonarius ด6วยวิธี Dual culture พบว=า การใช6แบคทีเรียกรดแลคติกทั ้งไอโซเลท 
MW2A และ PF1B สามารถยับยั ้งการเจริญของรา A. flavus และ A. carbonarius ได6เล็กน6อยและมี
เปอรRเซ็นตRการยับยั้งการเจริญของราใกล6เคียงกัน โดยเปอรRเซ็นตRการยับยั้งการเจริญของราอยู=ในช=วงตั้งแต= 
18.56 ถึง 24.93 เปอรRเซ็นตR ส=วนความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRในการลดปริมาณการผลิต
สารพิษจากรา พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกทั ้งไอโซเลท MW2A และ PF1B ไม=สามารถลดปริมาณการ
ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได6 แต=แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งไอโซเลท MW2A และ PF1B สามารถลดการผลิตโอ
คราทอกซินเอได6สูงใกล6เคียงกัน โดยเปอรRเซ็นตRการลดลงของปริมาณโอคราทอกซินเออยู=ในช=วงตั้งแต= 80.59 
ถึง 84.32 เปอรRเซ็นตR  

อย=างไรก็ตามผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งไอโซเลท MW2A และ PF1B 
ในการลดปริมาณโอคราทอกซินเอ เป)นส่ิงสำคัญ เน่ืองจากโอคราทอกซินเอเป)นสารพิษจากราท่ีมักพบปนเปÖÜอน
ในเมล็ดกาแฟ งานวิจัยของ Benites และคณะ (2017) รายงานการปนเปÖÜอนของโอคราทอกซินเอในเมล็ด
กาแฟคั่วและเมล็ดกาแฟคั่วบดในประเทศโปรตุเกส โดยมีปริมาณโอคราทอกซิเอเฉลี ่ย 1.84 และ 1.45 
มิลลิกรัมต=อกิโลกรัม ตามลำดับ งานวิจัยของ Barcelo และคณะ (2018) รายงานการปนเปÖÜอนของโอคราทอก
ซินเอในกาแฟหลังการเก็บเกี่ยวในประเทศฟsลิปปsนสR จากการศึกษาพบว=า ผลกาแฟสายพันธุRโรบัสต6าที่อยู=
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ระหว=างขั้นตอนการตากแห6งมีปริมาณโอคราทอกซินเอ สูงถึง 120.2 มิลลิกรัมต=อกิโลกรัม ส=วนผลกาแฟสาย
พันธุRอาราบิก6าท่ีอยู=ระหว=างข้ันตอนการเก็บรักษามีปริมาณโอคราทอกซินเอเฉล่ีย 46.7 มิลลิกรัมต=อกิโลกรัม  

แบคทีเรียกรดแลคติกนิยมใช6เป)นตัวควบคุมทางชีวภาพ เพ่ือควบคุมการเจริญและการผลิตสารพิษจาก
รา เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติก จัดเป)นแบคทีเรียที่มีประโยชนRต=อร=างกาย (probiotics) เมื่อร=างกายได6รับ
ในปริมาณที่เหมาะสมจะเป)นประโยชนRต=อสุขภาพ จึงนำมาใช6ประโยชนRในการถนอมอาหารทำให6เพิ่มคุณค=า
ทางอาหารสูงขึ้น อีกทั้งมีงานวิจัยจำนวนมาก รายงานเกี่ยวกับความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติก ในการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตและการผลิตสารพิษจากรา ได6แก= งานวิจัยของ Tropcheva และคณะ (2014) รายงาน
ว=า L. brevis ที่แยกได6จากอาหารพื้นเมืองของบัลแกเรีย ชื่อ “katak” สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ       
P. claviforme A. awamori และ A. niger ได6อย=างสมบูรณR แต=สามารถยับย้ัง A. flavus และ Trichoderma 

viride ได6เล็กน6อย งานวิจัยของ Gomah และคณะ (2014) รายงานว=า L. paracasei subsp. paracasei 

