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การเสริมยีสต์ในอาหารเพื่อลดสารพษิอะฟลาทอกซนิ และเพิม่การย่อยได้
ของอาหารโคนมในระบบหลอดทดลอง

Supplemental isolated yeast for decrease aflatoxin and improve dairy cattle 
feed digestibility in in vitro system
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บทคัดย่อ: การวิจยัครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของการเสริมยีสต์ท่ีคดัแยกได้จากของเหลวในกระเพาะ
หมกัของโคนมตอ่การท�ำลายสารพิษอะฟลาทอกซินชนิดบี 1 (AFB1) และผลการยอ่ยได้ของอาหารโคนมใน
ระบบหลอดทดลอง ใช้แผนการทดลองแบบสุม่ตลอด 3 x 3 จดัปัจจยัการทดลองแบบแฟคทอเรียล เทียบกบักลุม่
ควบคมุ โดยปัจจยัการทดลองประกอบด้วยยีสต์ 3 ชนิด คือ Kluyveromyces marxianus CPY1 (CPY1), 
K. marxianus RSY5 (RSY5), P. kudriavzevii YSY2 (YSY2) และระดบัของการเสริม 3 ระดบั คือ 107, 108 และ 
109 CFU/mL ผลการทดลองพบวา่ชนิดของยีสต์และระดบัของการเสริมไมมี่อิทธิพลร่วมกนัตอ่การยอ่ยได้ของสิง่
แห้งในระบบหลอดทดลอง (P>0.05) เม่ือเสริมยีสต์ CPY1 และ RSY5 ท่ีระดบั 108 CFU/mL พบวา่เพ่ิมคา่การ
ยอ่ยได้ของสิ่งแห้งสงูสดุ (in vitro dry matter digestibility, IVDMD) เม่ือเทียบกบั YSY2 (80.71 และ 80.07 vs 
77.52% ตามล�ำดบั, P<0.05) และคา่การยอ่ยได้ของ IVNDFD และ IVADFD ไมแ่ตกตา่งกนั (P>0.05) และเม่ือ
พิจารณาความสามารถตอ่การท�ำลาย AFB1 พบวา่เม่ือเสริมยีสต์ RSY5, YSY2 ท่ีระดบั 107, 108, 109 CFU/
mL และ ยีสต์ CPY1 ท่ีระดบั 108, 109 CFU/mL ท�ำให้คา่การท�ำลาย AFB1 สงูสดุ (P<0.01) โดยหากเสริมยีสต์
ท่ีระดบั 109 CFU/mL สง่ผลให้คา่การท�ำลาย AFB1 มากกวา่ 87% โดยไมส่ง่ผลกระทบเชิงลบตอ่คา่การยอ่ยได้
ของสิง่แห้งและเย่ือใย ดงันัน้การเสริมยีสต์ K. marxianus และ P. kudriavzevii จงึเป็นแนวทางในการลดการปน
เปือ้นของอะฟลาทอกซนิจากอาหารโคนมได้
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บทน�ำ

	 อะฟลาทอกซนิ (Aflatoxins) เป็นสารพิษ
จากเชือ้รา (Mycotoxins) ท่ีผลติจากเชือ้ราตระกลู 
Aspergillus sp. (A. flavus and A. parasiticus) โด
ยอะฟลาทอกซนิชนิดบี1, บี2, จี1 และ จี2 (AFB1, 
AFB2, AFG1 และ AFG2) พบในอาหารและวตัถดุบิ
อาหาร สว่นอะฟลาทอกซนิชนิดเอม็1 และ เอม็2 
(AFM1 และ AFM2) เป็นสารเมตาบอไลท์ ของ 
AFB1 และ AFB2 ตามล�ำดบั ซึง่พบในน�ำ้นมและ
ผลติภณัฑ์นม โดย AFB1 เป็นชนิดท่ีอนัตรายตอ่
มนษุย์และสตัว์มากท่ีสดุ (Abdallah et al., 2015; 
Kara and Ince, 2014) เม่ือโคนมได้รับ AFB1 เป็น
เวลานานส่งผลท�ำให้การเคลื่อนไหวของกระเพาะ
หมกั ปริมาณการกินได้ อตัราการเจริญเติบโต 
ประสิทธิภาพการใช้อาหารและผลผลิตน�ำ้นมลดลง 
อีกทัง้ยงัสง่ผลตอ่ระบบภมิูคุ้มกนัและระบบสืบพนัธุ์ 
ท�ำให้อตัราการผสมตดิลดลง (Zain, 2011) จากการ
ศกึษาวิจยัเพ่ือหาแนวทางลดการปนเปือ้นของอะฟ
ลาทอกซนิในอาหารโคนมท่ีผา่นมาพบวา่ มีทัง้การ
ศกึษาวิธีทางกายภาพ ทางเคมีและทางชีวภาพ โดย
การใช้วิธีทางกายภาพและทางเคมียงัมีข้อจ�ำกดัตอ่
การน�ำมาใช้ เน่ืองจากการใช้สารเคมีหรือสารดดูซบั

