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บทคัดย่อ 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัยเพ่ือศึกษาความสามารถของ Saccharomyces cerevisiae 
4 สายพันธุ์ คือ TISTR 5013, TISTR 5049, TISTR 5059 และ TISTR 5343 ในการดูดซับ 
aflatoxin B1 (AFB1) และ ochratoxin A (OTA) โดยเริ่มด้วยการทดสอบประสิทธิภาพการลด
ปริมาณสารพิษใน phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) ด้วยการนําเซลล์ยีสต์ที่ตายแล้วจาก
การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงผสมกับ PBS (pH 7.4) ที่มี AFB1 และ OTA อย่างละ 100 ppb ผล
จากการศึกษาพบว่า สายพันธุ์ TISTR 5013 และ TISTR 5049 ลด AFB1 ใน PBS ลง 50.19% และ 
49.40% ตามลําดับ ซึ่งดีกว่าการทดสอบด้วยสายพันธุ์ TISTR 5059 และ TISTR 5343 อย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สอดคล้องกับการดูดซับ OTA เซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 และ 
TISTR 5049 สามารถลด OTA ใน PBS (pH 7.4) ลงได้มากกว่า 70% ซึ่งให้ผลดีกว่าการทดสอบด้วย
อีกสองสายพันธุ์ โดยปริมาณ ß-glucan ที่ตรวจพบไม่สัมพันธ์กับประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษใน 
PBS และเม่ือนําเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 และ TISTR 5049 มาทดสอบใน PBS (pH 7.4) 
ที่มีเฉพาะ AFB1 เพียงชนิดเดียวพบว่าสัดส่วนของสารพิษลดลงได้มากกว่า PBS ที่มีทั้ง AFB1 และ 
OTA จากนั้นคัดเลือกเฉพาะ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่สามารถดูดซับสารพิษได้ดีที่สุดมาทดสอบ
การดูดซับสารพิษภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารไก่พบว่าเซลล์ยีสต์ยังคงเข้าจับกับ AFB1 และ 
OTA ได้มากกว่า 40% โดยสารผสมที่มาจากสภาวะจําลองข้างต้นถูกนํามาทดสอบยืนยันความเป็น
พิษกับไรน้ําอาร์ทีเมีย พบว่ากลุ่มทดลองที่เติมเซลล์ยีสต์ลงในอาหารไก่เพ่ือดูดซับสารพิษจะมีสัดส่วน
อาร์ทีเมียที่แสดงอาการผิดปกติและการตายลดลงอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
 

ค าส าคัญ : ยีสต์ ออคราทอกซิน เอ  อะฟลาทอกซิน บี 1 อาหารสัตว์ อาร์ทีเมีย 
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ABSTRACT 
 

The objective of this research was to study the absorption ability of 4 
Saccharomyces cerevisiae strains (TISTR 5013, TISTR 5049, TISTR 5059, and TISTR 
5343) to reduce aflatoxin B1 (AFB1) and ochratoxin A (OTA). An experiment was done 
to test efficiency of autoclaved yeast cells in phosphate buffer saline (PBS, pH 
7.4),.which a mixture of AFB1 100 ppb and OTA 100 ppb was added. The results 
indicated that TISTR 5013 and TISTR 5049 reduced AFB1 50.19% and 49.40% 
respectively, which were higher than TISTR 5059 and TISTR 5343 (p<0.05). Similarly, 
S. cerevisiae TISTR 5013 and TISTR 5049 reduced OTA more than 70%, which were 
higher than other strains. Whereas proportion of ß-glucan was not correlated with 
toxin reduction rates. Toxin absorption of S. cerevisiae TISTR 5013 and TISTR 5049 in 
PBS (pH 7.4) that had only AFB1 tended to be higher than the combination of AFB1 
and OTA. In digestive model, autoclaved S. cerevisiae TISTR 5013 remained to 
absorb AFB1 and OTA more than 40%. The mixtures from digestive model were 
evaluated toxicity with Artemia. Filtrate from yeast-added feed caused significant 
lower deflective and death Artemia (p<0.05). 

 
Keywords : aflatoxin B1, ochratoxin A, Saccharomyces cerevisiae 
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ระดับปริญญาโท ตามสัญญาเลขที่ MSD56I0112 โดยความเห็นในรายงานผลการวิจัยเป็นของผู้รับ
ทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและบริษัท ศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร จํากัด ไม่จําเป็นต้อง
เห็นด้วยเสมอไป และขอขอบคุณทุนสนับสนุนการวิจัยจากกองทุนวิจัยมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
ภายใต้ “ทุนวิจัยทั่วไป” ตามสัญญาเลขที่ ทน 44/2557 ประจําปีงบประมาณ 2557  

ขอขอบคุณ ดร.มงคล เวสารัชเวศย์ คุณเทวา อุปธารปรีชา สพ.ญ.อรวรรณ ฟักขํา และ
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ฉบับนี้สําเร็จลงด้วยดี 
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3.5.1 อุปกรณ์และเครื่องมือในการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อ 43 

โดยใช้ไรน้ําเป็นสัตว์ทดลอง 
3.5.2 สารเคมีในการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อโดยใช้ไรน้ํา 44 

เป็นสัตว์ทดลอง 
3.5.3 การเพาะเลี้ยงไรอาร์ทีเมีย  44 
3.5.4 การเพาะเลี้ยงไรน้ํานางฟ้าไทย 45 
3.5.5 การทดสอบอุณหภูมิที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 45 
3.5.6 การทดสอบสารละลายที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 45 
3.5.7 การทดสอบความเป็นพิษของ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 46 

ที่มีต่ออาร์ทีเมีย 
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3.5.8 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 47 
และ ochratoxin A หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae โดยใช้ไรน้ํา 
เป็นสัตว์ทดลอง 

3.6 การทดสอบเปรียบเทียบปริมาณของ ß-glucan  48 
ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 
3.6.1 อุปกรณ์ในการสกัดและตรวจวัดปริมาณ ß-glucan 48 
3.6.2 สารเคมีในการสกัดและตรวจวัดปริมาณ ß-glucan 48 
3.6.3 การสกัด ß-glucan จากผนังเซลล์ยีสต์และตรวจวัด 48 

ปริมาณ ß-glucan 
 
บทที่ 4 ผลการวิจัยและอภิปรายผล 50 
  

4.1 การศึกษาสมบัติการเจริญเติบโตของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 50 
4.2 ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A  51 

ใน Phosphate buffer saline ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 
4.2.1 การทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ 51 

aflatoxin B1 และ ochratoxin A ใน phosphate buffer saline 

ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 

4.2.2 การทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ 57 

aflatoxin B1 ใน PBS ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ์  

TISTR 5013 และ TISTR 5049 

4.3 การเติมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อเพื่อเพ่ิม crude protein 58 
4.3.1 การทดสอบ Kjeldahl Nitrogen Analysis ของ cell suspension 58 

และตรวจวัดน้ําหนักแห้งของเซลล์ S. cerevisiae 

4.3.2 การเติมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อและทําการทดสอบ 59 

เปรียบเทียบ crude protein ที่เพ่ิมขึ้นในอาหารด้วย  

Kjeldahl nitrogen analysis 

4.4 ประสิทธิภาพ S. cerevisiae ในการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ 60 
ochratoxin A ในสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

(7) 



 
 
8 

4.4.1 Bioaccessibility ของ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 60 

ในสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

4.4.2 การดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 62 

ของ S. cerevisiae TISTR 5013 ในสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

4.5 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 65 
และ ochratoxin A หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae 
โดยใช้ไรน้ําเป็นสัตว์ทดลอง 
4.5.1 การทดสอบอุณหภูมิที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้ารอดชีวิตได้ 65 

4.5.2 การทดสอบสารละลายที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 68 

4.5.3 การทดสอบความเป็นพิษของ aflatoxin B1 และ ochratoxin A  70 

ที่มีต่ออาร์ทีเมีย  

4.5.4 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 75 

และ ochratoxin A หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae  

โดยใช้ไรน้ําเป็นสัตว์ทดลอง 

4.6 การทดสอบเปรียบเทียบปริมาณของ ß-glucan ของเชื้อ 78 
S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 

 

บทที่ 5 สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 79 
  

5.1 สรุปผลการศึกษา 79 
5.2 ข้อเสนอแนะ 81 

 

รายการอ้างอิง 82 
 

ภาคผนวก 105 
 

ภาคผนวก ก รูปภาพ 106 
ภาคผนวก ข ผลการทดลอง 115 
ภาคผนวก ค ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ 122 

 

ประวัติผู้เขียน 129 
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สารบัญตาราง 

 
ตารางที่ หน้า 
     2.1 สภาวะที่เหมาะกับการสร้างสารพิษของเชื้อรา 6 
     2.2 รายงานผลการสํารวจ ochratoxin A ที่ปนเปื้อนในอาหารและ 11 

วัตถุดิบอาหารสัตว์ 
     3.1 สรุปกลุ่มทดลองศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ 31 

 aflatoxin B1 และ ochratoxin A ใน PBS ของเซลล์ S. cerevisiae  

แต่ละสายพันธุ์ 

     3.2 สภาวะเครื่อง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ aflatoxin B1 และ 33 

ochratoxin A 

     3.3 กลุ่มทดลองศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ  34 

 aflatoxin B1 ใน PBS ของเซลล์ S. cerevisiae  

     3.4 กลุ่มทดลองการทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae 40 

 ดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในสภาวะจําลอง 

ทางเดินอาหาร 

     4.1 เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลง ใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ 54 

 S. cerevisiae ที่ตายแล้วที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

 นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     4.2 เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลงใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ 55 

 S. cerevisiae ที่ตายแล้ว ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

 นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

     4.3 เปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ 55 

 S. cerevisiae ที่ตายแล้ว ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

 นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA  

     4.4 เปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ 56 

 S. cerevisiae ทีต่ายแล้ว ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

 นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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     4.5 เปอร์เซนตก์ารลดลงของสารพิษ AFB1 ใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ 58 

 S. cerevisiae TISTR 5013 หรือ TISTR 5049 ที่อุณหภูมิ 40 ºC  

นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     4.6 น้ําหนักเซลล์ S. cerevisiae อบแห้งและ Total Kjeldahl nitrogen 59 

 ของ cell suspension 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

     4.7 crude protein (กรัมต่อ 100 กรัม) ของอาหารไก่เนื้อ จากการเติม 59 

 เซลล์ตายของ S. cerevisiae 

     4.8 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ AFB1 และ OTA ด้วยเทคนิค ELISA  61 

 ของสารละลายในกลุ่ม negative control และ positive control 

     4.9 เปอร์เซนตก์ารลดลงของสารพิษ AFB1 หลังจากนําไปผสมกับ 63 
 S. cerevisiae TISTR 5013 ในสภาวะทดสอบท่ีมีอาหารไก่เนื้อ 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหารจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 
     4.10 เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA หลังจากนําไปผสมกับ S. cerevisiae 63 

 TISTR 5013 ในสภาวะทดสอบที่มีอาหารไก่เนื้อและสภาวะจําลอง 

 ทางเดินอาหารและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     4.11 เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA และ AFB1 ในอาหารไก่เนื้อที่ผสมกับ 64 

 S. cerevisiae TISTR 5013 ภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

 และนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

     4.12 การทดสอบอุณหภูมิที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 67 

     4.13 การทดสอบสารละลายที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้ารอดชีวิตได้ 69 

     4.14 การทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 ที่มีต่ออาร์ทีเมีย 71 

     4.15 การทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 ปนเปื้อน 72 

ในอาหารไก่เนื้อที่มีต่ออาร์ทีเมีย 

     4.16 การทดสอบความเป็นพิษของ OTA ที่มีต่ออาร์ทีเมีย 73 

     4.17 การทดสอบความเป็นพิษของ OTA ปนเปื้อน 74 

ในอาหารไก่เนื้อที่มีต่ออาร์ทีเมีย 

     4.18 ค่า EC50 จากการติดตามการทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 และ OTA 74 
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     4.19 ผลการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อท่ีปนเปื้อน AFB1 และ OTA 77 

หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae โดยทดลองในสารละลาย PBS (pH7.4) 

     4.20 ผลการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อท่ีปนเปื้อน AFB1 และ 77 

OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae โดยทดลองในสภาวะ 

จําลองทางเดินอาหารไก่เนื้อ 

     4.21 ปริมาณ ß-glucan ของเซลล์ S. cerevisiae 78 

     ข1 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้น AFB1 ใน PBS (pH7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ 115 

S. cerevisae อบแห้งที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง (การทดลอง 3.2.5) 

     ข2 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้น OTA ใน PBS  (pH7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ 116 

 S. cerevisae อบแห้งที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง (การทดลอง 3.2.5) 

     ข3 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้น AFB1 ใน PBS  (pH7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ 117 

S. cerevisiae TISTR 5013 หรือ TISTR 5049 ที่อุณหภูมิ 40 ºC  

นาน 4 ชั่วโมง และนํามาวิเคราะห์ความเข้มข้นสารพิษใน PBS  

ด้วยเทคนิค ELISA (การทดลอง 3.2.6) 

     ข4 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ AFB1 ด้วยเทคนิค ELISA ในการทดสอบ 118 

ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่าน 

การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงโดยดําเนินการทดลองภายใต้สภาวะจําลอง 

ทางเดินอาหาร (การทดลอง 3.4.6)  

     ข5 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ OTA ด้วยเทคนิค ELISA ในการทดสอบ 119 

ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่าน 

การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงมาแล้วโดยดําเนินการทดลองภายใต้ 

สภาวะจําลองทางเดินอาหาร (การทดลอง 3.4.6) 

     ข6 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ AFB1 ด้วยเทคนิค HPLC ในการทดสอบ 120 

ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่าน 

การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงมาแล้วโดยดําเนินการทดลองภายใต้ 

สภาวะจําลองทางเดินอาหาร (การทดลอง 3.4.6) 
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     ข7 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ OTA ด้วยเทคนิค HPLC ในการทดสอบ 121 

ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013  

ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงมาแล้วโดยดําเนินการทดลอง 

ภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร (การทดลอง 3.4.6) 

     ค1 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 ใน 122 

PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC  

นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     ค2 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1  122 

ใน PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC  

นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

     ค3 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA  123 

ใน PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC  

นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     ค4 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA  123 

ใน PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC  

นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  

     ค5 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1ใน PBS (pH 7.4) 124 

หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae TISTR 5013 หรือ TISTR 5049 ที ่

อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     ค6 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ crude protein (กรัมต่อ 100 กรัม) ของอาหารไก่เนื้อ 124 

     ค7 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 หลังจาก 125 

นําไปผสมกับ S. cerevisiae TISTR 5013 ในสภาวะทดสอบที่มีอาหารไก่ 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหารจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

     ค8 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA หลังจาก 125 

นําไปผสมกับ S. cerevisiae TISTR 5013 ในสภาวะทดสอบที่มีอาหารไก่ 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหารและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA  

 

(12) 
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     ค9 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของ 126 

อาหารไกท่ี่ปนเปื้อน AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae  

ในสารละลาย PBS (pH 7.4) และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

ณ ชั่วโมงท่ี 3 ของการทดลอง 

     ค10 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของ 126 

อาหารไกท่ี่ปนเปื้อน AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae  

ในสารละลาย PBS (pH 7.4) และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

ณ ชั่วโมงท่ี 6 ของการทดลอง 

     ค11 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของ 127 

อาหารไกท่ีป่นเปื้อน AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae  

ในสารละลาย PBS (pH 7.4) และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

ณ ชั่วโมงท่ี 9 ของการทดลอง 

     ค12 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของ 127 

อาหารไกท่ี่ปนเปื้อน AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae  

ในสารละลาย PBS (pH 7.4) และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

ณ ชั่วโมงท่ี 12 ของการทดลอง 

     ค13 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติปริมาณ ß-glucan ของเซลล์ S. cerevisiae 128 

 

 
 
 
 
 
 
 

(13) 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
สารพิษจากเชื้อรา (Mycotoxins) เป็นผลผลิตทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่

ถูกสังเคราะหข์ึ้นมาช่วงระหว่างการเจริญเติบโตของเชื้อราบางสายพันธุ์ ได้แก่ Cladosporium spp., 
Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Alternaria spp., เป็นต้น ปัจจุบันมีรายงาน
การค้นพบและจัดแบ่งสารพิษจากเชื้อราออกเป็น 300-400 ชนิด (Berthiller et al., 2007; Bryden, 
2012; Fujimoto, 2011; Sweeney และ Dobson, 1998) สารพิษที่มีความสําคัญต่ออุตสาหกรรม
อาหารสัตว์และถูกกล่าวถึงในรายงานของ EU SCAN (2003) ได้แก่ aflatoxin B1, ergot sclerotia, 
deoxynivalenol, และ (โดยเฉพาะ fumonisin B1) การปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อราในวัตถุดิบอาหาร
สัตว์กลุ่มธัญญาหารต่างๆ สามารถตรวจพบได้ตั้งแต่ขณะเพาะปลูก หลังจากเก็บเกี่ยวและนํามาเก็บ
รักษาในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เป็นการเพ่ิมโอกาสที่เชื้อราจะผลิตสารพิษออกมามากขึ้น แม้ผ่านเข้าสู่
กระบวนการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์อาหารสําเร็จรูปสารพิษจะยังคงอยู่ เนื่องจากโมเลกุลของสารพิษมี
ความคงตัวสูงและไม่สลายตัวในความร้อนระดับของการแปรรูปอาหาร (Bryden, 2012) เมื่อสัตว์กิน
อาหารที่มีการปนเปื้อนจะเกิดความเป็นพิษต่อตัวสัตว์และมีการตกค้างต่อมายังผู้บริโภคทั้งในรูปสาร
ตั้งต้นและอนุพันธ์ (EFSA, 2004; Monaci et al., 2005) ความเป็นพิษของสารพิษจากเชื้อราเกิดใน
หลายระบบของร่างกายได้แก่ ก่อให้เกิดความชํารุดเสียหายของเนื้อเยื่อและอวัยะภายในร่างกาย กด
การทํางานของระบบภูมิคุ้มกันและระบบการกําจัดสารพิษ ทําให้ระบบประสาทเสียสมดุล ระบบ
สืบพันธุ์บกพร่องจนถึงก่อให้เกิดลูกวิรูป และสารพิษจากเชื้อราหลายชนิดถูกจัดเป็นสารก่อมะเร็ง เช่น 

aflatoxins, ochratoxin A, fumonisin, เป็นต้น (CAST, 2003; JECFA, 2001) 
 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

ปัญหาการปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อราที่สืบเนื่องต่อกันมาในห่วงโซ่การผลิตอาหาร ยังคง
มีรายงานการตรวจพบมาโดยตลอด ทั้งในวัตถุดิบอาหารสัตว์และในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ หน่วยงาน
เกี่ยวกับอาหารปลอดภัยระดับชาติและระหว่างประเทศจึงกําหนดกฏเกณฑ์มาตรฐานปริ มาณการ
ปนเปื้อน ออกมาตรการในการควบคุมป้องกัน จนถึงการแก้ปัญหาเพ่ือลดความสูญเสียจากการบริโภค
อาหารที่มีสารพิษจากเชื้อรา แนวทางการศึกษาเพ่ือลดปริมาณการปนเปื้อนในระหว่างเพาะปลูกและ
เก็บรักษาได้แก่ การพัฒนาพันธุกรรมพืชที่ทนต่อโรค แมลงและเชื้อรา (Marks and Wyatt, 1979; 
Munkvold, 2003) การใช้เชื้อจุลินทรีย์เพ่ือกดการเจริญเติบโตและยับยั้งการสร้างสารพิษจากเชื้อรา 
(biocontrol) (De Felice et al., 2008) ใช้มาตรการควบคุมการผลิตด้วยระบบ HACCP (Hazard 
Analysis Critical Control Points system) (Aldred and Magan, 2004) แต่แนวทางการป้องกัน
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นั้นต้องประกอบไปด้วยความร่วมมือของหลายภาคส่วนของหน่วยการผลิต ซึ่งยากต่อการคงรักษาให้
ปฏิบัติได้อย่างถูกต้องและสม่ําเสมอทั่วกัน จึงนํามาสู่การศึกษาเพ่ือแก้ปัญหาวัตถุดิบที่มีสารพิษจาก
เชื้อรา เพ่ือให้คนหรือสัตว์ที่ต้องบริโภคอาหารเหล่านี้ได้รับสารพิษในปริมาณที่น้อยที่สุดภายใต้
ข้อจํากัดทางธุรกิจ การกําจัดหรือลด bioavailability ของสารพิษจากเชื้อราโดยวิธีการทางเคมีและ
กายภาพ เช่น การคัดเลือกวัตถุดิบ การฉายรังสี การใช้ความร้อน การใช้ตัวทําละลายสกัดสารพิษ
ออกมา เป็นต้น วิธีการเหล่านี้ต้องใช้พลังงานและค่าใช้จ่ายในการดําเนินการค่อนข้างสูงและอาจส่งผล
ต่อคุณภาพของวัตถุดิบ (Afifi et al., 2003; Huwig et al., 2001; Kabak, 2009; Rustom, 1997) 
วิธีทางจุลชีววิทยาจึงเป็นทางเลือกที่ได้รับความสนใจ ได้แก่ การใช้เชื้อจุลินทรีย์ดูดซับสารพิษจากเชื้อ
รา โดยเฉพาะการศึกษาเกี่ยวกับการเติมเซลล์ยีสต์หรือกลุ่ม Lactic acid bacteria ลงในอาหารเพ่ือ
ลดความเป็นพิษอันเกิดจากสารพิษจากเชื้อราที่ปนเปื้อนมากับวัตถุดิบ (Kapetanakou et al., 2012; 
Pizzolitto et al., 2012a; Shetty et al., 2007; Velmourougane et al., 2011) ทําให้ปัจจุบัน
ประเทศไทยมีการนําเข้าสินค้าจําพวกตัวดูดซับสารพิษจากเชื้อราเพ่ือใช้ผสมลงในอาหารสัตว์ ซึ่งมี
ราคาค่อนข้างสูงส่งผลต่อต้นทุนการผลิต ขณะที่การศึกษาโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีการจัดจําหน่ายใน
ประเทศมีงานวิจัยออกมาไม่มากนัก ผู้วิจัยจึงนําเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม GRAS (General Recognized as 
Safe) ได้แก่ Saccharomyces cerevisiae ที่มีจําหน่ายในประเทศมาทดสอบทางห้องปฏิบัติการถึง
ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษจากเชื้อรา 

นอกจากคุณสมบัติในการเข้าจับกับสารพิษแล้ว เมื่อผ่านเข้าสู่ทางเดินอาหารโมเลกุล
ของสารพิษไม่ควรหลุดออกจากเซลล์ ในการศึกษานี้จึงยืนยันผลการใช้ในอาหารสัตว์โดยทดสอบ
ศักยภาพการดูดซับสารพิษของเชื้อภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารไก่  เ พ่ือประเมิน 
bioavailability ที่ร่างกายจะมีโอกาสได้รับสารพิษ แต่เพียงการทดสอบในห้องปฏิบัติการอาจไม่เพียง
พอที่จะสรุปได้ว่า หลังจากโมเลกุลของสารพิษถูกดูดซับด้วยเซลล์ S. cerevisiae แล้วนั้นความเป็นพิษ
ของสารพิษจากเชื้อราจะลดลง จึงมีหลายการศึกษาวิจัยที่นํามาทดสอบกับสัตว์ทดลอง ได้แก่ หนูและ
ไก่ (Madrigal-Santillán et al., 2006; Matur et al., 2011; Zaghini et al., 2007) การทดสอบใน
ลักษณะดังกล่าวต้องใช้งบประมาณที่สูงและมีสถานที่เหมาะสม ด้วยข้อจํากัดเหล่านี้การทดสอบความ
เป็นพิษจึงปรับมาใช้กับไรน้ําที่สามารถเลี้ยงได้ง่าย ดําเนินการในพ้ืนที่จํากัดและมีค่าใช้จ่ายลดลง 
(Dvorak et al., 2012) 

คุณประโยชน์อ่ืนของ S. cerevisiae ที่เป็นผลดีต่ออุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว์คือ 
การเป็นแหล่งโปรตีนเซลล์เดียว เนื่องจากเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae มีส่วนประกอบที่เป็นโปรตีนอยู่สูง 
(ประมาณ 45-55 % ของน้ําหนักแห้ง) โดยมีกรดอะมิโนชนิดจําเป็น ได้แก่ ไลซีน ทรีโอนีน ไอโวลิวซีน 
วาลีน ซีสทีอีน เมไทโอนีน และทริปโตเฟน ในสัดส่วนที่มากกว่าปลาป่นและกากถั่วเหลือง (Boze et 
al., 1992) จงึอนุมานได้ว่าการเติมเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae อาจส่งผลให้สัดส่วนของโปรตีนในอาหาร
สัตว์สูงขึ้น 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 

ศึกษาประสิทธิภาพการการดูดซับสารพิษ 2 ชนิดคือ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 
ด้วยเซลล์ Saccharomyces cerevisiae 4 สายพันธุ์และนําไปประยุกต์ใช้ในอาหารไก่เนื้อ  

 
1.3 ขอบเขตของการศึกษา 

 
1.3.1 การศึกษาคุณสมบัติในการเจริญเติบโต (growth curves) ของเชื้อ S. cerevisiae 

4 สายพันธุ์จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
1.3.2 ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเซลล์ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ในการลด 

aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS; pH7.4)  
1.3.3 ทดสอบเปรียบเทียบสัดส่วนของ crude protein ในอาหารไก่เนื้อที่ทําการเติม

เซลล์ S. cerevisiae ลงไป 
1.3.4 ทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ที่ปนเปื้อนใน

อาหารไก่เนื้อภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารไก่ โดยใช้เซลล์ S. cerevisiae ที่คัดเลือกมาเพียง 1 
สายพันธุ์ 

1.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพการลดปริมาณสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ที่
ปนเปื้อนในอาหารไก่เนื้อด้วยเซลล์ S. cerevisiae โดยใช้ไรน้ําเป็นสัตว์ทดลอง 

1.3.6 ทดสอบเปรียบเทียบปริมาณของ ß-glucan ที่สกัดมาจากเซลล์ S. cerevisiae 4 
สายพันธุ์ 
 
1.4 ระเบียบวิธีการศึกษา 

 
1.4.1 ศึกษาคุณสมบัติการเจริญเติบโตของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ คือ TISTR 

5013, TISTR 5049, TISTR 5059, และ TISTR 5343 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งประเทศไทยเพ่ือเก็บเซลล์ในช่วง log phase มาทําการทดลองต่อไป 

1.4.2 ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 

ในสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS; pH7.4) ของเซลล์ตาย S. cerevisiae ที่ผ่านการนึ่ง
ฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงแล้ว 4 สายพันธุ์ โดยทําการผสมเซลล์ S. cerevisiae ลงใน PBS ที่มีสารพิษ
ทั้งสองชนิดและทําการบ่มทีอุ่ณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นตรวจวัดความเข้มข้นของสารพิษที่
คงเหลือใน PBS เพ่ือเทียบเคียงเป็นเปอร์เซนต์ของสารพิษท่ีลดลงจาการถูกดูดซับ (%Reduction) 



 
 
4 

1.4.3 ทําการเติมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อกลุ่มละ 1 สายพันธุ์ในปริมาณ
ที่ใกล้เคียงกันและใช้เทคนิค Kjeldahl Nitrogen Analysis วิเคราะห์หาสัดส่วนของ crude protein 
ที่เพ่ิมข้ึนในอาหารไก่เนื้อ  

1.4.4 คัดเลือก S. cerevisiae ที่ดูดซับ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ใน PBS ได้ดี
ทีสุ่ดเพียง 1 สายพันธุ์ มาทําการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษสารพิษทั้งสองชนิดที่ปนเปื้อน
ในอาหารไก่เนื้อภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารไก่ จากนั้นนําของเหลวที่ได้จากสภาวะจําลองมา
ทดสอบความเป็นพิษโดยใช้ไรน้ําเป็นสัตว์ทดลอง 

1.4.5 เปรียบเทียบปริมาณสาร ß-glucan ที่ได้มาจากการสกัดเซลล์ S. cerevisiae ทั้ง
4 สายพันธุ์ด้วยสารละลายด่าง 
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
คัดเลือกได้สายพันธุ์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ทีส่ามารถดูดซับ aflatoxin B1 

และ ochratoxin A ได้ดีและเป็นแหล่งโปรตีนราคาถูกท่ีมีความปลอดภัยต่อสัตว์ เพ่ือนํามาประยุกต์ใช้
ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว์ นํามาซึ่งการลดความสูญเสียอันเกิดจากปัญหาสารพิษจากเชื้อรา
ปนเปื้อนในห่วงโซ่อาหารและลดต้นทุนการผลิตอาหารสัตว์ 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ปัญหาสารพิษจากเชื้อราก่อให้เกิดความสูญเสียในระบบห่วงโซ่อาหารที่ยังคงไม่มีแนว

ทางการจัดการหรือควบคุมได้อย่างเบ็ดเสร็จสมบูรณ์ อีกทั้งภาวะโลกร้อน (Climate change) และ
ความแห้งแล้งของพ้ืนที่เกษตรกรรมยังเป็นปัจจัยโน้มนําให้เกิดสารพิษจากเชื้อรามากขึ้นทุกภูมิภาคทั่ว
โลก (Paterson and Lima, 2011)   ความสูญเสียเริ่มต้นมาจากวัตถุดิบอาหารสัตว์ปนเปื้อนเชื้อราที่
สามารถผลิตสารพิษออกมาซึ่งได้แก่ Alternaria spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp., 
Fusarium spp., และ Penicillium spp., เป็นต้น (Brase et al., 2009; Cole et al., 2003; Miller, 
1998; Moss, 1991) สารพิษจากเชื้อราสร้างออกมาในระยะ stationary phase ภายใต้สภาวะที่ไม่
เหมาะสมต่อการดํารงชีวิตของเชื้อ เมื่อเชื้อราได้รับความกดดันหรือความเครียดทางกายภาพ ชีวภาพ 
หรือทางเคมี ส่งผลไปยับยั้งปฏิกิริยา reduction ของสารกลุ่มคีโตนที่ใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมัน 
(กรดไขมันเหล่านี้เป็นสารปฐมภูมิที่เชื้อราใช้เป็นแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโต) แล้วเกิดปฏิกิริยา 
condensation ขึ้นแทน ผลผลิตที่ได้จึงเป็นสารประกอบ polyketone ซึ่งก็คือสารพิษจากเชื้อรา 
โดยสามารถแบ่งเชื้อราออกได้เป็นสองกลุ่มตามสภาพแวดล้อมในการเจริญเติบโต คือ เชื้อราที่เจริญใน
แปลงเพาะปลูกก่อนทําการเก็บเกี่ยว ได้แก่ Fusarium spp. จะสร้างสารพิษในกลุ่ม zearalenone, 
trichothecenes (เช่น T-2 toxin, DON, เป็นต้น) และ fumonisins ซึ่งการติดเชื้อราในแปลงเกษตร
จะทําให้เมล็ดพืชฝ่อหรือตาย หลังผ่านการเก็บเกี่ยวเชื้อรากลุ่มแรกจะหยุดการเจริญเติบโตและตายลง
ในเวลาไม่ก่ีเดือน (โดยสารพิษยังคงอยู่) จากนั้นเชื้ออีกกลุ่มที่เจริญได้ดีในระหว่างการเก็บรักษาจะเพ่ิม
จํานวนขึ้น ได้แก่ Aspergillus spp. และ Penicillium spp. ซึ่งอาจพบการเจริญและสร้างสารพิษ
ระหว่างเพาะปลูกได้บ้างแต่ไม่โดดเด่นเท่า Fusarium spp. สารพิษสําคัญที่เกิดจากเชื้อรากลุ่มหลังนี้
คือ aflatoxins และ ochratoxins (เสริมพันธุ์, 2554; Alberto and Maria, 2006) 

รายงานการตรวจพบสารพิษจากเชื้อราจึงเริ่มตั้งแต่ระยะการเพาะปลูกพืชวัตถุดิบ จน
เมื่อทําการเก็บเก่ียวและเก็บรักษาก่อนที่จะนํามาแปรรูปล้วนเป็นช่วงเวลาที่เชื้อรามีโอกาสในการสร้าง
สารพิษออกมาและสะสมอยู่ในวัตถุดิบ  (Bryden, 2009; Petterson, 2004) โดยสภาวะที่เหมาะสม
กับการสร้างสารพิษของเชื้อราคือ วัตถุดิบหรืออาหารที่มีค่า water activity (aw) ค่อนข้างสูงและอยู่
ในช่วงอุณหภูมิสิ่งแวดล้อมทั่วไป ซึ่งพบไดท้ั้งระยะก่อนและหลังการเก็บเก่ียว (ตารางที่ 2.1)  
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ตารางท่ี 2.1 สภาวะที่เหมาะกับการสร้างสารพิษของเชื้อรา 
 

Microorganism  
( mycotoxins ) 

อุณหภูม ิ
(ºC ) 

aw สารพิษ อ้างอิง 

Aspergillus flavus,  
A. parasiticus 

33 0.99 aflatoxins Hill et al., 1985 

Aspergillus ochraceus 30 0.98 ochratoxins Ramos et al., 1998 
Penicillium verrucosum  25 0.90-  0.98 ochratoxins Cairns et al., 2003 
Aspergillus carbonarius  15 - 20 0.85 - 0.90 ochratoxins Mitchell et al., 2003 
Fusarium verticillioides, 
F. proliferatum 

10 - 30 0.93 fumonisins Marin et al., 1999 

Fusarium verticillioides, 
F. proliferatum 

11 0.90 deoxynivalenol 
Hope &  

Magan, 2003 
Fusarium graminearum 25 - 30 0.98 zearalenone Sanchis, 2004 
Penicillium expansum  0 - 25 0.95 - 0.99 patulin Sanchis, 2004 

 
เมื่อผ่านขั้นตอนการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์สําเร็จรูปก็ยังสามารถตรวจพบ

สารพิษตกค้างได้ เนื่องจากอุณหภูมิที่ใช้ในการแปรรูปอาหารสัตว์เฉลี่ยอยู่ที่ 70-90 ºC แต่สารพิษจาก
เชื้อราหลายชนิดมีความทนทานต่อความร้อนสูงไม่สลายไปในระหว่างกระบวนการผลิต จากนั้นสัตว์
ในฟาร์มที่ได้รับอาหารซึ่งมีการปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อราก็มีโอกาสที่จะสะสมสารพิษในร่างกายและ
ส่งต่อมายังผู้บริโภค โดยมีรายงานการตรวจพบสารพิษจากเชื้อราในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ทั้งในรูปของ
เนื้อสัตว์ นม และไข่ (Hussain et al., 2010; JECFA, 2001; Prandini et al., 2009; Toscani et 
al., 2007; Veldman, 1992)  

ความเป็นพิษของสารพิษจากเชื้อราแบ่งตามกลุ่มอาการและความร้ายแรงจากการได้รับ
สารพิษเป็น 3 รูปแบบดังนี้ 

1) Acute primary mycotoxicoses เกิดจากการที่ร่างกายได้รับสารพิษจากเชื้อรา
หนึ่งหรือมากกว่าหนึ่งชนิดในปริมาณที่สูง จึงมีอาการที่แสดงออกมาอย่างชัดเจนตามอวัยวะเป้าหมาย
ที่สารพิษเข้าทําลาย เช่น เมื่อ aflatoxins เข้าสู่ร่างกายจะพบการอักเสบและเนื้อตายที่บริเวณตับ 
ส่วน zearalenone ส่งผลให้อวัยวะสืบพันธุ์อักเสบบวมแดง ขณะที่ ochratoxins ทําให้ไตทํางาน
ผิดปกติ เป็นต้น แต่ความเสียหายไม่เกิดแค่เพียงกับอวัยวะข้างต้นเท่านั้น ยังคงมีผลข้างเคียงอ่ืนๆ จาก
การได้รับสารพิษจากเชื้อราด้วยได้แก่ ภาวะกดภูมิคุ้มกัน ระบบการกําจัดสารพิษบกพร่อง สมดุล
อนุมูลอิสระในร่างกายถูกทําลาย เป็นต้น (Bryden, 2009) 
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2) Chronic primary mycotoxicoses เกิดจากการที่ร่างกายได้รับสารพิษจากเชื้อรา
หนึ่งหรือมากกว่าหนึ่งชนิดในปริมาณต่ํา เป็นระยะเวลายาวนานและสะสมอยู่ในร่างกาย อาการที่พบ
ไม่เด่นชัดแต่มักเป็นกลุ่มอาการแทรกซ้อนจากความบกพร่องของอวัยวะหรือระบบการทํางานของ
ร่างกายบางส่วน เช่น ความไม่สมบูรณ์พันธุ์ การเจริญเติบโตช้า เบื่ออาหาร อ่อนเพลีย ติดเชื้อได้ง่าย 
เป็นต้น สารพิษที่สัตว์หรือคนได้รับส่วนหนึ่งจะถูกขับออกไปทางระบบการกําจัดสารพิษของร่างกาย 
ส่วนที่ยังคงเหลือตกค้างอยู่จะเกิดการสะสมทั้งในรูปของสารตั้งต้นและ metabolites (EFSA, 2004; 
Monaci et al., 2005; Tangni et al., 2009) ซ่ึงอาจมีความเป็นพิษคงเดิม เพิ่มข้ึนหรือลดลง 

3) Chronic secondary mycotoxicoses เกิดจากการที่มนุษย์หรือสัตว์ได้รับสารพิษ
จากเชื้อราผ่านทางการบริโภคผลิตภัณฑ์จากสัตว์ที่มีสารพิษจากเชื้อราสะสมตกค้างอยู่ อันเกิดจาก
การที่สัตว์บริโภคอาหารที่มีสารพิษจากเชื้อราปนเปื้อน การแสดงอาการในลักษณะนี้ไม่แตกต่างจาก
รูปแบบที่สอง กล่าวคือ อาการที่พบไม่เด่นชัดแต่มักเป็นกลุ่มอาการแทรกซ้อนจากความบกพร่องของ
อวัยวะหรือระบบการทํางานของร่างกายบางส่วน 

