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ชื่อวิทยานิพนธ  การยับยับยั้งการเจริญ และการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินของเชื้อรา   
  Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus โดยสารสกัดจากพืชตระกูลสม 
ผูเขียน นางสาวเกศรนิทร  รามณ ี
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ 
ปการศึกษา 2551 

บทคัดยอ 

 ฤทธิ์ในการยับยั้งของสารสกัดเอธิลอะซิเตตและน้ํามันหอมระเหยจากผิวเปลือกสม 
5 ชนิด คือ มะกรูด มะนาว สมโอ สมเชง และสมโชกุนที่มีผลตอเชื้อราโดยวิธี disc diffusion assay 
พบวาน้ํามันหอมระเหยที่กล่ันดวยไอน้ํามีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราสูงกวาสารสกัดเอธิลอะซิเตต น้ํามันหอม
ระเหยจากผิวมะกรูด และมะนาว มีกิจกรรมการยับยั้งในชวงกวางที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดจากผิว
สมชนิดอื่นคือสามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus flavus TISTR 3041, Aspergillus parasiticus TISTR 
3276, Aspergillus fumigatus TISTR 3018, Aspergillus niger 6275 และ Penicillium sp. โดยน้ํามัน
หอมระเหยจากผิวมะกรูดมีคา MIC (Minimum Inhibitory Concentration) เทากับ 0.56, 0.56, 0.56, 
0.56 และ 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีคา MFC (Minimum Fugicidal Concentration) 
เทากับ 1.13, 1.13, 1.13, 0.56 และ 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวนน้ํามันหอมระเหยจาก
ผิวมะนาวมีคา MIC เทากับ 0.56, 0.56, 0.56, 1.13 และ 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีคา 
MFC เทากับ 1.13, 1.13, 1.13, 2.25 และ 2.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สารประกอบหลักที่พบใน
น้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดคือ citronellol (10.67 เปอรเซ็นต), limonene (7.32 เปอรเซ็นต), 
linalool (5.83 เปอรเซ็นต) และ o-cymene (5.51 เปอรเซ็นต) สวนสารประกอบหลักที่พบในน้ํามัน
หอมระเหยจากผิวมะนาวคือ limonene (69.11 เปอรเซ็นต) และ p-cymene (12.77 เปอรเซ็นต)  
 การรอดชีวิตของ A. flavus และ A. parasiticus หลังเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาว
และมะกรูดที่ระดับความเขมขน 1.13, 0.56 และ 0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาน้ํามันหอมระเหย
จากผิวมะนาวที่ระดับความเขมขน 1.13 และ 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เชื้อ A. flavus ลดลงจาก 5.37 log 
CFU ตอมิลลิลิตร เปน 3.14 และ 3.61 log CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ภายในเวลา 3 ช่ัวโมง สวน
การเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 1.13 และ 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
พบวาเชื้อ A. parasiticus ลดลงจาก 5.36 และ 5.29 log CFU ตอมิลลิลิตร เปน 3.24 และ 3.82 log 
CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ภายในเวลา 3 ช่ัวโมง และพบวาการเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดและมะนาวที่ระดับความเขมขน 0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรพบวาการเจริญของเชื้อรา
ใกลเคียงกับชุดควบคุมที่ไมเติมน้ํามันหอมระเหย โดยน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและ
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มะนาวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะองคประกอบภายในเซลลจากภาพถายกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสงผาน (TEM) โดยผนังเซลลหนาขึ้น และองคประกอบภายในเซลลถูกทําลาย 
  น้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาวที่ระดับความเขมขน 2.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการเจริญและการสรางแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. flavus ไดอยางสมบูรณ ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ Yeast Extract Sucrose สวนน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวที่ระดับความ
เขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่เติมในเมล็ดขาวโพดที่เก็บที่อุณหภูมิหองสามารถยับยั้งการเจริญ
และการสรางแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ไดอยางสมบูรณจนถึง 28 วัน 
แตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราไดเพียง 14 วันในเมล็ดขาวโพดที่เก็บในสภาวะอุณหภูมิหองที่
มีการควบคุมความชื้นสัมพัทธ 90 เปอรเซ็นต และพบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาว
ทุกระดับความเขมขนสามารถลดการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินไดดีกวาชุดควบคุมที่ไมเติมน้ํามัน
หอมระเหย อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
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Thesis Title   Inhibitory of growth and aflatoxin production of Aspergillus flavus and        
                                Aspergillus parasiticus by citrus extracts.  
Author       Miss Kadsarin  Rammanee 
Major Program      Biotechnology 
Academic Year      2008 