สามารถลดปริมาณการผลิตสารพิษจากราสกุล Fusarium ได6แก= ดีออกซีนิวาลีนอล ซีราลีโนน และฟูโมนิซินบี 
โดยมีเปอรRเซ็นตRการยับยั้งเท=ากับ 56.8 เปอรRเซ็นตR 73.0 เปอรRเซ็นตR และ 76.5 เปอรRเซ็นตR ตามลำดับ แต=ไม=
ยับยั้งการเจริญของรา และพบว=า L. rhamnosus สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากราได6อย=าง
สมบูรณR งานวิจัยของ Luz และคณะ (2018) รายงานว=า ในการจำลองถังหมักให6อยู =ในสภาวะคล6ายกับ
กระบวนการย=อยอาหาร พบว=า L. johnsonii มีประสิทธิภาพดีสุด โดยสามารถลดปริมาณโอคราทอกซินเอ ได6
ถึง 97.4 เปอรRเซ็นตR จากงานวิจัยของ Taheur และคณะ (2019) รายงานว=า แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถ
ยับยั้งการเจริญของ A. flavus อยู=ในช=วงตั้งแต= 0 ถึง 51.67 เปอรRเซ็นตR และ A. carbonarius อยู=ในช=วงตั้งแต= 
0 ถึง 45.56 เปอรRเซ็นตR แต=ไม=มีสายพันธุRใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของราอย=างสมบูรณR โดย L. kefiri FR7 มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญของ A. flavus (51.67 เปอรRเซ็นตR) และ A. carbonarius (45.56 
เปอรRเซ็นตR) อีกทั้งแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 4 สายพันธุR สามารถยับยั้งการผลิตสารพิษโอคราทอกซินเออยู=
ในช=วงต้ังแต= 27.41 ถึง 75.26 เปอรRเซ็นตR 

แบคทีเรียกรดแลคติกมีหลายกลไกในการยับยั้งการเจริญและการผลิตสารพิษจากรา ได6แก= การแย=ง
สารอาหาร การผลิตสารเมแทบอไลตR เช=น กรดอินทรียR ไฮโดรเจนเปอรRออกไซดR สารประกอบฟJโนลิก และกรด
ไขมัน เป)นต6น งานวิจัยของ Karunaratne และคณะ (1990) รายงานเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงค=าความเป)น
กรดเบสและการแย=งชิงสารอาหารในการเจริญ รวมถึงการผลิตสารเมแทบอไลตRของ L. acidophilus,            

L. bulgaricus และ L. plantarum สามารถย ับย ั ้ งการเจร ิญและสารพ ิษจากรา A. flavus subsp. 
parasiticus NRRL 2999 ได6 งานวิจัยของ Ruggirello และคณะ (2019) รายงานว=า L. fermentum และ     
L. plantarum สามารถยับยั ้งรา A. flavus, P. citrinum, P. griseufulvum, A. niger และ A. fumigatus 
และสามารถผลิตกรดอินทรียRในการยับยั้งราอีกด6วย งานวิจัยของ Cortés-Zavaleta และคณะ (2014) ศึกษา
การผลิตกรดฟJนิลแลคติก ซึ่งมีคุณสมบัติยับยั้งรา โดยผลิตจากแบคทีเรียกรดแบคติกหลายสายพันธุR พบว=า มี
การยับยั้งการเจริญเติบโตของราที่ทดสอบอยู=ในช=วงตั้งแต= 3 ถึง 67 เปอรRเซ็นตR และพบผลการยับยั้งที่มีการ
เสริมฤทธิ์กันระหว=างกรดฟJนิลแลคติก และกรดอินทรียRชนิดอื่น จากงานวิจัยของ Taheur และคณะ (2019) 
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รายงานว=า กลไกท่ีใช6ในการยับยั้งการเจริญของราเกิดจากการเจริญเติบโตแบบแข=งขันกันระหว=างแบคทีเรีย
กรดแลคติกกับราทั้งในเรื่องของสารอาหารและพื้นท่ี และกลไกที่ใช6ลดปริมาณสารพิษจากราเกิดจากกลไกการ
ดูดซับของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยอาศัยส=วนประกอบของชั้นผนังเซลลR และการผลิตสารยับยั้งรา เช=น กรด
อินทรียR จะทำให6สภาวะภายในเซลลRราไม=เหมาะสม โดยกรดอินทรียRสามารถแพร=ผ=านเยื่อหุ6มเซลลRเข6าไปใน
เซลลRรา ทำให6ค=าความต=างศักยRของโปรตอนในเซลลRมีสภาวะเป)นกลางมากข้ึน เม่ือผ=านเข6าไปในเซลลRแล6วจะทำ
ให6ค=าความเป)นกรดเบสภายในเซลลRต่ำลง จึงยับยั้งการทำงานของกระบวนการเมแทบอลิซึมในเซลลRราได6 โดย
ประสิทธิภาพในการดูดซับจะขึ้นอยู=กับปÉจจัยต=าง ๆ เช=น ชนิดสารพิษจากรา ปริมาณสารพิษที่สะสม สายพันธุR
ของแบคทีเรียกรดแลคติก ชนิดและปริมาณกรดอินทรียR และสภาวะแวดล6อม (Dalié และคณะ, 2010; 
Taheur และคณะ, 2019) งานวิจัยของ Lahtinen และคณะ (2004) รายงานว=า อะฟลาทอกซิน บี 1 สามารถ
จับกับเพปทิโดไกลแคน ซึ่งเป)นส=วนประกอบผนังเซลลRของ L. rhamnosus GG ได6 งานวิจัยของ Haskard 
และคณะ (2001) ทดสอบความคงทนในภาวะสิ่งแวดล6อมต=าง ๆ ผ=านการนึ่งด6วยความดันสูง การสั่นสะเทือน
ด6วยคลื่นอัลตราโซนิค อุณหภูมิ และค=าความเป)นกรดเบส พบว=า สภาวะเหล=านั้นไม=ส=งผลต=อการจับกันระหว=าง
อะฟลาทอกซินบี 1 และผนังเซลลRของแบคทีเรียกรดแลคติก L. rhamnosus GG นอกจากนี้ กรดไขมันเป)นเม
แทบอไลตRอีกชนิดหนึ่งที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก มีสมบัติในการยับยั้งราได6 งานวิจัยของ Sjogren และ
คณะ (2003) รายงานว=า L. plantarum MiLAB 14 สามารถผลิตกรดไขมันไฮดรอกซีได6 ซึ่งสารดังกล=าวมี
ความสามารถต6านราได6เม่ือมีความเข6มข6นอยู=ในช=วง 10 ถึง 100 ไมโครกรัมต=อมิลลิลิตร  