ร่างกายคนหรือสัตว์บริโภคอาหารที่มีการปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อรา เมื่ออาหารเข้าสู่
ระบบการย่อย สารพิษจะถูกดูดซึมผ่านเข้าสู่กระแสโลหิตในหลายช่องทางขึ้นกับโครงสร้างโมเลกุล 
จากนั้นจะแพร่กระจายไปตามอวัยวะต่างๆ และเกิดกระบวนการ biotransformation บางส่วนหรือ
ทั้งหมด จนถูกขับออกไป แต่พบว่าสารพิษส่วนหนึ่งยังคงสะสมอยู่ในร่างกาย ความเป็นพิษจึงอาจมา
จากสารตั้งต้นที่ไม่ถูก metabolism หรือจากสารอนุพันธ์ที่เกิดขึ้น (Bammier et al., 2000; IARC, 
1993; Pfohl-Leszkowicz and Manderville, 2007) การตรวจหาสารพิษจากเชื้อราในวัตถุดิบมี
โอกาสพบสารพิษหลายตัวร่วมกัน มีหลายการศึกษาพบว่าสารพิษจากเชื้อราที่ปนเปื้อนในอาหาร
พร้อมกัน จะมีฤทธิ์เสริมกันในการทําลายสุขภาพร่างกายของสัตว์ที่บริโภคเข้าไป การศึกษาของ Huff 
และ Doerr (1981) พบว่าไก่ที่กินอาหารปนเปื้อนทั้ง aflatoxin และ ochratoxin A จะมีสุขภาพที่
แย่กว่าไก่ที่กินอาหารที่มีสารพิษเพียงชนิดเดียว และการศึกษาของ Prabu และคณะ (2013) พบว่า
กระต่ายพันธุ์นิวซีแลนด์ไวท์ (New zealand white) ที่ได้รับ aflatoxin B1 ร่วมกับ ochratoxin A 
จะพบรอยโรคท่ีตับและไตมากกว่ากลุ่มที่ได้รับสารพิษเพียงชนิดเดียว 

ความเสียหายของร่างกายจากการได้รับสารพิษข้ึนอยู่กับกลุ่มปัจจัยหลักดังนี้ 
1) พันธุกรรม ได้แก่ ชนิดและสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิต ส่งผลต่อองค์ประกอบในร่างกาย 

ทั้งในส่วนของ receptor ต่อโมเลกุลสารต่างๆ และระบบการกําจัดสารพิษทีแ่ตกต่างกัน 
2) ชนิดของสารพิษ ปริมาณสารพิษที่ร่างกายได้รับ ช่องทางที่สารพิษเข้าสู่ร่างกาย

รวมถึงการได้รับสารพิษเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดร่วมกัน 
3) ลักษณะทางสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต ได้แก่ อายุ ระดับฮอร์โมน โภชนาการ สมดุล

จุลินทรีย์โดยเฉพาะในทางเดินอาหาร และภาวะการติดเชื้อและปรสิตต่างๆ 
4) สภาวะแวดล้อม ได้แก่ สภาพอากาศ มลภาวะ การเลี้ยงดูและการจัดการต่างๆ  
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(Baldwin et al., 1983; Bryden, 1982, 2007; CAST, 2003; Marks and Wyatt, 1979; Oswald 
and Taranu, 2008; Wild, 2007; Wild and Gong, 2010) 

นอกจากปัจจัยทั้งสี่ที่กล่าวมาแล้ว Kabak (2009) และการศึกษาของ Versantvoort 
และคณะ (2005) พบว่าโครงสร้างของสารประกอบในอาหาร (food matrix) มีผลต่อสัดส่วนของ
สารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ที่ถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกาย (bioaccessibility) โดยในสภาวะ
ทางเดินอาหารของสัตว์จะมีเพียงสารละลายอิเล็กโทรไลต์ บัฟเฟอร์ และเอนไซม์เท่านั้น ไม่มีสารเคมีที่
มีคุณสมบัติเหมือนสารสกัด เช่น acetonitrile, methanol, เป็นต้น ความสามารถในการละลายของ
สารพิษออกมาจากอาหารอาจลดลง โมเลกุลสารพิษจึงยังคงแทรกตัวอยู่ในอาหารที่ไม่ถูกย่อยและถูก
ขับออกนอกร่างกายในรูปของอุจจาระ เมื่อร่างกายได้รับสารพิษลดลง ความเสียหายของร่างกายที่
ตามมาก็จะน้อยกว่าการได้รับสารพิษในปริมาณท่ีเข้มข้น 
 

2.1 Aflatoxins 
 

Aflatoxins เป็นสารพิษที่เกิดจากเชื้อรากลุ่ม Aspergillus flavus และ A. parasiticus 
เมื่อแบ่งตามโครงสร้างเคมีพบมากถึง 18 ชนิด และชนิดที่มีรายงานว่าเกี่ยวโยงกับการเกิดโรคมะเร็ง
คือ aflatoxin B1, B2, M1, และ G1 (IARC, 1993) แหล่งที่พบ aflatoxins ตามธรรมชาติคือ ธัญพืช
ต่างๆ โดยเฉพาะข้าวโพด ข้าวสาลี ถั่วลิสง ข้าว และผลิตภัณฑ์จากเมล็ดธัญพืช เช่น น้ํามันและกาก
น้ํามันต่างๆ (กากเมล็ดฝ้าย กากถั่วลิสง กากเมล็ดทานตะวัน ฯลฯ) นอกจากนี้ก็พบได้ใน มัน
สําปะหลัง ผลไม้แห้ง ไส้กรอก เครื่องเทศ ไวน์ กาแฟ ถั่วต่างๆ ผลไม้ และน้ําผลไม้ (Shephard, 
2008) จากรายงานการสํารวจสารพิษ aflatoxins ที่ปนเปื้อนในวัตถุดิบอาหารสัตว์แถบประเทศใน
ยุโรปโดย Rodrigues และ Naehrer ระหว่างปี 2009 และ 2010 พบว่ามีการปนเปื้อนอยู่ 15% จาก 
169 ตัวอย่าง ปริมาณการปนเปื้อนสูงสุดอยู่ที่ 103 พีพีบี ส่วนการสํารวจในประเทศไทยโดย 
Charoenpornsook และ Kavisarasai ปี 2005 พบว่า มี aflatoxin B1 (AFB1) ปนเปื้อนในอาหาร
สัตว์ที่ทําการสุ่มตรวจเฉลี่ย 7.56 พีพีบีและในปี 2007 การสํารวจ AFB1 ที่ตกค้างในตับไก่พบว่ามี
ปริมาณ 0.21-54.90 พีพีบีและจากรายงานของศูนย์ตรวจสอบอาหารและวัตถุดิบทางการเกษตร 
(Food and Agricultural Materials Inspection Center; FAMIC) แห่งประเทศญี่ปุ่น ที่ทําการสุ่ม
ตรวจติดตามการปนเปื้อน AFB1 ในวัตถุดิบอาหารสัตว์ระหว่างเดือนเมษายน 2013 ถึงเดือนมีนาคม 
2014 พบว่ายังคงมีการปนเปื้อนอยู่แต่ปริมาณสารพิษค่อนข้างต่ําเช่น ข้าวโพดจากอเมริกาพบ AFB1 
11.6 พีพีบีมันสําปะหลังจากไทยพบ 0.6 พีพีบี กากถ่ัวเหลืองจากอินเดียพบ 5 พีพีบี เป็นต้น (FAMIC, 
2014) ซึ่งตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (ประเทศไทย) เรื่องกําหนดลักษณะของอาหาร
สัตว์เสื่อมคุณภาพ พ.ศ. 2537 ระบุให้กากถั่วเหลืองและรําข้าว ต้องมี AFB1 ไม่เกิน 50 พีพีบี กากถั่ว
ลิสงต้องม ีAFB1 ไมเ่กิน 500 พีพีบี ข้าวโพดม ีAFB1 ไม่เกิน 100 พีพีบี อาหารสําเร็จรูปไก่ไข่และไก่เนื้อ
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มี AFB1 ไม่เกิน 100 พีพีบี ซึ่งการศึกษาของ Matur และคณะ (2011) พบว่า อาหารไก่ที่มี AFB1 100 
พีพีบี ยังคงส่งผลต่อการทํางานของตับและมีแนวโน้มที่ปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาวลดต่ําลง ขณะที่ 
USFDA (U.S. Food and Drug Administration) และกฎหมายประเทศญี่ปุ่นกําหนดให้อาหารสัตว์
และวัตถุดิบตั้งต้นพบ AFB1 ปนเปื้อนได้ไม่เกิน 20 พีพีบี แต่ไม่มีข้อกําหนดของหน่วยงานใดที่ระบุหรือ
จํากัดปริมาณสารพิษจากเชื้อราในกรณีพบการปนเปื้อนสารพิษหลายชนิดร่วมกัน 

คุณสมบัติของ aflatoxin คือ ละลายน้ําได้เล็กน้อย ละลายได้ดีในตัวทําละลายอินทรีย์ 
การสลายโมเลกุล AFB1 ด้วยความร้อนต้องใช้อุณหภูมิสูงกว่า 160 ºC ขึ้นไป (Raters and Matissek, 
2008) ความเป็นพิษของ AFB1 มีทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง โดยเฉพาะพิษต่อตับที่มีความรุนแรง
มากที่สุด ส่วนอ่ืนที่ได้รับผลกระทบคือ ไต สมอง ระบบภูมิคุ้มกัน ระบบสืบพันธุ์ และระบบการ
สังเคราะห์ DNA RNA รวมไปถึงการสังเคราะห์โปรตีน AFB1 จึงมีบทบาทเป็นทั้งสารก่อมะเร็ง สารก่อ
การกลายพันธุ์ สารกดภูมิคุ้มกันและสารก่อลูกวิรูป (ทําให้ตัวอ่อนผิดปกติ) (CAST, 2003) นอกจากนี้
พบว่า เมื่อดูดซึม AFB1 เข้าสู่ร่างกายจะมีผลทําให้ค่าทางโลหิตวิทยาเปลี่ยนแปลงไปจากปกติ (Denli 
et al., 2009, Matur et al., 2011) และ AFB1 สามารถเหนี่ยวนําให้เกิด lipid peroxidation มาก
ขึ้นส่งผลให้ปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายลดลง (Abdel-Wahhab and Aly, 2003; 
Choudhary and Verma, 2005)  

หลังจากคนหรือสัตว์บริโภคอาหารที่มีการปนเปื้อน AFB1 ส่วนใหญ่จะถูกดูดซึมแบบ 
passive diffusion ที่บริเวณลําไส้เล็กส่วนต้นเข้าสู่กระแสโลหิต โมเลกุล AFB1 บางส่วนจะเปลี่ยนรูป
เป็น aflatoxicol จากนั้นเอนไซม์ cytochrome-P450 ที่ผลิตจากเซลล์ตับจะเปลี่ยน AFB1 เป็น 
aflatoxicol, hydroxylated metabolites (ได้แก่ aflatoxin M1, Q1, และ P1) ที่มีความเป็นพิษ
ลดลงและขับออกจากร่างกายได้ง่ายขึ้น และ AFB1 ที่คงค้างเหลือจะอยู่ในรูปของ aflatoxin B1-8,9 
epoxide ที่มีความเป็นพิษมากข้ึน ซึ่ง aflatoxin B1-8,9 epoxide บางส่วนที่หลงเหลือจากการขับทิ้ง
ออกไปนอกร่างกายจะก่อให้เกิดความเสียหายกับหลายระบบเนื่องจากโมเลกุลของ aflatoxin B1-8,9 
epoxide เข้าจับกับกรดอะมิโนโดยเฉพาะไลซีนและอัลบูมินทําให้เซลล์เนื้อเยื่อของอวัยวะชํารุด
เสียหาย รวมถึงการเข้าทําลายสารพันธุกรรมเหนี่ยวนําให้เกิดมะเร็งและการกลายพันธุ์ ช่องทางหลักที่
ร่างกายใช้ในการกําจัด AFB1 และ metabolites คือ ผ่านทางปัสสาวะและน้ําดี โดย aflatoxin M1 

(AFM1) ก็จัดเป็น metabolite ตัวหนึ่งของ AFB1 ซึ่งเกิดตามมาหลังจากการที่สัตว์ได้รับ AFB1 เข้าสู่
กระบวนการ metabolism ของร่างกาย และขับสารพิษออกมากับน้ํานมและปัสสาวะในรูป AFM1 
จึงสามารถพบ aflatoxin ในนมและผลิตภัณฑ์นมได้ (Bammier et al., 2000; Kumagai, 2010) 

กระบวนการเมทาบอลิซึมสารพิษทั้งในร่างกายคนและสัตว์จะทําให้สารพิษบางส่วนที่
เปลี่ยนรูปไปมีความเป็นพิษมากขึ้น แต่อนุพันธ์ที่เกิดขึ้นบางชนิดก็มีความเป็นพิษคงเดิมหรือลดลง 
วิธีการทางห้องปฏิบัติการเพ่ือตรวจหา AFB1 ที่ปนเปื้อนในอาหาร ได้แก่ Biosensors, ELISA, HPLC, 
Capillary electrophoresis, Mass spectrometry, เป็นต้น ซึ่งแต่ละการตรวจวิเคราะห์จะมีความ
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ไวและความจําเพาะแตกต่างกัน ข้อจํากัดในการตรวจ aflatoxins และ metabolites ของสารพิษนั้น
มีค่าใช้จ่ายสูงและต้องอาศัยบุคลากรที่มีความชํานาญในการทดสอบและแปลผล จึงทําให้การสํารวจ
ตรวจสอบสารพิษจากเชื้อราในแต่ละห่วงโซ่การผลิตอาหารทําได้ไม่ครอบคลุม  
 

2.2 Ochratoxin A 
 

เชื้อราที่สามารถสังเคราะห์สารพิษ ochratoxins ได้มีหลายชนิด ได้แก่ Aspergillus 
ochraceus, Aspergillus carbonarius, Penicillium verrucosum, Penicillium viridicatum, 
และ Penicillium nordicum (van der Merwe et al. 1965; Pitt, 1987; Frisvad et al., 2004)  
อนุพันธ์ของ ochratoxins ได้แก่ ochratoxin A (OTA), ochratoxin B (OTB), ochratoxin C 

(OTC), 4-R-hydroxyochratoxin (4R-OH OTA), 4-S-hydroxyochratoxin A (4S-OH OTA), 4-
hydroxyochratoxin B (4-OH OTB), 10-hydroxy-ochratoxin A (10-OH OTA), ochratoxin α 
(OTα), และ ochratoxin ß (OTß) โดย OTA มีความเป็นพิษมากที่สุด (IARC, 1993; Pfohl-
Leszkowicz and Manderville, 2007) OTA พบได้ในธัญพืชเป็นส่วนใหญ่ เช่น ข้าวสาลี ข้าวโพด 
ข้าวโอ๊ต ข้าวบาร์เลย์ เมล็ดกาแฟและถั่วเหลือง นอกจากนี้ยังสามารถพบ OTA ในผลไม้พวกองุ่นได้ 
ดังนั้น เมื่อนําวัตถุดิบไปผ่านการแปรรูปจึงมีรายงานการตรวจพบ OTA ได้จาก แป้ง กากถั่วเหลือง 
ซีเรียล กาแฟ ผลไม้อบแห้ง ไวน์ น้ําองุ่น และเมื่อสัตว์บริโภคอาหารที่มีการปนเปื้อน OTA ก็จะสะสม
ในร่างกาย จึงพบว่าผลิตภัณฑ์จากสัตว์เช่น ชีส ไส้กรอก แฮม เบคอน ก็มีรายการตรวจพบ OTA 
เช่นกัน (Sage et al., 2004; Vanesa and Ana, 2013; Jaimez et al., 2004)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
11 

ตารางท่ี 2.2 รายงานผลการสํารวจ ochratoxin A ที่ปนเปื้อนในอาหารและวัตถุดิบอาหารสัตว์ 
 

วัตถุดิบ/อาหาร 
รายงานการปนเปื้อน  

(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
อ้างอิง 

อาหารไก่ 
0.5 Jaimez et al., 2004 

27 Dalcero et al., 2002 

ข้าวโพด 
3.95 Jaimez et al., 2004 

5.29 Majeed et al., 2013 

กากปาล์ม 3.19 Jaimez et al., 2004 
ข้าวฟ่าง >100 Thirumala-Devi et al.,2002 

รําข้าว 10-100 Thirumala-Devi et al.,2002 

น้ํานม 0.07-0.11 Pattono et al.,2011 
ข้าว 1.0-27.3 Gonzalez et al., 2006 

ผลิตภัณฑ์จากเนื้อหมู 1- 314.09 Bertuzzi et al., 2013 

เนื้อไก่ 0.03 Jørgensen, 1998 
เนื้อหมู 0-2.9 Jørgensen and Petersen, 2002 

 
คุณสมบัติของโมเลกุล OTA มีความคงตัวสูง โดยมีจุดหลอมเหลวอยู่ที่อุณหภูมิ 96 ºC 

และสลายตัวที่อุณหภูมิสูงถึง 180 ºC (Raters and Matissek, 2008) ทําให้วัตถุดิบอาหารที่เกิดการ
ปนเปื้อน OTA เมื่อเข้าสู่กระบวนการเก็บรักษา การเตรียมและการแปรรูปจึงไม่สามารถทําลาย
สารพิษลงได้ ส่งผลให้ยังคงตรวจพบ OTA ในปริมาณท่ีใกล้เคียงกับวัตถุดิบตั้งต้น (Schiavone et al., 
2008; Monaci et al., 2005) กระบวนการ metabolism หลังจากร่างกายคนหรือสัตว์ได้รับสารพิษ 
สามารถตรวจพบ OTA ได้ทั้งในรูปสารตั้งต้นเดิมและรูปอนุพันธ์อ่ืน โดยเมื่อร่างกายคนหรือสัตว์กิน
อาหารปนเปื้อน OTA สารพิษจะดูดซึมเข้าทางกระเพาะและลําไส้เล็ก โดยเฉพาะการที่ OTA ละลาย
ได้ดีในไขมันจึงดูดซึมผ่านส่วน jejunum ของลําไส้เข้าไปพร้อมกับน้ําดีและเข้าสู่กระแสโลหิตผ่านทาง 
enterohepatic circulation OTA ส่วนหนึ่งจะถูกกําจัดออกทางปัสสาวะและน้ําดี แต่การขับสารพิษ
ออกจากร่างกายเป็นไปได้ช้าเนื่องจากโมเลกุล OTA ที่ถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสโลหิตมีการจับกับ serum 
protein โดยเฉพาะ albumin ดังนั้นค่าครึ่งชีวิตของ OTA ในร่างกายคนที่ได้รับผ่านทางการกินจึง
นานถึง 35.5 วัน ส่วน OTA ที่กําจัดออกไม่หมดจึงสะสมอยู่ตามเนื้อเยื่อไต ตับ กล้ามเนื้อ และไขมัน 
(Roth et al., 1988; Kumagai, 1988) ซึ่งการศึกษาในคนพบว่า เซลล์ตับและระบบเมทาบอลิซึม
ของร่างกายจะมีการเปลี่ยนรูป OTA เป็น metabolite ได้ค่อนข้างน้อยจึงสามารถตรวจพบได้ในรูป
ของสารตั้งต้น (Marin et al., 2009; Wu et al., 2011)  
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ความเป็นพิษของ OTA เบื้องต้นจะเกี่ยวข้องกับการขัดขวางการทํางานของเอนไซม์ใน
กระบวนการ metabolism ของฟีนิลอะลานีน เหนี่ยวนําให้เกิดอนุมูลอิสระจากปฏิกิริยา oxidation 
และรบกวนการนําส่งโมเลกุลสารต่างๆ ที่บริเวณเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียกระทบต่อการสร้าง ATP ซึ่งมี
การศึกษาทีย่ืนยันว่า OTA เป็นพิษต่อระบบท่อไตและตับ มีฤทธิ์กดภูมิคุ้มกัน เหนี่ยวนําให้เกิดลูกวิรูป 
(teratogen) และเป็นสารก่อมะเร็ง (EFSA 2006; IARC, 1993) อวัยวะที่ได้รับผลกระทบจาก OTA 
ที่เด่นชัดที่สุดคือไต โดยเฉพาะระบบท่อไตส่วนต้นและตับที่จะพบลักษณะไกลโคเจนสะสมมาก
ผิดปกติ นอกจากนี้ก็มีรายงานการสํารวจในประชากรสุขภาพปกติสามารถตรวจพบสารพิษ OTA อยู่
ในกระแสโลหิตและปัสสาวะได้เป็นการบ่งชี้ว่า ผู้บริโภคได้รับสารพิษ OTA มาอย่างต่อเนื่องและมีการ
สะสมในร่างกาย (Gilbert et al., 2001) 

นอกจาก ochratoxin A จะมีความเป็นพิษสูงแล้ว อนุพันธ์ที่เกิดจากการเปลี่ยนรูปของ
โมเลกุลสารพิษเริ่มต้นหลายชนิดยังคงมีความเป็นพิษต่อร่างกาย เช่น ochratoxin B, ochratoxin C, 

ochratoxin α, ochratoxin ß, 4-R-hydroxyochratixn A, เป็นต้น การตรวจทางห้องปฏิบัติการ
เพ่ือให้พบอนุพันธ์ของ ochratoxin ทั้งหมดนั้นมีข้อจํากัดค่อนข้างมาก ปัจจุบันเทคนิคที่ใช้ในการ
ตรวจวิเคราะห์หา OTA ได้แก่ ELISA, HPLC, Mass spectrometry, Biosensors, และ Capillary 
electrophoresis, เป็นต้น โดยทั่วไปวิธีการตรวจเหล่านี้จะมีต้นทุนค่าใช้จ่ายในการตรวจค่อนข้างสูง
และต้องใช้ความชํานาญทั้งการทดสอบและการแปลผล ทําให้การสํารวจตรวจสอบสารพิษจากวัตถุดิบ
ที่นํามาเป็นอาหารคนและสัตว์นั้นอยู่ในวงจํากัดและไม่นิยมตรวจติดตามอย่างสม่ําเสมอ โดยกฎหมาย
ของประเทศไทยไม่มีกฎหมายระบุถึงปริมาณ OTA สูงสุดที่พบได้ในอาหารสัตว์ แต่จะอ้างอิงบังคับใช้
ตาม EU Commission Recommendation (2006) ที่กําหนดให้วัตถุดิบอาหารสัตว์มี OTA ปนเปื้อน
ได้ไม่เกิน 250 พีพีบีและในอาหารสัตว์สําเร็จรูปสําหรับไก่เนื้อต้องมี OTA ไม่เกิน 100 พีพีบี 
 
2.3 Saccharomyces cerevisiae 

 
Saccharomyces cerevisiae เป็นจุลินทรีย์ในสกุลยีสต์เซลล์เดียวที่พบไดทั่วไปตาม

ธรรมชาติและในอาหารที่บริโภคหลายชนิด จัดเป็นจุลินทรีย์กลุ่มยูคาริโอตที่มีผนังเซลล์เป็น
ส่วนประกอบ 26-32 % ของน้ําหนักแห้ง โครงสร้างหลักของผนังเซลล์คือ polysaccharides ได้แก่ 
ß-1,3 glucan, ß-1,6 glucan, mannoprotein (mannan เกาะกับโปรตีนด้วยพันธะโควาเลนต์), 
และ chitin (Klis et al., 2006) 
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รูปที่ 2.1 โครงสร้างผนังเซลล์ Saccharomyces cerevisiae  

 
สัดส่วนขององค์ประกอบและการจัดเรียงตัวของโมเลกุลต่างๆ ในโครงสร้างผนังเซลล์จะ

ผันแปรไปตามสายพันธุ์ สภาวะในการเจริญเติบโต เช่น pH อุณหภูมิ ปริมาณออกซิเจน สารอาหารที่
ได้รับและระยะการเจริญเติบโต (Naruemon et al., 2013) โดยพบว่าเมื่อเซลล์เข้าสู่ช่วง stationary 
phase จากภาวะอาหารที่มีอยู่จํากัดเช่น มีแหล่งคาร์บอนหรือไนโตรเจนซึ่งจําเป็นต่อการเจริญเติบโต
เหลือในปริมาณที่น้อย โครงสร้างผนังเซลล์จะปรับเปลี่ยนให้มีความหนาและทนทานต่อการย่อยของ
เอนไซม์ zymolyase และ glucanase มากขึ้น จํานวนของ disulfide bridge ในผนังเซลล์จะเพ่ิมขื้น 
6-7 เท่า ความพรุนและสมบัติการเป็นเยื่อเลือกผ่าน (permeability) ต่อ macromolecules ลดลง
เนื่องจากมี mannoproteins สะสมที่ผนังเซลล์ชั้นนอกมากขึ้นเมื่อเทียบกับช่วง log phase หรือ 
exponential phase (de Nobel et al., 1990) รวมถึงสัดส่วนและโครงสร้างโมเลกุลของโปรตีนใน
ผนังเซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงไป เช่น mannosyl phosphorylation จะเพ่ิมขึ้นในช่วงปลายของ 

exponential phase จนเข้าสู่ระยะ stationary phase (Dur n และ Nombela, 2004) 
S. cerevisiae สามารถสืบพันธุ์ได้ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ  โดยทั่วไปเชื้อจะ

เพ่ิมจํานวนด้วยการแตกหน่อแบบหลายขั้วโดยรอบเซลล์ทุก ๆ ด้าน เมื่อเซลล์ลูกแยกออกจากเซลล์แม่ 
บนเซลล์แม่จะปรากฎรอยแผลจากการแตกหน่อ (bud scar) เป็นส่วนโค้งนูนที่ประกอบด้วยผนังเซลล์
ที่มีวงแหวนไคตินล้อมรอบ ส่วนเซลล์ลูกจะปรากฎรอยแผลจากการเกิดหน่อเช่นกัน (birth scar) แต่
จะพบไคตินในปริมาณที่น้อยกว่าและไม่นูนเท่ารอยแผลที่เซลล์แม่ (Walker, 1998) ในอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารมีการนําเชื้อยีสต์ S. cerevisiae มาใช้ประโยชน์ในหลากหลายแนวทาง เช่น การผลิต
อาหารหมักดอง เครื่องดื่ม สารปรุงแต่งเพ่ิมกลิ่นรส ผลิตภัณฑ์เบเกอรี่ เป็นแหล่งของโปรตีน วิตามินบี 
มีส่วนประกอบที่ช่วยเสริมการทํางานของระบบภูมิคุ้มกันและระบบการกําจัดสารพิษของร่างกาย เพ่ิม
สมดุลระบบต่อต้านอนุมูลอิสระ รวมไปถึงการใช้เป็นเชื้อกลุ่ม probiotics หรือผลิตสาร prebiotics 
ที่ช่วยป้องกันการรุกรานของเชื้อก่อโรคในลําไส้ (Akramienė et al., 2007; Brown and Gordon, 
2003; Fuller, 1989; Gao et al., 2008; Huff et al., 2010 Krizkova et al., 2001;) และมี
รายงานการศึกษาวิจัยที่ใช้องค์ประกอบของผนังเซลล์ของยีสต์คือ mannanoligosaccharides เข้า
จับกับเชื้อแบคทีเรียก่อโรคที่มี mannose-specific type-I fimbriae เพ่ือป้องกันการ colonization 
ของตัวเชื้อและเพ่ิมโอกาสให้จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์สามารถเพ่ิมจํานวนได้ดีขึ้น (Firon et al., 1984; 

Mannan 
Protein 

Plasma menbrane 

ß-glucan 
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Gibson and Wang, 1994; Shoaf-Sweeney and Hutkins, 2008; Zopf and Roth, 1996) รวม
ไปถึงมีการศึกษาทดลองที่ใช้เชื้อ S. cerevisiae เป็นเชื้อ biocontrol ในทางเกษตรกรรมเพ่ือป้องกัน
การเจริญเติบโตของเชื้อราและป้องกันการผลิตสารพิษ (Shalaby and El-Nady, 2008; Nally et al., 
2012; Kapetanakou et al., 2012) ส่วนการเป็นแหล่งโปรตีนเซลล์เดียวพบว่า S. cerevisiae ให้
ปริมาณโปรตีนสูง (45-55 % ของน้ําหนักแห้ง) และประกอบไปด้วยกรดอะมิโนกลุ่มที่จําเป็นหลาย
ชนิด ได้แก่ ไลซีน ทรีโอนีน ซีสทีอีน เมไทโอนีน ทริปโตเฟน ไอโซลิวซีน ฟีนิลอะลานีน และวาลีน ใน
สัดส่วนที่สูงกว่าปลาป่นและกากถ่ัวเหลือง (Boze et al., 1992) 
 
2.4 แนวทางการควบคุมและแก้ไขปัญหาสารพิษจากเชื้อรา 

 
ความคงตัวของสารพิษจากเชื้อราที่ปนเปื้อนในวัตถุดิบอาหารทําให้ไม่สามารถย่อย

สลายหรือกําจัดออกโดยไม่ส่งผลต่อคุณภาพของอาหาร สารพิษถูกส่งต่อจากห่วงโซ่อาหารหนึ่งไปอีก
ห่วงโซ่หนึ่งซึ่งท้ายที่สุดแล้วมนุษย์ก็จะเป็นผู้รับสารพิษเหล่านั้นแล้วเกิดการเจ็บป่วยทุพลภาพตามมา 
จึงมีการศึกษาวิจัยเพ่ือควบคุมตั้งแต่ต้นตอของการเกิดสารพิษ การปนเปื้อนของสารพิษมากับวัตถุดิบ
และในอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร กลไกการเกิดพิษรวมไปถึงแนวทางลดผลกระทบจากสารพิษนั้นๆ   

หนึ่งในแผนการศึกษาเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อราคือ การวิเคราะห์ด้วย
ระบบ Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP system) โดยพิจารณาความเสี่ยงที่พืช
จะเกิดการปนเปื้อนเชื้อราและผลิตสารพิษตามมา แนวทางการวิเคราะห์แบ่งแยกออกเป็นส่วนๆ ตาม
ขั้นตอนการผลิตเริ่มตั้งแต่การเตรียมแปลงเพาะปลูก การเก็บเกี่ยวและการเก็บรักษาจนถึงการจัด
จําหน่ายออกไปซึ่งอาจแบ่งตามแผนการผลิตได้ดังนี้ 

1) การจัดเตรียมเมล็ดพันธุ์ที่มีคุณภาพดี สมบูรณ์ สะอาดไม่มีการปนเปื้อน คัดเลือก
สายพันธุ์ที่เหมาะสมกับพ้ืนที่เพาะปลูก ทนทานต่อโรคและแมลงในท้องที่ รวมถึงอาจมีการนําพืชตัด
ต่อพันธุกรรมที่มีคุณสมบัติพิเศษมาใช้ (Miller et al., 1985; Munkvold, 2003; Munkvold et al., 
1999) 

2) การเตรียมแปลงเพาะปลูกที่เหมาะสมกับลักษณะของดินและพืชที่จะเพาะปลูก 
ต้องมีระยะเวลาการพักหลังการเก็บเกี่ยวที่เพียงพอก่อนเพาะปลูกพืชในรอบถัดมาและควรปลูกพืช
หมุนเวียนไม่ใช้พ้ืนที่เดิมปลูกซ้ําทุกรอบการผลิต (Sutton, 1982) 

3) การวางแผนช่วงเวลาที่เหมาะสมในการเพาะปลูกและเก็บเกี่ยว เพ่ือลดความเสี่ยง
ต่อการที่พืชจะติดเชื้อรา โดยอิงข้อมูลสภาพอากาศ ฤดูกาลการระบาดของโรคพืชและแมลง รวมถึง
ความต้องการของภาคอุตสาหกรรม (Munkvold, 2003) 

4) ระหว่างการเพาะปลูกต้องควบคุมปัจจัยเสี่ยงที่อาจส่งผลให้พืชติดเชื้อราเช่น ลด
การใช้ปุ๋ยกลุ่ม ammonium nitrate ที่ส่งผลให้เชื้อ Fusarium spp. เจริญดีขึ้น (Martin et al., 
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1991; Teich, 1987) การเลือกใช้สารเคมีที่เหมาะสมป้องการติดเชื้อรา โรคพืช และแมลง (Elmholt 
et al., 1993; Guynot et al., 2005) และประยุกต์ใช้สิ่งมีชีวิตกลุ่ม biocontrol (Bacon et al., 
2001; De Felice et al., 2008)  เป็นต้น 

5) การดูแลแปลงเพาะปลูกต้องลดโอกาสที่พืชจะเกิดความเครียดจากปัจจัยต่างๆ เช่น 
ความแห้งแล้ง สารอาหารในดินไม่เพียงพอ เป็นต้น  

6) ระหว่างการเก็บเกี่ยว ต้องใช้ความระมัดระวังไม่ให้เกิดการฉีกขาดหรือบอบช้ําและ
ควบคุมให้มีความชื้นต่ําที่สุด 

7) การเก็บรักษา ต้องมีระบบการป้องกันโรค แมลงและสัตว์พาหะต่างๆ ควบคุม
อุณหภูมิความชื้นให้เหมาะสม จัดเก็บในสถานที่สะอาดและมีการระบายอากาศที่ดี และอาจเพ่ิมขึ้น
ตอนของการลดความชื้นในผลผลิตก่อนการเก็บ รวมถึงการกําหนดระยะเวลาการเก็บเกี่ยว การเก็บ
รักษาจนถึงการจัดจําหน่ายออกไปให้สั้นที่สุดจะช่วยลดโอกาสที่เชื้อราจะเจริญเติบโตและผลิตสารพิษ
ออกมา 

หลายประเทศที่มีการนําระบบการวิเคราะห์ความเสี่ยง (HACCP) มาปรับใช้กับภาคส่วน
เกษตรกรรมเช่น สหราชอาณาจักร ออสเตรเลีย กลุ่มประเทศในยุโรป ซึ่งนอกจากจะเป็นการลดความ
เสี่ยงในของปัญหาสารพิษจากเชื้อราปนเปื้อนในวัตถุดิบแล้ว ยังส่งเสริมให้ได้ผลผลิตที่ดี มีปริมาณมาก
ขึ้นและมีคุณภาพสูง แต่แนวทางการป้องกันนั้นต้องประกอบไปด้วยความร่วมมือของหลายภาคส่วน
ของหน่วยการผลิต มีการลงทุนที่สูง บุคลากรต้องมีความรู้ความเข้าใจที่ดีต่อแนวทางปฏิบัติ จึงยากต่อ
การที่จะคงรักษาให้ทุกขั้นตอนดําเนินไปอย่างถูกต้อง ครบถ้วนและสม่ําเสมอทั่วกัน เมื่อไม่สามารถ
ควบคุมการปนเปื้อนของสารพิษจากเชื้อราได้การศึกษาเพ่ือแก้ปัญหาก็เข้ามามีบทบาทมากขึ้น หนึ่งใน
หลากหลายวิธีที่ได้รับความสนใจคือ การใช้ตัวดูดซับสารพิษ ซึ่งมีทั้งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ 
โดยสารอนินทรีย์ที่นํามาใช้ในการดูดซับสารพิษได้แก่ clay ที่ทําจากสารประกอบพวก silicates และ 
aluminosilicates มีการผลิตออกมาจําหน่ายหลากหลายรูปแบบ เช่น hydrated sodium calcium 

aluminosilicates และ phyllosilicates ของสาร montmorillonite (magnesium hydrated) 
และ นอกจากนี้ยังมีการนํา clay จากภูเขาไฟมาจําหน่ายในรูปของ bentonite และ zeolite โดย
อาศัยกลไกที่สารพิษจากเชื้อราจะถูกดูดซับเข้าไปในโครงสร้างที่มีรูพรุนและดักจับไว้ด้วยประจุไฟฟ้า
ของธาตุในโมเลกุล ซึ่งมีรายงานยืนยันการใช้ว่าได้ผลดีกับ aflatoxins (Smith et al., 1994) แต่การ
ใช้สารอนินทรีย์ดังกล่าว ก็อาจพบปัญหาจากการที่ clay เข้าแย่งจับ micronutrients ทําให้ร่างกาย
สัตว์มีโอกาสเกิดภาวะขาดแร่ธาตุ วิตามินและ trace elements บางตัวได้ (Moshtaghian et al., 
1991; Ward et al., 1991) อีกท้ังยังเสี่ยงต่อการปนเปื้อนสารพวก dioxins ที่มาจากการเผาไหม้ด้วย 
ส่วนสารอนินทรีย์กลุ่มอ่ืนๆ ได้แก่ activated charcoal พบว่าสามารถลด bioavailability ของ T-2 
toxin (Bratich et al., 1990; Fricke and Jorge., 1990; Galey et al., 1987) และ DON ได้ แต่
ไม่ได้รับความนิยมในการเติมหรือผสมลงในอาหารเพราะมีผลต่อรสชาติ เนื้อสัมผัสและลักษณะ
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ปรากฎของอาหาร (Avantaggiato et al., 2004) ส่วนสารอินทรีย์ที่นํามาใช้ในการดูดซับสารพิษจาก
เชื้อราได้แก่ กากใย (fiber) ที่ได้จากพืชสามารถช่วยดูดซับและลดความเป็นพิษได้ รวมไปถึงผนังเซลล์
ของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae ที่มีการศึกษาวิจัยเพ่ือใช้ลดการสะสมของสารพิษจากเชื้อรา aflatoxins, 
ochratoxins, และ T-2 toxin ในร่างกายสัตว์ (Aly et al., 2004; Aravind et al., 2003; Bueno 
et al., 2007; Yiannikouris et al., 2004) การใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae ในการหมักหรือบ่มอาหาร
สามารถกดการสร้างสารพิษจากเชื้อราและลดความเป็นพิษลงได้ เช่น ในการผลิตเครื่องดื่ม
แอลกอฮอล์ เมล็ดกาแฟ อาหารหมักดอง เบเกอรี่ (Shetty and Jespersen, 2006.; Kapetanakou 
et al., 2012; Pizzolitto et al., 2012a Velmourougane et al., 2011;) มีการศึกษาถึงกลไกการ
ทํางานของ ß-d-glucan ที่เป็นส่วนประกอบในโครงสร้างของผนังเซลล์ยีสต์จะเกิดพันธะไฮโดรเจน
และแรง van der Waals กับโมเลกุล zearalenone เกิดเป็น glucans-mycotoxin complexes 
ขึ้นมา (Yiannikouris et al., 2004) สารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดขึ้นนี้จะมีความทนทานต่อความเป็น
กรด-ด่างที่เปลี่ยนแปลงไปตลอดทางเดินอาหาร และ glucan ยังมีคุณประโยชน์ต่อร่างกายในการเป็น 
immunomodulator ช่วยลดผลกระทบจากการบริโภคอาหารปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อราที่มีฤทธิ์กด
การทํางานของระบบภูมิคุ้มกัน (Gao et al., 2008) และในการศึกษาวิจัยของ Armando และคณะ 
(2012) ได้หาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณผนังเซลล์จากการวัดด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนของ
เชื้อ S. cerevisiae กับประสิทธิภาพในการดูดซับ OTA พบว่าปริมาณผนังเซลล์ที่ได้จากการวัดความ
หนาของผนังเซลล์และขนาดเซลล์ไม่สัมพันธ์กับความสามารถในการเข้าจับกับโมเลกุล OTA ซึ่ง
สอดคล้องกับกับสมมติฐานจากการศึกษาของ Lee และคณะ (2003) ซึ่งกล่าวไว้ว่า องค์ประกอบที่
ผนังเซลล์ของเชื้อแต่ละสายพันธุ์จะมีความแตกต่างกันไปจึงส่งผลต่อ affinity ในการสร้างพันธะกับ
โมเลกุลสารพิษ บวกกับ binding sites ที่เข้าจับกับสารพิษมีจํานวนจํากัดแตกต่างกันตามโครงสร้าง
ของผนังเซลล์  