ABSTRACT 

 The antifungal effects of ethyl acetate extracts and steamdistillated essential oils 
of five Citrus spp. (Citrus hystrix DC., Citrus aurantifolia Swingle, Citrus maxima Merr., Citrus 
paradisi and Citrus reticulate Blanco cv shogun) on five strains of food spoilage fungi including 
Aspergillus flavus TISTR 3041, Aspergillus parasiticus TISTR 3276, Aspergillus fumigatus TISTR 
3018, Aspergillus niger 6275 and Penicillium sp. were investigated by disc diffusion assay. 
Particularly, the essential oil of kaffir lime (Citrus hystrix DC.) and lime (Citrus aurantifolia 
Swingle) showed the broad spectrum of antifungal activity against all the tested strains. The Kaffir 
lime oil exhibited the MIC values of 0.56, 0.56, 0.56, 0.56 and 1.13 mg/ml and MFC values of 
1.13, 1.13, 1.13, 0.56 and 1.13 mg/ml, respectively. On the other hand, lime oil also showed the 
MIC values of 0.56, 0.56, 0.56, 1.13 and 1.13 mg/ml and MFC values of 1.13, 1.13, 1.13, 2.25 
and 2.25 mg/ml, respectively. The kaffir lime and lime oils were analyzed for their chemical 
compositions using GC-MS. Citronellol (10.67%), limonene (7.32%), linalool (5.83%), o-cymene 
(5.51%) were major components for kaffir lime oil, while limonene (69.11%) and p-cymene 
(12.77%) were the major components for the lime oil.  
 The kaffir lime and lime oils at concentrations of 1.13 and 0.56 mg/ml reduced the 
growth of A. flavus from 5.37 log CFU/ml to 3.14 and 3.61 log CFU/ml, and A. parasiticus from 5.36 
and 5.29 log CFU/ml to 3.24 and 3.82 log CFU/ml, respectively after 3 h exposure. According to 
transmisssion electron microscopy (TEM) observation, A. parasiticus and A. flavus treated with both 
oils (0.56 mg/ml) showed irreversible damage to cell wall and cellular organelles. 
 The growth and aflatoxin production of A. flavus in Yeast Extract Sucrose 
medium were completely inhibited at 2.25 mg/ml lime oils. Application of kaffir lime and lime 
oils at concentration of 60 mg/ml in maize kernels kept at room temperature completely inhibited 
growth and aflatoxin production by A. flavus and A. parasiticus for 28 days. However, 
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A. parasiticus and A. flavus were completely inhibited for 14 day at 60 mg/ml of both oils  under  
room temperature with 90% relative humidity. All concentrations of both oils significantly 
(P<0.05) reduced aflatoxin production of A. parasiticus and A. flavus greater than the control 
(without oil).  
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���$���������12��'�������� ���� ��"3$4�(5�� 
���!)5$ ���! �"� ���!67�� �"�
���! ,�#!"� � ���,�#!�%"��� ��"3$89�
 ��5���!����%�� �"��7� 
���$���7� �� 	�� ��
��3� �&�*"	�� ��.���� (�����
0 '-;����� �"�$!�'����0  -���� ��<, 2540) 
������������$ ����, ���� ��5�+��#��.�������
�����-+
0%��� ��!0��#���)�/	$� ���
����.� ��%�-
�&��%����$/!��� �#��/-C��5�����%���"�!��,-$�����$�!
 (���/0 ��CD!�%/, 2546) �"�
��5�!��
�������12�����������
����.��F(%���������3����+�5�� �-�	5��"���.��F(%��%(� &�%������
�� ��!��
��"�*��*"��
� ���#��'���F''-����������� �-�	5��5�#��&��-� -���5 �9������"����+�)�/
�������G� HG#�������&������,���������� $���	�����F(%� ��� �-�	5���#�����.�
� �!��%(�'����
�������� �-�	5�����%����3�	!� �"�!�&������'&�%���
�5�#���-���.�
� �"�����!���%!������
��3����+��&��%����������12����������� �"�%�� ��!��!$"����%��� ��3'������ ���� ��5�+
�G� HG#���'�&��%�������+�)�/$�!
 �-�	5��%�*"��#	�������� (��'I�� 5�J��$�, 2543) ��������#
	$����/!�� ��'��#��.� ��%�-�������� �
�����%����#5����
L /�� Penicillium spp., Fusarium spp. 
�"� Aspergillus spp. ��#5�����"3$4�(5�� �"� �-�	5����%�� (����� ������� �"����!��� ����-(���
, 2543; ��'I�� 5�J��$�, 2543; Pitt and Hocking, 1999) 