สารพิษในอาหารโคนม ท�ำให้เกิดผลกระทบเชิงลบ
ตอ่การใช้ประโยชน์ของวิตามินและแร่ธาตใุนอาหาร
โคนม เป็นต้น (Wu et al., 2009) ท�ำให้แนวทางการ
ใช้วิธีการทางชีวภาพเพ่ือลดการปนเปือ้นของอะฟ
ลาทอกซนิในอาหารโคนมจงึนิยมมากขึน้ เน่ืองจาก
ปลอดภยักบัตวัสตัว์และสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ
การใช้อาหารของโคนมได้ (Jiang et al., 2018) จาก
การศกึษาวิจยัท่ีผา่นมา ผู้วิจยัได้คดัแยกและ
จ�ำแนกยีสต์ท�ำลาย AFB1 จากของเหลวใน
กระเพาะหมกัของโคนม เพ่ือน�ำมาใช้เสริมในอาหาร
โคนมในรูปของโปรไบโอตกิ (probiotic) พบวา่ยีสต์ 
K. marxianus CPY1, K. marxianus RSY5, P. 
kudriavzevii YSY2 มีประสทิธิ- ภาพในการท�ำลาย 
AFB1 ใน Toxin media (Intanoo et al., 2018) ดงั
นัน้วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครัง้นีเ้พ่ือศึกษา
ประสทิธิภาพการท�ำลาย AFB1 ของยีสต์ K. 
marxianus CPY1, K. marxianus RSY5, P. 
kudriavzevii YSY2 และการยอ่ยได้ของสิง่แห้งใน
ระบบหลอดทดลอง ท่ีจ�ำลองสภาวะในกระเพาะ
หมกัของโคนม เพ่ือเป็นแนวทางในการพฒันาวิธี
การท�ำลายสารพิษจากเชือ้ราในอาหารโคนมตอ่ไป
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ABSTRACT: Aflatoxin B1 (AFB1) is the most prevalent mycotoxin produced by Aspergillus flavus. 
It is classified as a group 1 carcinogen and when consumed by young animals can be extremely toxic. 
Long-term intake of AFB1 by lactating dairy cows reduces feed efficiency and milk production. Previous 
research has reported that AFB1 can be degraded by certain rumen microbes. The objective of this in 
vitro study was to examine the effect of isolated ruminal yeast with AFB1 detoxifying potential on 
in vitro nutrient digestibility and AFB1 detoxification. The completely randomized design included 
ten treatments; including a control and three yeast isolates with AFB1 detoxification properties 
supplemented at three concentrations. Yeast isolates were identified as Kluyveromyces marxianus CPY1 
(CPY1), K. marxianus RSY5 (RSY5), and P. kudriavzevii YSY2 (YSY2), and these were included at: 
107, 108 or 109 CFU/mL. No interaction of inoculum concentration and yeast strain were observed 
for in vitro DM, IVNDFD and IVADFD (P>0.05). The IVDMD was higher (P<0.05) for CPY1 and 
RSY5 at 108 CFU/mL compared with that of YSY2 at the same concentration (80.71 and 80.07 vs 
77.52%, respectively, P<0.05). No differences (P>0.05) were observed in NDF or ADF digestibility 
among treatments. Degradation of AFB1 after 48 h of incubation was maximal for: all concentrations 
of RSY5, YSY2 incubations containing 107, 108 and 109 CFU/mL; and CPY1 incubations containing 
108 and 109 CFU/mL compared with remaining treatments (P<0.01). Results of this trial indicated 
that supplementing AFB1 detoxifying yeast at 109 CFU/mL degraded over 87% of AFB1 without 
any adverse effect on in vitro DM, NDF or ADF digestibility. These yeast isolates offer an alternative 
approach to reduce aflatoxins contamination in milk and dairy products.
Keywords: mycotoxins, microorganism, animals feed
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วธีิการศกึษา