งานวิจัยที่ศึกษาประสิทธิภาพของ S. cerevisiae ในการดูดซับสารพิษจากเชื้อรามีดังนี้ 
1) Shetty และคณะ (2007) ทดสอบประสิทธิภาพของ S. cerevisiae สายพันธุ์ A18 

ที่เพาะแยกมาจากอาหารหมักพ้ืนเมืองในแอฟริกา ในการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 โดยศึกษาปัจจัย
ระยะการเจริญเติบโตของเชื้อยีสต์ อุณหภูมิในการเจริญเติบโต คุณสมบัติการมีชีวิตของตัวเชื้อ และ
ระยะเวลาในการที่เชื้อสัมผัสกับสารพิษ พบว่าช่วงต้น log phase เชื้อยีสต์จะมีประสิทธิภาพดีที่สุดใน
การดูดซับ aflatoxin B1 (สูงกว่าช่วง stationary phase ประมาณ 2 เท่า) อุณหภูมิในการเพาะเชื้อ

เลี้ยงเชื้อยีสต์ที่ต่ําถึง 15 ºC จะมีผลลดทอนประสิทธิภาพในการเข้าจับกับสารพิษ และเซลล์ยีสต์ที่ตาย
จากการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงหรือการเติม 2M HCL จะให้ประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษ
ดีกว่าเชื้อยีสต์ที่ยังมีชีวิตอยู่ 

2) Pizzolitto และคณะ (2012a) ได้ศึกษาการใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae ที่เพาะแยก
จากอุจจาระไก่เพ่ือดูดซับ aflatoxin B1 พบว่าเชื้อสามารถดูดซับสารพิษในหลอดทดลองได้ 18-82 % 
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ขึ้นกับสายพันธุ์และความเข้มข้นของสารพิษที่ปนเปื้อนและเมื่อนําเชื้อไปทดสอบโดยผ่านสภาวะ
จําลองสภาพทางเดินอาหารที่มีการปรับความเป็นกรด-ด่างและเติมเอนไซม์ลงไปพบว่า S. cerevisiae 
ที่นํามาทดสอบทุกสายพันธุ์มีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 80% ของเชื้อเริ่มต้น 

3) Matur และคณะ (2011) ได้ทําการทดสอบประสิทธิภาพของ Alphamune GTM ซึ่ง
เป็นผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วย ß-glucan และ mannanoligosaccharides จากผนังเซลล์ชั้นนอกของ 
S. cerevisiae ในการลดความเป็นพิษของ aflatoxins ที่ปนเปื้อนในอาหารไก่แม่พันธุ์ โดยการเติม 
Alphamune GTM ลงในอาหารไก่และติดตามค่าทางโลหิตวิทยาและเซลล์ระบบภูมิคุ้มกัน พบว่าช่วย
ลดผลข้างเคียงจากความเป็นพิษของ aflatoxins ลงได้และทําให้ประสิทธิภาพการทํางานของระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จําเพาะ (non specific immune system) ดีขึ้น 

4) Meca และคณะ (2010) ทําการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ ochratoxin A ของ 
ยีสต์ S. cerevisiae 16 สายพันธุ์ที่เพาะแยกได้จาก Italian wine Moscato พบว่า เมื่อนําน้ําองุ่นที่มี
การปนเปื้อน ochratoxin A มาหมกักับเชื้อยีสต์นาน 7, 14, และ 21 วัน พบว่าเซลล์ยีสต์สามารถลด
ปริมาณสารพิษได้สูงสุดถึง 50% โดยผนังเซลล์เป็นองค์ประกอบหลักในการกําจัดสารพิษ การทดลอง
นี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Bejaoui และคณะ (2004) ที่มีการนําเชื้อยีสต์ Saccharomyces spp. 
หลายสายพันธุ์มาช่วยลด ochratoxin A ในการผลิตไวน์และยังพบว่าเซลล์ยีสต์ที่ผ่านความร้อนหรือ
กรดจะมีประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษที่ดีข้ึนกว่าเซลล์ที่มีชีวิต โดยบางสายพันธุ์มีความสามารถใน
การดูดซับสารพิษสูงถึง 75% 

5) Armando และคณะ (2012) ได้ดําเนินศึกษาโดยใช้เชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์
ดูดซับ OTA พบว่า เมื่อผ่านสภาวะจําลองสภาพทางเดินอาหารที่ pH 2 และมีการเติม bile salts ลง
ไป OTA ซึ่งเข้าจับกับ S. cerevisiae จะไม่หลุดออกแต่กลับพบว่าในสภาวะทางเดินอาหารปริมาณ 
OTA อิสระที่ตรวจพบได้มีแนวโน้มลดต่ําลง ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่สารพิษเกิดการสลายตัวหรือมี
โครงสร้างโมเลกุลเปลี่ยนไปเนื่องจากเอนไซม์กลุ่มท่ีย่อยโปรตีนหรือสภาวะจําลองดังกล่าวอาจส่งผลให้
เชื้อ S. cerevisiae  มีประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษสูงขึ้น 

ปัจจัยที่มีผลต่อความแข็งแรงของพันธะระหว่าง ß D-glucans กับโมเลกุลสารพิษจาก
เชื้อรานอกจากองค์ประกอบและการจัดเรียงตัวของโมเลกุลในโครงสร้างผนังเซลล์แล้ว ยังมีปัจจัย
แวดล้อมอ่ืนๆ เช่น อุณหภูมิ ระยะเวลาที่ผนังเซลล์ได้สัมผัสกับสารพิษ สัดส่วนระหว่างปริมาณเซลล์
และความเข้มข้นของสารพิษ ความเป็นกรด-ด่าง โมเลกุลของสารอ่ืนๆ ที่อยู่แวดล้อม และการมีชีวิต
ของเซลล์ นอกจากประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษจากเชื้อราแล้ว องค์ประกอบในผนังเซลล์
โดยเฉพาะ glucan ยังเข้ามามีบทบาทต่อสุขภาพร่างกายคนหรือสัตว์ที่บริโภคด้วย จากการศึกษาของ 
Kogan และ Kocher (2007) พบว่าสารกลุ่ม polysaccharides ที่เป็นองค์ประกอบในโครงสร้างผนัง
เซลล์ S. cerevisiae มีความเก่ียวข้องกับการผลิตสารเคมีในระบบภูมิคุ้มกัน และเข้าจับกับ receptor 
ที่เซลล์เม็ดเลือดขาวช่วยกระตุ้นการทํางานของภูมิคุ้มกันระดับเซลล์และตามเยื่อบุผิว สอดคล้องกับ
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การศึกษาของ William และคณะ (1996) ที่พบว่า ß-d-glucan ช่วยส่งเสริมการทํางานของเม็ดเลือด
ขาวกลุ่ม macrophages และ neutrophils 

จากข้อมูลข้างต้นจะพบว่า ß-glucan ที่เป็นส่วนประกอบในผนังเซลล์ยีสต์มีบทบาทต่อ
การลดความเป็นพิษจากสารพิษจากเชื้อราทั้งในด้านของการดูดซับสารพิษและส่งเสริมการทํางานของ
ระบบภูมิคุ้มกัน สัดส่วนของปริมาณ ß-glucan ในผนังเซลล์จึงอาจเป็นค่าที่นํามาใช้ในการชี้บ่ง
ประสิทธิภาพของการดูดซับสารพิษได้ ซึ่งมาตรฐานของ AOAC ได้กําหนดวิธีการตรวจวัดปริมาณของ 
ß-glucan โดยใช้เอนไซม์ย่อยผนังเซลล์และตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค High Performance Anion 
Exchange Chromatography (AOAC 995.16: Enzymatic Insoluble glucans and mannans: 
High Performance Anion Exchange Chromatography Coupled with Pulsed Electrochemical 
Detection) การตรวจวิเคราะห์ตามมาตรฐานนี้มีค่าใช้จ่ายสูงและยังไม่มีห้องปฏิบัติการที่รองรับการ
ทดสอบด้วยเทคนิคนี้ในประเทศไทย ซึ่งนอกจากวิธีการการย่อยผนังเซลล์ด้ วยเอนไซม์แล้วยังมี
การศึกษาปริมาณ ß-glucan ในผนังเซลล์ S. cerevisiae ด้วยการต้มท่ีอุณหภูมิ 90 ºC ในสารละลาย
ด่างเพ่ือย่อยให้ ß-glucan ละลายออกจากโครงสร้างผนังเซลล์และทําการวิเคราะห์ปริมาณ ß-glucan 
ในสารละลาย (Lee และ Lee, 2001) ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีค่าใช้จ่ายต่ํากว่าและสามารถทําได้ง่ายใน
ห้องปฏิบัติการ 
 
2.5 สภาวะทางเดินอาหารสัตว์ปีก 
 

ระบบทางเดินอาหารของสัตว์ปีกต่างจากระบบทางเดินอาหารของสัตว์กระเพาะเดี่ยว
ทั่วไป โดยมีกระเพาะอาหารถึง 3 ส่วน (บุญเสริมและบุญล้อม, 2542; Duke, 1993; Leeson and 
Summer, 2001) ระบบทางเดินอาหารของสัตว์ปีก มีองค์ประกอบดังนี้ 

1) ปาก (beak) ปากของสัตว์ปีกจะเป็นจงอยที่แหลมคม ภายในไม่มีฟัน ใช้จิกอาหาร
กลืนลงกระเพาะโดยอาหารที่กินลงไปจะไม่ผ่านการเคี้ยว ภายในช่องปากมีต่อมน้ําลายที่ผลิตสารคัด
หลั่งเพ่ือหล่อลื่นอาหารและเอนไซม์ amylase ระยะเวลาที่อาหารอยู่ในช่องปากของสัตว์ปีกค่อนข้าง
สั้น อาหารส่วนมากจะอ่อนนุ่มลงและถูกย่อยภายในช่องปากได้เล็กน้อย 

2) หลอดอาหาร (esophagus) ภายในหลอดอาหารมีสารคัดหลั่ง (mucus) อยู่จํานวน
มากเพ่ือให้อาหารไหลลื่นอย่างรวดเร็วลงไปยังกระเพาะพัก 

3) กระเพาะพัก (crop) เป็นส่วนหนึ่งของหลอดอาหารที่ขยายออกสําหรับเป็นที่เก็บ
อาหารระยะแรกและทําให้อาหารอ่อนนุ่มลง ในส่วนของกระเพาะพักไม่มีการหลั่งเอนไซม์ amylase 
ออกมาแต่สามารถพบเอนไซม์จากต่อมน้ําลายที่ผสมมากับอาหารหรือมีแบคทีเรียซึ่งอาศัยในกระเพาะ
พักสร้างน้ําย่อยออกมา จึงพบว่ามีการย่อยสารจําพวกแป้งและน้ําตาลได้ โดยระยะเวลาที่อาหารอยู่ใน
กระเพาะพักประมาณ 30 นาท ี



 
 
19 

4) กระเพาะแท้ (proventiculus) มีหน้าที่หลั่งน้ําย่อย pepsionogen สารหล่อลื่นและ
กรด hydrochloric ออกมาผสมกับอาหาร เพ่ือรักษาสภาวะค่า pH ภายในกระเพาะอาหารอยู่ที่ 0.5-
2.5 บวกกับกระเพาะแท้มีการบีบตัวเพ่ือช่วยในการคลุกเคล้าและย่อยอาหารได้ดีขึ้น โดยที่ไก่จะมีการ
หลั่งน้ําย่อยประมาณ 8.8 มิลลิลิตรต่อน้ําหนักตัวหนึ่งกิโลกรัมต่อชั่วโมง ซึ่งเป็นปริมาณที่มากกว่าใน
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ระยะเวลาที่อาหารอยู่ในกระเพาะแท้ประมาณ 15 นาท ี

5) กระเพาะบดหรือกึ๋น (gizzard) ทําหน้าที่บดย่อยอาหารให้แตกละเอียด โดยภายใน
อาจมีกรวดสะสมอยู่เพ่ือช่วยบดย่อยอาหาร ค่า pH ในกระเพาะบดอยู่ที่ประมาณ 2.6 และระยะเวลา
ที่อาหารอยู่ในกระเพาะบดราว 90 นาท ี

6) ลําไส้เล็ก (small intestine) ในสัตว์ปีกสามารถแยกแยะลําไส้เล็ก 3 ส่วนออกจาก
กันได้อย่างชัดเจน โดยลําไส้เล็กตอนต้น (duodenum) จะยึดติดกันภายในเป็นรูปตัวยู ระหว่างตัวยูมี
ตับอ่อนติดอยู ่แต่ลําไส้เล็กส่วน jejunum และ ileum เป็นส่วนของท่อยาวที่เปิดถึงกันต่อเนื่องถึงกัน 
ลําไส้เล็กนอกจากจะเป็นส่วนที่มีการย่อยอาหารแล้วยังทําหน้าที่ดูดซึมสารอาหารเข้าสู่ร่างกายด้วย 
เอนไซม์ที่พบในลําไส้เล็กมีหลายชนิดได้แก่ trypsin, maltase, carboxypeptidase, dipeptidase, 
amylase, aminopeptidase, lipase, chymotrypsin, และ sucrase ซ่ึงเอนไซม์หลักที่มีบทบาทใน
การย่อยโปรตีนคือ trypsin และ chymotrypsin ส่วน lipase ทํางานร่วมกับน้ําดีเพ่ือการย่อยไขมัน
ในอาหาร นอกจากกกลไกการย่อยอาหารด้วยเอนไซม์แล้วลําไส้ยังมีการบีบตัวเพ่ือคลุกเคล้าและทําให้
อาหารเคลื่อนตัวไป รวมถึงการย่อยบางส่วนเกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ซึ่งอาศัยอยู่ในสําไส้ (Normal flora) 
ระยะเวลาที่อาหารอยู่ในลําไส้เล็กประมาณ 90 นาท ี

7) ไส้ติ่ง (caca) อยู่ระหว่างรอยต่อของลําไส้เล็กและลําไส้ใหญ่ มี 2 ข้าง ในสัตว์ปีกที่ถูก
เลี้ยงด้วยอาหารสําเร็จรูป ส่วนของไส้ติ่งไม่มีหน้าที่ในการย่อยอาหาร เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ที่มี
ความสามารถย่อยกากใยได้มีปริมาณน้อย และผนังด้านในของไส้ติ่งจะมีการดูดซึมน้ํากลับเข้าสู่กระแส
โลหิตบางส่วน 

8) ลําไส้ใหญ่ (large intestine) ทําหน้าที่รองรับกากอาหารที่ร่างกายดูดซึมไปใช้แล้ว
และมีการดูดซึมน้ําและอิเล็กโทรไลต์บางส่วนกลับเข้าร่างกาย pH ที่ลําไส้ใหญ่อยู่ที่ 6-6.5 ระยะเวลา
ที่อาหารอยู่ในลําไส้ใหญ่ประมาณ 15 นาท ี

9) ทวาร (vent) เป็นที่ขับกากอาหารออกนอกร่างกายและเป็นบริเวณที่ท่อนําไข่ของ
สัตว์ปีกเพศเมียมาเปิดเพ่ือการออกไข่ 

10) ตับ (liver) ทําหน้าที่ผลิตน้ําดีและเก็บสะสมไว้ที่ถุงน้ําดี ตับมีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมทาบอลิซึมสารอาหาร กําจัดหรือเปลี่ยนรูปสารพิษ เป็นแหล่งสะสมสารอาหารและ
แหล่งกักเก็บพลังงาน ผลิตเม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือดและสารเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด รวมไปถึง
หน้าที่ในการทําลายเม็ดเลือดแดงที่หมดอายุ 
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11) ตับอ่อน (pancrease) ทําหน้าที่ผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยอาหาร ได้แก่ 
amylase, dipeptidase, trypsin, chymotrypsin, carboxypeptidase, aminopeptidase, และ 
lipase นอกจากนี้ตับอ่อนยังมีหน้าที่หลั่งสาร buffer (sodium bicarbonate) เพ่ือควบคุม pH ใน
ลําไส้ให้อยู่ที่ 6-8 และผลิตฮอร์โมน เช่น insulin และ glucogon ที่เกี่ยวข้องกับเมทาบอลิซึมของ
คาร์โบไฮเดรตในร่างกาย 
 
2.6 การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในอาหารโดยวิธี Kjeldahl  

 
Kjeldahl method เป็นการตรวจวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในอาหารและอาหารสัตว์ที่

นิยมกันทั่วไป พัฒนาขึ้นโดยนักเคมีชาวเดนมาร์ก ชื่อ Johan Kjeldahl ในระหว่างปี ค.ศ. 1849-1900 
(Thiex and Manson, 2002; Thiex et al., 2002) เพ่ือหาปริมาณไนโตรเจนในสารประกอบอินทรีย์ 
วิธีการทดสอบมี 3 ขั้นตอนหลักคือ การย่อย การกลั่น และการไตเตรท โดยการทดสอบนี้เป็นที่ยอมรับ
จากห้องปฏิบัติการทั่วโลกมากกว่า 10,000 แห่ง ค่าปริมาณโปรตีนที่ได้จากเทคนิคนี้เรียกว่า“crude 
protein”หรือโปรตีนหยาบ ซึ่งได้รับการยอมรับว่าเป็นวิธีมาตรฐานสากลสําหรับการวิเคราะห์ปริมาณ 
crude protein ในตัวอย่างอาหารและวัสดุทางการเกษตร โดยวิธีมาตรฐานในการวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนในอาหารสัตว์ที่นิยมในปัจจุบันได้แก่ AOAC Official method 2001.11 (The Association 
of Official Analytical Chemists [AOAC], 2012) และ ISO 5983-2 (The International 
Organization for Standardization (ISO), 2005 ในประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม (ประเทศไทย) 
ฉบับที่ 3443 (พ.ศ. 2548)) 

หลักการของ Kjeldahl method คือ การคํานวณปริมาณโปรตีนในรูปของไนโตรเจน
ทั้งหมดที่มีอยู่ในตัวอย่าง โดยการย่อยสลายโปรตีนซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีไนโตรเจนเป็น
ส่วนประกอบในโมเลกุล ไนโตรเจนที่ถูกปลดปล่อยออกมาจะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของแอมโมเนีย 
การตรวจวัดปริมาณของแอมโมเนียที่ได้เป็นตัวบ่งบอกทางอ้อมถึงปริมาณไนโตรเจนที่มี 
 

2.7 การทดสอบความเป็นพิษโดยใช้ไรน้ า 
 

ไรน้ําจัดเป็นสัตว์ทดลองที่ได้รับความสนใจในการนํามาทดสอบความเป็นพิษสารหลาย
ชนิด เนื่องจากเพาะเลี้ยงได้ง่าย ราคาถูก ทําการทดลองในพื้นที่จํากัดได้ และให้ผลการทดสอบรวดเร็ว 
จึงมีหลายการศึกษาวิจัยที่เลือกไรน้ํามาเป็น biotest โดยเฉพาะการทดสอบพิษของสารที่ยากต่อการ
ทดสอบได้แก่ สารอนุพันธ์ สารผสม สารที่ไม่เสถียร สารที่ละลายได้ต่ํา เป็นต้น (OECD, 2000) 
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2.7.1 อาร์ทีเมีย 
อาร์ทีเมียหรือไรกุ้งน้ําเค็ม (Artemia spp.; brine shrimp) เป็นสัตว์น้ําใน class 

Crustacea พบได้ตามแหล่งน้ําเค็มท่ัวโลก สามารถมีชีวิตอยู่ได้ในช่วงความเค็มกว้าง คือ 3-300 พีพีท ี
โดยสภาวะที่เหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงในห้องทดลองมีค่าความเค็มอยู่ที่ 60 พีพีที ในช่วงอุณหภูมิ 
20-25 ºC (Lenz and Browne, 1991; Dumitrascu, 2011) อาร์ทีเมียสามารถสืบพันธุ์ได้ 2 วิธีคือ 
การออกลูกเป็นตัวอ่อนที่เรียกว่า นอเพลียส (nauplius) และการออกไข่ (cyst) โดยตัวอ่อนที่ฟัก
ออกมาระยะแรก เรียกว่า อินสตาร์วัน (Instar I) อาร์ทีเมียใช้ระยะเวลาในการฟักออกจากไข่ 15-48 
ชั่วโมง อินสตาร์วันมีรูปร่างคล้ายลูกแพร์หรือรูปไข่ มีความยาว 400-500 ไมครอน หรือ 0.40-0.52 
มิลลิเมตร มีสีส้มแกมน้ําตาลของไข่แดง (yolk) ประมาณ 12 ชั่วโมงถัดมาตัวอ่อนจะมีการลอกคราบ
และเติบโตเป็นตัวอ่อนระยะที่ 2 (Instar II) ซึ่งจะเริ่มกินอาหารและมีรูปร่างลักษณะเปลี่ยนแปลงไป
จากเดิมเข้าสู่ระยะอินสตาร์ต่อๆ ไปโดยใช้เวลา 7-15 วัน จนกลายเป็นอาร์ทีเมียตัวเต็มวัย (adult) ที่
สามารถสืบพันธุ์ได้ (อนันต์ และคณะ, 2536; Dumitrascu, 2011) ในงานทดลองท่ัวไปจะใช้อาร์ทีเมีย
ช่วงระยะตัวอ่อน nauplius หรือ Instar I มาทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน (Mayorga, 2010; 
Nunes, 2006) งานวิจัยที่นําอาร์ทีเมียมาทดสอบความเป็นพิษของสารพิษจากเชื้อราและสารพิษอ่ืนๆ 
มีดังนี ้

1) Harwig และ Scott (1971) ได้นําตัวอ่อนของอาร์ทีเมีย (Artemia salina) ที่อายุ
ไม่เกิน 12 ชั่วโมงมาทดสอบความเป็นพิษของสารพิษจากเชื้อราโดยใช้วิธี disc screening method 
พบว่าอาร์ทีเมียมีความไวต่อสารพิษจากเชื้อรามากถึง 10 ชนิด ได้แก่ diacetoxyscirpenol, T-2 
toxin, aflatoxins B1 และ G1, ochratoxin A, rubratoxin B, stemphone, gliotoxin, kojic 
acid, และ sterigmatocystin 

2) Prior (1979) ทําการศึกษาวิจัยโดยนําอาหารสัตว์ 4 ชนิดคือ ธัญพืช ฟาง อาหาร
สัตว์สําเร็จรูป และหญ้าหมัก มาสกัดด้วย chloroform หรือ methanol และระเหยตัวทําละลายออก 
จากนั้นเติม brine shrimp medium (pH 6.5) และตัวอ่อนอาร์ทีเมียลงไปเป็นระยะเวลา 16 ชั่วโมง
พบว่า อัตราการตายของอาร์ทีเมียในสารสกัดจากธัญพืช ฟาง อาหารสัตว์สําเร็จรูป และหญ้าหมักเป็น 
22, 21, 34, และ 77% ตามลําดับ เมื่อเทียบเคียงกับกลุ่มทดลองที่ใช้อาหารสัตว์ซึ่งปนเปื้อนสารพิษ
จากเชื้อรา aflatoxin B1, ochratoxin A และT-2 toxin พบว่าสัดส่วนของอาร์ทีเมียที่ตายไม่แตกต่าง
กันอย่างมีนัยสําคัญ โดยอาจเป็นผลจากสารอื่นๆ ที่พบในอาหารสัตว์มีผลให้ตัวอ่อนอาร์ทีเมียตายลง 

3) Varó และคณะ (2000) ทดสอบความเป็นพิษของ chlorpyrifos โดยใช้อาร์ทีเมีย 
(Artemia parthenogenetica) 3 ระยะคือ ตัวอ่อน (nauplii) ระยะวัยรุ่น (juveniles) และตัวเต็มวัย 
(adults) ผู้วิจัยติดตามสัดส่วนของอาร์ทีเทียที่ตายหลังสัมผัสกับสารพิษเป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 
ภายใต้อุณหภูมิ 20+0.5 ºC ในที่มืดและไม่มีการให้อาหาร พบว่าช่วงวัยของอาร์ทีเมียที่นํามาใช้มีผล
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ทําให้ความไวต่อสารพิษแตกต่างกัน โดยค่า LC50 บ่งชี้ว่าอาร์ทีเมียระยะตัวเต็มวัยจะมีความไวต่อ
สารพิษมากท่ีสุด รองลงมาคือระยะวัยรุ่นและระยะตัวอ่อนจะมีความไวต่อสารพิษน้อยที่สุด 

4) Hartl และ Humpf (2000) ทําการทดสอบความเป็นพิษของ fumonisins โดยใช้
ตัวอ่อนของ Artemia salina บรรจุลงใน microwell plates และปิดด้วยพาราฟิล์มใสที่แสงส่องถึง
ได้โดยตรง ควบคุมอุณหภูมิการทดลองอยู่ที่ 24-26 ºC และเขย่า plates ด้วยความเร็วรอบ 140 รอบ
ต่อนาที จากนั้นติดตามสัดส่วนการตายของอาร์ทีเมียหลังสัมผัสกับสารพิษ 48 ชั่วโมง พบว่าอนุพันธ์
ของ fumonisins ทุกตัวที่นํามาใช้ในการทดสอบ ได้แก่ fumonisin B1, fumonisin B2, hydrolysed 
fumonisin B1, N-carboxymethyl-fumonisin B1, N-Palmitoyl-hydrolysed fumonisin B1, และ 
hydrolysed fumonisin B2 ล้วนมีความเป็นพิษต่ออาร์ทีเมีย 

5) Caldwell และคณะ (2003) ทําการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจาก diatom 
และ short chain aldehydes โดยใช้ไข่และตัวอ่อนของอาร์ทีเมีย (Artemia salina) บรรจุลงใน 
microwell plates ที่มีสารทดสอบอยู่ ระหว่างที่อาร์ทีเมียสัมผัสกับสารพิษภายใต้อุณหภูมิ 15 ºC มี
การเติมอากาศหรือออกซิเจนเป็นระยะจนครบ 24 และ 72 ชั่วโมง หลังติดตามจํานวนไข่อาร์ทีเมียที่
ไม่ฟักออกมาและการตายของตัวอ่อน พบว่าที่ 72 ชั่วโมง ค่า 50% efficient concentration (EC50) 
ของสารพิษมีแนวโน้มลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับผลการติดตามในชั่วโมงท่ี 24 

6) Bartolomé และ Sánchez-Fortún (2005) ทดสอบความเป็นพิษของสารฆ่าเชื้อ 
benzalkonium chloride (BKC) โดยใช้อาร์ทีเมีย (Artemia franciscana) 3 ช่วงอายุคือ 24, 48 
และ 72 ชั่วโมง และระยะเวลาที่อาร์ทีเมียสัมผัสกับ BKC คือ 120 นาท ีควบคุมอุณหภูมิการทดสอบที่ 
25 ºC และทําการทดลองในที่มืด พบว่าค่า LC50 จะลดลงเมื่อใช้อาร์ทีเมียที่มีอายุมากขึ้น เป็นการบ่งชี้
ว่าอาร์ทีเมียที่อายุมากขึ้นมีความทนทานต่อ BKC ลดลง  

7) Duraković และคณะ (2011) ศึกษาความเป็นพิษของ aflatoxin M1 ในน้ํานมด้วย
วิธี disc screening method ใช้อุณหภูมิการทดสอบที่ 20, 25, 30, 35 และ 40 ºC เป็นระยะเวลา
นาน 48-96 ชั่วโมงพบว่า อาร์ทีเมียจะมีความไวต่อสารพิษสูงสุดทีอุ่ณหภูมิ 30 ºC คํานวณค่า LC50 คือ 
0.4 ไมโครกรัมต่อลิตร ณ ชั่วโมงท่ี 30 โดยอุณหภูมิที่ต่ําลงคือ 20 ºC อาร์ทีเมียซึ่งสัมผัสกับสารพิษจะ
มีการตายช้าลง โดยพบว่า LC50 อยู่ที่ 2.5 ไมโครกรัมต่อลิตร ณ ชั่วโมงท่ี 60 

เมื่อเทียบเคียงจากหลายการศึกษาพบว่า แต่ละงานวิจัยจะกําหนดสภาวะควบคุมในการ
ทดลองที่แตกต่างกันไป เนื่องจากในการทดสอบความเป็นพิษโดยใช้อาร์ทีเมียนั้นผู้วิจัยต้องคํานึงถึง
ปัจจัยพ้ืนฐานอันส่งผลต่อการรอดชีวิตของอาร์ทีเมียในกลุ่มควบคุมและความไวต่อสารพิษที่นํามา
ทดสอบ ได้แก่ สายพันธุ์ของอาร์ทีเมีย คุณภาพของไข่ สภาวะการฟักออกจากไข่ อายุหรือระยะการ
เจริญเติบโต ชนิดของภาชนะบรรจุ อุณหภูมิสิ่งแวดล้อม คุณภาพน้ํา ความเข้มข้นของสารพิษ 
ระยะเวลาการสัมผัสกับสารพิษ เป็นต้น (Vanhaecke et al., 1980) ดังนั้นก่อนทําการทดสอบความ
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เป็นพิษโดยใช้อาร์ทีเมียเป็นสัตว์ทดลองผู้วิจัยต้องดําเนินการทดสอบเบื้องต้นเพ่ือยืนยันสภาวะควบคุม
ต่างๆ สําหรับงานทดลองเพ่ือลดปัจจัยที่กระทบต่อความคลาดเคลื่อนที่มีโอกาสเกิดขึ้นตามมา 

2.7.2 ไรน้ านางฟ้า 
ไรน้ํานางฟ้า (Fairy Shrimps) เป็นสัตว์น้ําจําพวกกุ้งอยู่ใน order Anostraca 

เหมือนอาร์ทีเมีย อาศัยตามแหล่งน้ําจืดธรรมชาติ พบได้มากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย 
นักวิชาการของกรมประมงได้เริ่มดําเนินการศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงไรน้ํานางฟ้ามาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2530 
โดยเรียกไรน้ําชนิดนี้ว่า“อาร์ทีเมียน้ําจืด”เนื่องจากเป็นสัตว์น้ําที่มีความสําคัญทางการประมง นํามาใช้
เป็นอาหารมีชีวิตที่สําคัญต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา โดยเฉพาะการอนุบาลลูกปลาขนาดเล็กและใช้เลี้ยง
ปลาสวยงาม ไรน้ํ านางฟ้าที่มีรายงานการค้นพบในประเทศไทย ได้แก่  ไรน้ํ านางฟ้าไทย 
(Branchinella thailandensis) ไรน้ํานางฟ้าสิรินธร (Streptocephalus sirindhornae) และไรน้ํา
นางฟ้าสยาม (Streptocephalus siamensis) (Sanoamuang et al., 2000, 2002; Sanoamuang 
and Saengphan, 2006) 

ไข่ของไรน้ํานางฟ้าไทยจะใช้เวลาในการฟักประมาณ 6-24 ชั่วโมง ตัวอ่อนของไรน้ําที่
ฟักออกจากไข่จะมีขนาดค่อนข้างเล็กมาก ตัวอ่อนจะต้องการอาหารหลังจากฟักออกจากไข่ ได้
ประมาณ 4-6 ชั่วโมง และเจริญเติบโตด้วยวิธีการลอกคราบ จํานวนและอัตราการลอกคราบขึ้นอยู่กับ
อุณหภูมิน้ําและคุณภาพอาหาร เมื่ออายุ 5-7 วันไรน้ําจะมีความยาวประมาณ 10 มิลลิเมตร เจริญเป็น
ตัวเต็มวัยและมีความสมบูรณ์เพศที่อายุ 7-14 วัน (ละออศรี, 2548) ปัจจุบันยังไม่มีรายงานอย่างเป็น
ทางการในส่วนของการทดสอบความเป็นพิษของสารพิษจากเชื้อราในไรน้ํานางฟ้า แต่มีความพยายาม
ในการนําไรน้ําชนิดนี้มาทดแทนการใช้ไรกุ้งน้ําเค็มเพ่ือทดสอบสารพิษอ่ืนๆ เช่น ยาฆ่าแมลง สารพิษ
ในสมุนไพร สารตกค้างในแหล่งน้ําทิ้ง เป็นต้น (Boonsoong, 2012; Dumont and Munuswamy, 
1997; Mayorga, 2010) เนื่องจากไรน้ํานางฟ้ามีขนาดใหญ่กว่าทําการศึกษาได้ง่าย มีราคาถูกกว่าการ
นําเข้าอาร์ทีเมียและเพาะเลี้ยงได้ง่ายในน้ําจืด  

งานวิจัยของ Boonsoong และ Bullangpoti (2012) ได้ทดลองนําไรน้ํานางฟ้าไทย 
(Branchinella thailandensis) อายุไม่เกิน 24 ชั่วโมงมาทําการทดสอบความเป็นพิษของสารในกลุ่ม 
glyphosate (Roundup®) และ carbosulfan ติดตามการตายของตัวอ่อนไรน้ําชั่วโมงที่ 6, 12 และ 
24 ของการทดลองโดยไม่มีการให้อาหาร พบว่าการตายของตัวอ่อนสัมพันธ์กับสารพิษที่เข้มข้นมาก
ขึ้นโดยมี median lethal concentration (LC50) ณ ชั่วโมงที่ 24 ของ glyphosate (Roundup®) 
และ carbosulfan อยู่ที่ 0.319 และ 0.702 พีพีเอ็ม เมื่อเทียบเคียงกับการศึกษาของ Ripley และ
คณะ (2003) ที่นํา San Diego fairy shrimp (Branchinecta sandiegonensis) มาทดสอบความ
เป็นพิษของ glyphosate (Roundup®) และ malathion โดยใช้ไรน้ําที่อายุไม่เกิน 24 ชั่วโมงทดสอบ
ที่ความเป็นพิษที่อุณหภูมิ 20 ºC โดยไม่มีการให้อาหารพบว่า LC50 ของ glyphosate (Roundup®) 
และ malathion อยู่ที่ 11.8 และ 24.45 พีพีเอ็ม จากสองงานวิจัยที่กล่าวมา บ่งชี้ว่าในสารพิษกลุ่ม
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เดียวกันแต่ใช้ไรน้ํานางฟ้าต่างสายพันธุ์ในการทดสอบความเป็นพิษ LC50 ที่ได้อาจมีค่าแตกต่างกัน ซึ่ง
นอกจากสายพันธุ์แล้ว ช่วงอายุหรือระยะการเจริญเติบโต และระยะเวลาที่ไรน้ําสัมผัสสารพิษล้วนมี
ผลต่อค่า LC50 (Kumar and Ali, 2014) ดังนั้นในการใช้ไรน้ํานางฟ้าเป็นสัตว์ทดลองผู้วิจัยต้องทําการ
ทดสอบเบื้องต้นถึงปัจจัยของกลุ่มควบคุมและช่วงเวลาที่เหมาะสมกับรูปแบบทดลอง โดยต้องมีอัตรา
การรอดชีวิตของไรน้ําอย่างน้อย 80-90% เพ่ือควบคุมการตายของไรน้ําจากปัจจัยที่ไม่เกี่ยวข้องกับ
การศึกษาอันทําให้เกิดผล false positive ออกไป (Lahr, 1997)  
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 การเตรียมเชื้อ Saccharomyces cerevisiae  

 
3.1.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตและ 

เก็บเซลล์ S. cerevisiae  
- เชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ซื้อจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งประเทศไทยได้แก่ TISTR 5013 (wine production yeast), TISTR 5049 (california wine 
yeast), TISTR 5343 (single cell protein), และ TISTR 5059 (bread yeast) 

- กระบอกตวงขนาด 1,000, 500, และ 100 มิลลิลิตร 
- เครื่องชั่งดิจิตอล (Weighing machine analytical balance SartoriusTM 

BP210S) 
- Spectrophotometer (Thermo Scientific รุ่น GENESYS 20)  
- Disposal cuvette 1.6 มิลลิลิตร (SarstedtTM) 
- Autopipette 50 ไมโครลิตรและ 1-100 ไมโครลิตร (MicroPette PlusTM) 
- Electronic pipette 50-1,000 ไมโครลิตร (AvegeneTM S1000) 
- Tips 1,000 ไมโครลิตร (BiolineTM) และ 200 ไมโครลิตร (KirgenTM) 
- Incubator shaker (New Brunswick Scientific รุ่น Innova 4000) 
- เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave TOMY SX-700)  
- ตู้บ่มเชื้อ 30 ± 1 ºC 
- กล้องจุลทรรศน์ (Olympus CH-2) 
- ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
- จานเพาะเลี้ยงเชื้อแบบแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร 
- ช้อนตักสาร 
- ห่วงเขี่ยเชื้อ (Inoculating loop) 
- Vacuum pump 
- ชุดกรองเชื้อ (Vacuum filter holder; Millipore®) 
- แผ่นกรองเชื้อชนิด cellulose nitrate (Sterile filter membrane with 

gridded 47 มิลลิเมตร 0.45 ไมโครเมตร; Millipore®) 
- ตู้อบลมร้อน (WTE binderTM) 
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- บีกเกอร์ขนาด ขนาด 50, 100, 150, และ 250 มิลลิลิตร 
- Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตรและ 500 มิลลลิิตร 
- กระดาษวัดค่า pH (MerckTM) 
- ถุงมือยางชนิดไม่มีแป้ง 