Aspergillus HG#���.���������#5�	$���#!	� ���� ��$�� ��+H��5�� ��"3$5��4-0 �"�
 ����,�'��(	$��� �#��!$"�����#!)"� (Rippon, 1982) ������	�
����
�������������������
������� �� ��!�������"� �#��!$"����%��� ��������'��(����)���������� ��%���"�*"*"��
��������+��%"�
���$)$
�I5�� ��"3$4�(5�� ���!)5$ ���! �"� ���!67�� �"�
���! ,�#!"� � ���
,�#!�%"��� ��"3$89�
 ��5���!����%�� �"��7� ���$���7� �� 	�� ��
��3� �&�*"	�� ��.���� (�����
0 
'-;����� �"�$!�'����0  -���� ��<, 2540; Lee and Shau, 1981) 'G����������12��'�������� �

5��4-0 Aspergillus flavus �"� Aspergillus parasiticus (Kurtzman et al., 1987) ���5�����12���
����
!��,-$����������+����#�����.���%�����/��"� ��!0 �"���.� ��%�-�&��%�!��,-$��� �#��/-C��5
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���)��������"�����%����$������
���*�����)�/	$� ���#��'������� ���� ��5�+��6"����H�� 
�������12����� ��5�+��6"����H����/!�� &�/�(������$�����+�� ����5�
0  �4��C -� 
�"����+<��' ���#��'��!����*"�&��%����$����3�����������-+
0�"� ��!0 )$
�&��%����$�����	$����
����I�
�5"���"����������� HG#���.��F(%� &�/�(��� �4��C -� HG#�*�����)�/ �!��%(��%�/!��
 ��'�"���.����!" 

���,�����%����.�!�4����%�G#���#��!

�$��
��!"�����'��(����)� �"�
��
�����
 ���� ��5�+���'-"�����
0��#����12������%���"�!��,-$����������+�� ���� �������!��,-�'����
��%�� ���/���%0 �"������� ���/��������$HG#���.�!�4���#	$����/!����
� ���#��'�� ����,
��
��
����'��(����)��"� ���� ��5�+���'-"�����
0	$�$� ���� ���)����
�/��0����� �"�	�H�"	6�0
5�!�� ����,"$��� ���� ��5�+��6"����H��	$� (!�	"!��C 4�)�'�0���$�+<0, 2533; 
Mabrouk and El-Shayeb, 1980) ���'����
��5�!��)5�� �H�
�����	�H�"	6�0 ��$���)H��� 
�"�)H�$�
����)H��� ����,"$�����C ����6"����H��	$�������� ��� ���/���%"�������#����
%���	$��������
��!"����L ��'��.�������
��� -���5	$� $������5�#�/!���"�$��
'��'-"�����
0
���)�/�"� ���/����#�����.� ������ �
����%�� 'G�	$�������G�+��"�%���!������	��F(%�
����'-"�����
0���)�/ �"�%"���"�#
�!��,-�'���� ���/���%0����� ��'��4����������  �� ��$
4���'������'��5��������$'G�	$�,���&���������)
��0�
����!����!�����$��������-������"�#� 
� ���� �"� ������%�� $���
����+�)�/ ��.� �!�����������/��#�� &����/0 �&�%�� �"�
�/��#��$�#� ���#��'��������	�
�-$� ����C0	�$�!
5���������$�"���5�� �-�	5�%"�
���$����
o�4�p����� ��!��
��"����)
��0$�����#�L HG#�	$�������G�+�!�'�
 �-�	5�%"�
���$ ���� ����
 