	 การศึกษาครัง้นีใ้ช้แผนการทดลองแบบ
สุม่สมบรูณ์ 3 x 3 ท่ีจดัปัจจยัการทดลองแบบแฟค
ทอเรียล เทียบกบักลุม่ควบคมุ มี 10 ทรีตเมนต์ ทรีต
เมนต์ละ 4 ซ�ำ้ โดยปัจจยัการทดลองประกอบด้วย 
ปัจจยั A คือ ยีสต์ 3 ชนิด คือ K. marxianus CPY1 
(CPY1), K. marxianus RSY5 (RSY5), P. 
kudriavzevii YSY2 (YSY2) และ ปัจจยั B คือ ระดบั
การเสริม 3 ระดบั คือ 107, 108 และ 109 CFU/mL 
เพ่ือหาประสทิธิภาพการท�ำลาย AFB1 และการ
ยอ่ยได้ของสิง่แห้ง (In vitro dry matter digestibility, 
IVDMD) โดยใช้เคร่ือง Daisy II Incubator (Ankom 
Technology, Fairport, NY) (Adesogan, 2005) 
โดยแหล่งของเหลวจากกระเพาะหมกัใช้โคนมพนัธุ์ 
Holstein Friesian น�ำ้หนกัประมาณ 500 kg ระยะ
แห้งนม จ�ำนวน 1 ตวั โดยใช้ทอ่ดดูของเหลวท่ีเช่ือม
ตอ่กบัป๊ัมสญุญากาศ สอดผา่นทางปากไปยงั
กระเพาะหมกั เก็บตวัอยา่งปริมาณ 1,000 mL 
(Tilley and Terry, 1963) จากนัน้เตรียม F 57 Filter 
bag น�ำไปล้างด้วย Acetone 3 - 5 นาที และทิง้ให้
แห้งโดยไมต้่องอบ ชัง่และบนัทกึน�ำ้หนกั (W1) จาก
นัน้ชัง่อาหาร TMR จ�ำนวน 0.25 g/1ซ�ำ้ ใสล่งใน 
Filter bag บนัทกึน�ำ้หนกั (W2) ปิดผนกึปากถงุด้วย
ลวดความร้อน และน�ำ F 57 Filter bag (ถงุเปลา่) 
ชัง่น�ำ้หนกัและปิดผนึกเช่นเดียวกบัถงุท่ีใส่ตวัอย่าง
อาหารเพ่ือใช้เป็น Correction factor (C1) จากนัน้
น�ำสารละลายบฟัเฟอร์จ�ำนวน 1,600 mL (Solution 
A ปริมาณ 1,330 mL: 10 g/L KH2PO4, 0.5 g/L 
MgSO4·7H2O, 0.5 g/L NaCl, 0.1 g/L 
CaCl2·2H2O, 0.5 g/L urea และ Solution B 
ปริมาณ 266 mL: 15.0 g/L Na2CO3, 1.0 g/L 
Na2S·9H2O) ผสมลงใน Digestion jar แล้วน�ำไป
ใสใ่น Daisy II Incubator ปรับอณุหภมิูของ 
Digestion jar ให้คงท่ี ท่ีอณุหภมิู 39 0C ประมาณ 
20 – 30 นาที เตมิ Rumen inoculum ปริมาณ 400 
mL/digestion jar ร่วมกบัการเตมิเชือ้ยีสต์ท่ีคดัแยก
ได้และสารละลาย AFB1 โดยความเข้มข้นสดุท้าย
อยูท่ี่ 200 ng/mL จากนัน้ไลอ่ากาศด้วยก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นเวลา 30 วินาทีและปิดฝา
ให้แนน่ ท่ีอณุหภมิู 39±1 0C เป็นเวลา 48 ชม. เม่ือ
บม่เสร็จสิน้ น�ำ F 57 Filter bag มาล้างให้สะอาด 