 
ผลการทดลองท่ีคาดวmาจะได̀รับ 

 
4.2 ศึกษากลไกของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ังการเจริญของรา  

 

 เนื่องจากผลการทดลองข6อ 3.2.3 พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งไอโซเลท MW2A และ PF1B ไม=มี
ประสิทธิภาพในการลดปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ดังนั้น ในขั้นตอนการทดลองที่ 2.4 จะทดสอบการเจริญ
เฉพาะรา A. carbonarius 

 

4.2.1 ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งการเจริญของรา A. carbonarius 
TK4.2 ด6วยวิธี Agar spot assay  

จากผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปÉกษRแต=ละสายพันธุRในการยับยั้งการ
เจริญของรา ด6วยวิธี Agar spot assay ตามชุดการทดลองในตารางที่ 2.1 จึงคาดกาณRผลการทดลองว=า 
ตำแหน=งเหนือจุดหยดแบคทีเรียกรดแลคติกจะเกิดบริเวณยับยั้งการเจริญของรา (clear zone) และแบคทีเรีย
กรดแลคติกสามารถยับยั้งการเจริญของรา A. carbonarius ได6 แต=การเปรียบเทียบความสามารถของเซลลR
กรดแลคติกแขวนลอย น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก และน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลR
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แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน คาดว=า ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของรา อาจแตกต=าง
กัน เนื่องจากปÉจจัยต=าง ๆ ได6แก= สายพันธุRแบคทีเรียกรดแลคติก สารประกอบเมแทบอไลตRทั้งชนิดและปริมาณ
ที่แบคทีเรียกรดแลคติกผลิตได6 อีกทั้งยังขึ้นกับสิ่งแวดล6อมที่ใช6ในการทดลอง เช=น อุณหภูมิ สารอาหารที่อยู=ใน
อาหารเล้ียงเช้ือ แสง และความช้ืน  

หากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอยยับยั้งการเจริญของราได6ดีกว=า แสดงว=า กลไกการยับยั้งการ
เจริญของรา อาจเกิดจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตสารเมแทบอไลตRและหลั่งออกมานอกเซลลR ทำให6สาร
เมแทบอไลตRเกิดการแพร=ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราเจริญอยู= จึงยับยั้งการเจริญของราได6 ขณะท่ีน้ำเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับย้ังการเจริญของราได6ด6วย จึงยืนยันได6ว=า เกิดจากสารเมแทบอ
ไลตR เช=น กรดอินทรียR ท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกระหว=างการเจริญและหลั่งออกมานอกเซลลRอยู=ในน้ำ
เลี้ยงเชื้อ อย=างไรก็ตาม หากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอยเท=านั้นที่ยับยั้งการเจริญของราได6 แสดงว=า 
เซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตสารเมแทบอไลตRที่มีฤทธิ์ยับยั้งรา ซึ่งสารเมแทบอไลตRชนิดนี้จะผลิตขึ้นเม่ือ
ได6รับการกระตุ6นจากราเท=านั้น แต=ในสภาวะการเจริญปกติของแบคทีเรียกรดแลคติกจะไม=ผลิตเมแทบอไลทR
ชนิดน้ี จากงานวิจัยของ Taheur และคณะ (2019) รายงานว=า เซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอยมี
ประสิทธิภาพในการยับยั ้งราได6ดีกว=าน้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศจากเซลลRของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยเซลลR
แบคทีเรียกรดแลคติก L. kefiri FR7 มีประสิทธิภาพดีสุดในการยับยั้งรา A. flavus และ A. carbonarius แต=
น้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศจากเซลลRของแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถยับยั ้งการเจริญของรา A. flavus และ          

A. carbonarius ได6ลดลง เมื่อเทียบกับเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกแขวนลอย อย=างไรก็ตาม น้ำเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากเซลลR (ปรับค=า pH เป)นกลาง) ของแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุR ไม=สามารถยับยั้งการเจริญของ
ราได6 อีกทั้งเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกมีประสิทธิภาพดีสุดในการยับยั้งการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 บี 2 และ
โอคราทอกซินเอ งานวิจัยของ Cortés-Zavaleta และคณะ (2014) รายงานว=า น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลR
ของ L. casei 21/1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญของ A. flavus งานวิจัยของ Guimarães และ
คณะ (2018) รายงานว=า L. plantarum สามารถผลิตกรดอินทรียRในการยับย้ังรา ได6แก= กรดแลคติค กรดฟJนิล
แลคติก (PLA) กรดไฮดรอกซีฟJนิลแลคติก (OH-PLA) และกรดแลคติกอินโดล (ILA) ซึ่งความเป)นกรดมีอิทธิพล
ต=อความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRในการยับยั้งรา ดังนั้น ผู6วิจัยจึงทำการทดลองข6อ 2.4.2 เพ่ือ
ยืนยันอีกคร้ังว=า น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกยับย้ังราได6 
 
4.2.2 ผลการทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก ในการยับยั้งการ
เจริญของรา A. carbonarius TK4.2 ด6วยวิธี Agar diffusion 

จากผลการทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ัง
การเจริญของรา ด6วยวิธี Agar spot assay ตามชุดการทดลองในตารางที่ 2.2 จึงคาดกาณRผลการทดลองว=า  
น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งการเจริญของรา A. carbonarius ได6 โดย
สังเกตเห็นบริเวณยับยั้งรอบหลุมที่เติมน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก และยืนยันได6ว=า เกิด
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จากสารเมแทบอไลทRที่อยู=ในน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก ถึงแม6ว=าวิธี Agar spot assay 
และ Agar diffusion ใช6ปริมาณน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกไม=เท=ากัน แต=ทดลองด6วยวิธี
ที่แตกต=างกัน อาจทำให6ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราได6แตกต=างกัน และทั้งสองวิธีให6ผลการ
ทดลองไปในทิศทางเดียวกัน  