���5"� 	��0 5"� ���!�� ���
���! )�q
��r� 5�����%�� �� ��$ ��� 5���	�
$&�  ����%�� $��
'����0 
�/�"����  ������
� )%��5� ����
 $��$�!�����  ����%�� �/��� oregano funnel �"� 
guysum 5�o�4�p
��
����������# ���� ��5�+��6"����H�� /�� ����,
��
������'��(����)����
������	$� (Suzuki et al., 1973; Tiwar, 1983; Paster, 1995; Montes-Belmont and Carvajal, 1998; 
Yine and cheng, 1998; Fan and Chen, 1999; Soliman and Badeaa, 2002; Rasooli and Razzaghi-
Abyaneh, 2004) $����� �� ��$4�������'��5��'G���.������!���%�G#���#���/!�/-�����'��(�"�
��� ���� ��5�+��������� 
  5�������" �� (citrus fruit) ��.�	��*"�����������#��/-C/�����)������� �� �"�
��.�	��*"���+<��'��# &�/�(���������	�
 ����  �����
!%!�� (Citrus  reticulate )  ��)� (Citrus  

maxima Merr.) �����$ (Citrus hystrix  DC.)  ��)��-� (Citrus reticulata cv Shogun) �"�����! 
(Citrus  aurantifolia Swingle) ��.���� 4����� � �� �� �"� ��$" �����!��o�4�p (2536) 5�!�� ��
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 ��$������" 80 ����0�H3��0 '�������$�"�����!����'�������
��
����/�����
�����!�	$�$��"�   
����
���!�� 60 ����0�H3��0����&����%�����%
 ����,
��
��������	$� �"� ��������������$
'���&����%�����%
'��5�������" ������� ��4���5�����
��
��������	$�$� ���� �&����%��
���%
'�� citrange 
��
�� Penicillium digitatum 	$� (Caccioni et al., 1998)  -�"����0 '����*" 
(2549) 	$��G�+���'�������
��
��'-"�����
0���5�������" ����������� 	$���� �����$ (Citrus 

hystrix DC.) ����! (Citrus aurantifolia Swingle)  ��)� (Citrus maxima Merr)  ��'-� (Citrus 

reticulate Blanco)   ��)��-� (Citrus reticulata cv Shogun)  ������ (Citrus paradise) �"� ��'�r$ 
(Citrus japonica Thunb) 5�!�� �� ��$��4�"��H����'��*�! ��)�  ������ �"� ��)��-���o�4�p
��
�� 
A. fumigatus TISTR 3180 	$�$�)$
��/�� MIC ������� 0.56, 0.28 �"� 0.56 ��""����������""�"��� 
 �!�/�� MFC ������� 1.13, 0.28 �"� 0.56 ��""����������""�"��� ���"&�$��  �!� Sharma �"� 
Tripathi (2008) 5�!���&����%�����%
'�� epicarp ��� C. sinensis (L) osbeck ��*"����������)� 
�"�"��+C�������������� A. niger (L.) van Tieghem )$
� ���
 (mycelium) ,��
��
�� �"���
��#
��$��/!���������/�� 2.50 �"� 3.0 	�)/����������""�"��� 
  $�����������G�+�!�'�
��'G��-��������#'��G�+���'�������
��
����������� �� ��$
�"��&����%�����%
'��5�������" �� )$
/�$�"���5�������" ��'��!�4���� ��$$�!
��4�"��H�����"�
����"�#�$�!
	��&�'������&� �� ��$���"�!�4����$ ����'�������
��
����������#����12������%�� 
(food spoilage fungi) '&��!� 5  �
5��4-0 �"��&� �� ��$��#��/!��	!�����������!��/���%0��/0������
����/-C��5$�!
 Gas chromatograph-Mass spectrometry (GC-MS) �!�����G�+�*"���/!�����������#
�%��� ���� �� ��$��#/�$�"���	$� ������
��
������'��(�"���� ������6"����H����������� 
 A. flavus �"� A. parasiticus ����%���"�
����� �"����
-��0��� �� ��$'��5�������" ����#
/�$�"���	$� �����
��
������'��(�"� ���� ��5�+��6"����H����������� A. flavus �"� 
A. parasiticus ����"3$���!)5$ 
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1.  �����	���	�	 (Food fungi) 