แล้วล้างด้วย NDF solution ท่ีอณุหภมิู 90 0C เป็น
เวลา 75 นาที แล้วล้างด้วยน�ำ้กลัน่ร้อนท่ีอณุหภมิู
ประมาณ 90 0C เป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง้ แล้วแชด้่วย 
Acetone เป็นเวลา 3- 5 นาที จากนัน้อบให้แห้งและ
บนัทกึน�ำ้หนกั (W3) เพ่ือใช้ค�ำนวณหาคา่การยอ่ย
ได้ของวตัถแุห้ง IVDMD (%) = (100 – ((W3 – (W1 
x C1)) x 100) / W2 (เม่ือ W1 = น�ำ้หนกัถงุเร่ิมต้น; 
W2 = น�ำ้หนกัตวัอยา่งอาหาร; W3 = น�ำ้หนกัถงุ + 
น�ำ้หนกัตวัอยา่งอาหารหลงับม่; C1 = Blank bag 
correction) จากนัน้น�ำ F 57 Filter bag ท่ีอบแห้ง 
ไปวิเคราะห์ปริมาณ NDF และ ADF ตามวิธีการของ 
Cherney et al. (2004) ส�ำหรับการเก็บตวัอยา่งเพ่ือ
ประเมินการท�ำลายสารพิษ AFB1 โดยเก็บตวัอยา่ง 
Rumen fluid inoculums ในชัว่โมงท่ี 0, 3, 6, 9, 12, 
24 และ 48 ปริมาตร 1 ml น�ำมาป่ันเหว่ียง 1,000 
rpm นาน 10 นาที จากนัน้น�ำมาวิเคราะห์หาความ
เข้มข้นของ AFB1 ท่ีเหลือโดยวิธี Enzyme-linked 
immunusorbent assay (ELISA) (Upadhaya et 
al., 2009) และน�ำข้อมลูมาวิเคราะห์หาคา่ความ
แปรปรวน (Analysis of variances, ANOVA) และ
เปรียบเทียบค่าความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยใน
แตล่ะกลุม่การทดลองด้วยวิธี Duncan’s new 
multiple rang test (DMRT) โดยใช้ SAS University 
edition (2015).
 

ผลการศกึษาและวจิารณ์

	 จากผลการศึกษาการเสริมยีสต์ท�ำลาย
สารพิษ AFB1 ท่ีระดบัแตกตา่งกนัในอาหาร TMR 
เ พ่ื อ ท ด ส อ บ ก า ร ย่ อ ย ไ ด้ ข อ ง สิ่ ง แ ห้ ง แ ล ะ
ประสทิธิภาพการท�ำลาย AFB1 ในระบบหลอด
ทดลอง พบวา่ชนิดของยีสต์และระดบัของการเสริม
ไม่มีอิทธิพลร่วมกันต่อค่าการย่อยได้ของสิ่งแห้ง 
(P>0.05) โดยเม่ือเสริมยีสต์ CPY1 และ RSY5 ท่ี
ระดบั 108 CFU/mL พบวา่เพ่ิมคา่การยอ่ยได้ของ
สิง่แห้งสงูสดุ เม่ือเทียบกบั YSY2 (80.71 and 80.07 
vs 77.52%, Respectively, P<0.05) ซึง่การเสริม
ยีสต์ท่ีระดบั 108 CFU/mL นัน้ ท�ำให้คา่การยอ่ยได้
ของสิง่แห้งเพ่ิมขึน้ถงึ 6 % เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
(P<0.05) และคา่การยอ่ยได้ของ IVNDFD และ 
IVADFD ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ (P>0.05) 
(Table 1) และเม่ือพิจารณาความสามารถการ
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ท�ำลาย AFB1 พบวา่ ชนิดของยีสต์และระดบัของ
การเสริมมีอิทธิพลร่วมกนัตอ่คา่การท�ำลาย AFB1 
อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิง (P<0.01) เม่ือเสริมยีสต์ RSY5, 
YSY2 ท่ีระดบั 107, 108, 109 CFU/mL และ ยีสต์ 
CPY1 ท่ีระดบั 108, 109 CFU/mL ท�ำให้คา่การ
ท�ำลาย AFB1 สงูสดุ (P<0.01) โดยหากเสริมยีสต์ท่ี
ระดบั 109 CFU/mL สง่ผลให้ประสทิธิภาพการ
ท�ำลาย AFB1 มากกวา่ 87% ซึง่มีประสทิธิภาพเพ่ิม
ขึน้ 48.61 % เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ ภายใน 48 
ชม. (P<0.01) โดยไมส่ง่ผลกระทบเชิงลบตอ่คา่การ
ยอ่ยได้ของสิง่แห้งและเย่ือใย (Table 2) จากการ
รายงานของ Caroline et al. (2010) การเสริมยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae จะชว่ยกระตุ้นการ
ท�ำงานและการเจ ริญเติบโตของจุลินทรี ย์ใน
กระเพาะหมกั ท�ำให้คา่การยอ่ยได้ของสิง่แห้งเพ่ิม
ขึน้ถงึ 33.4% รวมทัง้ยีสต์ยงัเป็นแหลง่โปรตีนให้แก่
จลุนิทรีย์ในกระเพาะหมกั นอกจากนียี้สต์ยงั
สามารถกระตุ้นกระบวนการหมกัย่อยในกระเพาะ
หมกั โดยกระตุ้นการเจริญเตบิโตและการท�ำงาน
ของแบคทีเรียในกลุม่ยอ่ยเย่ือใย (Fibrolytic 
bacteria) (Ando et al., 2005) ซึง่สอดคล้องกบัการ
รายงานของ Tang et al. (2008) พบวา่การเสริม
ยีสต์ในอาหารโคนม สง่ผลให้คา่การยอ่ยได้ของสิง่
แห้งเพ่ิมขึน้โดยไปกระตุ้นการเจริญเติบโตของโปร