หากน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ=านการให6ความร6อน มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งราไม=แตกต=างจากน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติก แสดงว=า สารเมแทบอไลตRที่อยู=
ภายในน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกทนต=อความร6อนและความดันไอ ทำให6ไม=เกิดการ
สูญเสียประสิทธิภาพในการยับยั้งรา จากงานวิจัยของ Guimarães และคณะ (2018) รายงานว=า น้ำเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากเซลลRของ L. plantarum UM55 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. flavus ได6เล็กน6อย แต=ลดการ
ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได6ค=อนข6างดี และเมื่อนำไปทำให6เกิดการสูญเสียสภาพด6วยวิธีให6ความร6อน ปรับค=า
ความเป)นกรดเบสให6เป)นกลาง และย=อยด6วยเอนไซมRโปรตีเอส พบว=า น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลลRท่ีผ=านการให6
ความร6อน และย=อยด6วยเอนไซมRโปรติเอส สามารถการยับยั้งการเจริญของ A. flavus และลดการผลิตอะฟลา
ทอกซินบี 1 ไม=แตกต=างจากน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลR แต=น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRที่ปรับค=าความเป)น
กรดเบสให6เป)นกลาง ไม=สามารถยับยั้งการเจริญของราและลดการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ลดลง งานวิจัยของ 
Gerez และคณะ (2009) รายงานว=า น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRของแบคทีเรียกรดแลกติกที่นำไปให6ความ
ร 6อนหร ือย =อยด6วยเอนไซมRโปรติเอส สามารถยับย ั ้งการเจร ิญและการผลิตอะฟลาทอกซินจากรา                      
F. graminearum, Penicillium sp. และ A. niger ได6 แต=น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRท่ีปรับค=าความเป)น
กรดเบส เท=ากับ 6 ไม=สามารถยับย้ังการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินได6  
 
4.3.3 ผลของค=าความเข6มข6นต่ำสุดของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของรา (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) และค=าความเข6มข6นต่ำสุดของน้ำเลี้ยงเชื้อท่ี
ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถฆ=าราได6 (Minimum Fungicidal Concentration: MFC) 

ในขั้นตอนการหาค=า MIC และ MFC จะนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกที่ให6ผล
การยับยั้งการเจริญของราดีที่สุดจากข6อ 3.3.1 และ 3.3.2 มาใช6ในการวิเคราะหR รวมถึงยังไม=ทราบสายพันธุR
ของแบคทีเรียกรดแลคติกแต=ละไอโซเลทที่ใช6ในงานวิจัยนี้ ดังนั้น ผู6วิจัยจึงไม=สามารถคาดการณRผลการทดลอง
นี้ได6 หากค=า MIC กับ MFC น6อย หมายถึง น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRแบคทีเรียกรดแลคติกมีประสิทธิภาพ
สูงในการยับยั้งการเจริญและฆ=ารา ตามลำดับ อย=างไรก็ตามค=า MIC จะต6องมีแนวโน6มในทิศทางเดียวกันกับ 
MFC จากงานวิจัยของ Taheur และคณะ (2019) รายงานว=า น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลRของ L. kefiri FR7 
เพียง 10 เปอรRเซ็นตRสามารถยับยั้งการเจริญของรา A. flavus ได6 และ 30 เปอรRเซ็นตR สามารถยับยั้งการเจริญ
ของรา A. carbonarius ได6 ส=วนค=า MFC ของแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุR ในการยับยั้งรา A. flavus 
และ A. carbonarius อยู=ในช=วงตั้งแต= 40-100 เปอรRเซ็นตR งานวิจัย Lavermicocca และคณะ (2003) ศึกษา
ผลของกรดอินทรียR PLA และ OH-PLA ของน้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศจากเซลลRของ L. plantarum พบว=า 
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สารประกอบทั้งสองมีฤทธ์ิยับยั้งรา โดย PLA มีประสิทธิภาพสูงสุด และความเข6มข6นของ PLA น6อยกว=า 7.5 
มิลลิกรัมต=อมิลลิลิตร นั้นเพียงพอที่จะยับยั้งการเจริญของราทั้ง 14 สายพันธุRได6สูงถึง 90 เปอรRเซ็นตR (MIC90) 
และพบการออกฤทธ์ิร=วมกันระหว=างกรดแลคติค และกรด PLA ทำให6เกิดการยับยั้งการเจริญของรา เพิ่มข้ึน
ประมาณ 30 เปอรRเซ็นตRของการยับย้ังด6วย PLA  