  ������ (mold %��� fungi) '�$��.�'-"�����
0�"-��%�G#� ��#�����5�����!�� 200,000  �

5��4-0��#!)"� )$
5������������� ���
�'��(��������
!��,-�"�����12�������
������������
 ���0 �� �!��%(���!�'���!������� ����.���!
��
 "�
H��5����#��
�"�! �"���'�!�	�,G�H�� ��!0
$�!
�
���	��3�����������'&��!����
	����# �-"��#���������
��� -���5�����-+
0�"� ��!0 &�%���
��������#���#
!���������%�����)$
��#!	�'� ��'�������"-����#�&��%���%������� �
 �"���������#
 ���� ��5�+�5������������ 2 �"-������*"���/-C��5�����%�� �"�/!���"�$��
���*�����)�/
)$
���HG#����5�����12���
������%�� �"�*"����CD0 
           1.1 �����	�����	����	�	��$	���% (food spoilage mold)  
  �������-����$ ����,�&��%���%�����$���� �#��� �
	$� ���#��'���%"����%��%"��
��������� /��  ����#��)/�� ������.�/��0)�	��$�� ����3��������%"�
���$��# ����,���)����� �"�
	������.��%"����%��	$��5��� ����, �������	H�0	$�%"�
���$)$
�I5�� amylase protease �"� 
lipase 'G��&��%���%���"�!��,-$����%����#���������'��(��/-C��5��#"$"� (Charlie and Watkinson, 1994) 
           1.2 �����	�����	��	-./ (toxins producing mold)  
 �������-����$'������ ���� ��������	"�0'������!����������"�HG� �"� ����#
������*"���������� ���/�����'��5�+�����-+
0�"� ��!0$�!
 ���������"����$ ����, ���� ��5�+	$�
���������� ���'����
���G�����F''�
��#�L ����  ��5�!$"��� �-C%���� �"� /!�����  �F''-���5�!��
 ��5�+��# &�/�( ����'�����5�
� 5 '���  ������� /�� Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Chaetonium 
�"� Claviceps (����
����$�p 5�� -�, 2540)  

2.  �	4��456��7�������	���	�	89:;9.
<=>?@�	�	
$	�A 

  �������12���������������%�� ����,���$	$�����%!�������"�� �"������3����+�
)$
����������.�'&��!������#����12������%!�������5���"�� �!��%(����'�	����*"���/-C��5���
*"����CD0�"������.�5!�
��
 "�
 �����������#�������F(%� /�� �����)�/5�� (Nijs and Notermans, 
2000) ���� Fusarium  ����,���)�/��5��	$�%"�
���$ ���'����
������������#���)�/5����# &�/�(���
%"�
���$ ���� Collectotrichum spp., Alternaria solani, Diaporthe phaseolorum �"� Phomopsis sp. 
(�C�I��� ����5��4-0, 2541) �������%"�������'�	����.�������
���*�����)�/����3��)���  ���� ��5�+��#
��.�������
)$
�I5�����������"-�� Fusarium )$
��������#����12������%������������L 	$����  
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 2.1 B=C-��89:;9.
<=>?@  
  ��������#5�����12����"3$4�(5�� ��'�� $�� ����� ��-+
0 �"� �#��!$"��� ������
��#5�	$���� Aspergillus, Penicillium �"� Fusarium HG#�����9�5�!���� ���0����������%"����
����12���
�� ���'����������F�
��5��������12������������"-�� Aspergillus, Penicillium, 
Fusarium, Alternaria �"� Cladosporium HG#���'����12����'������� �"���
%"��'������&�����F�
� �3'�"�! )$
��'����12�����C����%��
3� %�#� %�� ��.���� (!�"�!�"
0 �'��('��������", 2539)  
 2.2 ���	
	989:;9.
<=>?@  
  ��������#5����&���"��'��'��!��,-$�� ���� ���
 ��'��$�� �/��#������/��#�������
���*"���"����'-  �!�* � %���'������� HG#����&���"���5��������"-�� Aspergillus �"� 
Penicillium (!�"�!�"
0 �'��('��������", 2539) 
 2.3 ;=� ;9EF�89:;9.
<=>?@ 
  ��������#����12����*���"�*"	�� ��'��'��$����#�5���"�� �&���#���"��� �����3�
���#
!*�� *"	��� �������&��%����������12��'�������%�G#� �������%�G#� ����� �� ���!��
'&�%���
 ��������#5���*�� �"�*"	��'����������� /����������#5���*�� 	$���� ���"-�� Fusarium, 