3.1.2 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ศึกษาการเจริญเติบโตและ 
แยกเก็บเซลล์ 
- น้ํากลั่นปลอดเชื้อ 
- Potato dextrose agar (HIMEDIATM, pH 5.5) 
- Potato dextrose broth (DifcoTM, pH 5.5) 
- 10% Tartaric acid (AR grade Univar®, Ajax Finechem) 
- 95% Alcohol (Industrial grade) 

3.1.3 สถานที่ท าการทดลองและเก็บข้อมูล 
ภาควิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (เลขที่ 99 หมู่ 18 ถ.พหลโยธิน ต.คลองหนึ่ง อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี) 
3.1.4 การเพาะเลี้ยงเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตและแยกเก็บเซลล์ S. cerevisiae 

1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) ด้วยการละลายอาหาร
ในน้ํากลั่นและนําไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 ºC ภายใต้ความดัน 15 psi นาน 15 นาที (autoclave) 
จากนั้นรอให้อุณหภูมิอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงมาที่ประมาณ 50 ºC วัดค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ กรณี
ที่พบว่า pH สูงกว่า 5.5 ปรับให้เป็นกรดด้วยการเติมสารละลาย 10%Tartaric acid และเทลงในจาน
เพาะเชื้อ 

2) เพาะเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae บน PDA บ่มที่ 30 ºC นาน 4 วัน 
3) เตรียมอาหาร Potato dextrose broth (PDB) ด้วยการละลายอาหารเลี้ยง

เชื้อในน้ํากลั่น นําไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูง จากนั้นรอให้อุณหภูมิอาหารเลี้ยงเชื้ อลดลงมาที่
ประมาณ 50 ºC ทําการวัดค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ กรณีที่พบว่า pH สูงกว่า 5.5 ปรับให้เป็นกรด
ด้วยการเติมสารละลาย 10% Tartaric acid และเทลงในจานเพาะเชื้อ  

4) นําเชื้อ S. cerevisiae ที่เจริญบน PDA มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PDB บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 ºC เขย่าความเร็ว 100 รอบต่อนาทีด้วยเครื่อง Incubator shaker ศึกษาคุณสมบัติใน
การเจริญเติบโตของเชื้อ S. cerevisiae ทั้ง 4 สายพันธุ์ โดยเก็บข้อมูลค่าความขุ่น (Turbidity) ด้วย
เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 nm ทุก 1 ชั่วโมงจัดทําเป็นกราฟการเจริญเติบโต
ของเชื้อ (Growth curve)  

5) เพาะเลี้ยงเชื้อ S. cerevisiae ในอาหาร PDB เมื่อเข้าสู่ช่วง log phase จึง
นําไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูง และเก็บเซลล์ที่ตายแล้วด้วยการนํามากรองผ่านแผ่น cellulose 
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nitrate (Sterile filter membrane pore size 0.45 µm.) และล้างด้วยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง 
เก็บรักษาเซลล์ที่ได้จากการกรองโดยการอบแห้งในตู้อบลมร้อนอุณหภูมิ 80 ºC เพ่ือใช้สําหรับทุกการ
ทดลองในงานวิจัยนี้ 
 
3.2 การทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 

ใน PBS ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 
 

3.2.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับ 
สารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ใน PBS 
- เซลล์ที่ตายแล้วของ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ (จากข้อ 3.1) 
- Volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 
- หลอดทดลองแก้วพร้อมฝา 
- กล้องจุลทรรศน์ (Olympus CH-2) 
- Hemocytometer และ cover slide (Neubauer improved, BOECOTM) 
- หลอด Eppendorp 
- Centrifuge tube 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (HETTICH EBA 12R Centrifuge) 
- Spectrophotometer (UNICAM UV/Vis Spectrophotometer UV2)  
- Disposal cuvette 1.6 มิลลิลิตร (SarstedtTM) 
- Autopipette 50 ไมโครลิตรและ 1-100 ไมโครลิตร (MicroPette PlusTM) 
- Electronic pipette 50-1,000 ไมโครลิตร (AvegeneTM S1000) 
- Tips 1,000 ไมโครลิตร (BiolineTM) และ 200 ไมโครลิตร (KirgenTM) 
- Incubator shaker (New Brunswick Scientific รุ่น Innova 4000) 
- ชุดทดสอบ aflatoxin ELISA Test kit (Limit of detection 0.4 พีพีบี; 

ScreenEZ® บริษัท สยามอินเตอร์ควอลิตี้ จํากัด) ประกอบด้วย  
1) Micro ELISA plate เคลือบด้วย antibodies ต่อ aflatoxin B1 (96 หลุม) 
2) AFB1-HRP conjugate จํานวน 6 หลอด (100 ไมโครลิตรต่อหลอด)  
3) Substrate 12 มิลลิลิตรและ conjugate buffer ปริมาณ 8 มิลลิลิตร 
4) Washing buffer 60 มิลลิลิตร (10 x 0.01 M PBS +0.05% tween 20)  
5) สารมาตรฐาน aflatoxin B1 0, 0.2, 0.5, 1, 2, และ 5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
6) Stop solution (0.3 M phosphoric acid)  12 มิลลิลิตร 
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- ชุดทดสอบ ochratoxin A ELISA Test kit (Limit of detection 5 พีพีบี; 
RIDASCREEN® FAST ochratoxin A R-Biopharm) ประกอบด้วย  

1) Microtiter plate เคลือบด้วย antibodies ต่อ Anti-ochratoxin A 
antibodies (48 หลุม) 

2) Peroxidase conjugated ochratoxin A 3 มิลลิลิตร  
3) Anti-ochratoxin A monoclonal antibody 3 มิลลิลิตร 
4) Substrate/Chromogen 10 มิลลิลิตร  
5) สารมาตรฐาน ochratoxin A 0, 1, 2, 4 และ 8 พีพีบี 
6) Stop solution (1 N sulfuric acid) 14 มิลลิลิตร 

- Microplate reader for ELISA (Tecan SunriseTM) 
- เครื่องเขย่าสาร (Vortex-Genie®2 - Scientific Industries, Inc.) 
- นาฬิกาจับเวลา 
- Nitrogen evaporator (OrganomationTM) 
- เครื่อง HPLC (Agilent 1100 Series) ประกอบด้วย fluorescence 

detector, photochemical reactor ที่มีหลอด UV ความยาวคลื่น 254 nm และ PTFE tubing 
1/16 นิ้ว od ยาว 25 เมตร (AuraTM) 

- HPLC Column ชนิด Inertsil C18 ODS-3 ขนาด 150x4.6 มิลลิเมตร id 
ขนาด particle 5 ไมโครเมตร (GL ScienceTM) 

- Vial Mini Uniprep Syringeless filter ชนิด Nylon 0.45 ไมโครเมตร 
(WhatmanTM) 

- ถุงมือยางป้องกันสารเคมีชนิดไม่มีแป้ง 
3.2.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ  

aflatoxin B1 และ ochratoxin A ใน PBS 
- สารพิษมาตรฐาน aflatoxin B1 3 พีพีเอ็ม ใน benzene:acetonitrile (98:2) 

(SupelcoTM) 
- สารพิษมาตรฐาน ochratoxin A 50 พีพีเอ็มใน benzene:acetic acid (99:1) 

(SupelcoTM) 
- Phosphate buffer saline (PBS pH 7.4; Sigma-Aldrich®) 
- น้ํากลั่นปลอดเชื้อ (Sterile deionized water) 
- Methanol (HPLC grade FisherTM, Sigma-Aldrich®) 
- Acetronitrile (Sigma-Aldrich®) 
- Acetic acid (Sigma-Aldrich®) 
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3.2.3 สถานที่ท าการทดลองและเก็บข้อมูล 
ภาควิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (เลขที่ 99 หมู่ 18 ถ.พหลโยธิน ต.คลองหนึ่ง อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี) 
และห้องปฏิบัติการทดสอบคุณภาพอาหารสัตว์ สํานักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (เลขที ่91 หมู่ 4 ต.บางกะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี)  

3.2.4 การเตรียมสารพิษมาตรฐาน 
1) การเตรียมสารมาตรฐาน aflatoxin B1 (AOAC 970.44, 2005) 

นําสารมาตรฐาน aflatoxin B1 (AFB1) ความเข้มข้นเริ่มต้น 3 พีพีเอ็มที่
ละลายอยู่ใน benzene:acetonitrile (98:2) มาระเหยตัวทําละลายออกด้วย nitrogen evaporator 
จนแห้งและเติม methanol ปรับความเข้มข้นเป็น 1 พีพีเอ็มจากนั้นนําไปสอบเทียบโดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 350 nm คํานวณตามสูตร 

 

ความเข้มข้นของ AFB1 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = 
  x MW x      

 
            (3.1) 

 

A     = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 350 nm (Absorbance) 
MW  = Molecular weight ของ aflatoxin B1 คือ 312  
ɛ      = Molecular absorptivity ของตัวทําละลาย methanol คือ 21,500 โมล/ลิตร/เซนติเมตร 
ในการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษใน PBS สารมาตรฐาน aflatoxin B1 ถูกเจือจางลงด้วย 
methanol HPLC grade ให้มีความเข้มข้น 600 พีพีบี 

2) การเตรียมสารมาตรฐาน ochratoxin A (Bacha et al., 1988).) 
นําสารมาตรฐาน ochratoxin A (OTA) ความเข้มข้นเริ่มต้น 50 พีพีเอ็มที่

ละลายอยู่ใน benzene: acetic acid (99:1) มาระเหยตัวทําละลายออกด้วย nitrogen evaporator 
จนแห้งและเติม methanol ปรับความเข้มข้นเป็น 1 พีพีเอ็มจากนั้นนําไปสอบเทียบโดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 333 nm คํานวณตามสูตร 

 

ความเข้มข้นของ OTA (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = 
  x MW x      

 
                      3.2) 

 

A    = ค่าการดูดกลืนแสงที่ 333 nm (Absorbance) 
MW = Molecular weight ของ ochratoxin A คือ 403.8  
ɛ     = Molar extinction coefficient ของตัวทําละลาย methanol คือ 5,500 โมล/ลิตร/เซนติเมตร 
ในการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษใน PBS สารมาตรฐาน ochratoxin A ถูกเจือจางลง
ด้วย methanol HPLC grade ให้มีความเข้มข้น 600 พีพีบี 
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3.2.5 การทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ 
ochratoxin A ใน PBS ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 
1) เติม PBS (pH7.4) ลงในเซลล์ที่ตายแล้วของ S. cerevisiae อบแห้ง (จากข้อ 

3.1) ทําให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยการใช้ autopipette ดูดขึ้นลง จากนั้นนํามาเจือจางแบบ ten-fold 
dilution ด้วย PBS (pH7.4) เพ่ือนับจํานวนเซลล์ด้วย hemocytometer เตรียม cell suspension 
ของ S. cerevisiae ทั้ง 4 สายพันธุ์เป็น 4 ระดับคือ 107, 108, 109, และ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

2) การทดลองมีกลุ่มควบคุม 2 กลุ่มดังนี้ 
- negative control ใช้ PBS (pH 7.4) 200 ไมโครลิตรผสมกับ methanol 

HPLC grade 50 ไมโครลิตร 
- positive control ใช้ PBS (pH 7.4) 200 ไมโครลิตรผสมกับสารมาตรฐาน 

aflatoxin B1 (600 พีพีบี) 50 ไมโครลิตรและสารมาตรฐาน ochratoxin A (600 พีพีบี) 50 ไมโครลิตร
โดยความเข้มข้นสุดท้ายของสารพิษท้ังสองชนิดเป็น 100 พีพีบี 

3) ผสม cell suspension 200 ไมโครลิตรเข้ากับสารมาตรฐาน aflatoxin B1 

(600 พีพีบี) 50 ไมโครลิตรและสารมาตรฐาน ochratoxin A (600 พีพีบี) 50 ไมโครลิตรโดยความ
เข้มข้นสุดท้ายของสารพิษท้ังสองชนิดคือ 100 พีพีบี  

กลุ่มทดลองมีทัง้หมด 16 กลุ่ม (S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ x ปริมาณเซลล์ 4 ระดับ) 
กลุ่ม negative control 1 กลุ่มและกลุ่ม positive control 1 กลุ่ม รวมเป็น 18 กลุ่ม ดังตารางที ่3.1 
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ตารางท่ี 3.1 สรุปกลุ่มทดลองศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ  
ochratoxin A ใน PBS ของเซลล์ S. cerevisiae แต่ละสายพันธุ์ 

 

กลุ่มท่ี กลุ่มทดลอง 
ความเข้มข้นสารพิษ* 

(พีพีบี) 
ปริมาณเซลล์  

(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
AFB1 OTA 

1 Negative control 0 0 0 

2 Positive control* 100 100 0 

3 

S. cerevisiae TISTR 
5013 

100 100 107 
4 100 100 108 

5 100 100 109 
6 100 100 1010 

7 

S. cerevisiae TISTR 
5049 

100 100 107 

8 100 100 108 
9 100 100 109 

10 100 100 1010 

11 

S. cerevisiae TISTR 
5059 

100 100 107 
12 100 100 108 

13 100 100 109 

14 100 100 1010 
15 

S. cerevisiae TISTR 
5343 

100 100 107 

16 100 100 108 
17 100 100 109 

18 100 100 1010 

 
4) สารผสมทั้ง 18 กลุ่มถูกบ่มที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง เขย่าความเร็ว

รอบ 200 รอบต่อนาที จากนั้นนําไปปั่นเหวี่ยงที่ 1800g อุณหภูมิ 25ºC นาน 15 นาที เพื่อแยกเก็บ
ส่วนน้ําใสด้านบน (supernatant) ไปวิเคราะห์ปริมาณสารพิษ โดยแบ่ง supernatant ออกเป็น 3 
ส่วนดังนี้ 
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ส่วนที่ 1 เจือจาง supernatant ด้วย PBS อัตราส่วน 1:19 (dilution factor 
เท่ากับ 20) เพ่ือใช้ในการทดสอบหาปริมาณ aflatoxin B1 ด้วยชุดทดสอบ aflatoxin ELISA Test kit 
(ScreenEZ®) โดยมีขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ดังนี้ 

- หยดสารพิษมาตรฐานหรือสารตัวอย่าง 50 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบ 
- หยด AFB1-HRP conjugate 50 ไมโครลิตรลงในทุกหลุมทดสอบ จากนั้น

บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC ในที่มืดเป็นเวลา 20 นาท ี
- เทสารในหลุมทดสอบทิ้งและล้างด้วย washing buffer 3 ครั้ง  
- หยด substrate 100 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบ และบ่มที่อุณหภูมิห้อง

ในที่มืดนาน 5 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม stop solution 100 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบ 
- อ่านผลด้วย ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 450 nm. 
ส่วนที่ 2 เจือจาง supernatant ด้วย 35%methanol อัตราส่วน 1:13 

(dilution factor เท่ากับ 14) เพ่ือการทดสอบหาปริมาณ ochratoxin A ด้วย ochratoxin A ELISA 
Test kit (RIDASCREEN® FAST ochratoxin A) 

- ปิเปตสารละลายมาตรฐานหรือตัวอย่าง 50 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบ 
ตามด้วยการเติม Peroxidase conjugated ochratoxin A ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในทุกหลุม
ทดสอบ  

- หยด Anti-ochratoxin A monoclonal antibody 50 ไมโครลิตรลงใน
ทุกหลุมทดสอบ บ่มในท่ีมืดนาน 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

- เทสารในหลุมทดสอบทิ้งและล้าง micrototer plate ด้วยน้ํากลั่นหลุมละ 
250 ไมโครลิตรทั้งหมด 3 รอบและเติม substrate/chromogen ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในแต่
ละหลุม บ่มในที่มืดนาน 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

- เติม stop solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุม 
- อ่านค่าความเข้มข้นของสารพิษด้วยการนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  
ส่วนที่ 3 เจือจาง supernatant ด้วย methanol HPLC grade และกรอง

ด้วย Vial Mini Uniprep Syringeless filter เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือนําไปทดสอบยืนยันผล
ด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ต่อไป โดยใช้สภาวะดังตาราง
ที่ 3.2 
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ตารางท่ี 3.2 สภาวะเครื่อง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 
 

HPLC conditions aflatoxin B1 ochratoxin A 

Column C18 ODS-3 150x4.6 มิลลเิมตร C18 ODS-3 150x4.6 มิลลเิมตร 

Moblie phase 
methanol:water:acetronitrile 

(45:55:5) 
water:acetronitrile:acetic acid 

(99:99:2) 
Flow rate (มิลลลิิตรต่อนาที) 1 1 

Detector 
Fluorescence detector 

Ex : 360 nm Em : 440 nm 
Fluorescence detector 

Ex : 333 nm Em : 477 nm 
Injection volume (ไมโครลิตร) 10 20 
Retention time (นาที) 12.60-15.50 10.30-11.40 
Limit of detection (พีพีบ)ี* 0.7 1.0 

* ค่า Limit of detection มาจากผลการสอบเทียบเครื่องมือของห้องปฏิบัติการ 
 

5) นําค่าความเข้มข้นสารพิษใน supernatant ที่ได้จาการตรวจวิเคราะห์มา
คํานวณเปอร์เซนต์ของสารพิษท่ีลดลง (%Reduction) ตามสูตร 

 

เปอร์เซนต์ของสารพิษท่ีลดลง = 
ความเข้มข้นสารพิษในกลุ่ม po itve control - ความเข้มข้นสารพิษในกลุ่มทดลอง

ความเข้มข้นสารพิษในกลุ่ม po itve control
 x 100   (3.3) 

 

ดําเนินการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ําโดยผลการทดสอบถูกนํามาวิเคราะห์ทางสถิติ
ด้วยโปรแกรม SPSS ver. 11.5 for window เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan‖  New Multiple 
Range Test กําหนดระดับนัยสําคัญ 0.05 

3.2.6 การทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 
ใน PBS  
1) คัดเลือก S. cerevisiae 2 สายพันธุ์ที่มีเปอร์เซนต์ของสารพิษใน PBS ที่ลดลง

จากการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในข้อ 3.2.5 ได้สูง 
มาทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 เพียงชนิดเดียว โดยทําการเตรียม cell 
suspension ของ S. cerevisiae ทั้ง 2 สายพันธุ์เป็น 4 ระดับคือ 107, 108, 109, และ 1010 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตรด้วย hemocytometer  

2) การทดลองมีกลุ่มควบคุม 2 กลุ่มดังนี้ 
- negative control ใช้ PBS (pH 7.4) 200 ไมโครลิตรผสมกับ methanol 

HPLC grade 100 ไมโครลิตร  
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- positive control ใช้ PBS (pH 7.4) 200 ไมโครลิตรผสมกับสารมาตรฐาน 
aflatoxin B1 (600 พีพีบี) 50 ไมโครลิตรและสารมาตรฐาน ochratoxin A (600 พีพีบี) 50 ไมโครลิตร
โดยความเข้มข้นสุดท้ายของสารพิษท้ังสองชนิดเป็น 100 พีพีบี 

3) ผสม cell suspension 200 ไมโครลิตรกับสารมาตรฐาน aflatoxin B1 (600 
พีพีบี) 50 ไมโครลิตรและ methanol 50 ไมโครลิตร โดยความเข้มข้นสุดท้ายของ aflatoxin B1 คือ 
100 พีพีบี รวมกลุ่มทดลองท้ังหมดเป็น 10 กลุ่ม ดังตาราง 3.3 
 
ตารางท่ี 3.3 กลุ่มทดลองศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1  

ใน PBS ของเซลล์ S. cerevisiae  
 

กลุ่มท่ี กลุ่มทดลอง 
ความเข้มข้นของ  

AFB1 (พีพีบี) 
ปริมาณเซลล์ S. cerevisiae 

(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

1 Negative control 0 0 
2 Positive control* 100 0 

3 

S. cerevisiae TISTR 5013 
 

100 107 

4 100 108 
5 100 109 

6 100 1010 
7 

S. cerevisiae TISTR 5049 

100 107 

8 100 108 

9 100 109 
10 100 1010 

 
4) สารผสมทั้ง 10 กลุ่มถูกบ่มที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง เขย่าความเร็วรอบ 

200 รอบต่อนาท ีจากนั้นนําไปปั่นเหวี่ยงที่ 1800g อุณหภูมิ 25 ºC นาน 15 นาที เพื่อแยกเก็บส่วนน้ํา
ใสด้านบน (supernatant) ไปเจือจางด้วย PBS เพ่ือตรวจวิเคราะห์ความเข้มข้นของ aflatoxin B1 ด้วย
ชุดทดสอบ aflatoxin ELISA Test kit (ScreenEZ®) ตามข้ันตอนในข้อ 3.2.5 (5) 

ดําเนินการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ําโดยผลการทดสอบถูกนํามาวิเคราะห์ทางสถิติ
ด้วยโปรแกรม SPSS ver. 11.5 for window เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan‖  New Multiple 
Range Test กําหนดระดับนัยสําคัญ 0.05 
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3.3 การเติมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อเพื่อเพิ่ม crude protein  
 

3.3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลองเปรียบเทียบ crude protein  
ในอาหารไก่เนื้อที่มีการเติมเซลล์ S. cerevisiae 
- เซลล์ที่ตายแล้วของ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ (จากข้อ 3.1) 
- หลอดทดลองแก้วพร้อมฝา 
- กล้องจุลทรรศน์ (Olympus CH-2) 
- Hemocytometer และ cover slide (Neubauer improved, BOECOTM) 
- บีกเกอร์ขนาด 50, 100, 150, และ 250 มิลลิลิตร 
- Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตรและ 500 มิลลลิิตร 
- กระบอกตวงขนาด 500 และ 100 มิลลิลิตร 
- เครื่องชั่งดิจิตอล (Weighing machine analytical balance SartoriusTM 

BP210S) 
- Autopipette 1-100 ไมโครลิตร (MicroPette PlusTM) 
- Electronic pipette 50-1,000 ไมโครลิตร (AvegeneTM S1000) 
- Tips 1,000 ไมโครลิตร (BiolineTM) และ 200 ไมโครลิตร (KirgenTM) 
- เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave TOMY SX-700)  
- ตู้อบลมร้อน (WTE binderTM) 
- ภาชนะอลูมิเนียม (Moisture can) 
- โถดูดความชื้น (Desiccator) 
- ช้อนตักสาร 
- ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
- ชุดปั่นบดตัวอย่าง (Waring® Commercial Blender) 
- ถุงร้อนพลาสติกบรรจุตัวอย่างและถุงกระดาษ 
- เครื่องโม่บดตัวอย่าง (Retsch® ZM200) 
- กระดาษห่อตัวอย่างสําหรับย่อยมี sucrose 0.7 กรัมเป็นส่วนประกอบ 
- Digestion tube 
- Digestion block (Büchi digestion units K-435) 
- Distillation unit (Büchi distillation units K-355) 
- Scrubber (Büchi b414) 
- Automatic burette และ conical flasks 
- อาหารไก่เนื้อ (BTG  Feedmill No. 203T) 
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3.3.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลองเปรียบเทียบ crude protein ในอาหารไก่เนื้อที่มี 
การเติมเซลล์ S. cerevisiae 
- น้ํากลั่นปลอดเชื้อ (Sterile deionized water) 
- Catalyst tablets ประกอบด้วย potassium sulfate และ copper(II) sulfate 

pentahydrate  
- Sulfuric acid (AR grade RCI LabscanTM) 
- สารละลาย hydrogen peroxide ประกอบด้วย H2O2 30 กรัมในสารละลาย 

100 มิลลิลิตร 
- สารละลาย 40% และ 0.1M sodium hydroxide  
- สารละลาย Indicator ได้แก่ Methyl red (Methyl red 100 มิลลิกรัมละลาย

ใน methanol 100 มิลลิลิตร) และ Bromocresol green (Bromocresol green 100 มิลลิกรัม
ละลายใน methanol 100 มิลลิลิตร) 

- สารละลาย 4% boric acid 
- Hydrochloric acid (AR grade RCI LabscanTM) 
- Ammonium sulfate  
- Ammonium iron(II) sulfate 

3.3.3 สถานที่ท าการทดลองและเก็บข้อมูล 
ภาควิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (เลขที ่99 หมู่ 18 ถ.พหลโยธิน ต.คลองหนึ่ง อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี) และ
บริษัท ศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร จํากัด สาขาลพบุรี (219 หมู่ 1 ตําบลช่องสาริกา อําเภอพัฒนานิคม 
จ. ลพบุรี 15220) 

3.3.4 การทดสอบ Kjeldahl Nitrogen Analysis ของ cell suspension และ 
ตรวจวัดน้ าหนักแห้งของเซลล์ S. cerevisiae (AOAC, 1990) 
1) อบภาชนะอลูมิเนียมพร้อมฝาในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 103±2 ºC นาน 3 

ชั่วโมง จากนั้นย้ายภาชนะใส่ลงในโถดูดความชื้น พักรอจนอุณหภูมิภาชนะเท่ากับอุณหภูมิห้องและทํา
การชั่งน้ําหนัก 

2) เตรียม cell suspension 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตรของ S. cerevisiae ที่ตาย
แล้วจากการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงสายพันธุ์ละ 200 มิลลิลิตรจากนั้นแบ่งออกเป็นสองส่วนดังนี้  

ส่วนที่ 1 บรรจุ cell suspension 100 มิลลิลิตรลงในภาชนะอลูมิเนียม (ข้อ
1) และนําเข้าตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 103±2 ºC นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นย้ายภาชนะบรรจุใส่ลงในโถดูด 
ความชื้นและพักรอจนอุณหภูมิภาชนะเท่ากับอุณหภูมิห้อง จากนั้นทําการชั่งน้ําหนัก เพ่ือคํานวณเทียบ 
เคียงน้ําหนักแห้งของเซลล์ S. cerevisiae ที่เติมลงในอาหารไก่เนื้อ 
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ส่วนที่ 2 บรรจุ cell suspension 100 มิลลิลิตรลงในขวดแก้วสีชาปลอดเชื้อ
เพ่ือตรวจวิเคราะห์ Kjeldahl Nitrogen Analysis (มาตรฐาน ISO 5983–2, 2005) ที่ห้องปฏิบัติการ
ศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร สาขาลพบุรี 

3.3.5 การผสมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อและทดสอบ Kjeldahl  
Nitrogen Analysis 
1) เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อลงในเซลล์ S. cerevisiae อบแห้ง (จากข้อ 3.1) ทําการ

นับจํานวนเซลล์ด้วย hemocytometer จากนั้นผสม cell suspension ลงในอาหารไก่เนื้อ 100 กรัม
โดยใช้สัดส่วนเป็น 1010 เซลล์ต่ออาหารไก่เนื้อ 1 กรัม 

2) ปั่นผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันและอบแห้งที่อุณหภูมิ 103±2 ºC นาน 4 ชั่วโมง 
(ความชื้นหลังอบแห้งไม่เกิน 16% ตามมาตรฐานคุณภาพอาหารสัตว์ของบริษัทผู้ผลิต) 

3) นําอาหารไก่เนื้อที่ผสมเซลล์ S. cerevisiae บรรจุลงในถุงพลาสติกปลอดเชื้อ
และถุงกระดาษป้องกันแสงเพ่ือส่งทดสอบ Kjeldahl Nitrogen Analysis (มาตรฐาน ISO 5983–2, 
2005) ทีห่้องปฏิบัติการศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร สาขาลพบุรี โดยมีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ 

- ย่อยตัวอย่างด้วย sulfuric เข้มข้นร่วมกับใส่ catalyst tablets  
- กลั่นแอมโมเนียด้วยการเติม NaOH เพ่ือทําปฏิกิริยากับเกลือ (NH4)2SO4 

และเติม boric acid เพ่ือจับก๊าซแอมโมเนีย 
- นําสารละลาย boric acid ซึ่งจับก๊าซแอมโมเนียไว้มาไตเตรตกับสารละลาย

มาตรฐาน sulfuric acid เพ่ือหาปริมาณไนโตรเจน 
- นําปริมาตรสารละลาย sulfuric acid ที่ใช้ในการไตเตรตมาคํานวณหา

ปริมาณไนโตรเจนแล้วคูณกับ Kjeldahl factor ได้เป็นค่าโปรตีนหยาบ (crude protein) 
ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ําโดยผลการทดสอบถูกนํามาวิเคราะห์ทางสถิติด้วย

โปรแกรม SPSS ver. 11.5 for window เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan‖  New Multiple 
Range Test กําหนดระดับนัยสําคัญ 0.05 

 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae ดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 
ในสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร 

 

3.4.1 อุปกรณ์และเครื่องมือในการทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae ดูดซับ 
สารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร 
- เซลล์ S. cerevisiae อบแห้ง (จากข้อ 3.1) 
- อาหารไก่เนื้อ (BTG  Feedmill No. 203T) 
- หลอดทดลองแก้วพร้อมฝา 
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- กล้องจุลทรรศน์ (Olympus CH-2) 
- Hemocytometer และ cover slide (Neubauer improved, BOECOTM) 
- Volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 
- กระบอกตวงขนาด 50, 100, และ 500 มิลลิลิตร 
- Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรพร้อมฝาปิด 
- Spectrophotometer (UNICAM UV/Vis Spectrophotometer UV2) 
- Disposal cuvette 1.6 มิลลิลิตร (SarstedtTM) 
- Autopipette 50 ไมโครลิตรและ 1-100 ไมโครลิตร (MicroPette PlusTM) 
- Electronic pipette 50-1,000 ไมโครลิตร (AvegeneTM S1000) 
- Tips 1,000 ไมโครลิตร (BiolineTM) และ 200 ไมโครลิตร (KirgenTM) 
- Incubator shaker (New Brunswick Scientific รุ่น Innova 4000) 
- ชุดทดสอบ aflatoxin ELISA Test kit (Limit of detection 0.4 พีพีบี; 

ScreenEZ® บริษัท สยามอินเตอร์ควอลิตี้ จํากัด)  
- ชุดทดสอบ ochratoxin A ELISA Test kit (Limit of detection 5 พีพีบี; 

RIDASCREEN® FAST ochratoxin A R-Biopharm)  
- Microplate reader for ELISA (Tecan SunriseTM) 
- เครื่องเขย่าสาร (Vortex-Genie®2 - Scientific Industries, Inc.) 
- นาฬิกาจับเวลา 
- Nitrogen evaporator (OrganomationTM) 
- เครื่อง HPLC (Agilent 1100 Series)  
- HPLC Column ชนิด Inertsil C18 ODS-3  
- Vial Mini Uniprep Syringeless filter ชนิด Nylon 0.45 ไมโครเมตร. 

(WhatmanTM) 
- ตู้อบลมร้อน (WTE binderTM) 
- บีกเกอร์ขนาด 50, 100, 150, และ 250 มิลลิลิตร 
- กระดาษวัดค่า pH (MerckTM) 
- กระดาษกรอง No.4, 125 mm. (WhatmanTM) 
- Filter glass microfiber GF/C, 47 mm. (WhatmanTM) 
- กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร (Disposal syringe NIPRO TM) 
- ถุงมือยางป้องกันสารเคมีชนิดไม่มีแป้ง 
- Immunoaffinity column สําหรับ aflatoxin B1 และ ochratoxin A (Alfa-

Ochraprep® R-Biopharm) 
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3.4.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae ดูดซับสารพิษ 
aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร 
- สารพิษมาตรฐาน aflatoxin B1 25 พีพีเอ็มใน acetonitrile (TrilogyTM) 
- สารพิษมาตรฐาน ochratoxin A 10 พีพีอ็มใน methanol (TrilogyTM) 
- Phosphate buffer saline (PBS pH 7.4; Sigma-Aldrich®)  
- น้ํากลั่นปลอดเชื้อ (Sterile deionized water) 
- Methanol (HPLC & AR grade FisherTM,HPLC grade Sigma-Aldrich®) 
- Acetronitrile (HPLC grade Sigma-Aldrich®) 
- Acetic acid (HPLC grade Sigma-Aldrich®) 

- -amylase from Bacillus sp. (Sigma-Aldrich®) 
- Potassium choride (AR grade QRëCTM) 
- Sodium Chloride (AR grade Univar®, Ajax Finechem) 
- Bile salts (Fluka®) 
- Pepsin from porcine gastric mucosa (Sigma-Aldrich®) 
- Trypsin from bovine pancreas (Sigma-Aldrich®) 
- Lipase from porcine pancreas (Sigma-Aldrich®) 

- - chymotrypsin from bovine pancreas (Sigma-Aldrich®) 
- Sodium bicarbonate (AR grade CARLO ERBA ReagentTM) 
- Sodium hydroxide pellet (AR grade QRëCTM) 
- Hydrochloric Acid (AR grade RCI LabscanTM) 

3.4.3 สถานที่ท าการทดลองและเก็บข้อมูล 
ภาควิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (เลขที ่99 หมู่ 18 ถ.พหลโยธิน ต.คลองหนึ่ง อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี) และ
ห้องปฏิบัติการทดสอบคุณภาพอาหารสัตว์ สํานักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (เลขที ่91 หมู่ 4 ต.บางกะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี)  

3.4.4 การเตรียมสารพิษมาตรฐาน 
1) การเตรียมสารมาตรฐาน aflatoxin B1 (AOAC 970.44, 2005) 
  เหมือนข้อ 3.2.4(1) 
2) การเตรียมสารมาตรฐาน ochratoxin A (Bacha et al., 1988).) 
  เหมือนข้อ 3.2.4(2) 
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3.4.5 การเตรียมอาหารไก่เนื้อปนเปื้อนสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 
1) นําอาหารไก่เนื้อทีไ่ม่มีการปนเปื้อนสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A 

(จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC) มาทําการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูง (อุณหภูมิ 121 ºC 

ความดัน 15 psi นาน 15 นาท)ี ตามด้วยการอบแห้งในตู้อบลมร้อน 103±2 ºC นาน 4 ชั่วโมงและเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ -18 ºC 

2) ปั่นบดอาหารไก่เนื้อด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูงและแบ่งอาหารไก่เนื้อที่
บดละเอียดแล้วลงใน flask กลุ่มละ 5 กรัมจํานวน 12 flasks ตามกลุ่มทดลองท่ีจัดแบ่งเป็น 12 ชุดดัง
ตารางที่ 3.4 

3) คัดเลือก S. cerevisiae 1 สายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพการดูดซับ aflatoxin B1 
และ ochratoxin A ใน PBS (pH 7.4) ได้ดีที่สุด และทําการเตรียมเซลล์ S. cerevisiae ที่ตายแล้วใน
รูปของ cell suspension โดยกําหนดปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตรต่ออาหารไก่เนื้อ 5 กรัม ที่ปริมาณเซลล์ 
3 ระดับตามกลุ่มทดลองในตาราง 3.4 แตก่ลุ่มทดลองท่ี 1, 2, 3, 4, 8, และ 9 ใช้น้ํากลั่นปลอดเชื้อแทน
การเติม cell suspension 

 

ตารางท่ี 3.4 กลุ่มทดลองการทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae ดูดซับสารพิษ 
aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

 

กลุ่มที่ กลุ่มทดลอง 
สารพิษในอาหารไก่เนื้อ 

(พีพีบี) 
เซลล์ S. cerevisiae 

ในอาหารไก่เนื้อ 
(เซลล์ต่อกรัม) 

สารละลาย 
AFB1 OTA 

1 Negative control I 0 0 0 Methanol 

2 Positive control I 100 100 0 Methanol 
3 Negative control II 0 0 0 PBS 

4 Positive control II 100 100 0 PBS 

5 Experiment I 100 100 108 PBS 
6 Experiment III 100 100 109 PBS 
7 Experiment V 100 100 1010 PBS 
8 Negative control III 0 0 0 GI 

9 Positive control III 100 100 0 GI 
10 Experiment II 100 100 108 GI 
11 Experiment IV 100 100 109 GI 
12 Experiment VI 100 100 1010 GI 
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จากตารางที่ 3.4 กลุ่มทดลองที่ 1 และ 2 เติมสารละลาย 70%methanol (ข้อ 
3.4.6(1)) กลุ่มที่ 3, 4, 5, 6, และ 7 ทําการทดลองใน PBS (pH 7.4) (ข้อ 3.4.6(2)) และกลุ่มท่ี 8, 9, 
10, 11, และ 12 ทําการทดลองภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารไก่ (ข้อ 3.4.6(2)) 

อาหารไก่เนื้อสําหรับกลุ่มทดลองที่ 1, 3 และ 8 เติม methanol (HPLC grade) 
ที่ไม่มีสารพิษ 1 มิลลิลิตรส่วนอาหารไก่เนื้อสําหรับกลุ่มทดลองที่ 2, 4-7 และ 9-12 เติม aflatoxin B1 

ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็ม และ ochratoxin A ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็ม อย่างละ 500 ไมโครลิตรต่อ
อาหารไก่เนื้อ 5 กรัมได้ความเข้มข้นของสารพิษท่ีปนเปื้อนในอาหารเป็น 100 พีพีเอ็ม 

3.4.6 การทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae ดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ 
ochratoxin A ในสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร 
1) กลุ่มทดลองที่ 1 (negative control I) และ 2 (positive control I) ทําการ

วิเคราะห์ปริมาณสารพิษโดยทําการสกัดด้วย 70%methanol ดังนี้ 
- เติม 70%methanol 65 มิลลิลิตรและเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาท ีนาน 30 นาท ี
- ตั้งทิ้งไว้เพ่ือให้ของเหลวด้านบนแยกส่วนและนํามากรองด้วยกระดาษกรอง 

Whatman No.4  
2) ทดสอบประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษของ S. cerevisiae ภายใต้สภาวะ

จําลองทางเดินอาหาร (ดัดแปลงจากการศึกษาของ Avantaggiato และคณะ (2003) และ Pizzolitto 
และคณะ (2012a)) ดังรูปที่ 3.1 
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รูปที่ 3.1 ขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษของ S. cerevisiae  
ภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารของไก่ 

 
- Saliva juice ประกอบด้วย เอนไซม์ -amylase 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

(6,200 IU ต่อมิลลิลิตร) ใน saline solution (0.85% NaCl) ปรับ pH หลังผสมกับอาหารให้อยู่ที่ 4.5 
ด้วย HCl 