 
 จากผลการศึกษาทั้งหมดแสดงให6เห็นว=า แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท MW2A และ PF1B ที่แยกได6
จากน้ำหมักเมล็ดกาแฟของสถานีวิจัยโครงการหลวงแม=หลอดและเมล็ดกาแฟหมักของศูนยRพัฒนาโครงการ
หลวงปZาเมี่ยง สามารถยับยั้งการเจริญของ A. flavus และ A. carbonarius ได6เล็กน6อย เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม สำหรับการยับยั้งการผลิตสารพิษจากรา พบว=า แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท MW2A และ PF1B มี
ประสิทธิภาพสูงในการลดการผลิตโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius อย=างไรก็ตาม แบคทีเรียกรดแลคติก
ทั้งสองไอโซเลทไม=สามารถลดการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได6 โดยงานวิจัยฉบับนี้แสดงให6เห็นถึงประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งรา ซึ่งเป)นข6อดีท่ีมีคุณประโยชนRเพื่อเป)นแนวทางประยุกตRใช6แบคทีเรีย
กรดแลคติกทั้งสองสายพันธุRในการควบคุมทางชีวภาพของกระบวนการผลิตกาแฟ เพื่อควบคุมการเจริญและ
การผลิตสารพิษจากราของ A. carbonarius อย=างไรก็ตาม งานวิจัยในภายภาคหน6าควรทำการศึกษากลไก
ของแบคทีเร ียกรดแลคติกทั ้งสองไอโซเลทในการยับยั ้งการเจร ิญและการผลิตสารพิษจากราของ                    
A. carbonarius รวมถึงการส=งวิเคราะหRลำดับนิวคลีไอไทดRเพื่อระบุสายพันธุRของแบคทีเรียกรดแลคติก เพ่ือ
นำไปใช6ประโยชนRต=อการศึกษาเพิ่มเติมในด6านข6อมูลศักยภาพการยับยั้งราของแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีสาย
พันธุRใกล6เคียงกับไอโซเลทของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีใช6ในงานวิจัยฉบับน้ี 
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ภาคผนวก 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 



ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MRS ท่ีมีแคลเซียมคาร;บอเนต (de Man, Rogosa and Sharpe) 

 อาหารสำเร็จรูป MRS 22 กรัม 

 แคลเซียมคาร;บอเนต 2 กรัม 

 ผงวุWน 6 กรัม 

 ละลายสZวนผสมท้ัง 3 ชนิด ในน้ำกล่ันปริมาตร 400 มิลลิลิตร แลWวนำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 

ปอนด;ตZอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปgนเวลา 20 นาที 

 

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

 อาหารสำเร็จรูป MRS 5.5 กรัม 

ละลายอาหารสำเร็จรูปในน้ำกล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลWวนำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 ปอนด;

ตZอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปgนเวลา 20 นาที 

 
3. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

 อาหารสำเร็จรูป PDA 39 กรัม 

ละลายอาหารสำเร็จรูปในน้ำกล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลWวนำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 

ปอนด;ตZอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปgนเวลา 15 นาที 

 

4. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) ท่ีมีผงวุWน 0.8% 

 อาหารสำเร็จรูป PDB 4.8 กรัม 

 ผงวุWน 0.16 กรัม 

ละลายสZวนผสมท้ัง 2 ชนิด ในน้ำกล่ันปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลWวนำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 

ปอนด;ตZอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปgนเวลา 15 นาที 

 

 
 
 

 
 
 

 



ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ@ที่ใชDในการทดลอง 
 

1. สารละลายท่ีใชWเตรียมสปอร;ราแขวนลอย (physiological water) 

 โซเดียมคลอไรด;  0.85      กรัม 

 Tween 80 1      มิลลิลิตร 

ละลายโซเดียมคลอไรด;ในน้ำกล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลWวผสมกับ Tween 80 ใหWเขWากัน แลWว

นำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 ปอนด;ตZอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปgนเวลา 15 นาที 

 

2. สารละลายเปปโทน (peptone water) 

 เปปโทน 0.45 กรัม 

ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 450 มิลลิลิตร แลWวนำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 ปอนด;ตZอตารางน้ิว ท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปgนเวลา 15 นาที 

 

3. สารละลายน้ำเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร; (phosphate buffered saline; PBS, pH 7.2) 

 โซเดียมคลอไรด;  3.24 กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด; 0.08 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.08 กรัม 

 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.3 กรัม 

ละลายสZวนผสมท้ัง 4 ชนิด ในน้ำกล่ันปริมาตร 400 มิลลิลิตร แลWวปรับคZาความเปgนกรดเบสใหWเทZากับ 

7.2 ดWวย conc. HCl หรือ NaOH จากน้ันนำไปฆZาเช้ือดWวยความดันไอ 15 ปอนด;ตZอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เปgนเวลา 15 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐานสารพิษจากรา 