Alternaria, Penicillium, Botrytis �"� Rhizopus ��*"	�� )$
�I5��*"	����#��/��5�����#&�L ���5�
����������12���
����� 	$���� Rhizopus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Botrytis �"� 
Cladosporium �������"-�� Alternaria  ��.������� ��%�-�&��%����$)�/���� ��&���"�"� �$&����*"	��
������3� (stone fruits) ������2" �"����$�#� �"����$)�/�"�
��#����� ��&���"�"�$&����*"	�������"
 �� ��.�����#5���	�����! �"� ���'����
��5��������$���� ��!0 �"���� ���� 0 ����, ����
 ��5�+	$� ( -�CD� !�J� ��4�p, 2545) 
 2.4 ������=
�@89:;9.
<=>?@  
  ��������#����12�������� ��!0'���'����
��� )$
��'����12������%!������
��������"�����&��%"� HG#���'�� �� %��� ������� ����$����%�� ��!0 �/��#������/��#����� ����� 
��������#5�	$���� Alternaria, Monilia, penicillium, Moucor, Geotrichum, Cladosporium, 

Thamidium �"� Sporotrichum. (Bullerman, 2000) 
 2.5 49	89:�	�	�:�9  
  �������12��������������"��"���%�����"��'���&� $������!C%���$�� ��#
 ��!0�%"���������
�
�� HG#���$�
���������$����%�� �%���� *�! �"���'������ ��������'- �/��#�����
�/��#�����������&��%"� �!�,G������ �� HG#�'�5��������12��������������"��"���%�����"
�����C���
��� �����'5�5!� Aspergillus, Penicilium �"� Fusarium )$
 �!��%(����5�
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����12����*"����CD0��#����%�� HG#���-��5 �� -�� (2541) 	$��G�+��������12�������������
*"����CD0��%�����"����%�� 	$���� %�G�����%�� �"� �"��-���%�� ��#!��'&�%���
���"�$%����� 
'��%!�$�"�-�� ���#��&���'&����5�!�� �!��%(���.����������"-�� Aspergillus ,G� 66.20 ����0�H3��0  
 2.6 �F89:;9.
<=>?@ 
  5��������12 ����� ��� � � ��� �
  ��� �3 � � ' � '� ��� � � ��"-� �  Penicillium, 