- Gastric juice ประกอบด้วย เอนไซม์ pepsin 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(1,200 IU ต่อมิลลิลิตร) ในสารละลายที่ประกอบไปด้วย NaCl 0.125 M, KCl 0.007 M, และ NaHCO3 
0.045 M ปรับ pH หลังผสมกับอาหารให้อยู่ที่ประมาณ 2 ด้วย HCl 

- Intestinal juice ประกอบด้วย เอนไซม์ trypsin 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(13,000 IU ต่อมิลลิลิตร), -chymotrypsin 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (40 IU ต่อมิลลิลิตร), lipase 75 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (37,000 IU ต่อมิลลิลิตร) และ bile salt 0.3% (wt v-1) ปรับ pH หลังผสมกับ
อาหารให้อยู่ที่ประมาณ 6.2 ด้วย NaOH 

 
 

กลุ่มท่ี 8-12 ทดลองภายใต้สภาวะ
จําลองทางเดินอาหาร 

กลุ่มทดลองที่ 3-7  
ทดลองภายใต้สภาวะปกติ 

เติม Saliva juice 20 มิลลิลิตร 

 

เติม PBS 20 มิลลิลิตร 

เขย่า 50 รอบต่อนาที  
นาน 30 นาที 

เติม Gastric juice 20 มิลลิลิตร 

 

เติม PBS 20 มิลลิลิตร 

เติม Intestinal juice 20 มิลลิลิตร เติม PBS 20 มิลลิลิตร 

กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.4 

 

เขย่า 200 รอบต่อนาที  
นาน 90 นาที 

เขย่า 200 รอบต่อนาที นาน 120 นาท ี
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3) นําสารผสมที่กรองได้จากข้อ 3.4.6(1) และ 3.4.6(2) แบ่งเป็น 2 ส่วนดังนี้ 
ส่วนที่ 1 นําสารผสมที่กรองได้กลุ่มละ 2 มิลลิลิตรเจือจางด้วย PBS (pH7.4) 

48 มิลลิลิตรปรับ pH ให้อยู่ที ่7.4 ด้วย NaOH หรือ HCl และนําไปกรองด้วย filter glass microfiber 
อีกครั้งเพื่อนําไปผ่าน Immunoaffinity column (3.4.6(4)) 

ส่วนที่ 2 สารผสมที่เหลือทั้งหมดกรองผ่าน filter glass microfiber เพ่ือใช้
ในการทดสอบความเป็นพิษด้วยไรน้ํา (ข้อที่ 3.5.8) 

4) นําสารที่ได้จากการกรองด้วย filter glass microfiber (ข้อ 3.4.6(3) ส่วนที่ 1)
มาผ่าน Immunoaffinity column โดยปล่อยให้ไหลลงตามแรงโน้มถ่วง จากนั้นล้าง column โดยใช้ 
PBS (pH7.4) 20 มิลลิลิตรและ elute สารพิษออกจาก column โดยทําการ backflushing (การดูด
และปล่อยตัวทําละลายขึ้นลงหลายๆ รอบ เพ่ือให้โมเลกุลของสารพิษหลุดออกหมด) ด้วยmethanol 
HPLC grade 2 มิลลิลิตร  

5) Eluents ที่ได้จาการทดลองถูกนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA ดังนี้ 
- วิเคราะห์หาปริมาณ aflatoxin B1 ด้วยชุดทดสอบ aflatoxin ELISA Test 

kit (ScreenEZ®) 
- วิเคราะห์หาปริมาณ ochratoxin A ด้วยชุดทดสอบ ochratoxin A ELISA 

Test kit (RIDASCREEN® FAST ochratoxin A) 
การทดลองครั้งที่ 3 นอกจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA แล้ว eluents จะ

ถูกนํามากรองด้วย Vial Mini Uniprep Syringeless filter เพ่ือนําไปทดสอบยืนยันด้วยเทคนิค HPLC
โดยใช้สภาวะตามตารางที่ 3.2 ผลการทดลองที่มาจากการทดสอบด้วยเทคนิค ELISA ทั้ง 3 ซ้ําถูกนํา 
มาคํานวณเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษและวิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS ver. 11.5 for 
window ทําการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan‖  New Multiple Range Te t โดยกําหนด
ระดับนัยสําคัญ 0.05  

 
3.5 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 และ ochratoxin A 

หลังผสมกับเซลล ์S. cerevisiae โดยใช้ไรน้ าเป็นสัตว์ทดลอง 
 

3.5.1 อุปกรณ์และเครื่องมือในการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อโดยใช้ 
ไรน้ าเป็นสัตว์ทดลอง 
- อุปกรณ์เพาะเลี้ยงไรน้ํา ได้แก่ สายยางต่อปั๊มลม ปั๊มลมชนิดปรับความแรงได้ 

ข้อต่อสายยาง กล่องโฟม โหลแก้ว ถุงบรรจุไข่ไรน้ํา อาหารไรน้ํานางฟ้า ช้อนขนาดเล็ก เกลือสําหรับ
ปลาทะเล อุปกรณ์วัดความเค็ม (Glass hydrometer) และกระดาษทึบพรางแสง 

- ไข่ไรน้ํานางฟ้าไทย (Branchinella thailandensis) 
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- ไข่อาร์ทีเมีย (Artemia sp.) 
- ตู้เย็นขนาดเล็ก (GoodyTM) 
- เทอร์โมมิเตอร์ 
- Autopipette 50 ไมโครลิตรและ 1-100 ไมโครลิตร (MicroPette PlusTM) 
- Electronic pipette 50-1,000 ไมโครลิตร (AvegeneTM S1000) 
- Tips 1,000 ไมโครลิตร (BiolineTM) และ 200 ไมโครลิตร (KirgenTM) 
- ตู้อบลมร้อน (WTE binderTM) 
- บีกเกอร์ขนาด 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
- ถุงมือยางป้องกันสารเคมีชนิดไม่มีแป้ง 
- กล้องจุลทรรศน์ดิจิทอล (RoHSTM) 
- microtiter plate  
- ขวดแก้ว 3 มิลลิลิตร 
- แว่นขยาย 
- ชุดหลอดไฟมีไส้แบบใส 100 วัตต์ 
- กระดาษกรอง No.4, 125 mm. (WhatmanTM) 

3.5.2 สารเคมีในการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อโดยใช้ไรน้ าเป็น 
สัตว์ทดลอง 
- สารกรองจากข้อ 3.4.6(6) ส่วนที่ 2 
- สารพิษมาตรฐาน aflatoxin B1 (TrilogyTM) 
- สารพิษมาตรฐาน ochratoxin A (TrilogyTM) 
- Phosphate buffer saline (PBS pH 7.4; Sigma-Aldrich®)  
- น้ํากลั่นปลอดเชื้อ (Sterile reverse osmosis water) 
- Methanol (AR grade FisherTM) 
- Sodium hypochlorite as available Chlorine 6% w/w (Haiter®) 

3.5.3 การเพาะเลี้ยงไรอาร์ทีเมีย  
1) เตรียมน้ําโดยเติมเกลือสําหรับปลาทะเลในน้ํา reverse osmosis (R.O.) ได้

ความเค็มประมาณ 10-35 พีพีท ี
2) บรรจุไข่อาร์ทีเมียลงในถุงบรรจุและนําไปแช่ในน้ํา reverse osmosis (R.O.) 

นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการฟอกเปลือกไข่ด้วยการแช่ในสารละลาย Haiter® ในน้ํา R.O. (อัตราส่วน 
1:50) นาน 15 นาที และล้างไข่อาร์ทีเมียด้วยน้ํา R.O. จนหมดกลิ่น Haiter®  
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3) นําถุงบรรจุไข่อาร์ทีเมียใส่ลงในน้ําเค็มที่เตรียมไว้และครอบภาชนะด้วย
กระดาษทึบพรางแสงทิ้งไว้ประมาณ 20 ชั่วโมง (ตัวอ่อนอาร์ทีเมียจะฟักในระยะเวลา 15- 48 ชั่วโมง) 
นําตัวอ่อนที่ฟักออกมาไม่เกิน 24 ชั่วโมงใช้ในการทดสอบความเป็นพิษ 

3.5.4 การเพาะเลี้ยงไรน้ านางฟ้าไทย 
1) นําไข่ไรน้ํานางฟ้าไทยแบ่งออกจากแคปซูลบรรจุลงในถุงบรรจุไข่และวางถุงไข่

ใต้หลอดไฟให้ความร้อนประมาณ 15 นาทีเพ่ืออุ่นไข่ไรน้ําเป็นการกระตุ้นให้ไข่เกิดการฟัก 
2) แช่ถุงบรรจุไข่ไรนางฟ้าไทยลงในน้ํา R.O. และครอบภาชนะด้วยกระดาษทึบ

พรางแสงโดยที่อุณหภูมิ 32-36 ºC ตัวอ่อนไรน้ํานางฟ้าจะฟักออกมาภายใน 24 ชั่วโมง มองเห็นได้ด้วย
การใช้แว่นขยาย 

3) เตรียมอาหารสําหรับตัวอ่อนไรน้ําด้วยการขยี้อาหารไรน้ําผ่านถุงกรองตา
ละเอียดและกรองกากส่วนที่ไม่ละลายออก หยดให้อาหารไรน้ําวันละ 2-3 ครั้งและเปลี่ยนถ่ายหรือเติม
น้ํา R.O. วันละ 20-50% ตามสภาพน้ํา ระยะเวลาในการเลี้ยงไรน้ํา 5-7 วันให้มีขนาดลําตัวประมาณ 1 
เซนติเมตรเพ่ือนํามาทดสอบความเป็นพิษ 

3.5.5 การทดสอบอุณหภูมิที่อาร์ทีเมียและไรน้ านางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 
1) ดูดอาร์ทีเมียด้วย autopipette ครั้งละ 1 ตัวต่อน้ําเกลือ 100 ไมโครลิตร

ปล่อยลงใน microtiter plate กําหนดให้ 1 หลุมมีอาร์ทีเมีย 2 ตัว (200 ไมโครลิตรต่อหลุม) โดยแบ่ง
อาร์ทีเมียออกเป็นสองกลุ่ม กลุ่มละ 50 ตัว โดยกลุ่มที่ 1 วางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ส่วนกลุ่มที่ 2 นําไป
วางในตู้เย็น ติดตามบันทึกอุณหภูมิและจํานวนอาร์ทีเมียตาย (ไม่มีการเคลื่อนไหวใน 10 วินาที) ทุก 3 
ชั่วโมงจนครบ 48 ชั่วโมง โดยในระหว่างการทดลองไม่มีการให้อาหารและไม่มีการเติมอากาศหรือ
ออกซิเจนให้กับอาร์ทีเมียทุกกลุ่ม 

2) ดูดไรน้ํานางฟ้าไทยด้วย autopipette ครั้งละ 1 ตัวต่อน้ํา 200 ไมโครลิตร
ปล่อยลงในขวดแก้ว กําหนดให้ 1 ขวดมีไรน้ํานางฟ้าไทย 5 ตัว (1,000 ไมโครลิตรต่อขวด) แบ่งออก 
เป็นสองกลุ่มกลุ่มละ 50 ตัว โดยกลุ่มที่ 1 วางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ส่วนกลุ่มที่ 2 นําไปวางในตู้เย็น 
ติดตามบันทึกอุณหภูมิและจํานวนไรน้ํานางฟ้าตาย (ไมเ่คลื่อนไหวใน 10 วินาที) ทุก 3 ชั่วโมง จนครบ 
48 ชั่วโมง โดยระหว่างการทดลองไม่มีการให้อาหารและไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนให้กับไรน้ํา
ทุกกลุ่ม 

3.5.6 การทดสอบสารละลายที่อาร์ทีเมียและไรน้ านางฟ้าไทยรอดชีวิตได้  
(ดัดแปลงจากการศึกษาของ Prior (1979)) 
1) เตรียมสารทดสอบ 4 ชนิดคือ น้ํา reverse osmosis (R.O.), methanol, 

PBS (pH7.4), และสารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS (pH7.4) โดยใช้อัตราส่วนอาหาร 1 กรัมต่อ PBS 
12 มิลลิลิตรทีท่ําการกรองและนําส่วนใสที่ได้มาทดสอบ 
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2) หยดสารทดสอบทั้ง 4 กลุ่มลงใน microtiter plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร
กลุ่มละ 50 หลุม จากนั้นนําไปอบแห้งที่ 80 ºC เป็นเวลา 90 นาที เพื่อใช้ในการทดสอบอาร์ทีเมีย 

3) นําสารทดสอบทั้ง 4 กลุ่มหยดลงในขวดแก้วขวดละ 1 มิลลิลิตรกลุ่มละ 20 

ขวดจากนั้นนําไปอบแห้งที่ 80 ºC นาน 90 นาที เพื่อใช้ในการทดสอบไรน้ํานางฟ้าไทย 
 

 
  
 

รูปที่ 3.2 ขั้นตอนการเตรียมสารทดสอบสําหรับอาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้า 
 

4) ดูดอาร์ทีเมียด้วย autopipette ครั้งละ 1 ตัวต่อน้ําเกลือ 100 ไมโครลิตร
ปล่อยลงใน microtiter plate ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.5.6 (2) หลุมละ 2 ตัว (1 หลุมมี 200 ไมโครลิตร) 
ทําการทดสอบทั้งหมด 200 ตัว (สภาวะละ 50 ตัว) และนําไปวางในตู้เย็นอุณหภูมิ 15-20 ºC ติดตาม
จํานวนอาร์ทีเมียที่แสดงอาการผิดปกติเช่น ว่ายน้ําช้าลง ว่ายวนเสียสมดุล หยุดนิ่งขยับได้เพียงรยางค์ 
จนถึงการตาย (ไม่มีการเคลื่อนไหวตัวใน 10 วินาที) ทุก 3 ชั่วโมงจนครบ 48 ชั่วโมง โดยในระหว่าง
การทดลองไม่มีการให้อาหารและไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนให้กับไรน้ําทุกกลุ่ม 

5) ดูดไรน้ํานางฟ้าไทยด้วย autopipette ครั้งละ 1 ตัวต่อน้ํา 200 ไมโครลิตร
ปล่อยลงในขวดแก้วที่เตรียมไว้ในข้อ 3.5.6 (3) ขวดละ 5 ตัว (1 ขวดมี 1,000 ไมโครลิตร) ทําการ
ทดสอบท้ังหมด 200 ตัว (สภาวะละ 50 ตัว) และนําไปวางในตู้เย็นอุณหภูมิ 15-20 ºC ติดตามจํานวน
ไรน้ํานางฟ้าไทยที่แสดงอาการผิดปกติเช่น ว่ายน้ําช้าลง ว่ายวนเสียสมดุล หยุดนิ่งขยับได้เพียงรยางค์ 
จนถึงการตาย (ไม่เคลื่อนไหวใน 10 วินาที) ทุก 3 ชั่วโมงจนครบเวลา 48 ชั่วโมง ในระหว่างการ
ทดลองไม่มีการให้อาหารและไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนให้กับไรน้ําทุกกลุ่ม 

3.5.7 การทดสอบความเป็นพิษของ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ที่มีต่อ 
อาร์ทีเมีย (ดัดแปลงจากการศึกษาของ Hartl และ Humpf (2000)) 
1) นําสารพิษมาตรฐานละลายใน methanol ทดสอบกับอาร์ทีเมียกลุ่มละ 100 

ตัว (50 หลุม หลุมละ 2 ตัว) แบ่งเป็น 3 กลุ่มดังนี้  
กลุ่มท่ี 1 ไมมี่สารพิษ (Negative control) 
กลุ่มท่ี 2 ได้รับสารพิษ aflatoxin B1 ที่ 3 ระดับ คือ 1, 5, และ 10 พีพีบี  

อบแห้ง 

สารทดสอบ 

» น้ํา R.O. 
» Methanol 
» PBS (pH7.4) 
» สารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS 

ใช้ pipette ดูดอาร์ทีเมียหรือไรน้าํนางฟ้าไทย

ลําเลียงมาใสภ่าชนะทดสอบที่เตรยีมไว ้
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กลุ่มท่ี 3 ได้รับสารพิษ ochratoxin A ที่ 3 ระดับ คือ 1, 5, และ 10 พีพีบี 
เติม methanol (กลุ่ม Negative control) หรือสารพิษลงในหลุมทดสอบของ 

microtiter plate หลุมละ 200 ไมโครลิตร และนําไปอบแห้ง 
2) เตรียมสารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS (pH7.4) อัตราส่วนอาหาร 1 กรัม ต่อ 

PBS 12 มิลลิลิตร และทําการเติม methanol (กลุ่ม Negative control) หรือสารพิษมาตรฐานลงไป 
แบ่งเป็น 3 กลุ่มดังนี้  

กลุ่มท่ี 1 ไมมี่สารพิษ (Negative control)  
กลุ่มท่ี 2 เติมสารพิษ aflatoxin B1 ที่ 3 ระดับ คือ 1, 5, และ 10 พีพีบี  
กลุ่มท่ี 3 เติมสารพิษ ochratoxin A ที่ 3 ระดับ คือ 1, 5, และ 10 พีพีบี 
โดยทําการหยดสารทดสอบหลุมละ 200 ไมโครลิตรลงใน microtiter plate 

และนําไปอบแห้ง ทําการทดสอบกับอาร์ทีเมียกลุ่มละ 100 ตัว (50 หลุม) 
3) ดูดอาร์ทีเมียด้วย autopipette ครั้งละ 1 ตัวต่อน้ําเกลือ 100 ไมโครลิตรหยด

ลงใน microtiter plate ที่เตรียมไว้ข้างต้น หลุมละ 2 ตัว (200 ไมโครลิตร) จากนั้นนําไปวางในตู้เย็น
อุณหภูมิ 15-20 ºC ติดตามจํานวนอาร์ทีเมียที่แสดงอาการผิดปกติ เช่น ว่ายน้ําช้าลง ว่ายวนเสียสมดุล 
หยุดนิ่งขยับได้เพียงรยางค์ จนถึงการตาย (ไม่มีการเคลื่อนไหวใน 10 วินาที) ทุก 3 ชั่วโมงจนครบ 48 
ชั่วโมง โดยบันทึกเวลาและจํานวนอาร์ทีเมียที่แสดงอาการผิดปกติ โดยในระหว่างการทดลองไม่มีการ
ให้อาหารและไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนให้กับไรน้ําทุกกลุ่ม 

3.5.8 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 และ 
ochratoxin A หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae  
โดยใช้ไรน้ าเป็นสัตว์ทดลอง 
1) นําสารผสมจากข้อ 3.4.6(6) ส่วนที่ 2 หลังกรองผ่าน filter glass microfiber 

มาหยดใส่ microtiter plate หลุมละ 200 ไมโครลิตรกลุ่มละ 20 หลุมและนําไปอบแห้งที่ 80 ºC นาน 
90 นาท ี

2) ดูดอาร์ทีเมียด้วย autopipette ครั้งละ 1 ตัวต่อน้ําเกลือ 100 ไมโครลิตรหยด
ลงใน microtiter plate ที่เตรียมไว้ข้างต้น หลุมละ 2 ตัว (200 ไมโครลิตร) จากนั้นนําไปวางในตู้เย็น
(อุณหภูมิ 15-20 ºC) ติดตามจํานวนอาร์ทีเมียที่เกิดอาการผิดปกติ เช่น ว่ายน้ําช้าลง ว่ายวนเสียสมดุล 
หยุดนิ่งขยับได้เพียงรยางค์ จนถึงการตาย (ไม่มีการเคลื่อนไหวในเวลา 10 วินาที) ทุก 3 ชั่วโมง โดยใน
ระหว่างการทดสอบไม่มีการให้อาหารและไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนให้กับไรน้ําทุกกลุ่ม  

เนื่องจากการทดลองในข้อ 3.4 ทําท้ังหมด 3 ซํ้า ดังนั้น การทดสอบความเป็นพิษ
ด้วยอาร์ทีเมียจึงทําทั้งหมด 3 ซ้ําเช่นกัน โดยใช้อาร์ทีเมียกลุ่มทดลองละ 50 ตัว (25 หลุม) และนําผล
การทดสอบมาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS ver. 11.5 for window เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
โดยใช้ Duncan‖  New Multiple Range Test กําหนดระดับนัยสําคัญ 0.05  
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3.6 การทดสอบเปรียบเทียบปริมาณของ ß-glucan ของของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 
 

3.6.1 อุปกรณ์ในการสกัดและตรวจวัดปริมาณ ß-glucan 
- หลอด centrifuge พลาสติกขนาด 14 มิลลิลิตร 
- เครื่องชั่งดิจิตอล (Weighing machine analytical balance SartoriusTM 

BP210S) 
- Disposal cuvette 4.0 มิลลิลิตร (SarstedtTM) 
- Electronic pipette 50-1,000 ไมโครลิตร (AvegeneTM S1000) 
- Tips 1,000 ไมโครลิตร (BiolineTM) 
- Waterbath 
- กระดาษวัดค่า pH (MerckTM) 
- เซลล์ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ที่ทําการอบแห้ง (จากข้อ 3.1) 
- ถุงมือยางป้องกันสารเคมีชนิดไม่มีแป้ง 
- กล้องจุลทรรศน์ (Olympus CH-2) 
- Hemocytometer และ cover slide (Neubauer improved, BOECOTM) 
- เครื่องเขย่าสาร (Vortex-Genie®2 - Scientific Industries, Inc.) 
- บีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร 
- Spectrophotometer (Thermo Scientific รุ่น GENESYS 20) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (HETTICH EBA 12R Centrifuge) 
- ชุดทดสอบวัดปริมาณ ß-glucan (EnzytecTM Color Gluca Test® (Limit of 

detection 77.24 พีพีเอ็ม, อ้างอิงจากเอกสารใบรับรองชุดทดสอบ)) ประกอบด้วย Solution A และ 
calibrator set 6 ขวด (ß-glucan 0, 100, 200, 300, 400, และ 500 พีพีเอ็ม) 

3.6.2 สารเคมีในการสกัดและตรวจวัดปริมาณ ß-glucan 
- น้ํากลั่นปลอดเชื้อ (Sterile deionized water) 
- Acetic acid (AR grade RCI LabscanTM) 
- Sodium hydroxide pellet (AR grade QRëCTM) 

3.6.3 การสกัด ß-glucan จากผนังเซลล์ยีสต์ (ดัดแปลงจากการศึกษาของ Lee  
และ Lee (2001)) และตรวจวัดปริมาณ ß-glucan 
1) เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อลงในเซลล์ S. cerevisiae อบแห้ง (จากข้อ 3.1) ทําให้

เป็นเนื้อเดียวกันด้วยการใช้เครื่องเขย่าสาร จากนั้นนํามาเจือจางแบบ ten-fold dilution นับจํานวน
เซลล์ด้วย hemocytometer เตรียม cell suspension ของ S. cerevisiae 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
2 มิลลิลิตร 
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2) เติม 2%NaOH 5 มิลลิลิตรลงใน cell suspension ของ S. cerevisiae และ
นําไปเขย่าให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องเขย่าสารนาน 1 นาที นําไปบ่มใน waterbath ที่ 90 ºC นาน 
5 ชั่วโมง  

3) นําออกจาก waterbath เมื่อหลอดทดสอบเย็นลงเติม acetic acid เพ่ือปรับ
ค่า pH ให้เป็นกลาง จากนั้นเติมน้ํากลั่นให้ปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร (dilution factor=5) 

4) นําสารผสมไปปั่นเหวี่ยงที่ 3,000g อุณหภูมิ 25 ºC นาน 10 นาที เพื่อนําส่วน
น้ําใสด้านบนที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณ ß-glucan ด้วยชุดทดสอบ EnzytecTM Color Gluca Test® 
โดยมีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ 

- เติม Solution A ลงใน cuvette 3 มิลลิลิตร ตามด้วยการผสมสารมาตรฐาน
หรือสารตัวอย่าง 0.2 มิลลิลิตร 

- บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที และอ่านผลด้วยเครื่อง spectrophotometer 
ที่ความยาวคลื่น 550 nm โดยใช้น้ํากลั่น (DI water) เป็น blank 

ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา โดยผลการทดสอบถูกนํามาวิเคราะห์ทางสถิติด้วย
โปรแกรม SPSS ver. 11.5 for window และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan‖  New Multiple 
Range Test กําหนดระดับนัยสําคัญ 0.05  
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1 การศึกษาสมบัติการเจริญเติบโตของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae 
 

จลนพลศาสตร์การเจริญของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ์ TISTR 5013, TISTR 5049, 
TISTR 5343, และ TISTR 5059 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose broth ณ ช่วงเวลาการศึกษา

ตั้งแต่เริ่มเพาะเชื้อจนถึงชั่วโมงท่ี 26 ในระดับห้องปฏิบัติการภายใต้อุณหภูมิ 30 ºC เขย่าความเร็วรอบ 
100 รอบต่อนาที โดยวัดค่า optical density (OD) ทุกชั่วโมง เมื่อจํานวนเซลล์มีปริมาณมากขึ้น 
suspension จะขุ่นมากขึ้นแสงผ่าน cuvette ไปได้น้อยลง ส่งผลให้ค่า %transmittance ตํ่าลง ส่วน
ค่า OD สูงขึ้นจากนั้นนําไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง OD กับระยะเวลาในการศึกษา (รูปที่ 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.1 จลนพลศาสตร์การเจริญของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ์ TISTR 5013, TISTR 5049,  

TISTR 5343, และ TISTR 5059 
 

จากการศึกษาพบว่าการเจริญเติบโตของ S. cerevisiae ณ ช่วงเวลาตั้งแต่เริ่มเพาะเชื้อ
จนถึงชั่วโมงท่ี 26 สามารถจําแนกระยะเวลาการเจริญเติบโตออกเป็น 3 ระยะ ดังนี้ 

1) ระยะ lag phase คือ ระยะที่เชื้อ S. cerevisiae เริ่มปรับตัวเข้ากับสิ่งแวดล้อมใหม่
จํานวนยีสต์จึงเพ่ิมขึ้นอย่างช้าๆ โดยระยะ lag phase ของสายพันธุ์ TISTR 5049 คือช่วงเวลาตั้งแต่ 
0 ถึง 5 ชั่วโมง ขณะที่สายพันธุ์ TISTR 5013 และ TISTR 5343 คือช่วงเวลาตั้งแต่ 0 ถึง 6 ชั่วโมง
และสายพันธุ์ TISTR 5059 คือช่วงเวลาตั้งแต่ 0 ถึง 7 ชั่วโมง 
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2) ระยะ log หรือ exponential phase คือ ระยะที่เชื้อ S. cerevisiae เจริญเติบโต
และเพ่ิมจํานวนอย่างรวดเร็ว ระยะ log phase ของสายพันธุ์ TISTR 5049 คือช่วงเวลาตั้งแต่ 5 ถึง 
22 ชั่วโมงขณะที่สายพันธุ์ TISTR 5013 และ TISTR 5343 คือช่วงเวลาตั้งแต่ 6 ถึง 22 ชั่วโมงและ
สายพันธุ์ TISTR 5059 คือช่วงเวลาตั้งแต่ 7 ถึง 24 ชั่วโมง 

3) ระยะ stationary phase คือระยะที่เชื้อ S. cerevisiae มีการเจริญเติบโตคงท่ีซึ่งใน
ระยะนี้เซลล์ยีสต์ที่เพ่ิมขึ้นและตายลงมีจํานวนใกล้เคียงกัน โดยช่วง log phase ของสายพันธุ์ TISTR 
5049, TISTR 5013 และ TISTR 5343 คือเริ่มตั้งแต่ชั่วโมงที่ 22 ขณะที่สายพันธุ์ TISTR 5059 เริ่ม
ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 24 

 

4.2 ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ใน Phosphate buffer 
saline ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 

 

4.2.1 การทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ 
ochratoxin A ใน phosphate buffer saline ของเชื้อ S. cerevisiae 4 
สายพันธุ์ 
ในการศึกษานี้เลือกใช้เชื้อยีสต์ S. cerevisiae มาเป็นตัวดูดซับสารพิษจากเชื้อรา

เนื่องจากมีหลายงานวิจัยที่ทดลองใช้เซลล์ S. cerevisiae สําหรับการลดหรือกําจัดความเป็นพิษของ
สารพิษจากเชื้อราโดยนํามาใส่ในอาหารสัตว์ แล้วพบว่าเซลล์ยีสต์สามารถลดความรุนแรงของความ
เป็นพิษที่เกิดขึ้นได้ (Aravind et al., 2003; Celyk et al., 2003; Matur et al., 2011) และด้วย
คุณสมบัติเด่นของผนังเซลล์ยีสต์ที่มีองค์ประกอบจําพวก ß-glucan และ mannanoligosaccharide 
ซึ่งมีฤทธิ์ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันและต้านอนุมูลอิสระได้ (Akramien et al., 2007; Devegowda et 
al., 1996; Krizková et al., 2001) โดยผู้วิจัยคัดเลือกเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ มาทดสอบ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษจากเชื้อรา ประกอบด้วยสายพันธุ์ TISTR 5013 (wine 
production yeast) และ TISTR 5049 (california wine yeast) ได้เคยผ่านการทดสอบเบื้องต้น
มาแล้วว่ามีประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษ ochratoxin A (OTA) ได้ดี ส่วนอีก 2 สายพันธุ์คือ 
TISTR 5343 (single cell protein), และ TISTR 5059 (bread yeast) ที่คัดเลือกมาทดสอบ
เปรียบเทียบเนื่องจาก S. cerevisiae TISTR 5343 เป็นเชื้อยีสต์ที่มีคุณสมบัติในการเป็นแหล่งโปรตีน
เซลล์เดียว ถ้าในกรณีที่ยีสต์สายพันธุ์นี้ให้ประสิทธิภาพการเข้าจับสารพิษที่ดี จะสามารถพัฒนาต่อไป
ให้มีประโยชน์ในการใช้ได้หลายแง่มุมมากข้ึน ในขณะที่ S. cerevisiae TISTR 5059 เป็นเชื้อยีสต์ที่ใช้
สําหรับการหมักขนมปังซึ่งเป็นอาหารที่ผู้บริโภคมีความคุ้นเคย จึงสามารถนํามาดัดแปลงพัฒนาต่อ
เพ่ือเป็นแหล่งอาหารที่ดีต่อสุขภาพของคนกินได้ โดยรูปแบบการศึกษาจะมีกลุ่มควบคุมทั้ง negative 
control และ positive control เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูลในการเปรียบเทียบสัดส่วนของสารพิษที่ถูก
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เซลล์ยีสต์ดูดซับไป ส่วนกลุ่มทดลองจะทําการทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ทั้ง 4 
สายพันธุ์ ใน 4 ระดับคือ 107, 108, 109, และ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยอ้างอิงจากงานวิจัยที่เคยมี
การศึกษาทดลองมาก่อนว่า จํานวนเซลล์ในปริมาณดังกล่าวสามารถใช้ในการลดความเข้มข้นของ
สารพิษจากเชื้อราได้อย่างมีนัยสําคัญ ตลอดการทดลองนี้จะใช้ S. cerevisiae ในรูปของเซลล์ตายจาก

การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูง (อุณหภูมิ 121 ºC ความดัน 15 psi นาน 15 นาที) ล้างด้วยน้ํากลั่น
และเก็บรักษาในรูปเซลล์อบแห้ง เนื่องจากในการศึกษาประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษจากเชื้อที่ผ่าน
มามีงานวิจัยที่พบว่าเซลล์ตายของ S. cerevisiae มีประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษที่สูงกว่าเซลล์ที่มี
ชีวิต (Bejaoui et al., 2004; Pizzolitto et al., 2012b.; Shetty et al., 2007)  

งานวิจัยมีเป้าหมายหลักที่จะคัดเลือกสายพันธุ์ยีสต์ที่เหมาะสมสําหรับการใช้ใน
อาหารไก่เนื้อ สภาวะการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษจึงมาจากค่าปกติของร่างกายไก่เนื้อ

คือ ควบคุมอุณหภูมิตลอดการทดลองที่ 40 ºC และใช้เวลาที่เซลล์ยีสต์สัมผัสกับสารพิษนาน 4 ชั่วโมง 
สอดคล้องกับค่าเฉลี่ยระยะเวลาเริ่มจากไก่กินอาหารและอาหารเดินทางผ่านลงมาจนสิ้นสุดทางเดิน
อาหารเป็น 4 ชั่วโมง โดยความเป็นกรดด่างในทางเดินอาหารของไก่เนื้อจะมีค่า pH ที่ต่างกันมากคือ 
ในกระเพาะบดมีค่า pH ประมาณ 2.6 ส่วนในลําไส้เล็กมี pH อยู่ที่ 6.2 (Duke, 1993) โดยความเป็น
กรดด่างเป็นปัจจัยหนึ่งซึ่งส่งผลต่อประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษของผนังเซลล์ยีสต์ (Armando et 
al., 2010; Pizzolitto et al., 2012a)ในการทดสอบเบื้องต้นเพ่ือตัดปัจจัยเรื่องของค่าความเป็นกรด
ด่างออกไป ผู้วิจัยจึงเลือกใช้สารละลาย phosphate buffer saline ที่มีค่า pH เป็นกลาง (PBS; pH 
7.4) สม่ําเสมอเท่ากันตลอดการทดลอง 

ความเข้มข้นของสารพิษ aflatoxin B1 (AFB1) และ ochratoxin A (OTA) ใน 
PBS (pH 7.4) กลุ่ม positive control จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA คือ 102.46 พีพีบี
และ 99.75 พีพีบี ตามลําดับ  ส่วนผลการวิเคราะห์ AFB1 และ OTA ด้วยเทคนิค HPLC คือ 93.69 
พีพีบี และ 95.24 พีพีบี ตามลําดับ โดยเกณฑ์มาตรฐานเทคนิคการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเชื้อรา
ของ European Union commission regulation (EC) No 401/2006 of 23 February 2006 
กําหนด %Recovery ของกลุ่ม positive control ในการตรวจวิเคราะห์ AFB1 ความเข้มข้น 1-10 
พีพีบีและมากกว่า 10 พีพีบีอยู่ท่ี 70-110 % และ 80-110% ตามลําดับ และการตรวจวิเคราะห์ OTA 

ความเข้มข้นน้อยกว่า 1 พีพีบีและความเข้มข้น 1-10 พีพีบีอยู่ที่ 50-120% และ 70-110% ตามลําดับ 
โดย %Recovery เป็นการนําค่าที่ตรวจวิเคราะห์ได้มาเทียบเคียงกับสารพิษเริ่มต้นที่มีอยู่จริงว่ามี
สัดส่วนที่ใกล้เคียงกันหรือไม่ ซึ่งนํามาใช้ประกอบการยืนยันความน่าเชื่อถือของเทคนิคการตรวจ
วิเคราะห์สารเคมี โดยคํานวณจากสูตร 

 

%Recovery  =  
ความเข้มช้นสารพิษในกลุ่ม po itive control ท่ีได้จากการตรวจวิเคราะห์  พีพีบี 

ความเข้มข้นสารพิษเริ่มต้น  พีพีบ ี 
  x 100          (4.1) 
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เมื่อเทียบเคียงผลการตรวจวิเคราะห์ของสารพิษทั้งสองชนิดในกลุ่ม positive 

control ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นที่ 100 พีพีบี ใน PBS (pH7.4) หลังจากผ่านการบ่มที่อุณหภูมิ 40 ºC 
นาน 4 ชั่วโมง พบว่า %Recovery ที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์สารพิษด้วยเทคนิค ELISA ของ AFB1 

และ OTA คือ 102.46 % และ 99.75% ตามลําดับและ %Recovery จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

HPLC ของ AFB1 และ OTA คือ 93.69 % และ 95.24 % ตามลําดับ (ตามตาราง ข1 และ ข2) โดย 
%Recovery ของ AFB1 จากการทดลองนี้อยู่ในช่วงที่สอดคล้องตามมาตรฐานของ European 
Union commission regulation แต่ไม่มีข้อกําหนดที่ครอบคลุมช่วงที่ทําการศึกษาของ OTA คือ 
100 พีพีบี จึงใช้เกณฑ์มาตรฐานของ CVM Guidance for Industry #3, “General Principles for 
Evaluating the Safety of Compounds Used in Food-Producing  nimal ” ซ่ึงกําหนด
หลักเกณฑ์ในการตรวจวิเคราะห์ไว้ 2 ช่วงคือ สารเคมีที่มีความเข้มข้นไม่เกิน 100 พีพีบี %Recovery 
ที่ยอมรับได้คือ 80-110% สารเคมีที่มีความเข้มข้นน้อยกว่า 100 พีพีบี %Recovery ที่ยอมรับได้คือ 
60-110% เมื่อนํามาเทียบเคียงกับ %Recovery ของ OTA จากการทดลองนี้พบว่าผลการวิเคราะห์อยู่
ในช่วงที่สอดคล้องกับเกณฑ์มาตรฐาน 

ผลการตรวจวิเคราะห์ระหว่างเทคนิค ELISA และ HPLC มีผลการทดสอบออกมา
แตกต่างกันเล็กน้อยอาจสืบเนื่องมาจากช่วงเวลาที่ทําการทดสอบแตกต่างกัน  กล่าวคือ การตรวจวัด
ความเข้มข้นของสารพิษด้วยเทคนิค ELISA จะดําเนินการทดสอบทันทีหลังจากสิ้นสุดการทดลองใน
แต่ละชุด แต่การตรวจวัดด้วย HPLC สารทดสอบจะถูกนําไปเจือจางด้วย methanol HPLC grade 

ตามด้วยการกรองผ่าน Vial Mini Uniprep Syringeless filter และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือรอ
การตรวจวิเคราะห์ซึ่งระยะเวลาในการเก็บรักษานานประมาณ 7-14 วันอาจส่งผลให้สารพิษบางส่วน
สลายตัวไป รวมถึงความไวและความจําเพาะในการทดสอบทั้งสองเทคนิคนับเป็นปัจจัยสําคัญที่ส่งผล
ให้ค่าการตรวจวิเคราะห์ออกมาคลาดเคลื่อนกัน 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ AFB1 และ OTA ในการทดลองที่ 3.2.5 
นํามาคํานวณเป็นค่าเปอร์เซนต์ของสารพิษท่ีลดลง (ตารางที่ 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 และ 4.5) จากสูตร 

 

เปอร์เซนต์ของสารพิษท่ีลดลง =
ความเข้มข้นสารพิษในกลุ่ม po itve control - ความเข้มข้นสารพิษในกลุ่มทดลอง

ความเข้มข้นสารพิษในกลุ่ม po itve control
 x 100   (4.2) 

 

ค่าเปอร์เซนต์ของสารพิษที่ลดลงคือ สัดส่วนร้อยละของความเข้มข้นสารพิษที่
ลดลงในสารละลาย PBS (pH7.4) คํานวณจากส่วนต่างระหว่างความเข้มข้นสารพิษในกลุ่ม positve 
control ที่ไม่มีการเติม S. cerevisiae กับความเข้มข้นสารพิษจากกลุ่มทดลองที่มีเติม S. cerevisiae 

โดยใช้ความเข้มข้นของสารพิษที่เหลืออยู่ใน PBS จากการตรวจวิเคราะห์ ณ จุดสิ้นสุดของการทดลอง 

(หลังผ่านการบ่มที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง) ค่าเปอร์เซนต์ของสารพิษที่ลดลงจึงเป็นตัวแทนของ
ปริมาณสารพิษที่ถูกดูดซับด้วยเซลล์ S. cerevisiae  
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จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ทั้ง 4 สายพันธุ์สามารถดูดซับ
สารพิษ AFB1 และ OTA ใน PBS ได้ โดยจํานวนเซลล์ใน PBS ที่สูงขึ้นแปรผกผันกับปริมาณสารพิษ
อิสระใน PBS ที่ลดลง กล่าวคือ กลุ่มทดลองท่ีเติมเซลล์ S. cerevisiae มากขึ้น เปอร์เซนต์ของสารพิษ
ที่ลดลงจะสูงขึ้นและเมื่อเปรียบเทียบที่ปริมาณ 109

 และ 1010
 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เซลล์ S. cerevisiae 

สายพันธุ์ TISTR 5013 และ TISTR 5049 มีแนวโน้มในการดูดซับ AFB1 ที่ดีกว่าสายพันธุ์ TISTR 
5059 และ TISTR 5343 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.1) ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ OTA กล่าวคือ S. cerevisiae สายพันธุ์ TISTR 5013 และ TISTR 
5049 ที่ระดับ 109 และ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร สามารถดูดซับ OTA ได้ดีกว่าอีกสองสายพันธุ์อย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยผลวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลง 

ระหว่างเทคนิค ELISA และ HPLC ไม่มีความแตกต่างกัน (p=0.632) (ตาราง ข1) แต่ผลวิเคราะห์ทาง
สถิติแสดงค่าเปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงระหว่างเทคนิค ELISA และ HPLC มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตาราง ข2) ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่ทั้งสองเทคนิคมีค่า 
Limit of detection (LOD) ที่แตกต่างกันกล่าวคือ ชุดทดสอบ RIDASCREEN® FAST ochratoxin 
A มีค่า LOD จากการสอบเทียบของบริษัทผู้ผลิตคือ 5 พีพีบี ขณะทีก่ารวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC มี 
LOD จากการสอบเทียบเครื่องมือของทางห้องปฏิบัติการอยู่ที่ 1 พีพีบี ส่งผลให้ความไว (sensitivity) 
ในการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ OTA ด้วยเทคนิค ELISA ต่ํากว่าการใช้เทคนิค HPLC 
 
ตารางท่ี 4.1 เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลง ใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae  

ที่ตายแล้ว ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA  
 

ปริมาณเซลล์ 
(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลง ใน PBS (mean+S.D.) 