 
1. กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 
 

 
 
 
2. กราฟมาตรฐานโอคราทอกซินเอ 
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ภาคผนวก ง 

 
ตารางท่ี ง.1 ขนาดเสWนผZานศูนย;กลางของโคโลนี A.  flavus M3T8R403 ท่ีเล้ียงรZวมกับแบคทีเรียกรดแลคติก 

ดWวยวิธี Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ ณ วันท่ี 7 ของการบZม 

 

แบคทีเรีย
กรดแลคติก 

ขนาดเสDนผIานศูนย@กลางของโคโลนี A.  flavus (เซนติเมตร) 
ซ้ำ 1* ซ้ำ 2* ซ้ำ 3* 

ซ้ำ 1.1 ซ้ำ 1.2 ซ้ำ 2.1 ซ้ำ 2.2 ซ้ำ 3.1 ซ้ำ 3.2 

control 7.9 7.9 7.8 8 8.2 8.2 

LAB-MW2A 6.3 6.3 6.0 6.1 5.8 5.9 

LAB-PF1B 6.1 6.5 6.0 6.0 5.2 6.2 

*ทำการทดลองตZางวันกันในแตZละซ้ำของการทดสอบ 

 
ตารางท่ี ง.2 ขนาดเสWนผZานศูนย;กลางของโคโลนี A. carbonarius TK4.2 ท่ีเล้ียงรZวมกับแบคทีเรียกรดแลคติก 

ดWวยวิธี Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ ณ วันท่ี 7 ของการบZม 

 
แบคทีเรีย

กรดแลคติก 
ขนาดเสDนผIานศูนย@กลางของโคโลนี A. carbonarius  (เซนติเมตร) 

ซ้ำ 1* ซ้ำ 2* ซ้ำ 3* 

ซ้ำ 1.1 ซ้ำ 1.2 ซ้ำ 2.1 ซ้ำ 2.2 ซ้ำ 3.1 ซ้ำ 3.2 

control 6.5 6.7 6.9 6.5 6.6 6.6 

LAB-MW2A 5.9 5.3 5.5 5.4 4.2 5.0 

LAB-PF1B 5.7 5.1 5.0 5.0 5.8 5.8 

*ทำการทดลองตZางวันกันในแตZละซ้ำของการทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก จ 

 
ตารางที่ จ.1 ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ของ A.  flavus M3T8R403 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปåกษ;ในการยับยั้งการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ณ วันที่ 7 ของการ

บZม 

 
แบคทีเรีย

กรดแลคติก 
การผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 (นาโนกรัมตIอกรัม) 

ซ้ำ 1* ซ้ำ 2* ซ้ำ 3* 

ซ้ำ 1.1 ซ้ำ 1.2 ซ้ำ 2.1 ซ้ำ 2.2 ซ้ำ 3.1 ซ้ำ 3.2 

control 28.97 34.01 27.35 29.41 20.08 24.24 

LAB-MW2A 46.88 74.79 103.51 88.14 78.70 103.10 

LAB-PF1B 113.45 150.73 188.64 183.61 84.35 93.73 

*ทำการทดลองตZางวันกันในแตZละซ้ำของการทดสอบ 

 
ตารางที่ จ.2 ปริมาณโอคราทอกซินเอของ A. carbonarius TK4.2 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียกรดแลคติกปฏิปåกษ;ในการยับย้ังการผลิตโอคราทอกซินเอบนอาหารเล้ียงเช้ือ ณ วันท่ี 7 ของการบZม 

 
แบคทีเรีย

กรดแลคติก 
การผลิตโอคราทอกซินเอ (นาโนกรัมตIอกรัม) 

ซ้ำ 1* ซ้ำ 2* ซ้ำ 3* 

ซ้ำ 1.1 ซ้ำ 1.2 ซ้ำ 2.1 ซ้ำ 2.2 ซ้ำ 3.1 ซ้ำ 3.2 

control 386.04 407.97 437.45 466.05 277.42 296.04 

LAB-MW2A 93.79 59.71 57.22 35.50 65.66 34.45 

LAB-PF1B 74.05 112.79 43.46 58.13 66.15 68.36 

*ทำการทดลองตZางวันกันในแตZละซ้ำของการทดสอบ 
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