โตซวัและ cellulolytic bacteria อีกทัง้การศกึษา
ประสทิธิภาพของยีสต์ตอ่การท�ำลายสารพิษ AFB1 
พบวา่เม่ือเสริม S. cerevisiae ท่ีระดบั 107 CFU/
mL สามารถท�ำลายสารพิษ AFB1 ได้ถงึ 41 - 94% 
(Dogi et al., 2011)

สรุปผลการศกึษา

	 การศึกษาสรุปได้ว่าชนิดของยีสต์และ
ระดับของการเสริมไม่มีอิทธิพลร่วมกันต่อค่าการ
ยอ่ยได้ของสิง่แห้ง แตมี่อิทธิพลร่วมกนัตอ่
ประสทิธิภาพการท�ำลาย AFB1 ในระบบหลอด
ทดลอง โดยเม่ือเสริมยีสต์ K. marxianus และ P. 
kudriavzevii ท่ีระดบั 108 CFU/mL นัน้ ท�ำให้คา่
การยอ่ยได้ของสิง่แห้งเพ่ิมขึน้ถงึ 6 % และหากเสริม
ยีสต์ K. marxianus และ P. kudriavzevii ท่ีระดบั 
109 CFU/mL สง่ผลให้ประสทิธิภาพการท�ำลาย 
AFB1 เพ่ิมขึน้ 48.61 % ภายใน 48 ชม. ดงันัน้การ
เสริมยีสต์ K. marxianus และ P. kudriavzevii ใน
อาหารโคนมจึงเป็นแนวทางส�ำคัญในการเพ่ิม
ประสทิธิภาพการใช้อาหารของโคนม และลดการ
ปนเปือ้นของอะฟลาทอกซนิในอาหารโคนม น�ำ้นม 
และผลติภณัฑ์นมได้

Table 1 The effects of yeast isolates and inoculant concentration (CFU/mL) on IVDMD, IVNDFD 
and IVADFD in TMR diets

Item1
Digestibility2, %

I L IVDMD IVNDFD IVADFD

K. marxianus CPY1 107 77.31ab 62.97 45.67
108 80.71a 62.99 45.87
109 77.16ab 64.75 45.21

K. marxianus RSY5 107 77.25ab 63.71 46.78
108 80.07ab 63.41 46.21
109 76.96b 64.24 47.33

P. kudriavzevii YSY2 107 78.95ab 64.45 45.03
108 77.52ab 65.39 45.43
109 76.69b 65.53 46.09
Control 76.20ab 63.47 45.85
SEM 1.09 1.41 0.75
P-value3

I ns ns ns
L * ns ns
I*L ns ns ns

a-b Means within a column with different superscripts differ (P<0.05); 1 I = Isolates, L = concentration inoculums 
level (CFU/mL); 2 IVDMD = in vitro dry matter digestibility, IVNDFD = in vitro neutral detergent fiber digestibility, 
IVADFD = in vitro acid detergent fiber digestibility; 3 * = Significant at P<0.05, ns = no significant at P>0.05; 
Control = Non-supplementation culture; SEM = Standard error of mean.
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ค�ำขอบคุณ

	 คณะผู้ วิจัยขอขอบพระคุณโครงการ
ปริญญาเอกกาญจนาภิเษก (คปก.) ภายใต้
ส�ำนกังานกองทนุสนบัสนนุการวิจยั (สกว.) และ
กลุม่วิจยัโคนมทนร้อน คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น ท่ีสนบัสนนุแหลง่ทนุการ
ศกึษาวิจยั สถานีทดลองและฝึกอบรมเกษตรกรรม
ร้อยเอด็ ภาควิชาสตัวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ 
และภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น สถานท่ีศกึษาวิจยัในครัง้นี ้
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