TISTR 5013 TISTR 5049 TISTR 5059 TISTR 5343 

107 1.54+0.37aA 0.79+0.03aA 5.06+0.09bA 1.09+0.11aA 
108 7.90+1.87aB 15.35+0.41bB 15.17+0.81bB 12.91+1.91bB 
109 29.09+1.08cC 28.37+1.02bcC 26.31+1.09bC 18.69+1.97aC 
1010 50.19+1.88bD 49.40+3.18bD 35.58+1.16aD 35.76+1.39aD 

a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-D แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 
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ตารางท่ี 4.2 เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลงใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae  
ทีต่ายแล้วที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  

 

ปริมาณเซลล์ 
(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ของสารพิษ AFB1 ที่ลดลงใน PBS (mean+S.D.) 
TISTR 5013 TISTR 5049 TISTR 5059 TISTR 5343 

107 1.47+0.41aA 0.86+0.07aA 5.02+0.13bA 1.07+0.13aA 
108 7.58+0.80aB 15.22+1.11bB 14.30+1.35bB 13.06+1.85bB 
109 32.57+1.67cC 29.43+0.94cC 25.64+1.24bC 20.20+2.69aC 
1010 49.81+5.96bD 48.80+4.24bD 36.66+0.57aD 34.37+1.99aD 

a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-D แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 
 
ตารางท่ี 4.3 เปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae  

ที่ตายแล้ว ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 
 

ปริมาณเซลล์ 
(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงใน PBS (mean+S.D.) 
TISTR 5013 TISTR 5049 TISTR 5059 TISTR 5343 

107 3.84+0.26aA 2.96+0.05aA 2.99+0.17aA 5.50+0.46bA 
108 11.44+0.49cB 7.57+0.45aB 10.60+1.76bcB 8.62+0.57abB 
109 31.59+1.52cC 29.41+1.68cC 14.53+2.73aC 26.50+1.18bC 
1010 77.41+1.09cD 76.63+3.03cD 67.21+1.09aD 71.68+1.00bD 

a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-D แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 
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ตารางท่ี 4.4 เปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae  
ที่ตายแล้วที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
 

ปริมาณเซลล์ 
(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ของสารพิษ OTA ที่ลดลงใน PBS (mean+S.D.) 
TISTR 5013 TISTR 5049 TISTR 5059 TISTR 5343 

107 3.87+0.58abA 2.64+0.21aA 2.90+0.23aA 5.59+0.79bA 
108 10.33+0.42bB 7.07+0.88aB 10.67+0.81bB 8.27+0.65aB 
109 29.28+0.51cC 29.80+1.05cC 16.16+1.34aC 25.66+1.33bC 
1010 76.41+0.76cD 77.32+1.61cD 63.59+2.10aD 70.85+1.30bD 

a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-D แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 

 
จากผลการทดลองที่ได้นี้สอดคล้องกับผการศึกษาของ Shetty และคณะ (2007) 

ที่พบว่ายีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ A18 และ 26.1.11 ที่ตายจากการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูง 
สามารถดูดซับ aflatoxin B1 (AFB1) ในสารละลาย PBS (pH 6.0) ได้ดี แต่ในผลการทดลองของ 

Shetty และคณะ (2007) จะพบว่ามีเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษที่สูงกว่าในการทดลองนี้มาก 
เมื่อเปรียบเทียบที่ 109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เท่ากันพบว่ามีการดูดซับ AFB1 สูงถึง 70% ขณะที่ในการ
ทดลองนี้ให้สัดส่วนของ AFB1 ที่ลดลงไม่ถึง 30% โดยปัจจัยควบคุมที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการดูดซับ
สารพิษจากการทดลองที่แตกต่างกันได้แก่ สายพันธุ์ S. cerevisiae ค่า pH ของ PBS และอุณหภูมิใน
การบ่มสารพิษกับเซลล์ยีสต์ ส่วนประสิทธิภาพในการดูดซับ OTA สอดคล้องกับผลการทดลองของ 
Bejaouii และคณะ (2004) ที่พบว่า เซลล์ยีสต์ที่ตายแล้วมีประสิทธิภาพสูงในการดูดซับสารพิษ OTA 

ที่ปนเปื้อนในน้ําองุ่นโดยไม่มีผลต่อรสชาติของเครื่องดื่ม 
ผนังด้านนอกของเซลล์ S. cerevisiae ประกอบด้วย polysaccharides จําพวก 

glucan และ mannan เป็นส่วนใหญ่ โดยมี chitin, protein, lipid และ organic material เพียง
เล็กน้อย glucan ที่พบได้ในผนังเซลล์ยีสต์มี 2 ชนิด คือ ß-1,3 glucan และ ß-1,6 glucan โดย
องค์ประกอบของผนังเซลล์นั้นสามารถผันแปรไปได้ตามสายพันธุ์ ระยะการเจริญเติบโต และสภาวะ
ในการเพาะเลี้ยง (Alberghina, 2012; Calleja, 1987; Klis, 2002) รวมถึงการนําไปฆ่าเชื้อด้วยไอน้ํา
แรงดันสูงจะทําให้เซลล์ตายอย่างสมบูรณ์และมีผลต่อโครงสร้างของผนังเซลล์พบว่า protein บางส่วน
จะถูก denature และโครงข่ายของ polysaccharides มีรูพรุนมากขึ้น ขนาดรูพรุนใหญ่ขึ้นและเซลล์
มี permeability ลดลง ส่งผลให้ binding sites ที่ผนังเซลล์เปิดออก (Kasperkovitz et al., 2011) 
และองค์ประกอบในผนังเซลล์อาจเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดของสารในกลุ่ม polysaccharides ทําให้เกิด
สารประกอบใหม่ขึ้นมาที่อาจช่วยในการเข้าจับกับโมเลกุลสารพิษ (Bejaoui et al., 2004; Rahaie 
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et al., 2010; Zlotnik et al.,1984) เซลล์ยีสต์ที่ตายแล้วนั้นจะไม่มีกระบวนการ metabolism ใน
การเปลี่ยนสารพิษไปอยู่ในรูปอ่ืนหรือขับออกสารพิษออก เมื่อไม่มี metabolic activation การเข้า
จับจึงไม่สามารถท่ีจะสร้างพันธะ covalent ขึ้นมาได้ จึงมีโอกาสเป็นไปได้ว่าองค์ประกอบที่พ้ืนผิวของ
ผนังเซลล์จุลินทรีย์ต้องอาศัยพันธะ non covalent ในการเข้าจับกับโมเลกุลสารพิษ (Haskard et al., 
2000) ซึ่งในงานวิจัยของ Pizzolitto และคณะ (2012b) พบว่าผนังเซลล์เป็นส่วนสําคัญที่มีบทบาทใน
การดูดซับสารพิษ fumonisin B1 ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบกับสารพิษจากเชื้อราชนิดอ่ืนๆ เช่น 
zealarenone, aflatoxin B1, ochratoxin A เป็นต้น (Armando et al., 2012; Jouany et al., 
2005; Nunez, 2008; Matur et al., 2011; Mendoza et al., 2011) กลไกที่ผนังเซลล์ยีสต์เข้าจับ
หรือดูดซับโมเลกุลสารพิษจากเชื้อรายังไม่เป็นที่ยืนยัน จากการศึกษาของ Jouany และคณะ (2005) 
ได้แสดงให้เห็นว่า ß-glucan ที่ผนังเซลล์จะเกิดพันธะไฮโดรเจนและอาศัยแรง van der Waals จับ
เข้ากับ zealarenone เกิดเป็นโมเลกุลเชิงซ้อนซึ่งพันธะดังกล่าวอาจมีการหลุดออกจากกันได้ ทําให้
การดูดซับสารพิษไม่เป็นแบบถาวร  

4.2.2 การทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 ใน 
PBS ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ์ TISTR 5013 และ TISTR 5049  
จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ AFB1 ใน PBS (pH 7.4) ของ

เซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 และ TISTR 5049 ที่ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อนําไปเทียบเคียง
กับการทดสอบก่อนหน้าที่มีการเติมสารพิษ AFB1 ร่วมกับ OTA (ตารางที่ 4.5) พบว่ากลุ่มที่เติม AFB1 

เพียงชนิดเดียวมีเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษสูงขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งอาจเป็น
ผลมาจากการที่สารพิษสองชนิดมี binding site บนผนังเซลล์ที่ซ้อนทับกันหรือการดูดซับโมเลกุล
สารพิษหนึ่งไปมีผลขัดขวางการเข้าจับกับโมเลกุลสารพิษอีกชนิด (Bueno, 2007) ผลทดสอบในการ
ทดลองนี้แตกต่างกับผลการศึกษาของ Pizzolitto และคณะ (2012b) ที่พบว่าสารละลายที่มีสารพิษ
จากเชื้อราสองชนิดพร้อมกันคือ aflatoxin B1 (1.5, 3.75, 7.5, และ 15 พีพีที) และ fumonisin B1 
(20 หรือ 100 พีพีเอ็ม) การดูดซับสารพิษเข้าสู่ผนังเซลล์ยีสต์ในสภาวะที่ยังไม่เกิดภาวะอ่ิมตัวจะไม่มี
ผลรบกวนหรือลดทอนประสิทธิภาพการเข้าจับกับ binding site ที่ผนังเซลล์ยีสต์เปอร์เซนต์การลดลง
ของสารพิษในสารละลายจึงไม่แตกต่างกันระหว่างการทดลองที่ใช้สารพิษเพียงชนิดเดียวกับการ
ทดลองในสภาวะที่มีสารพิษสองชนิดร่วมกัน  

 
 
 
 
 
 



 
 
58 

ตารางท่ี 4.5 เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 ใน PBS หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae 
TISTR5013 หรือ TISTR 5049 ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ 
ด้วยเทคนิค ELISA 

 

ปริมาณเซลล ์
(เซลล์ต่อมิลลิลติร) 

เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 ใน PBS (mean+S.D.) 

S. cerevisiae TISTR 5013 S. cerevisiae TISTR 5049 
PBS มี AFB1  PBS มี AFB1 + OTA PBS มี AFB1  PBS มี AFB1 + OTA 

107 1.55+0.51aA 1.54+0.37aA 1.25+0.09aA 0.79+0.03aA 
108 11.75+1.55bB 7.90+1.87aB 15.77+1.11cB 15.35+0.41cB 
109 27.5+1.27aC 29.09+1.08aC 29.38+1.32aC 28.37+1.02aC 
1010 64.10+1.88cD 50.19+1.88aD 60.62+0.28bD 49.40+3.18aD 

a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-D แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 

 
4.3 การเติมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อเพื่อเพิ่ม crude protein 
 

4.3.1 การทดสอบ Kjeldahl Nitrogen Analysis ของ cell suspension และ 
ตรวจวัดน้ าหนักแห้งของเซลล์ S. cerevisiae (AOAC, 1990) 
ผลการทดสอบเบื้องต้นโดยนําเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วย

ไอน้ําแรงดันสูงและล้างด้วยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง มาทําการเตรียมให้อยู่ในรูป cell suspension 
1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นสัดส่วนที่ให้ประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษได้สูง (จากการทดลองที่ 
3.2) และนําไปวิเคราะห์ Kjeldahl Nitrogen Analysis พบว่ามี crude protein ที่ได้จากการ
วิเคราะห์ต่ํามาก (ตารางที่ 4.6) ซึ่งเป็นผลมาจากการสูญเสียไซโทพลาสซึมอันเป็นส่วนประกอบหลัก
ในเซลล์ S. cerevisiae ที่มีโปรตีนอยู่มากที่สุด โดยพบท้ังในรูปที่ละลายอยู่และรูปที่เป็นโมเลกุลขนาด
ใหญ่จับกลุ่มรวมกันแขวนลอยอยู่ การนําเซลล์ไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงจะทําลายพันธะ 
hydrogen พันธะ non covalent และพันธะ covalent บางส่วน (Campbell et al., 1978) ส่งผล
ให้โปรตีนถูก denature โครงสร้างผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์เปิดออกตามมาด้วยการที่เซลล์สูญเสีย 
permeability ไซโทพลาสซึมและออแกแนลล์ต่างๆ จึงไหลออกไปนอกเซลล์ โดยเฉพาะในระหว่าง
การกรองและล้างเซลล์ สัดส่วนของกรดอะมิโนและสารประกอบไนโตรเจนที่หลงเหลืออยู่จึงน้อยมาก 
(Kasperkovitz et al., 2011)  
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ตารางท่ี 4.6* น้ําหนักเซลล์ S. cerevisiae อบแห้งและ Total Kjeldahl nitrogen ของ cell  
suspension 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

สายพันธุ์ 
S. cerevisiae 

น้ําหนักเซลล์อบแห้ง  
(กรัมต่อ cell suspension 100 มิลลิลิตร) 

Total Kjeldahl nitrogen  
(มิลลิกรัมต่อ cell 

suspension 100 มิลลิลิตร) 

TISTR 5013 0.1302 25.8 
TISTR 5049 0.272 8.9 
TISTR 5059 0.1627 11.6 
TISTR 5343 0.1404 12.5 

(*ข้อมูลในตารางเป็นการทดสอบเบื้องต้นเพียง 1 ซ้ําจึงไมส่ามารถวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
ทางสถิติได้) 

 

4.3.2 การเติมเซลล์ S. cerevisiae ลงในอาหารไก่เนื้อและท าการทดสอบ 
เปรียบเทียบ crude protein ที่เพิ่มขึ้นในอาหารด้วย  
Kjeldahl nitrogen analysis 
จากตารางที่ 4.6 บ่งชี้ว่า cell suspension ที่เตรียมขึ้นจากเชื้อ S. cerevisiae 

ที่ตายแล้วในการศึกษานี้มีสัดส่วนของ crude protein อยู่น้อยมาก เมื่อเติมลงในอาหารสัตว์โดยใช้
อัตราส่วน S. cerevisiae 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตรผสมกับอาหารไก่เนื้อ 100 
กรัมและทําการอบแห้งจะได้อัตราส่วนเป็น S. cerevisiae 1010 เซลล์ต่ออาหารไก่เนื้อ 1 กรัม โดยมี
น้ําหนักแห้งของเซลล์ที่เพ่ิมขึ้นมาในอาหารสัตว์ 0.1-0.2 กรัมและนําไปทดสอบ Kjeldahl Nitrogen 
Analysis จึงพบว่าค่า crude protein ที่ได้จากอาหารไก่เนื้อกลุ่มควบคุมที่ไม่มีการเติมเซลล์ยีสต์กับ
อาหารไก่เนื้อท่ีผสมเซลล์ยีสต์ลงไปไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.216) ดังตารางที่ 4.7 
 

ตารางท่ี 4.7 crude protein (กรัมต่อ 100 กรัม) ของอาหารไก่เนื้อ จากการเติมเซลล์ตายของ 
S. cerevisiae  

 

Kjeldahl nitrogen  
analysis 

อาหาร 
กลุ่มควบคุม 
(ไม่เตมิเซลล์) 

อาหารเตมิเซลล ์S. cerevisiae (mean+S.D.) 
TISTR 
5013 

TISTR 
5049 

TISTR 
5059 

TISTR 
5343 

Crude protein (Nx6.25) 
(กรัมต่อ 100 กรัม) 

25.89+0.30 25.81+0.05 26.15+0.48 24.65+1.47 26.17+0.41 
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เซลล์ยีสต์ที่ตายแล้วจากการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงในการทดลองนี้แม้จะ
ไม่สามารถเป็นแหล่งโปรตีนให้กับสัตว์ได้ แต่ข้อดีของการเสริมเซลล์ยีสต์ในอาหารที่นอกเหนือจากการ
ดูดซับสารพิษยังคงมีอยู่ กล่าวคือ ผนังเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae มีองค์ประกอบที่ได้รับความสนใจ
ในทางการแพทย์คือ ß-glucan ซึ่งในระบบการย่อยอาหารของคนและไก่ไม่สามารถย่อยผนังเซลล์ที่
เป็น oligosacchrarides เหล่านี้ได้ แต่อาศัยจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารย่อยบางส่วนจนได้โมเลกุล
ของ ß-glucan ออกมา ซึ่งนอกจากคุณสมบัติในการดูดซับกับสารพิษจากเชื้อราแล้ว ß-glucan ยังมี
ประโยชน์ในด้านที่สามารถลดผลกระทบจากการที่ร่างกายได้รับสารพิษลงด้วยเช่น ลดภาวะการกด
ภูมิคุ้มกัน ช่วยในกลไกต้านอนุมูลอิสระ ป้องกันการการเข้าทําลายสารพันธุกรรม เป็นต้น (Abdel-
Wahhab et al., 2003; Akramien, 2007; Brown and Gordon, 2003; Cisneros et al., 1996, 
Naruemon et al., 2013) 
 
4.4 ประสิทธิภาพ S. cerevisiae ในการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A  

ในสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร 
 

4.4.1 Bioaccessibility ของ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ในสภาวะจ าลอง 
ทางเดินอาหาร 
จากการทดลองข้อ 3.4.5 และ 3.4.6 หลังจากทําการเตรียมอาหารไก่เนื้อ 5 กรัม

ที่ปนเปื้อนสารพิษ AFB1 และ OTA อย่างละ 100 พีพีบี และตามด้วยการเติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อหรือ 
cell suspension ของ S. cerevisiae ที่ตายแล้ว 5 มิลลิลิตรและสารละลาย PBS (pH 7.4) หรือ
น้ําย่อยจําลองสภาวะทางเดินอาหารทางเดินอาหารรวมทั้งหมด 60 มิลลิลิตร ในการทดลองแต่ละกลุ่ม
จึงมีส่วนที่เป็นของเหลว 65 มิลลิลิตร (ส่วนของอาหารไก่เนื้อจะถูกกรองแยกออกไป) เมื่อคํานวณ
ความเข้มข้นโดยประมาณจากการเจือจางด้วยตัวทําละลายจะได้ความเข้มข้นของสารพิษแต่ละชนิด
สูงสุดคือ 7.69 พีพีบี  ในกลุ่มทดลองที่ 2 (Positive control I) ซึ่งใช้ 70% methanol 65 มิลลิลิตร
เป็นตัวทําละลายพบว่า ตรวจพบว่ามี AFB1 และ OTA อยู่ที่ 7.72 พีพีบี และ 6.42 พีพีบี คิดสัดส่วน
เป็น 100.39% และ 83.49% ตามลําดับเมื่อเทียบเคียงกับค่าประมาณการณ์ ขณะที่กลุ่มทดลองที่ 4 
(Positive control II) ซึ่งไม่มีการเติมสารสกัด methanol ลงไป มีเพียงสารละลาย PBS ตรวจ
พบว่ามี AFB1 และ OTA อยู่ที่ 4.53 พีพีบี และ 4.22 พีพีบี เมื่อเทียบเคียงกับค่าประมาณการณ์คิด
สัดส่วนเป็น 58.91% และ 54.87% ตามลําดับ และในกลุ่มทดลองที่ 6 (Positive control III) ซึ่งไม่มี
การเติมสารสกัด methanol ลงไปแต่ใช้สารละลายของเอนไซม์กับอิเล็กโทรไลท์เพ่ือจําลองสภาวะใน
ทางเดินอาหารไก่เนื้อ ตรวจพบว่ามี AFB1 และ OTA อยู่ที่ 2.7 พีพีบีและ 2.61 พีพีบี เมื่อเทียบเคียง
กับค่าประมาณการณ์คิดสัดส่วนเป็น 35.11% และ 33.94% ตาม ลําดับ (ตารางที่ 4.8) 
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ตารางท่ี 4.8 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ AFB1 และ OTA ด้วยเทคนิค ELISA ของสารละลาย 
ในกลุ่ม negative control และ positive control  

 

กลุ่มที่ กลุ่มทดลอง 
S. cerevisiae 
ในอาหารไก่เนื้อ  
(เซลล์ต่อกรัม) 

สารละลาย 

ความเข้มข้นสารพิษ 
ในของเหลว (พีพีบี) 

(mean+S.D.) 

AFB1 OTA 

1 
Negative 
control I 

0 Methanol 0 0 

2 
Positive 
control I 

0 Methanol 7.72+0.11 6.42+0.08 

3 
Negative 
control II 

0 PBS 0 0 

4 
Positive 
control II 

0 PBS 4.53+0.11 4.22+0.23 

5 
Negative 
control III 

0 GI 0 0 

6 
Positive 

control III 
0 GI 2.7+0.05 2.61+0.22 

 
สารพิษ AFB1 และ OTA ภายใต้สภาวะที่มีอินทรีย์วัตถุ (อาหารไก่เนื้อ) ส่งผลต่อ

ปริมาณโมเลกุลสารพิษอิสระในของเหลวที่มีโอกาสถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกาย (bioaccessibility) โดย
กลุ่ม positive control II อาหารไก่เนื้อที่เติม PBS (pH7.4) โมเลกุลของ AFB1 และ OTA บางส่วนที่
ไม่ละลายใน PBS จะยังคงอยู่ภายในโครงสร้างของอาหาร เป็นผลมาจากการที่ PBS มีประสิทธิภาพ
ในการแทรกซึมเข้าสู่เนื้อเยื่อของอาหารได้ต่ํากว่าสารสกัดคือ 70%methanol ในกลุ่ม positive 
control I ที่จัดเป็นตัวทําละลายอินทรีย์หลักในการใช้สกัดสารพิษจากเชื้อราที่ปนเปื้อนในอาหาร 
เนื่องจากสามารถทําละลายได้ทั้งสารที่มีขั้วและไม่มีขั้ว (Rahmani, 2009) ส่วนการทดสอบภายใต้
สภาวะจําลองทางเดินอาหารที่มีอิเล็กโทรไลท์และเอนไซม์ต่างๆ พบว่าตรวจพบสารพิษ AFB1 และ 
OTA อิสระในของเหลวลดลงนั้นสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Kabak และคณะ (2009) ที่พบว่า
องค์ประกอบของอาหารต่างชนิดกันมีผลต่อปริมาณสารพิษอิสระที่ละลายในของเหลวได้แตกต่างกัน 
ซึ่งสารผสมในแต่ละตัวทําละลายมีผลโดยตรงต่อความสามารถในการละลายของสารพิษ นอกจากนี้
การเติมสารเพ่ือปรับสภาพให้ใกล้เคียงกับทางเดินอาหารส่งผลให้สารพิษทําให้มีโครงสร้างโมเลกุล
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เปลี่ยนไปจึงไม่สามารถตรวจพบได้ เช่น กรด HCl สามารถสลายโมเลกุล AFB1 ได้บางส่วน (Aly and 
Hathout, 2011) และเอนไซม์ในทางเดินอาหาร เช่น chymotrypsin สามารถไฮโดรไลส์ OTA เป็น 

OTα ที่มีความเป็นพิษลดลง (Pitout, 1969) 
4.4.2 การดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ ochratoxin A ของ S. cerevisiae  

TISTR 5013 ในสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร 
ในการศึกษาของ Pizzolitto และคณะ (2012b) พบว่า โมเลกุลของสารพิษที่เข้า

จับกับผนังเซลล์ของ S. cerevisiae จะหลุดออกเมื่อถูกชะล้างด้วยสารสกัดคือ acetonitrile ดังนั้น 
อาหารไก่เนื้อที่มีการเติมเซลล์ยีสต์ลงไป เมื่อนํามาทดสอบทางห้องปฏิบัติการโดยใช้สารสกัดตาม
มาตรฐานของ AOAC (2005) อันได้แก่ acetonitrile, methanol, เป็นต้น จะพบว่าความเข้มข้น
สารพิษที่ตรวจวิเคราะห์ได้จะมีค่าใกล้เคียงกับสารพิษเริ่มต้น การเติมเซลล์ยีสต์ลงในอาหารไก่เนื้อจึง
มิได้มุ่งหวังเพื่อให้ผลการทดสอบ ทางห้องปฏิบัติการของ AFB1 และ OTA ในอาหารไก่เนื้อมีค่าลดลง
ในระดับที่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานตามกฎหมาย ผู้ผลิตในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ต้องควบคุมคุณภาพ
วัตถุดิบให้มีสารพิษจากเชื้อราปนเปื้อนน้อยที่สุด เมื่อผลิตออกมาในรูปอาหารสําเร็จรูปที่อาจพบการ
ปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อราในระดับต่ําตามที่กฎหมายควบคุมแล้วนั้น จึงพิจารณาเติมเซลล์ยีสต์ลงไป
เพ่ืออาศัยกลไกการดูดซับโมเลกุลของสารพิษเข้าสู่โครงสร้างผนังเซลล์ยีสต์ เป็นการลดโอกาสที่
สารพิษจะถูกดูดซึมผ่านทางเดินอาหารเข้าสู่กระแสโลหิตและเดินทางไปตามเนื้อเยื่ออวัยวะอ่ืนตามมา 
กระบวนการดูดซับสารพิษส่วนใหญ่เกิดในช่วงเวลาที่สัตว์ได้รับอาหารเข้าสู่ทางเดินอาหาร เนื่องจาก
การผสมคลุกเคล้าจากการบีบตัวของอวัยวะลําเลียงอาหารโดยมีสารคัดหลั่งที่ออกมาเป็นสื่อกลาง 
ผนวกกับน้ําย่อยที่ทําให้โครงสร้างอาหารที่สัตว์กินเข้าไปแตกตัวออก เพ่ิมโอกาสให้โมเลกุลสารพิษซึ่ง
หลุดออกมาเข้าจับกับโครงสร้างผนังเซลล์ของยีสต์ (Aoudia et al., 2008; Baptista et al., 2004) 

จากการผลการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษใน PBS ข้างต้น (ตารางที ่
4.1, 4.3, และ 4.5) พบว่า S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตรให้เปอร์เซนต์การ
ลดลงของสารพิษดีที่สุดเมื่อเทียบกับยีสต์อีกสามสายพันธุ์ จึงเลือก S. cerevisiae TISTR 5013 มาทํา
การทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษกับอาหารไก่เนื้อภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร (ข้อ 
3.4.5 และ 3.4.6) พบว่าประสิทธิภาพการดูดซับ AFB1 และ OTA ของเซลล์ยีสต์ยังคงอยู่ โดยพบว่า
กลุ่มทดลองท่ีมีปริมาณเซลล์สูงขึ้นก็จะมีเปอร์เซนตก์ารลดลงของสารพิษที่มากข้ึนอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.9 และ 4.10) เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษที่เพ่ิมขึ้นจากการตรวจพบ
สารพิษในของเหลวลดลงส่งผลให้โอกาสที่ AFB1 และ OTA จะถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสโลหิตลดลง ไก่เนื้อ
ที่ได้รับอาหารไก่ซึ่งเติมเซลล์ตายของ S. cerevisiae TISTR 5013 ก็จะมีความปลอดภัยมากขึ้น และ
การที่ไก่เนื้อกินผนังเซลล์ยีสต์หรือองค์ประกอบของเซลล์เข้าไปในปริมาณมากนั้นไม่ก่อให้เกิดอันตราย
กับสุขภาพหรือมีผลเสียต่อการเจริญเติบโตของสัตว์ (Elmusharaf et al., 2007; Jung et al., 2010; 
Reisinger et al., 2012)  
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ตารางท่ี 4.9 เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 หลังจากนําไปผสมกับ S. cerevisiae TISTR 
5013 ในสภาวะทดสอบท่ีมีอาหารไก่เนื้อและสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 
จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA  

 

ปริมาณเซลล์  
(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 (mean+S.D.) 

PBS+อาหารไก่เนื้อ สภาวะจําลองทางเดินอาหาร 
108 24.87+0.53bA 9.87+0.76aA 
109 28.15+3.04aA 32.49+7.12aB 
1010 41.51+1.39aB 43.27+1.54aC 

a-b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-C แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 

 
ตารางท่ี 4.10 เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA หลังจากนําไปผสมกับ S. cerevisiae TISTR 

5013 ในสภาวะทดสอบท่ีมีอาหารไก่เนื้อและสภาวะจําลองทางเดินอาหารและ 
นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

 
ปริมาณเซลล์  

(เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA (mean+S.D.) 

PBS+อาหารไก่เนื้อ สภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

108 32.03+2.36bA 5.92+4.21aA 
109 40.12+2.30aB 41.60+3.33aB 
1010 61.45+1.90bC 46.84+2.43aC 

a-b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในแถวแนวนอน 
A-C แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในสดมภ์ 
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ตารางท่ี 4.11 เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA และ AFB1 ในอาหารไก่เนื้อที่ผสมกับ 
S. cerevisiae TISTR 5013 ภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารและ 
นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 

ปริมาณเซลล์  
(เซลล์ต่อมิลลิลติร) 

เปอร์เซนต์การลดลงของ AFB1 เปอร์เซนต์การลดลงของ OTA 

PBS+อาหารไก่เนื้อ 
สภาวะจาํลอง
ทางเดินอาหาร 

PBS+อาหารไก่เนื้อ 
สภาวะจาํลอง
ทางเดินอาหาร 

108 25.47 10.82 27.80 8.63 
109 26.40 29.85 39.27 30.98 
1010 42.52 43.28 59.02 45.88 

(ข้อมูลในตารางเป็นการทดสอบยืนยันผลด้วยเทคนิค HPLC เพียง 1 ซ้ําจึงไม่สามารถวิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยนทางสถิติได้) 

 

เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างกลุ่มที่เติม PBS ในอาหารไก่เนื้อกับ
กลุ่มที่ทดลองภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร พบว่าที่ปริมาณเซลล์ S. cerevisiae 108 เซลล์ต่อ
กรัม มีเปอร์เซนต์การลดลงของ AFB1 ต่ําลงลงแต่ที่สัดส่วนปริมาณเซลล์ 109 และ 1010 เซลล์ต่อกรัม 

เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 จากทั้งสองสภาวะมีค่าที่ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 4.9) ขณะที่
ประสิทธิภาพการดูดซับ OTA เมื่อผ่านสภาวะจําลองทางเดินอาหารที่ปริมาณเซลล์ยีสต์ 108 และ 
1010 เซลล์ต่อกรัม เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA ต่ําลงอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) (ตารางที่ 
4.10 และ 4.11) สภาวะแวดล้อมในการทดสอบนับเป็นปัจจัยที่ขัดขวางความสามารถของผนังเซลล์ใน
การเข้าจับกับสารพิษ ซึ่งอาจส่งผลต่อการนําไปใช้งานจริงในภาคอุตสาหกรรม โดยเฉพาะสภาวะที่มี
อาหารหรือสารอินทรีย์เข้ามา โมเลกุลของสารพิษจะแทรกตัวไปอยู่ในโครงสร้างของอาหาร นับเป็น
อุปสรรคที่เซลล์ยีสต์จะเข้าจับกับสารพิษได้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Kabak และคณะ (2009) ที่
ทําการทดสอบประสิทธิภาพเชื้อ probiotics กลุ่ม lactic acid bacteria (LAB) ในการดูดซับ AFB1 

และ OTA ที่ปนเปื้อนในถั่ว pistachio และอาหารทารกภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหารพบว่า 
เปอร์เซนต์การลดลงของ AFB1 และ OTA สูงสุดอยู่ที่ 37% และ 73% ตาม ลําดับ จากโครงสร้างผนัง
เซลล์ที่เป็น  polysaccharides เหมือนกันและกลไกการเข้าจับสารพิษของ LAB กับ S. cerevisae ที่
ใช้ในการศึกษานี้มีความใกล้เคียงกัน จึงเป็นการยืนยันได้ว่า สารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดพันธะกัน
ระหว่าง polysaccharides ที่ผนังเซลล์กับโมเลกุลสารพิษเมื่อเคลื่อนตัวไปตามทางเดินอาหาร
บางส่วนของพันธะที่จับกันจะไม่หลุดออกและยังคงประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษไว้ แต่ปัจจัย
แวดล้อมที่นับว่ามีผลต่อการเข้าจับกับสารพิษ เช่น pH โครงสร้าง matrix ของอาหาร และต้อง
คํานึงถึงว่าองค์ประกอบของน้ําย่อยในทางเดินอาหารเองมีผลทําให้สารพิษเปลี่ยนโครงสร้างโมเลกุลไป 
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พันธะที่เกิดขึ้นระหว่างสารพิษกับผนังเซลล์ก็มีโอกาสผันแปรไปด้วย รวมถึงความเป็นพิษอาจลดลง
หรือคงเดิมซึ่งต้องอาศัยการทดสอบยืนยันด้วย toxicity test 

การศึกษาของ Celyk และคณะ (2003) และ Santin และคณะ (2003) พบว่า
การเติมเชื้อยีสต์ S. cerevisiae และผนังเซลล์ยีสต์ลงในอาหารสัตว์สามารถลดความเป็นพิษที่มาจาก
สารพิษจากเชื้อราได้ จึงอนุมานได้ว่าสารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดขึ้นระหว่างเซลล์ยีสต์กับสารพิษมี
ความคงตัวเพียงพอที่จะผ่านทางเดินอาหารออกไปได้ งานวิจัยของ Yiannikouris และคณะ (2004) 
ได้ศึกษาถึงบทบาทของ ß-D glucans ในการดูดซับสารพิษ zearalenone ภายใต้ pH 3.0, 6.0, และ 
8.0 พบว่าที่ pH เป็นกรดและกลางจะให้อัตราการดูดซับสารพิษดีที่สุด (64–77%) ขณะที่ในสภาวะ 
pH ที่เป็นด่างการดูดซับสารพิษจะลดลง เนื่องมาจากสภาวะ pH ที่เป็นด่างส่งผลให้ conformation 
ของโมเลกุล ß-D glucans เปลี่ยนไปและมีการศึกษาถึงพันธะระหว่าง ß-D glucan กับสารพิษพบว่า
เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนจากพันธะที่มีแรงดึงดูดอ่อนๆ เช่น พันธะไฮโดรเจน และแรง van der 
Waals นอกจาก ß-D glucans แล้วยังมีการศึกษาที่บ่งชี้ว่า mannan บนผนังเซลล์ S. cerevisiae ก็
มีบทบาทในการดูดซับและลดความเป็นพิษของ aflatoxins (Baptista et al., 2004, Devegowda 
et al., 1996;) ochratoxin A และ T-2 toxin (Raju and Devegowda, 2000) โดยการที่โมเลกุล
สารพิษจะหลุดออกจากผนังเซลล์ยีสต์อนุมานว่าเกิดได้ใน 2 สาเหตุคือ จากการชะล้างของสารสกัด
ต่างๆ เช่น methanol, acetonitrile, เป็นต้น (Pizzolitto et al., 2012b) และจากการที่ผนังเซลล์
ยีสต์ถูกย่อยสลาย การย่อยผนังเซลล์ยีสต์ต้องใช้คลื่นความถี่สูงหรือความร้อนร่วมกับการใช้สารเคมี
หรือเอนไซม์ (Dallies et al., 1998, Kwiatkowski et al., 2009; Tam et al., 2013) โดยเอนไซม์
ที่สามารถย่อยผนังเซลล์ยีสต์ได้แก่ zymolase, glucanase, เป็นต้น (de Nobel et al., 1990; 
Knorr et al., 1979) กลุ่มเอนไซม์เหล่านี้จะผลิตโดยเชื้อจุลินทรีย์ที่พบได้ในทางเดินอาหารของสัตว์
กินพืชเพ่ือทําหน้าที่ในการหมักย่อยกากใยแต่ไม่พบในทางเดินอาหารของไก่หรือมนุษย์ (Duke, 1993) 
จึงมีโอกาสเป็นไปได้ยากในการที่พันธะระหว่างโมเลกุลของสารพิษกับองค์ประกอบในผนังเซลล์จะ
หลุดออกจากกันจากการที่ผนังเซลล์ถูกย่อยสลาย 
 