Cladosporium, Alternaria, Geotrichum �"� Fusarium ������5�����������12������%�� ��!0HG#�
%�������� ���� ��5�+�3'���*"��� ��!0 �"�*"����CD0��#	$�'�� ��!0 ���� �� HG#�"��+C0���  ��4-0
��� 5��
 �"�/C� (2006) 	$��&�����G�+�)$
��!'%������C��6"����H���!�����%��)/
��� &�%����"�
�)/���"����&���*"5�!�������C��6"����H���!���#��!'5�����%�������#
����"�
�)/������!)��� ��5��40��������C��6"����H���!� M1 ��#������������&���HG#���.�
��-5��40�����6"����H�����$ B1 ���#��'��)/	$������%����#���������12�������������# ����
 ��5�+��6"����H������	� 
 2.7 �K������L 89:�FM�E-��8���  
  �������12�����������
����.��F(%���������3����+�5�� �-�	5� ���#��'��
�F''-����������� �-�	5��5�#��&��-� -���5 �9������"����+�)�/ HG#�������&������,���������� $
���	�����F(%� ��� �-�	5���#�����.�
� �!��%(�'������������ �-�	5�����%����3�	!� �"�!�&�
�����'&�%���
�5�#���-���.�
� �������12��������'G���.��F(%� &�/�(��*"����CD0�"-����HG#�'��
����G�+��������12��������������/��#������"� �-�	5� 30 ���$��������	�
 5�!������#�
�
	$�'���/��#������"� �-�	5����
��# -$	$���� Aspergillus, Penicillium �"� Rhizopus )$
5����
"� 
56.7, 11.7 �"� 10.8 ���"&�$�� ( -$�����0 �-('����0 �"��-+C�
0 �5�� -��
0, 2537)  &�%���������������
5�!���������12��������������/��#��������$����L �!��%(���.��"-�� Aspergillus, Eurotium �"� 
Penicillium (Bullerman, 2000) )$
�����5�!����������#5�����12�����/��#������"� �-�	5���
��������
���0 �!��%(���.� Aspergillus, Penicillium �"� Fusarium ���"&�$�� )$
��������#5�
�����# -$/�� Aspergillus 	$���� A. flavus, A. parasiticus �"� A. niger (Aziz et al., 1998) '��%3�	$�
!�����������"-�� Aspergillus, Penicillium, Fusarium �"� Rhizopus ��.�����#5������# -$ 
)$
�I5�� 3 '��� �����.�����# ����, ���� ��5�+	$� HG#���'��.�������
���*�����)�/	$�%��������
�%"���� ����,�'��(�"� ���� ��5�+��*"����CD0��%�� '������G�+�/!��%"��%"�
��������� 
Aspergillus �� �-�	5�����%�� 50 ���$'��������

��*�	�
��'��%!�$ ��"� 5�!��*"����CD0
 �-�	5����%�����������12�������� A. niger �����# -$�"���!'5� ����6"����H����
 �-�	5����%����� 50 ���$ (��'I�� 5�J��$�, 2543)  �!��������12����� ��5�+��6"����H��
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��*"����CD0 �-�	5����%����������	�
5�����12����6"����H�� 5 ���$ '����!�
������%�$ 28 
��!�
���/�$��.� 18 ����0�H3��0 )$
�������C��6"����H�� 1.7-14.3 ��""������������ HG#�� $�!����
�������12��'���������"-�� Aspergillus (Tassaneeyakul et al., 2004) 
 
Table 1. Occurrence of Aspergillus in some agricultural commodities. 
Commodity Country species Reference 
Peanuts Sudan 

Egypt 
S. Africa 

A. flavus 

A. flavus+A. niger 
A. flavus+A. parasiticus 

Elamin et al., 1988 
Moubasher et al., 1980 
Dutton & Westlake, 1989 

Maize China 
Egypt 
India 
Nigeria 
USA 

A. flavus 

A. flavus+A. niger 
A. flavus 

A. flavus+A. parasiticus+A. 

niger 
A. flavus 

Zhen-Zhen, 1989 
Moubasher et al., 1980 
Gaur & Siradhana, 1989 
Aja Nwachukwu & Emejuaiwe, 
1994 
Guo et al., 1995 

Wheat China 
Russia 

A. flavus 

A. flavus 

Zhen-Zhen, 1989 
L�Vova et al., 1993 

Rice China 
India 

A.  flavus 

A. flavus+A. parasiticus 

Zhen-Zhen, 1989 
Jayaraman&Kalyanasundaram, 
1990 

Millet India A. flavus+A. parasiticus Mishra & Daradhiyar, 1991 
Soybean Argentina A. flavus+A. parasiticus Pinto et al., 1991 
Sunflower oil  China 

Russia 
A. flavus 

A. flavus 

Zhen-Zhen, 1989 
L�Vova et al., 1993 

��#�� : Ismail (1997) 