4.5 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 และ ochratoxin A 
หลังผสมกับเซลล์ S. erevisiae โดยใช้ไรน้ าเป็นสัตว์ทดลอง 

 

4.5.1 การทดสอบอุณหภูมิที่อาร์ทีเมียและไรน้ านางฟ้ารอดชีวิตได้ 
การศึกษานี้ผู้วิจัยได้ทําการทดสอบเบื้องต้นเพ่ือควบคุมปัจจัยอันส่งผลต่อการ

ตายของไรน้ําโดยศึกษาแหล่งข้อมูลจากหลายส่วนทั้งในเอกสารอ้างอิงและสอบถามประสบการณ์ของ
ผู้ชํานาญการต่างๆ และทําการทดสอบจริงในภาคของห้องปฏิบัติการ โดยเริ่มจากการคัดสรรช่วงอายุ
ที่เหมาะสมเพื่อนํามาใช้ในการทดลอง โดยพบว่าหลายงานวิจัยจะใช้อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าในช่วง
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อายุที่ไม่เกิน 24 ชั่วโมง (Boonsoong and Bullangpoti, 2012; Harwig and Scott, 1971; Lahr, 
1997; Prior, 1979) เนื่องจากไรน้ําทั้งสองชนิดในช่วงอายุดังกล่าวจะยังคงอาศัยอาหารจากไข่แดง 
(yolk) ที่หลงเหลืออยู่ทําให้ไม่มีความจําเป็นต้องให้อาหาร ซึ่งนอกจะสะดวกกับการปฏิบัติงานแล้ว 
อาหารที่ให้ไรน้ําและของเสียที่เพ่ิมขึ้นในสภาวะแวดล้อมอาจเป็นตัวแปรที่ทําให้ผลการศึกษาออกมา
ไม่สม่ําเสมอ โดยในการทดสอบเบื้องต้นพบว่า อาร์ทีเมียที่ ฟักออกมาใหม่เมื่อทําการย้ายลง 
microtiter plates ที่ใช้ในการทดลองโดยไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนพบว่า ในระยะเวลา 24 
ชั่วโมงอาร์ทีเมียส่วนใหญ่สามารถมีชีวิตรอดอยู่ไดท้ี่อุณหภูมิห้อง (32-36 ºC) ขณะที่ไรน้ํานางฟ้าไทยที่
ฟักออกจากไข่ไม่เกิน 24 ชั่วโมง หลังจากทําการย้ายลง microtiter plates โดยไม่มีการเติมอากาศ
หรือออกซิเจนที่อุณหภูมิห้อง ไรน้ํานางฟ้าจะอ่อนแอลงและตายภายในระยะเวลา 1-3 ชั่วโมง ผู้วิจัย
จึงต้องทดสอบใช้ไรน้ํานางฟ้าที่หลายช่วงอายุโดยปรับขนาดภาชนะที่ใส่ให้เหมาะสมจนพบว่า ไรน้ํา
นางฟ้าไทยที่อายุ 5 วัน (ความยาวลําตัวประมาณ 1 เซนติเมตร) หลังจากทําการย้ายลงขวดแก้วขนาด 
3 มิลลิลิตตร โดยไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนที่อุณหภูมิห้อง ไรน้ํานางฟ้าสามารถรอดชีวิตอยู่ได้
ประมาณ 12 ชั่วโมงซึ่งเพียงพอต่อการติดตามการทดสอบความเป็นพิษ จากนั้น จึงออกแบบ
การศึกษาเปรียบเทียบอุณหภูมิที่เหมาะสมโดยนําไรน้ําทั้งสองชนิดย้ายลงภาชนะทดลองและแบ่งไรน้ํา
ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกทําการวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง ส่วนที่สองนําไปใส่ในตู้เย็นขนาดเล็ก (อุณหภูมิ
อยู่ในช่วง 15-20 ºC) การลดอุณหภูมิลงนอกจากเป็นการป้องน้ําในภาชนะระเหยออกไปแล้วยังช่วยลด
กระบวนการ metabolism ของไรน้ําลงได้ ส่งผลให้เกิดการลอกคราบช้าลง อ้างอิงจากผลการศึกษา
ของ Sorgeloos และคณะ (1978) ที่พบว่าอุณหภูมิ 24 ºC อาร์ทีเมียจะลอกคราบเป็นระยะ Instar II 
ในระยะเวลา 16 ชั่วโมงขณะที่อุณหภูมิ 20 ºC อาร์ทีเมียต้องใช้เวลาถึง 35 ชั่วโมงในการลอกคราบ
เป็นระยะ Instar II ที่มีความอ่อนแอลงและตายง่ายกว่าระยะ Instar I นอกจากนี้ อาร์ทีเมียก่อนลอก
คราบที่ยังอาศัยอาหารจากไข่แดง เซลล์เยื่อบุผนังทางเดินอาหารจะสัมผัสกับสารละลายในน้ําน้อยกว่า
อาร์ทีเมียที่ผ่านการลอกคราบมาแล้วและเริ่มกินอาหารที่ลอยอยู่ในของเหลว ส่งผลให้หลังลอกคราบ
อาร์ทีเมียจะมีความไวต่อสารพิษมากขึ้นและอ่อนแอลงจากการขาดอาหาร อาร์ทีเมียจะตายง่ายขึ้น 
(Benesch, 1969) จากตารางที่ 4.12 เปรียบเทียบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการรอดชีวิตของอาร์ทีเมีย
และไรน้ํานางฟ้าไทย พบว่าไรน้ําทั้งสองชนิดในตู้เย็นที่มีอุณหภูมิ 15-20 ºC จะมีอัตราการรอดชีวิตที่
มากกว่าและยาวนานกว่าไรน้ําที่วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง (ตารางที่ 4.12) อาจเป็นผลมาจากภาชนะที่วาง
ในตู้เย็นมีการระเหยของน้ําน้อยกว่ากลุ่มที่วางไว้ที่อุณหภูมิห้องทําให้ความเข้มข้นของสารต่างๆ 
โดยเฉพาะของเสียเช่น สารกลุ่มแอมโนเนีย ในน้ําไม่เปลี่ยนแปลงมากจนไรน้ําทั้งสองชนิดเกิด
ความเครียด นอกจากนี้ อาร์ทีเมียตามธรรมชาติจะอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่มีอุณหภูมิในช่วง 6-30 ºC 
(Nunes, 2006) และไรน้ํานางฟ้าไทยจะดํารงชีวิตได้ในน้ําที่มีอุณหภูมิไม่เกิน 35 ºC (นุกูล, 2555) 
โดยอุณหภูมิที่สูงขึ้นส่งผลให้อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยต้องการออกซิเจนในกระบวนการ 
metabolism มากขึ้น (Dumitrascu, 2011; Hazelwood and Hazelwood, 1985) ซึ่งการทดลอง
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นี้ไม่มีการเติมอากาศหรือออกซิเจนลงในน้ํา ไรน้ําทั้งสองชนิดที่วางไว้ในอุณหภูมิห้องจึงมีความเครียด
ทั้งจากปัจจัยของอุณหภูมิที่สูงขึ้นและออกซิเจนในน้ําที่ไม่เพียงพอ ทําไรน้ําอ่อนแอและตายลง เมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างอาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยจะพบว่าอาร์ทีเมียรอดชีวิตได้ยาวนานกว่าและมี
อัตราการตายที่น้อยกว่าไรน้ํานางฟ้าไทย เพราะอาร์ทีเมียสามารถปรับตัวได้ในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ํา
และทนทานต่อการอยู่ในน้ําที่มีความเข้มข้นมากขึ้นหลายเท่าตัว (Dumitrascu, 2011) ผนวกกับการ
ที่ตัวอ่อนอาร์ทีเมียยังคงอาศัยอาหารจากถุงไข่แดง ขณะที่ไรน้ํานางฟ้าไทยในการทดลองนี้มีอายุ 5 วัน
ต้องการอาหารจากแหล่งน้ําซึ่งในการทดลองนี้ไม่มีการให้อาหารทําให้ไรน้ํานางฟ้าไทยเกิดภาวะการ
ขาดแคลนอาหารและพลังงาน ส่งผลให้มีระยะเวลาในการรอดชีวิตที่สั้นลง 
 

ตารางท่ี 4.12 การทดสอบอุณหภูมิที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 

 

ช่ัวโมงท่ี 
อาร์ทีเมียตาย (%) ไรน้ํานางฟ้าไทยตาย (%) อุณหภูมหิ้อง 

(ºC) 
อุณหภูมติู้เย็น 

(ºC) อุณหภูมหิ้อง ตู้เย็น อุณหภูมหิ้อง ตู้เย็น 

0 

ปกติ 100% 

ปกติ 100% 

ปกติ 100% 

ปกติ 100% 

35 22 
3 35 19 
6 ตาย 2% 36 18 

9 ตาย 10% 35 20 
12 

ตาย 48% 

35 20 

15 
ตาย 6% 

34 19 
18 ตาย 4% 33 18 

21 ตาย 8% ตาย 72% 
ตาย 8% 

32 19 
24 

ตาย 14% 
ตาย 84% 33 20 

27 

ตาย 100% 

32 17 
30 ตาย 14% 32 16 
33 

ตาย 22% 
ตาย 26% 34 15 

36 
ตาย 48% 

35 20 
39 ตาย 28% 36 19 
42 ตาย 42% 34 19 
45 

ตาย 66% 
ตาย 2% ตาย 82% 32 18 

48 ตาย 8% ตาย 90% 33 17 
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4.5.2 การทดสอบสารละลายที่อาร์ทีเมียและไรน้ านางฟ้าไทยรอดชีวิตได้ 

ก่อนการนําไรน้ําไปทดสอบความเป็นพิษของสารพิษจากเชื้อราที่ปนเปื้อนใน
อาหารต้องทําการเลี้ยงและปรับสภาวะที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยสามารถรอดชีวิตได้มากกว่า 
90% ตลอดช่วงเวลาของการทดลอง โดยทดสอบอาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้าไทยอยู่ในสารละลาย 4 
สภาวะ คือ น้ํากลั่น R.O., methanol, PBS (pH7.4), และสารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS (pH7.4) 
ใช้สัตว์ทดลองทั้งหมด 200 ตัว (สภาวะละ 50 ตัว)  หลังจากนําสารทดสอบมาบรรจุในภาชนะและ
อบแห้ง จากนั้นจึงลําเลียงอาร์ทีเมียในน้ําเกลือและไรน้ํานางฟ้าไทยในน้ํา R.O. ลงไปในภาชนะพบว่า 
อาร์ทีเมียสามารถรอดชีวิตมากกว่า 90% ใน microtiter plates ที่มีน้ํา R.O., methanol และ PBS 
อบแห้งได้นานถึง 48 ชั่วโมงและใน microtiter plates ที่มีสารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS อบแห้ง
นั้นอาร์ทีเมียสามารถรอดชีวิตมากกว่า 90% ได้เพียง 12 ชั่วโมง สอดคล้องกับการศึกษาของ Prior 
(1979) ที่พบว่าองค์ประกอบในอาหารสัตว์มีผลกดดันทําให้ตัวอ่อนอาร์ทีเมียอ่อนแอลงและตายเร็วขึ้น 
โดยคาดว่าเป็นสารกลุ่ม long chain fatty acids ที่มีความเป็นพิษต่ออาร์ทีเมีย (Curtis et al., 
1974) ซึ่งในการทดลองของ Prior ใช้ตัวทําละลายอินทรีย์คือ chloroform หรือ methanol ในการ
สกัดสารต่างๆ จากอาหารสัตว์ หลังจากระเหยสารสกัดออกและเติมอาร์ทีเมียใน brine shrimp 
medium (pH 6.5) จากนั้นติดตามจํานวนอาร์ทีเมียที่ตาย ณ ชั่วโมงที่ 16 พบว่าอัตราการตายของ
อาร์ทีเมียในกลุ่มที่ทดสอบกับสารสกัดจากอาหารสัตว์และธัญพืชอยู่ในช่วง 20-30% ซึ่งสูงกว่าในผล
ของการทดลองนี้ที่พบอัตราการตายในชั่วโมงที่ 15-21 อยู่ที่ 10% อาจเป็นผลมาจากส่วนประกอบ
ของวัตถุดิบอาหารสัตว์ตั้งต้นมีความแตกต่างกันและในงานวิจัยนี้ใช้ PBS (pH7.4) เป็นตัวทําละลายใน
อาหารไก่เนื้อส่งผลให้สารกลุ่ม long chain fatty acids ที่มีความเป็นพิษต่ออาร์ทีเมียละลายออกมา
ได้น้อยกว่าการใช้ตัวทําละลายอินทรีย์ จํานวนอาร์ทีเมียที่ตายจึงพบในสัดส่วนที่ต่ํากว่า 

ขณะที่ไรน้ํานางฟ้าไทยอายุ 5 วันสามารถรอดชีวิตมากกกว่า 90% ในภาชนะ
บรรจุที่มีน้ํา R.O. และ methanol อบแห้งได้นาน 21-24 ชั่วโมง แต่ในขวดที่มี PBS และสารละลาย
อาหารไก่เนื้อใน PBS อบแห้งนั้นไรน้ํานางฟ้าที่ถูกลําเลียงลงไปจะตายภายใน 3-5 นาทีจึงไม่สามารถ
นํามาใช้ทดสอบความเป็นพิษในการทดลองนี้ได้ (ตารางที่ 4.13) 
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ตารางท่ี 4.13 การทดสอบสารละลายที่อาร์ทีเมียและไรน้ํานางฟ้ารอดชีวิตได้ 
 

ช่ัวโมง
ที ่

กลุ่มทดลอง 
อาร์ทีเมีย ไรน้ํานางฟ้า 

น้ํา R.O. Methanol PBS 
อาหารไก่

เนื้อใน PBS 
น้ํา R.O. Methanol PBS 

อาหารไก่
เนื้อใน PBS 

0 

ปกติ 
100% 

ปกติ 
100% 

ปกติ 
100% 

ปกติ 
100% 

ปกติ 
100% 

ปกติ 
100% 

ตาย 
100%
ใน 3-

5 
นาที 

ตาย 100%
ใน 3-5 
นาที 

3 
6 

9 
ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

6% 

12 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 
8% และ
ตาย 2% 

15 ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

10% และ
ตาย 10% 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

8% 

18 ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 
6% และ
ตาย 2% 

21 

24 
ตาย 24% 

ตาย 12% 

27 ว่ายน้ํา
ผดิปกติ 

12% และ
ตาย 14% 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

18% และ
ตาย 12% 

30 
ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

14% และ 
ตาย 30% 

33 

36 

ตาย 42% 39 ตาย 34% 
42 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

2% 

ตาย 2% 
ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 

22% และ 
ตาย 56% 

ตาย 46% 

45 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 
2% และ
ตาย 4% 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 
4% และ 
ตาย 4% 

ตาย 68% ตาย 74% 

48 

ว่ายน้ํา
ผิดปกติ 
2% และ
ตาย 2% 

ตาย 6% ตาย 80% ตาย 78% ตาย 82% 
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4.5.3 การทดสอบความเป็นพิษของ aflatoxin B1 และ ochratoxin A  
ที่มีต่ออาร์ทีเมีย 
เมื่อปรับสภาวะที่เหมาะสมให้อาร์ทีเมียสามารถรอดชีวิตได้แล้วต้องทําการ

ทดสอบยืนยันถึงความเป็นพิษของ AFB1 และ OTA ที่มีต่ออาร์ทีเมีย โดยการทดสอบความเป็นพิษ
จากสารพิษมาตรฐานและสารพิษในสารละลายอาหารไก่เนื้อ 3 ระดับ (ความเข้มข้นเริ่มต้น 1, 5, และ 
10 พีพีบี) พบว่า การทดสอบความเป็นพิษจากสารพิษมาตรฐาน AFB1 พบว่า ที่ความเข้มข้น 1 พีพีบี 
เริ่มพบการว่ายน้ําผิดปกติและหยุดว่ายน้ําของอาร์ทีเมียบางส่วน ณ ชั่วโมงที่ 15 และมีการตาย 5% 
ณ ชั่วโมงที่ 18 ส่วนกลุ่มที่มี AFB1 เข้มข้น 5 พีพีบี เริ่มพบอาร์ทีเมียบางส่วนว่ายน้ําผิดปกติหรือหยุด
ว่ายน้ําของ ณ ชั่วโมงที่ 12 และมีอาร์ทีเมียตาย 3% ชั่วโมงที่ 15 พบอาร์ทีเมียว่ายน้ําผิดปกติ 27% 
และตาย 23% เมื่อครบ 24 ชั่วโมงมีอาร์ทีเมียตาย 49% และหยุดว่ายน้ํา 12% เมื่อติดตามจนถึง 48 
ชั่วโมงพบว่ามีอาร์ทีเมียตาย 53% ส่วนกลุ่มที่มี AFB1 เข้มข้น 10 พีพีบี เริ่มพบการว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ําของอาร์ทีเมียบางส่วน ณ ชั่วโมงที่ 9 โดยยังไม่พบการตาย ชั่วโมงที่ 15 พบอาร์ทีเมียว่าย
น้ําผิดปกติ 36% และตาย 32% เมื่อครบ 24 ชั่วโมงมีอาร์ทีเมียตาย 60% เมื่อติดตามจนถึง 48 
ชั่วโมงพบว่ามีอาร์ทีเมียตาย 86% (ตาราง 4.14) ผลการทดสอบด้วยสารพิษมาตรฐานเจือจางใน
สารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS โดยพบว่า กลุ่มควบคุมที่ไม่มีสารพิษอาร์ทีเมียจะเริ่มแสดงอาการว่าย
น้ําผิดปกติและตาย 2%  ณ ชั่วโมงที่ 9 เมื่อครบชั่วโมงที่ 12 มีการตาย 6% ส่วนหลุมทดสอบที่มี 
AFB1 1 พีพีบี อาร์ทีเมียจะเริ่มแสดงอาการว่ายน้ําผิดปกติและหยุดว่ายน้ํา ณ ชั่วโมงที่ 9 และชั่วโมงที่ 
12 มีการตาย 7% ส่วนหลุมทดสอบที่มี AFB1 5 พีพีบี อาร์ทีเมียจะเริ่มแสดงอาการว่ายน้ําผิดปกติ
และหยุดว่ายน้ํา ณ ชั่วโมงที่ 6 และชั่วโมงที่ 9 พบว่ามีอาร์ทีเมียหยุดนิ่งไม่ว่ายน้ํา 28% และตาย 
32% เมื่อถึงชั่วโมงที่ 12 พบว่ามีอาร์ทีเมียตาย 54% หลุมทดสอบที่มี AFB1 10 พีพีบี อาร์ทีเมียจะ
เริ่มแสดงอาการว่ายน้ําผิดปกติและหยุดว่ายน้ํา ณ ชั่วโมงที่  6 และชั่วโมงที่ 9 พบว่ามีอาร์ทีเมียหยุด
นิ่งไม่ว่ายน้ํา 29% และตาย 45% เมื่อถึงชั่วโมงท่ี 12 พบว่ามีอาร์ทีเมียตาย 78% (ตาราง 4.15) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
71 

ตารางท่ี 4.14 การทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 ที่มีต่ออาร์ทีเมีย 
 

ชั่วโมงท่ี 
กลุ่มควบคุม  ความเข้มข้นของ AFB1 และอาการของอาร์ทีเมีย 

(0 พีพีบี) 1 พีพีบี 5 พีพีบี 10 พีพีบี 
0 

ปกติ 100% 

ปกติ 100% 

ปกติ 100% 
ปกติ 100% 3 

6 
9 ว่ายน้ําผิดปกติและ

หยุดว่ายน้ํา 8% 
12 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 5% ตาย 

3% 

15 
ว่ายน้ําผิดปกติ
และหยุดว่ายน้ํา 

4% 
ว่ายน้ําผิดปกติ 27% 

และตาย 23% 

ว่ายน้ําผิดปกติ 
36% และตาย 

32% 18 

ตาย 5% 

21 
24 

หยุดว่ายน้ํา 12% 
และตาย 49%  

ตาย 60% 
27 

30 
ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 6% 

ตาย 58% 

33 

36 
39 ว่ายน้ําผิดปกติและ

หยุดว่ายน้ํา 18% 
ตาย 49% 

42 
ตาย 62% 

45 ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 30% 

ตาย 53% 
48 ตาย 86% 
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ตารางท่ี 4.15 การทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 ปนเปื้อนในอาหารไก่เนื้อที่มีต่ออาร์ทีเมีย 
 

ชั่วโมงท่ี 
กลุ่มควบคุม ความเข้มข้นของ AFB1 และอาการของอาร์ทีเมีย 

(0 พีพีบี) 1 พีพีบี 5 พีพีบี 10 พีพีบี 
0 

ปกติ 100% ปกติ 100% 
ปกติ 100% ปกติ 100% 

3 

6 
ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 11% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 17% 

9 
ว่ายน้ําผิดปกติ 
6%ตาย 2% 

ว่ายน้ําผิดปกติ
และหยุดว่ายน้ํา 

9% 

หยุดนิ่งไม่ว่ายน้ํา 
28% และตาย 32% 

หยุดนิ่งไม่ว่ายน้ํา 
29% และตาย 

45% 

12 
ว่ายน้ําผิดปกติ 
5%ตาย 6% 

ว่ายน้ําผิดปกติ
และหยุดว่ายน้ํา 
14% ตาย 7% 

ตาย 54% ตาย 78% 

 
กลุ่มควบคุมและอาร์ทีเมียในหลุมทดสอบที่มี OTA 1 พีพีบี อาร์ทีเมียยังคงรอด

ชีวิตและไม่แสดงอาการผิดปกติจนถึงชั่วโมงที่ 48 ส่วนหลุมทดสอบที่มี OTA 5 พีพีบี อาร์ทีเมียมี
ลักษณะของการว่ายน้ําผิดปกติเช่น ว่ายน้ําช้าลง ว่ายวนหรือเสียการทรงตัวในชั่วโมงที่ 21 และ 24 
แต่ติดตามอาการหลังจากนั้นคือชั่วโมงที่ 27 เป็นต้นไปกลับพบว่าอาการผิดปกติดังกล่าวหายไป ส่วน
กลุ่มทดลองที่มี OTA 10 พีพีบี ในหลุมทดสอบพบว่าอาร์ทีเมียเริ่มแสดงความผิดปกติที่ 30 ชั่วโมง
และมีอัตราการตายถึง 56% ที่ 36 ชั่วโมง (ตาราง 4.16) ซึ่งผลการทดสอบด้วยสารพิษมาตรฐานจะ
แตกต่างจากกลุ่มที่ใช้สารพิษมาตรฐานเจือจางในสารละลายอาหารไก่เนื้อใน PBS โดยพบว่า กลุ่ม
ควบคุมที่ไม่มีสารพิษอาร์ทีเมียจะเริ่มแสดงอาการว่ายน้ําผิดปกติ ณ ชั่วโมงที่ 9 และเริ่มพบการตาย 
3% ในชั่วโมงที่ 12 ส่วนหลุมทดสอบที่มี OTA 1 และ 5 พีพีบี อาร์ทีเมียจะเริ่มแสดงอาการว่ายน้ํา
ผิดปกติ ณ ชั่วโมงที่ 6 พบบางส่วนจะหยุดนิ่ง ไม่ว่ายน้ําโดยยังสามารถขยับรยางค์ได้และมีการตาย 
8% ณ ชั่วโมงท่ี 9 เมื่อถึงชั่วโมงท่ี 12 พบว่ามีอาร์ทีเมียที่ว่ายน้ําผิดปกติและหยุดว่ายน้ํามากกว่า 30% 
และตาย 24% ส่วนหลุมทดสอบที่มี OTA 10 พีพีบี อาร์ทีเมียจะเริ่มแสดงอาการว่ายน้ําผิดปกติ ณ 
ชั่วโมงที่ 6 และณ ชั่วโมงที่ 9 พบว่ามีอาร์ทีเมียหยุดนิ่งไม่ว่ายน้ํามากถึง 39% และมีการตาย 26% 
เมื่อถึงชั่วโมงท่ี 12 พบว่าอาร์ทีเมียในกลุ่มนี้มีการตายถึง 64% (ตาราง 4.17) 
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ตารางท่ี 4.16 การทดสอบความเป็นพิษของ OTA ที่มีต่ออาร์ทีเมีย 
 

ชั่วโมงท่ี 
กลุ่มควบคุม ความเข้มข้นของ OTA และอาการของอาร์ทีเมีย 

(0 พีพีบี) 1 พีพีบี 5 พีพีบี 10 พีพีบี 
0 

ปกติ 100% ปกติ 100% 

ปกติ 100% 
ปกติ 100% 

 

3 

6 
9 

12 

15 
18 

21 ว่ายน้ําผิดปกติ 18% 
24 

27 

ปกติ 100% 

30 ว่ายน้ําผิดปกติ  24 
% 33 

36 

ว่ายน้ําผิดปกติหรือ
หยุดว่ายน้ํา 7% 

ตาย 56% 

39 
42 

45 
48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
74 

ตารางท่ี 4.17 การทดสอบความเป็นพิษของ OTA ปนเปื้อนในอาหารไก่เนื้อที่มีต่ออาร์ทีเมีย 
 

ชั่วโมงท่ี 
กลุ่มควบคุม ความเข้มข้นของ OTA และอาการของอาร์ทีเมีย 

(0 พีพีบี) 1 พีพีบี 5 พีพีบี 10 พีพีบี 
0 

ปกติ 100% 
ปกติ 100% ปกติ 100% ปกติ 100% 

3 

6 
ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 4% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 2% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 19% 

9 
ว่ายน้ําผิดปกติ 

6% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 7%  

ตาย 8% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา15% 

ตาย 8% 

หยุดนิ่งไม่ว่ายน้ํา 
39% และตาย 

26% 

12 
ว่ายน้ําผิดปกติ 
4% และตาย 

3% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 30% 

ตาย 24% 

ว่ายน้ําผิดปกติและ
หยุดว่ายน้ํา 34% 

ตาย 24% 

หยุดนิ่งไม่ว่ายน้ํา 
11% และตาย 

64% 

 
ตารางท่ี 4.18 ค่า EC50 จากการติดตามการทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 และ OTA 
 

สารตั้งต้น 
ชั่วโมงท่ีอาร์ทีเมีย 
สัมผัสกับสารพิษ 

ค่า EC50 

AFB1 (พีพีบี) OTA (พีพีบี) 

สารมาตรฐานใน methanol 

12 - - 
24 6.83 - 

36 6.52 9.63 

48 4.55 9.63 
สารพิษปนเปื้อนในอาหารไก่เนื้อ

ทําละลายด้วย PBS 
9 5.7 8.10 

12 5.34 4.29 
 

จากการทดสอบเบื้องต้นนี้เป็นการยืนยันว่าสารพิษ AFB1 และ OTA มีความเป็น
พิษต่ออาร์ทีเมียเหมือนกับในการศึกษาของ Harwig และ Scott (1971) โดยผลการทดลองข้างต้น
บ่งชี้ว่า ความเข้มข้นของสารพิษ ระยะเวลาที่สัมผัสกับสารพิษ และสภาวะแวดล้อมของสารผสมที่
ละลายในน้ําเกลือล้วนมีผลกระทบกับความไวต่อสารพิษที่ส่งผลให้พบอาร์ทีเมียแสดงอาการผิดปกติ
และการตายในระยะเวลาที่สั้นลงซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดสอบของ George-Ares และคณะ (2003) 
นอกจากนี้ เมื่อนําผลการทดสอบความเป็นพิษของ  AFB1 และ OTA ต่ออาร์ทีเมียคํานวณออกมาเป็น
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ค่า 50%Effective Concentration (EC50) โดยคิดมาจากการเทียบเคียงค่าความเข้มข้นของสารพิษที่
ส่งผลให้อาร์ทีเมียจํานวนครึ่งหนึ่งของกลุ่มทดลองนั้นๆ ได้รับผลกระทบจากสารพิษ ผลกระทบจาก
สารพิษในการศึกษานี้หมายถึง ลักษณะท่าทางการว่ายน้ําที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมจนถึงการตาย โดย
ค่า EC50 ที่ได้จากการทดสอบนี้ (ตารางที่ 4.18) บ่งชี้ว่า AFB1 มี EC50 ที่ต่ํากว่า OTA ดังนั้นในความ
เข้มข้นที่เท่ากัน AFB1 จะทําให้อาร์ทีเมียจํานวนครึ่งหนึ่งแสดงอาการผิดปกติและตายมากกว่าและใช้
ระยะเวลาการสัมผัสกับสารพิษที่สั้นกว่ากลุ่มที่ทําการทดสอบกับ OTA สอดคล้องกับผลการวิจัยของ 
Yamamoto และคณะ (1974) ที่ทําการทดสอบความเป็นพิษของ AFB1 และ OTA ด้วย Artemia 
salina โดยแสดงออกมาเป็นค่า LC50 ซ่ึงมาจากการคํานวณความเข้มข้นของสารพิษที่มีผลทําให้อาร์ที
เมียครึ่งหนึ่งตาย LC50 ของ AFB1 จะต่ํากว่า OTA อยู่ประมาณกึ่งหนึ่ง แม้ว่าคุณสมบัติของสารพิษทั้ง
สองชนิดนั้นมีฤทธิ์คล้ายคลึงกันในการเป็นสารกลุ่ม cytotoxic substances ที่เหนี่ยวนําเซลล์ให้เกิด
การตายแบบ apoptosis โดยทําให้สารพันธุกรรมชํารุดเสียหาย (genotoxic) รบกวนการผลิตโปรตีน 
และมีบทบาทในการเป็นอนุมูลอิสระอันนํามาซึ่งปฏิกิริยา oxidation ก่อให้เกิดสารกลุ่ม peroxide ที่
มีความเป็นพิษต่อเซลล์และโครงสร้างเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต (Alberto and Maria, 2006; CAST, 
2003) แต่จากการศึกษาของ Halbin และคณะ (2013) พบว่าเมื่อเซลล์ได้รับสารพิษในระดับต่ําความ
ร้ายแรงของ AFB1 จะมากกว่า OTA หลายเท่าตัวทั้งในด้านที่ทําให้เซลล์เกิดภาวะเครียดกดดันจาก
ปฏิกิริยา oxidation แบบลูกโช่และการทําให้เซลล์ตายโดยตรงจากตัวสารพิษ ส่วนในกลุ่มทดลองที่ใช้
สารละลายอาหารไก่เนี้อใน PBS (pH7.4) เพ่ิมขึ้นมาเป็นปัจจัยที่ทําให้อาร์ทีเมียมีความเครียดและ
อ่อนแอลงพบว่าอาร์ทีเมียจะใช้เวลาในการสัมผัสกับสารพิษลดลงและมีค่า EC50 ที่ต่ําลง ปัจจัยสภาวะ
แวดล้อมที่อาร์ทีเมียอยู่ถือเป็นส่วนสําคัญท่ีจะมีผลกับความไวต่อสารพิษท่ีนํามาทดสอบ 

4.5.4 การทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน aflatoxin B1 และ 
ochratoxin A หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae โดยใช้ไรน้ าเป็นสัตว์ทดลอง 
กลไกของการดูดซับสารพิษจากเชื้อราของเซลล์ยีสต์ที่ตายแล้วอยู่ในรูปแบบทาง

กายภาพที่เกิดพันธะขึ้นระหว่างโครงสร้างผนังเซลล์กับโมเลกุลของสารพิษจากเชื้อรา โดยไม่มี
ปฏิกิริยาเคมีที่ทําให้สารพิษมีการเปลี่ยนโครงสร้างโมเลกุลไป  แต่จะเข้าจับกันอยู่ในรูปของ
สารประกอบเชิงซ้อนที่สามารถหลุดออกจากกันได้ (Haskard et al., 2001; Peltonen et al., 
2001; Hernandez-Mendoza et al., 2009) สารประกอบเชิงซ้อนที่ผนังเซลล์ยีสต์เป็นลักษณะของ 
polysaccharides ที่มีพันธะแน่นหนามีโครงข่ายแข็งแรง ในทางทฤษฎีแล้วกระบวนการย่อยตามปกติ
ของร่างกายไก่เนื้อหรือมนุษย์จะไม่สามารถย่อยผนังเซลล์เหล่านี้ได้และขับออกจากร่างกายไปพร้อม
กับอุจจาระ แต่ด้วยเหตุที่พันธะระหว่างที่โมเลกุลสารพิษกับองค์ประกอบของผนังเซลล์ยีสต์สามารถ
หลุดออกจากกันได้ จึงมีโอกาสที่สารพิษจะถูกร่างกายดูดซึมเข้าสู่กระแสโลหิตได้บางส่วน ดังนั้น การ
ทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษในสภาวะจําลองทางเดินอาหาร นอกจากการตรวจวิเคราะห์
ความเข้มข้นของสารพิษที่หลงเหลือในของเหลวแล้ว มีความจําเป็นที่ผู้วิจัยต้องดําเนินการทดสอบ
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ยืนยันว่าหลังจากเติมเซลล์ยีสต์ลงไปสามารถช่วยลดความเป็นพิษลงหรือไม่ จึงต้องทดสอบยืนยันด้วย
การทํา toxicity test ซึ่งสามารถทําได้หลายลักษณะทั้งในเซลล์เพาะเลี้ยงจนถึงในสัตว์ทดลอง การ
ทดสอบท่ีดีที่สุดต้องทําในสัตว์หรือคนที่จะได้รับผลิตภัณฑ์อาหารที่มีการปนเปื้อนสารพิษตามจริง แต่
ด้วยข้อจํากัดทั้งในปัจจัยด้านพ้ืนที่และงบประมาณผู้วิจัยจึงปรับมาใช้ไรน้ําเป็นสัตว์ทดลอง โดยใน
การศึกษานี้คืออาร์ทีเมีย เนื่องจาก อาร์ทีเมียเป็นสัตว์ที่มีความไวต่อสารพิษจากเชื้อรา โดยมีงานวิจัยที่
ยืนยันได้ว่า AFB1 และ OTA มีความเป็นพิษต่อตัวอ่อนอาร์ทีเมีย และอาร์ทีเมียสามารถปรับตัวเข้ากับ
สภาวะแวดล้อมที่มีความหลากหลายทั้งในส่วนของอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง สารประกอบต่างๆ ใน
น้ําเกลือ จนถึงปริมาณออกซิเจนในน้ํา อีกทั้งอาหารที่อาร์ทีเมียสามารถกินได้คือ สาหร่ายหรือเซลล์
ยีสต์ (Dvorak et al., 2012)  

ผลการนําสารผสมที่ได้จากการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษในอาหาร
ไก่เนื้อมาทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมีย ค่า EC50 ของการทดสอบในสภาวะที่มีสารพิษเพียงชนิด
เดียวจากผลการทดลองก่อนหน้านี้ (ตาราง 4.18) ไม่สามารถนํามาเทียบเคียงกับผลการทดลองใน
ตารางที่ 4.19 และ 4.20 ได้ เนื่องจาก AFB1 และ OTA มีฤทธิ์ส่งเสริมกันให้เกิดความเป็นพิษมากขึ้น 
จากค่าสัดส่วนร้อยละอาร์ทีเมียที่ผิดปกติและตาย ผลการทดสอบของกลุ่มที่ทําในสารละลาย PBS 
เมื่อนําไปเทียบเคียงกับกลุ่มทดสอบที่ใช้สารพิษเพียงชนิดเดียวอาจพบว่ามีตัวเลขที่ไม่ต่างกันมากนัก 
แต่อาร์ทีเมียในกลุ่มทดลองที่มีทั้ง AFB1 และ OTA ปนเปื้อนในอาหารสัตว์จะเริ่มพบอาการว่ายน้ํา
ผิดปกติหรือตายได้ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 3 ซึ่งเร็วกว่ากรณีที่ทดสอบด้วยสารพิษเพียงชนิดเดียว (ตารางที่ 
4.15 และ 4.17) เนื่องจาก AFB1 และ OTA เป็นสารพิษที่มีการเสริมฤทธิ์กันทั้งในกลไลที่ทําให้เซลล์
เกิดการตายแบบ apoptosis (Harutyunyan, 2015) และการเหนี่ยวนําให้เกิด lipid peroxydation 
(Halbin et al., 2013) 
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ตารางท่ี 4.19 ผลการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน AFB1 และ OTA  
หลังผสมกับเซลล์S. cerevisiae โดยทดลองในสารละลาย PBS (pH7.4)  

 

กลุ่ม
ทดลอง 

ความเข้มข้นสารพิษ 
(พีพีบ)ี (mean+S.D.) 

อาร์ทีเมียทีผ่ิดปกติและตาย (%) (mean+S.D.) 

AFB1 OTA ช่ัวโมงท่ี 3 ช่ัวโมงท่ี 6 ช่ัวโมงที่ 9 ช่ัวโมงท่ี 12 

3 0 0 0a 0a 6.00+2.00a 8.00+4.00a 
4 4.53+0.11 4.22+0.23 12.67+4.16b 33.33+16.17c 52.00+8.00bc 77.33+13.61d 
5 3.41+0.10 2.87+0.23 6.00+5.29ab 26.67+6.11c 52.00+8.00bc 67.33+4.16cd 
6 3.26+0.17 2.52+0.04 4.67+6.43ab 24.67+15.14c 43.33+13.32bc 56.00+18.33bc 
7 2.65+0.11 1.62+0.06 4.67+8.08ab 18.67+7.02bc 33.33+4.16b 46.67+8.08b 

a-d แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญของร้อยละอาร์ทีเมียที่ผิดปกติและตาย (p<0.05) ในสดมภ์ 
 
ตารางท่ี 4.20 ผลการทดสอบความเป็นพิษของอาหารไก่เนื้อที่ปนเปื้อน AFB1 และ OTA  

หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae โดยทดลองในสภาวะจําลองทางเดินอาหารไก่เนื้อ 
 

กลุ่ม
ทดลอง 

ความเข้มข้นสารพิษ 
(พีพีบ)ี (mean+S.D.) 

อาร์ทีเมียทีผ่ิดปกติและตาย (%) (mean+S.D.) 

AFB1 OTA ช่ัวโมงท่ี 3 ช่ัวโมงท่ี 6 ช่ัวโมงท่ี 9 ช่ัวโมงท่ี 12 
8 0 0 2.67+2..31a 4.67+1.15a 10.00+2.00a 14.67+1.15a 
9 2.7+0.05 2.61+0.22 18.67+2.31cd 44.00+10.58c 72.67+18.48d 79.33+14.05d 
10 2.44+0.06 2.45+0.10 17.33+9.02bc 26.00+5.29b 48.00+19.70bc 65.33+17.01cd 
11 1.82+0.17 1.52+0.04 8.67+7.57abc 26.00+8.00b 35.33+12.22b 49.33+8.08bc 
12 1.53+0.03 1.38+0.1 8.00+5.29ab 21.33+7.57b 34.67+6.43b 40.67+12.22b 

a-e แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญของร้อยละอาร์ทีเมียที่ผิดปกติและตาย (p<0.05) ในสดมภ์ 
 

จากตารางที่ 4.19 และ 4.20 พบว่าการเติมเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae สามารถลด
ความเข้มข้นของ AFB1 และ OTA ในของเหลวลงได้ และเมื่อนําสารละลายมาทดสอบความเป็นพิษ
โดยใช้อาร์ทีเมียเป็นสัตว์ทดลองพบว่าได้ผลที่สอดคล้องกัน กล่าวคือ กลุ่มของอาหารไก่เนื้อปนเปื้อน
สารพิษที่มีการเติมเซลล์ S. cerevisiae จะพบจํานวนอาร์ทีเมียที่แสดงอาการว่ายน้ําผิดปกติหรือตาย
ลดลงอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) แต่ความแตกต่างทางสถิติของอาร์ทีเมียที่ผิดปกติและตายระหว่าง
กลุ่มที่เติมเซลล์ยีสต์ในแต่ละระดับยังไม่แตกต่างกันอย่างชัดเจน ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่ปริมาณ
สารพิษมีความแตกต่างกันน้อยมาก อาร์ทีเมียซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตเมื่อได้รับสารพิษร่างกายจะมีการปรับตัว
เพ่ือขับพิษออกและมีกลไกทางสรีรวิทยามาแก้ไขความผิดปกติที่เกิดจากสารพิษได้ ส่วนความแตกต่าง
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ระหว่างการทดสอบภายใต้สภาวะที่เติมสารละลาย PBS (pH7.4) กับสภาวะจําลองทางเดินอาหารไก ่
เมื่อนํามาวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า พบว่าไม่มีผลต่อสัดส่วนของอาร์ทีเมียที่ผิดปกติและตายในแต่ละ
ชั่วโมง (p=0.568, 0.399, 0.064, และ 0.941) 
 
4.6 การทดสอบเปรียบเทียบปริมาณของ ß-glucan ของเชื้อ S. cerevisiae 4 สายพันธุ์ 

 
เซลล์ S. cerevisiae ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงและย่อยด้วยสารละลาย 

2%NaOH ที่อุณหภูมิ 90 ºC จะได้ทั้ง ß-1,3 glucan และ ß-1,6 glucan ออกมา เมื่อทําการตรวจ
วิเคราะห์พบว่า S. cerevisiae สายพันธุ์ TISTR 5013 มีปริมาณ ß-glucan สูงที่สุดอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิต ิ(p<0.05) ขณะที่สายพันธุ์ TISTR 5049 มีปริมาณ ß-glucan น้อยที่สุดอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.21) 
 
ตารางท่ี 4.21 ปริมาณ ß-glucan ของเซลล์ S. cerevisiae  
 

สายพันธุ์ S. cerevisiae ปริมาณ ß-glucan (พีพีเอ็ม) 
TISTR 5013 711.67+2.89d 
TISTR 5049 398.33+7.64a 
TISTR 5059 516.67+10.41c 
TISTR 5343 441.33+12.06b 

a-b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
 

เมือ่นําปริมาณ ß-glucan ที่ตรวจพบมาหาความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพในการดูดซับ
สารพิษจากเชื้อราพบว่า ไม่มีความสอดคล้องทางกันสถิติ โดยค่า correlation coefficient ระหว่าง
ปริมาณ ß-glucan กับเปอร์เซนต์การลดลงของ OTA คือ 0.184 และค่า correlation coefficient 
ระหว่างปริมาณ ß-glucan กับเปอร์เซนต์การลดลงของ AFB1 คือ 0.369 ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการ
สกัด ß-glucan ยังไม่สามารถทําได้อย่างสมบูรณ์ การที่จะยืนยันถึงความสัมพันธ์ขององค์ประกอบใน
เซลล์ยีสต์กับความสามารถในการดูดซับสารพิษนั้นต้องทดสอบด้วยเทคนิคหลายๆ แบบและควรเพ่ิม
การตรวจวัดส่วนประกอบอ่ืนที่มีอิทธิพลต่อความสามารถในการดูดซับสารพิษ เช่น mannoprotein, 
mannan-oligosaccharide, เป็นต้น 
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บทที่ 5 
สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการศึกษา 
 

1) วัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยนี้คือ การคัดเลือกสายพันธุ์เชื้อยีสต์ S. cerevisiae ที่มี
ศักยภาพการดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 (AFB1) และ ochratoxin A (OTA) เพ่ือนําองค์ความรู้ที่ได้มา
เป็นพื้นฐานในการพัฒนาต่อไปสําหรับประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารไก่เนื้อ ตามประกาศ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (ประเทศไทย) เรื่องกําหนดลักษณะของอาหารสัตว์เสื่อมคุณภาพ พ.ศ. 
2537 บังคับใช้ให้อาหารสําเร็จรูปสําหรับไก่เนื้อมี AFB1 ไม่เกิน 100 พีพีบี และใน EU Commission 
Recommendation (2006) ระบุว่า อาหารสัตว์สําเร็จรูปสําหรับไก่เนื้อต้องมี OTA ปนเปื้อนไม่เกิน 
100 พีพีบี จากกฎเกณฑ์ที่กล่าวมาส่งผลให้อาหารไก่เนื้อที่มีจําหน่ายในท้องตลาดจะถูกควบคุมให้มี
การปนเปื้อนสารพิษทั้งสองชนิดในระดับต่ําอย่างละไม่เกิน 100 พีพีบี ขณะที่มีงานวิจัยบางส่วนที่
ยืนยันว่า อาหารไก่ซึ่งปนเปื้อนสารพิษ AFB1 ระดับต่ําคือ 100 พีพีบี ส่งผลต่อการทํางานของตับและ
มีแนวโน้มที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวลดต่ําลง (Matur et al., 2011) โดยอาหารที่มีสารพิษ AFB1 และ 

OTA ปนเปื้อนอยู่ร่วมกันจะเสริมฤทธิ์รบกวนการทํางานของอวัยวะสําคัญในร่างกายและทําให้สัตว์มี
อัตราการเจริญเติบโตช้าลง (Prabu et al., 2013; Sawarkar et al., 2011)  ตลอดการศึกษานี้จึง
กําหนดให้การปนเปื้อนอยู่ในรูปที่มีสารพิษ AFB1 และ OTA ร่วมกันและกําหนดความเข้มข้นของ
สารพิษท้ังสองชนิดอย่างละ 100 พีพีบี ซึ่งสอดคล้องกับมาตรฐานอาหารไก่เนื้อที่มีโอกาสพบได้จริงใน
อุตสาหกรรม โดยผู้วิจัยมุ่งหวังว่าเมื่อนํา S. cerevisiae ที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นทางห้องปฏิบัติการ
มาช่วยในการลดความเป็นพิษจากอาหารที่มีการปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อรา AFB1 และ OTA ในระดับ
ต่ํา ลดโอกาสที่ไก่จะได้รับอาหารซึ่งมีสารพิษปนเปื้อนลงและลดการตกค้างในห่วงโซ่อาหารที่จะสืบ
ต่อมายังผู้บริโภคต่อไป การทดลองนี้ได้นํา S. cerevisiae ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงจน
อยู่ในรูปเซลล์ตายแล้ว 4 สายพันธุ์ (TISTR 5013, TISTR 5049, TISTR 5059, และ TISTR 5343) มา
ทําการทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษทั้งสองชนิดในสารละลาย PBS (pH 7.4) 
พบว่า S. cerevisiae TISTR 5013 และ TISTR 5049 ที่ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร สามารถลดปริมาณ 
AFB1 ใน PBS (pH7.4) ลง 50% และ S. cerevisiae TISTR 5059 และ TISTR 5343 สามารถลด 
AFB1 ใน PBS (pH7.4) ได้ 35% ส่วนผลการดูดซับ OTA พบว่า สายพันธุ์ TISTR 5013, TISTR 5049 
และ TISTR 5343 ที่ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตรสามารถลดปริมาณ OTA ใน PBS (pH7.4) ลงได้มากกว่า 
70% และ สายพันธุ์ TISTR 5059 ลด OTA ใน PBS (pH7.4) ลงได้ 67% 

2) ผลทดสอบการดูดซับสารพิษ AFB1 เพียงชนิดเดียวพบว่า มีแนวโน้มที่ประสิทธิภาพ
การดูดซับสารพิษหรือเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษที่ได้สูงกว่าการทดสอบโดยใช้สารพิษ 2 ชนิด
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ร่วมกัน โดยผลการทดลองพบว่า S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตรมีเปอร์เซนต์
การลดลงของ AFB1 ใน PBS (pH7.4) อยู่ที่ 64% ซึ่งสูงกว่าสายพันธุ์ TISTR 5049 อย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษใน PBS (pH7.4) ที่ผสม
ทั้ง AFB1 และ OTA พบว่ากลุ่มทดลองที่มีสารพิษ AFB1 เพียงชนิดเดียวมีค่าเปอร์เซนต์การลดลงของ
สารพิษสูงขึ้นอยู่ประมาณ 10% ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่ binding site ของผนังเซลล์ต่อสารพิษทั้ง 
AFB1 และ OTA  มีส่วนทับซ้อนกันหรือการเกิดพันธะของสารพิษชนิดหนึ่งกับโครงสร้างผนังเซลล์มีผล
เบียดบังการเข้าจับสารพิษอีกชนิดได้  

3) S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูงจนอยู่ในรูปของ
เซลล์ตายยังคงมีประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษ AFB1 และ OTA ได้ดีภายใต้สภาวะจําลองทางเดิน
อาหาร โดยการเติมเซลล์ยีสต์ที่ปริมาณ 109 และ 1010 เซลล์ต่อกรัมจะสามารถลดความเข้มข้นของ
สารพิษท้ังสองชนิดในของเหลวลง 30-50% เป็นการลดโอกาสที่สารพิษจะถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกายสัตว์ 
ช่วยลดความเสี่ยงของความเป็นพิษที่เกิดขึ้นตามมา งานวิจัยได้ทดสอบยืนยันความเป็นพิษในอาหาร
ไก่เนื้อที่ลดลงด้วยการทํา toxicity test โดยใช้อาร์ทีเมียเป็นสัตว์ทดลองพบว่า กลุ่มที่มีการเติมเซลล์ 
S. cerevisiae TISTR 5013 ลงในอาหารไก่เนื้อเพ่ือดูดซับสารพิษ AFB1 และ OTA ช่วยลดจํานวน
อาร์ทีเมียที่เกิดความผิดปกติและตายลงได้ โดยกลุ่มทดลองที่มีสารพิษและไม่เติมเซลล์ยีสต์พบว่ามี
อาร์ทีเมียว่ายน้ําผิดปกติและตายประมาณ 40% ส่วนกลุ่มทดลองที่ผสม S. cerevisiae TISTR 5013 
109 และ 1010 เซลล์ต่อกรัมจะมีสัดส่วนของอาร์ทีเมียที่ได้รับผลกระทบจากสารพิษลดลง 15-20% ซึ่ง
ในทางภาคอุตสาหกรรม ไก่เนื้อท่ีได้รับอาหารซึ่งมีความเป็นพิษน้อยที่สุดหรือไม่มีสารพิษปนเปื้อนเลย
ก็จะลดอุปสรรคที่มารบกวนการเจริญเติบโต ส่งผลให้ผู้เลี้ยงมีผลประกอบการที่ดีตามมา 

4) ผลจากการนําเซลล์ตายของ S. cerevisiae ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําแรงดันสูง
ผสมอาหารไก่เนื้อและนําไปวิเคราะห์ค่า crude protein ด้วยเทคนิค Kjeldahl nitrogen analysis 
พบว่าสัดส่วนของโปรตีนไม่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ เนื่องจากเซลล์ยีสต์ที่เติมลงในอัตราส่วน 
1010

 เซลล์ต่ออาหาร 100 กรัมมี crude protein อยู่เพียง 10-25 มิลลิกรัมซ่ึงน้อยมากไม่เพียงพอที่จะ
เป็นแหล่งโปรตีนให้กับสัตว์ได้ 

5) ผลการวิเคราะห์ปริมาณ ß-glucan จากเซลล์อบแห้งของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae ที่
ทําการย่อยด้วยสารละลาย NaOH พบว่า สายพันธุ์ TISTR 5013 มี ß-glucan สูงสุดคือ 711 พีพีเอ็ม 
ตามด้วยสายพันธุ์ TISTR 5343 และ TISTR 5059 ที่ตรวจพบ ß-glucan จากการสกัดได้ 411 และ 
516 พีพีเอ็ม ตามลําดับ โดยสายพันธุ์ TISTR 5049 มี ß-glucan น้อยที่สุดคือ 398 พีพีเอ็ม เมื่อนํา
ปริมาณ ß-glucan ไปหาความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพการดูดซับสารพิษ AFB1 และ OTA ใน PBS 
(pH7.4) พบว่าไม่มีความสอดคล้องกัน 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

1) การทดสอบตัวดูดซับสารพิษจากเชื้อราเพ่ือนํามาใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตปศุสัตว์
มีความจําเป็นที่ต้องทดสอบในสัตว์ทดลองในภาคสนามจริง โดยสามารถใช้หลักกการเก็บ และ
วิเคราะห์ข้อมูลโดยไม่ต้องทําการเติมสารพิษลงในอาหารสัตว์ การทดสอบในภาคสนามอาจจําเป็นต้อง
ใช้ระยะเวลาการเก็บข้อมูลที่นานอย่างน้อย 2-3 ปีเพ่ือลดปัจจัยแวดล้อมที่ทําให้ผลสรุปการทดลอง
ออกมาผิดพลาด 

2) ตัวดูดซับสารพิษที่มาจากเซลล์ซึ่งสามารถเพาะเลี้ยงได้เอง นอกจากช่วยลดความ
เสี่ยงให้สัตว์ที่ได้รับอาหารแล้ว ยังลดต้นทุนการผลิตทั้งในแง่การผลิตอาหารสัตว์และต้นทุนการผลิต
ปศุสัตว์ด้วย  
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รายการอ้างอิง 
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รูปภาพ 

 

 
 

รูปที่ ก1 การเพาะเลี้ยง S. cerevisiae ใน Potato dextrose broth บ่มที่อุณหภูมิ 30 ºC  

เขย่าความเร็ว 100 รอบต่อนาทีด้วยเครื่อง Incubator shaker 

 

 
 

รูปที่ ก2 อุปกรณ์การวัดค่าความขุ่นของเชื้อ S. cerevisiae ที่เพาะเลี้ยงใน Potato dextrose broth 

ด้วยเครื่อง spectrophotometer 
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รูปที่ ก3 อุปกรณ์กรองและล้างเก็บเซลล์ S. cerevisiae 

 

 
 

รูปที่ ก4 การเจือจางและนับจํานวนเซลล์ด้วย Hemocytometer 
 

 
 

รูปที่ ก5 สารผสม cell suspension กับสารมาตรฐาน aflatoxin B1และ 

สารมาตรฐาน ochratoxin A ใน eppendorps 

 

107 cells 108 cells 109 cells 1010 cells 
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รูปที่ ก6 ชุดทดสอบ Aflatoxin ELISA Test kit (ScreenEZ®) 

 

 
 

รูปที่ ก7 ชุดทดสอบ RIDASCREEN® FAST Ochratoxin A 
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รูปที่ ก8 ขวด Mini Uniprep Syringeless filter สําหรับกรองและบรรจุสารสําหรับการฉีด HPLC 

 

 
 

รูปที่ ก9 เครื่องวิเคราะห์ HPLC Agilent 1100 Series 
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กลุ่มท่ีเติมสารละลาย PBS (pH 7.4) กลุ่มท่ีผ่านสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

  
 

รูปที่ ก10 สารที่ได้จากการกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.4 ในการทดลองข้อ 3.4.6  

การทดสอบประสิทธิภาพ S. cerevisiae ดูดซับสารพิษ aflatoxin B1 และ  

ochratoxin A ในสภาวะจําลองทางเดินอาหาร 

 

  
 

รูปที่ ก11 (1) การปล่อยสารผสมผ่าน Immunoaffinity column  

(2) การ elute สารพิษออกจาก Immunoaffinity column โดยใช้ methanol 

 

 

1 2 
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รูปที่ ก12 อุปกรณ์การเตรียมน้ําเค็มสําหรับเพาะอาร์ทีเมียและไข่อาร์ทีเมีย 

 

 
 

รูปที่ ก13 อาหารไรน้ํานางฟ้า ไข่ไรน้ํานางฟ้าไทย และถุงผ้าบรรจุไข่ 

 

 

อุปกรณ์วัดความเค็ม 
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รูปที่ ก14 การเพาะเลี้ยงไรน้ํานางฟ้าไทย 

 

 
 

รูปที่ ก15 microtiterplate ในการทดสอบอาร์ทีเมียและอาร์ทีเมียอายุไม่เกิน 1 วัน (วงกลมสีแดง) 

 

 
 

รูปที่ ก16 การทดสอบสภาวะเบื้องต้นที่ไรน้ํานางฟ้ารอดชีวิตได้ 

ถุงบรรจุไข่ไรน้ํา 
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รูปที่ ก17 กล้องจุลทรรศน์ดิจิทัลที่ใช้ในการดูพฤติกรรมอาร์ทีเมีย 

 

 
 

รูปที่ ก18 สารสกัด ß-glucan จากเซลล์ S. cerevisiae โดยการต้มด้วยด่าง 
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รูปที่ ก19 ชุดทดสอบ EnzytecTM Color Gluca Test® และการตรวจวัดปริมาณ ß-glucan ด้วย 

spectrophotometer 
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ภาคผนวก ข 

ผลการทดลอง 

 

ตาราง ข1 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้น AFB1 ใน PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisae 

อบแห้งที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง (การทดลอง 3.2.5) 

 

กลุ่ม
ที ่

กลุ่มทดลอง 
ความเข้มข้น AFB1 (พีพีบี) 

 (mean+S.D.) 
เปอร์เซนต์การลดลงของ

สารพิษ AFB1 

ELISA HPLC ELISA HPLC 

1 
Negative 
control 

0 0 - - 

2 
Positive 
control 

102.46+8.9 93.69+5.76 - - 

3 
S. cerevisiae  
TISTR 5013 
(cells/ml.) 

107 100.86+8.43 92.30+5.49 1.54+0.37 1.47+0.41 

4 108 94.31+7.59 86.59+5.62 7.90+1.87 7.58+0.80 
5 109 72.72+7.32 63.21+4.87 29.09+1.08 32.57+1.67 

6 1010 51.15+6.27 47.14+7.25 50.19+1.88 49.81+5.96 
7 

S. cerevisiae  
TISTR 5049 
(cells/ml.) 

107 101.65+8.81 92.88+5.67 0.79+0.03 0.86+0.07 

8 108 86.76+7.93 79.40+4.13 15.35+0.41 15.22+1.11 

9 109 73.44+7.19 66.14+4.74 28.37+1.02 29.43+0.94 
10 1010 51.84+5.53 47.89+3.54 49.40+3.18 48.80+4.24 

11 
S. cerevisiae  
TISTR 5059 
(cells/ml.) 

107 97.28+8.53 88.99+5.49 5.06+0.09 5.02+0.13 

12 108 86.88+7.02 80.24+3.95 15.17+0.81 14.30+1.35 
13 109 75.54+7.24 69.65+3.97 26.31+1.09 25.64+1.24 

14 1010 65.92+4.42 59.36+4.12 35.58+1.16 36.66+0.57 

15 
S. cerevisiae  
TISTR 5343 
(cells/ml.) 

107 101.34+8.70 92.68+5.72 1.09+0.11 1.07+0.13 
16 108 89.13+5.98 81.38+3.30 12.91+1.91 13.06+1.85 

17 109 83.31+7.51 74.72+4.36 18.69+1.97 20.20+2.69 
18 1010 65.84+6.24 61.42+2.39 35.76+1.39 34.37+1.99 
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ตาราง ข2 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้น OTA ใน PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisae 

 อบแห้งที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง (การทดลอง 3.2.5) 

 

กลุ่ม
ที ่

กลุ่มทดลอง 
ความเข้มข้น OTA (พีพีบี) 

 (mean+S.D.) 
เปอร์เซนต์การลดลงของ

สารพิษ OTA 

ELISA HPLC ELISA HPLC 

1 
Negative 
control 

0 0 - - 

2 
Positive 
control 

99.75+2.73 95.24+1.92 - - 

3 
S. cerevisiae  
TISTR 5013 
(cells/ml.) 

107 95.91+2.44 91.56+2.40 3.84+0.26 3.87+0.58 
4 108 88.32+1.92 85.40+1.97 11.44+0.49 10.33+0.42 

5 109 68.26+3.15 67.34+0.87 31.59+1.52 29.28+0.51 

6 1010 22.53+1.01 22.48+1.17 77.41+1.09 76.41+0.76 
7 

S. cerevisiae  
TISTR 5049 
(cells/ml.) 

107 96.80+2.67 92.72+1.67 2.96+0.05 2.64+0.21 

8 108 92.19+2.60 88.50+0.98 7.57+0.45 7.07+0.88 
9 109 70.43+3.00 66.85+1.38 29.41+1.68 29.80+1.05 

10 1010 23.35+3.49 21.59+1.55 76.63+3.03 77.32+1.61 

11 
S. cerevisiae  
TISTR 5059 
(cells/ml.) 

107 96.76+2.51 92.48+1.90 2.99+0.17 2.90+0.23 
12 108 89.15+0.81 85.09+2.49 10.60+1.76 10.67+0.81 

13 109 85.24+2.98 79.87+2.85 14.53+2.73 16.16+1.34 

14 1010 32.72+1.85 34.70+2.70 67.21+1.09 63.59+2.10 
15 

S. cerevisiae  
TISTR 5343 
(cells/ml.) 

107 94.25+2.17 89.92+2.50 5.50+0.46 5.59+0.79 

16 108 91.15+2.56 87.35+1.27 8.62+0.57 8.27+0.65 

17 109 73.33+3.02 70.78+0.19 26.50+1.18 25.66+1.33 
18 1010 28.26+1.61 27.76+1.22 71.68+1.00 70.85+1.30 
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ตาราง ข3 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้น AFB1 ใน PBS (pH 7.4) หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae  

TISTR 5013 หรือ TISTR 5049 ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมง และนํามาวิเคราะห์ 

ความเข้มข้นสารพิษใน PBS ด้วยเทคนิค ELISA (การทดลอง 3.2.6) 

 

กลุ่มท่ี กลุ่มทดลอง 
ความเข้มข้น AFB1 (พีพีบี) (mean+S.D.) 

PBS มี AFB1  เปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ 

1 Negative control 0 - 
2 Positive control 100.58+0.73 - 

3 
S. cerevisiae  
TISTR 5013 
(cells/ml.) 

107 99.03+0.66 1.55+0.51 

4 108 88.76+1.14 11.75+1.55 
5 109 72.92+0.85 27.5+1.27 

6 1010 36.10+1.63 64.10+1.88 

7 
S. cerevisiae  
TISTR 5049 
(cells/ml.) 

107 99.33+0.66 1.25+0.09 
8 108 84.72+0.66 15.77+1.11 

9 109 71.02+1.01 29.38+1.32 
10 1010 39.61+0.29 60.62+0.28 
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ตาราง ข4 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ AFB1 ด้วยเทคนิค ELISA ในการทดสอบประสิทธิภาพ 

การดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ํา 

แรงดันสูง โดยดําเนินการทดลองภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

(การทดลอง 3.4.6) 

 

กลุ่มที่ กลุ่มทดลอง 
เซลล์ S. cerevisiae 

ในอาหารไก่เนื้อ 
(cells/g.) 

สารละลาย 

ความเข้มข้น AFB1

ในของเหลว  
(พีพีบ)ี 

(mean+S.D.) 

เปอร์เซนต์การ
ลดลงของ
สารพิษ

(mean+S.D.) 

1 
Negative 
control I 

0 MeOH 0 - 

2 
Positive 
control I 

0 MeOH 7.72+0.11 - 

3 
Negative 
control II 

0 PBS 0 - 

4 
Positive 
control II 

0 PBS 4.53+0.11 - 

5 Experiment I 108  PBS 3.41+0.10 24.87+0.53 
6 Experiment III 109  PBS 3.26+0.17 28.15+3.04 

7 Experiment V 1010  PBS 2.65+0.11 41.51+1.39 

8 
Negative 
control III 

0 GI 0 - 

9 
Positive 

control III 
0 GI 2.7+0.05 - 

10 Experiment II 108  GI 2.44+0.06 9.87+0.76 

11 Experiment IV 109  GI 1.82+0.17 32.49+7.12 
12 Experiment VI 1010  GI 1.53+0.03 43.27+1.54 

(MeOH คือ สารละลาย 70%methanol, PBS คือ phosphate buffer saline (pH 7.4) และ GI 

คือ สารผสมจําลองสภาวะทางเดินอาหารไก่) 
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ตาราง ข5 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ OTA ด้วยเทคนิค ELISA ในการทดสอบประสิทธิภาพ 

การดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ํา 

แรงดันสูงมาแล้วโดยดําเนินการทดลองภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

(การทดลอง 3.4.6) 

 

กลุ่มที่ กลุ่มทดลอง 
เซลล์ S. cerevisiae 

ในอาหารไก่เนื้อ 
(cells/g.) 

สารละลาย 

ความเข้มข้น OTA
ในของเหลว 

(พีพีบ)ี 
(mean+S.D.) 

เปอร์เซนต์
การลดลงของ

สารพิษ
(mean+S.D.) 

1 
Negative 
control I 

0 MeOH 0 - 

2 
Positive 
control I 

0 MeOH 6.42+0.08 - 

3 
Negative 
control II 

0 PBS 0 - 

4 
Positive 
control II 

0 PBS 4.22+0.23 - 

5 Experiment I 108  PBS 2.87+0.23 32.03+2.36 
6 Experiment III 109  PBS 2.52+0.04 40.12+2.30 

7 Experiment V 1010  PBS 1.62+0.06 61.45+1.90 

8 
Negative 
control III 

0 GI 0 - 

9 
Positive 

control III 
0 GI 2.61+0.22 - 

10 Experiment II 108  GI 2.45+0.10 5.92+4.21 

11 Experiment IV 109  GI 1.52+0.04 41.60+3.33 
12 Experiment VI 1010  GI 1.38+0.1 46.84+2.43 

(MeOH คือ สารละลาย 70%methanol, PBS คือ phosphate buffer saline (pH 7.4) และ GI 

คือ สารผสมจําลองสภาวะทางเดินอาหารไก่) 
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ตาราง ข6 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ AFB1 ด้วยเทคนิค HPLC ในการทดสอบประสิทธิภาพ 

การดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ํา 

แรงดันสูงมาแล้วโดยดําเนินการทดลองภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

(การทดลอง 3.4.6) 

 

กลุ่มที่ กลุ่มทดลอง 
เซลล์ S. cerevisiae 

ในอาหารไก่เนื้อ 
(cells/g.) 

สารละลาย 
ความเข้มข้น AFB1

ในของเหลว (พีพีบ)ี  

เปอร์เซนต์
การลดลง

ของสารพิษ 

1 
Negative 
control I 

0 MeOH 0 - 

2 
Positive  
control I 

0 MeOH 7.59 - 

3 
Negative 
control II 

0 PBS 0 - 

4 
Positive  
control II 

0 PBS 4.28 - 

5 Experiment I 108  PBS 3.19 25.47 
6 Experiment III 109  PBS 3.15 26.40 

7 Experiment V 1010  PBS 2.46 42.52 

8 
Negative 
control III 

0 GI 0 - 

9 
Positive  

control III 
0 GI 2.68 - 

10 Experiment II 108  GI 2.39 10.82 

11 Experiment IV 109  GI 1.88 29.85 
12 Experiment VI 1010  GI 1.52 43.28 

(MeOH คือ สารละลาย 70%methanol, PBS คือ phosphate buffer saline (pH 7.4) และ GI 

คือ สารผสมจําลองสภาวะทางเดินอาหารไก่) 
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ตาราง ข7 ผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ OTA ด้วยเทคนิค HPLC ในการทดสอบประสิทธิภาพ 

การดูดซับสารพิษของเซลล์ S. cerevisiae TISTR 5013 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ํา 

แรงดันสูงมาแล้ว โดยดําเนินการทดลองภายใต้สภาวะจําลองทางเดินอาหาร  

(การทดลอง 3.4.6) 

 

กลุ่มที่ กลุ่มทดลอง 
เซลล์ S. cerevisiae 

ในอาหารไก่เนื้อ 
(cells/g.) 

สารละลาย 
ความเข้มข้น OTA
ในของเหลว (พีพีบ)ี  

เปอร์เซนต์
การลดลง

ของสารพิษ 

1 
Negative 
control I 

0 MeOH 0 - 

2 
Positive 
control I 

0 MeOH 6.33 - 

3 
Negative 
control II 

0 PBS 0 - 

4 
Positive 
control II 

0 PBS 4.1 - 

5 Experiment I 108  PBS 2.96 27.80 
6 Experiment III 109  PBS 2.49 39.27 

7 Experiment V 1010  PBS 1.68 59.02 

8 
Negative 
control III 

0 GI 0 - 

9 
Positive 

control III 
0 GI 2.55 - 

10 Experiment II 108  GI 2.33 8.63 

11 Experiment IV 109  GI 1.76 30.98 
12 Experiment VI 1010  GI 1.38 45.88 

(MeOH คือ สารละลาย 70%methanol, PBS คือ phosphate buffer saline (pH 7.4) และ GI 

คือ สารผสมจําลองสภาวะทางเดินอาหารไก่) 
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ภาคผนวก ค 

ผลการวิเคราะห์ทางสถิต ิ
 

ตาราง ค1 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 ใน PBS (pH 7.4)  

หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA  

 

 
 

ตาราง ค2 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 ใน PBS (pH 7.4)  

หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  

 

 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: AFB1REDU

11952.967a 17 703.116 341.262 .000

20815.421 1 20815.421 10102.912 .000

11947.327 15 796.488 386.581 .000

5.640 2 2.820 1.369 .270

61.810 30 2.060

32830.197 48

12014.777 47

Source
Corrected Model

Intercept

STRAIN

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .995 (Adjusted R Squared = .992)a. 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: AFB1REDU

12064.503a 17 709.677 157.517 .000

21173.880 1 21173.880 4699.671 .000

12044.576 15 802.972 178.224 .000

19.927 2 9.964 2.212 .127

135.162 30 4.505

33373.546 48

12199.665 47

Source
Corrected Model

Intercept

STRAIN

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .983)a. 
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ตาราง ค3 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA ใน PBS (pH 7.4) 

หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

 

 
 

ตาราง ค4 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA ใน PBS (pH 7.4)  

หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae ทีอุ่ณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและ 

นํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 

 
 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: OTAREDUC

36491.539a 17 2146.561 1162.384 .000

37713.804 1 37713.804 20422.400 .000

36485.510 15 2432.367 1317.151 .000

6.029 2 3.014 1.632 .212

55.401 30 1.847

74260.744 48

36546.940 47

Source
Corrected Model

Intercept

STRAIN

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .998 (Adjusted R Squared = .998)a. 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: OTAREDUC

35469.901a 17 2086.465 1838.572 .000

36366.581 1 36366.581 32045.867 .000

35469.278 15 2364.619 2083.678 .000

.622 2 .311 .274 .762

34.045 30 1.135

71870.526 48

35503.945 47

Source
Corrected Model

Intercept

STRAIN

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .999 (Adjusted R Squared = .998)a. 
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ตาราง ค5 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 ใน PBS (pH 7.4) 

หลังจากนําไปบ่มกับ S. cerevisiae TISTR 5013 หรือ TISTR 5049  

ที่อุณหภูมิ 40 ºC นาน 4 ชั่วโมงและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA  

 

 
 
ตาราง ค6 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ crude protein (กรัมต่อ 100 กรัม) ของอาหารไก่เนื้อ  

 

 
 
 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent  Variable: AFB1REDU

20927.638a 15 1395.176 657.551 .000

29187.576 1 29187.576 13756.207 .000

20420.407 7 2917.201 1374.887 .000

160.894 1 160.894 75.830 .000

346.337 7 49.477 23.319 .000

67.897 32 2.122

50183.110 48

20995.534 47

Source
Corrected Model

Intercept

STRAIN

TOXIN

STRAIN * TOXIN

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .995)a. 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: NITROGEN

5.712a 6 .952 1.569 .284

8805.334 1 8805.334 14508.527 .000

4.605 4 1.151 1.897 .216

1.047 2 .524 .863 .462

4.248 7 .607

9274.305 14

9.961 13

Source
Corrected Model

Intercept

STR

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .573 (Adjusted R Squared = .208)a. 



 
 

125 

ตาราง ค7 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ AFB1 หลังจากนําไปผสมกับ 

S. cerevisiae TISTR 5013 ในสภาวะทดสอบท่ีมีอาหารไก่และสภาวะจําลอง 

ทางเดนิอาหาร จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

 

 
 

ตาราง ค8 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติเปอร์เซนต์การลดลงของสารพิษ OTA หลังจากนําไปผสมกับ 

S. cerevisiae TISTR 5013 ในสภาวะทดสอบท่ีมีอาหารไก่และสภาวะจําลอง 

ทางเดินอาหารและนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA 

 

 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: AFB1REDU

1960.520a 5 392.104 11.221 .000

16228.693 1 16228.693 464.440 .000

1878.968 2 939.484 26.887 .000

42.013 2 21.006 .601 .564

39.540 1 39.540 1.132 .308

419.310 12 34.942

18608.522 18

2379.830 17

Source
Corrected Model

Intercept

CELLS

REP

CONDITIO

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .824 (Adjusted R Squared = .750)a. 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: OTARED

4610.503a 5 922.101 17.882 .000

25982.121 1 25982.121 503.871 .000

3784.955 2 1892.478 36.701 .000

769.758 1 769.758 14.928 .002

55.790 2 27.895 .541 .596

618.781 12 51.565

31211.405 18

5229.284 17

Source
Corrected Model

Intercept

CELLS

CONDITIO

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .882 (Adjusted R Squared = .832)a. 
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ตาราง ค9 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของอาหารไก่ท่ีปนเปื้อน 

AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae ในสารละลาย PBS (pH 7.4) 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร ณ ชั่วโมงท่ี 3 ของการทดลอง 

 

 
 

ตาราง ค10 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของอาหารไก่ท่ีปนเปื้อน 

AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae ใน PBS (pH 7.4) 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร ณ ชั่วโมงท่ี 6 ของการทดลอง 

 

 
 
 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: SIGNDEAD

400.556a 12 33.380 4.203 .002

363.594 1 363.594 45.781 .000

296.667 9 32.963 4.150 .003

2.667 1 2.667 .336 .568

182.667 23 7.942

1242.000 36

583.222 35

Source
Corrected Model

Intercept

GROUP

SOLVENT

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .687 (Adjusted R Squared = .523)a. 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent  Variable: SIGNDEAD

1585.139a 12 132.095 7.225 .000

1944.377 1 1944.377 106.351 .000

1362.033 9 151.337 8.278 .000

13.500 1 13.500 .738 .399

420.500 23 18.283

6209.000 36

2005.639 35

Source
Corrected Model

Intercept

GROUP

SOLVENT

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .790 (Adjusted R Squared = .681)a. 
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ตาราง ค11 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของอาหารไก่ท่ีปนเปื้อน 

AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae ใน PBS (pH 7.4) 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร ณ ชั่วโมงท่ี 9 ของการทดลอง 

 

 
 

ตาราง ค12 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการทดสอบความเป็นพิษด้วยอาร์ทีเมียของอาหารไก่ท่ีปนเปื้อน 

AFB1 และ OTA หลังผสมกับเซลล์ S. cerevisiae ใน PBS (pH 7.4) 

และสภาวะจําลองทางเดินอาหาร ณ ชั่วโมงท่ี 12 ของการทดลอง 

 

 
 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent  Variable: SIGNDEAD

4173.806a 12 347.817 12.648 .000

4637.681 1 4637.681 168.643 .000

4059.767 9 451.085 16.403 .000

104.167 1 104.167 3.788 .064

632.500 23 27.500

17613.000 36

4806.306 35

Source
Corrected Model

Intercept

GROUP

SOLVENT

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .868 (Adjusted R Squared = .800)a. 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: SIGNDEAD

6421.389a 12 535.116 17.824 .000

10141.225 1 10141.225 337.796 .000

5899.367 9 655.485 21.834 .000

.167 1 .167 .006 .941

690.500 23 30.022

29512.000 36

7111.889 35

Source
Corrected Model

Intercept

GROUP

SOLVENT

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .903 (Adjusted R Squared = .852)a. 
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ตาราง ค13 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติปริมาณ ß-glucan ของเซลล์ S. cerevisiae  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T est s  of  Bet ween-Subjec ts  Ef fec ts

Dependent Variable: BGLUCAN

173180.833a 5 34636.167 366.413 .000

3207468.000 1 3207468.000 33931.486 .000

173107.333 3 57702.444 610.428 .000

73.500 2 36.750 .389 .694

567.167 6 94.528

3381216.000 12

173748.000 11

Source
Corrected Model

Intercept

STRAIN

REP

Error

Total

Corrected Total

Type III Sum

of Squares df Mean Square F Sig.

R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .994)a. 
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