3.  �����	�����	��	-./8�N9	���O.� 

 �������"-����# &�/�( ����, ���� ��5�+��6"����H��	$���� �������"-�� Aspergillus 
	$���� A. parasiticus �"� A. flavus �"�����
���5���� ������ Aspergillus  nomius  HG#���!��# &�/�(/��
A. flavus  ���0����������%"����5��
����#!	�)$
�I5����$�� (WHO, 1979; Pitt and Hocking, 1999)  
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Aspergillus ��.���������#5�	$���#!	� '�$��.�������'&�5!� mitosporie fungi �"� perfect stage �
����
	6"�� Ascomycota ��.����������$��#��.�� ���
 (filamentous fungi) ��*������ (septate hypha) 	����
 �%��� ��&���"����%��� ���#��������!C��#�G�)/)"�� �� �������� �������� (conidiophore) ���'��� ��
�
 �&��%�����#���������'��� ���
����������#��$�'� �"�
������������'���
���
�!�� foot cell 
HG#������$�%(��!��� ���
 �"�����������#��$�'� �"�
���������5�������.��! ��/�" (vesicle) ��
�! ��/�"���!�
!� ���� ���0 (phialide) ��.��������$�
! (uniseriate) %��� ����� (biseriate) �!�
!�
 ���� ���0��.���#���$��� )/���$�
�HG#����H""0�$�
!�������������"� )/���$�
�����'��
���"�

�!�
!� ���� ���0���#�)/���$�
��������$'�$��)/���$�
�������	�'G������)/���$�
���.� �
 
(basipetal chain) *�!���)/���$�
���'���
�%�����-���/"��
%��� HG#�'��"��+C�$���"��!��
 ����,�&�������
� �
5��4-0������ Aspergillus ���� )$
����
"��+C�)/)"�� �������! ��/�"��#
�"�%������)$����!�
!� ���� ���0����$�
!%��� 2 ��� )/���$�
�*�!���
�%�����-��� ��.���� 
(Raper and Funnell, 1997) 
 

 
 

Figure 1. Model morphology of Aspergillus flavus. 
��#��     :    http://www.cartage.org.lb/en/themes/Sciences/LifeScience/GeneralBiology/Microbiology/ 
                  Fungi/Classification.html 
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 ������ A. flavus �"� A. parasiticus '�$�
���� sub division Deuteromycotina , class 
Hyphomycetes (Alexopoulos et al., 1996) A. flavus �"� A. parasiticus ��.���������#���5�����12����
��%�� �"�*"��*"��������+������%!��������3����+� ����'��(�"���� ���� ��5�+���$�G��
���
�!$��3!�� ��5$��69���������������� ��������� 2  �
5��4-0����/!�� ��5��40��"���$������ HG#���
�������12���� �#�����!�� �"� �#�	������!�������# -$ "��+C���#!	���.�� ���
��#��*������ ���$���
)/)"������%�� Czapek� s solution agar ��
- 10 !�� ��� ��*�����
0�"�� 3-4 �H�������  ���0'�
���'��� ���
)$
��� ���0��#��
-
�����
'��� ��%"��� ���#����'���"�#
���.� ����
!�"� -$���
'�
��"�#
���.� ����
!���� ������ ���0��*���%��	���� � *�!%
�� �"�/!��
�!���������C                
1 ��""����� �! ��/�"'���"��+C�/��������"� �!��%(������$� ��*�����
0�"�� 25-45 	�/��� 
(Torres et al., 1980) �F''�
 &�/�(��#���#
!�������'��(��������� Aspergillus (5��C�� ��#�!��
�, 
2540) 	$���� 
 3.1 K�	F���� (moisture) /!������������,����.��F''�
 &�/�(������'��(����� )$

/!�������#�%��� �'����*��	���������������%����#������G��
�� HG#� Aspergillus ���"����$�'��(
	$���/!����� ��5��40��#���������� ���� A. flavus, A. niger, Aspergillus  candidus  �������
/!����� ��5��40 80-90 ����0�H3��0 Aspergillus glaucus �"� A.  candidus '����#�����)���#/!�����
 ��5��40 70-75 ����0�H3��0  �!� Aspergillus echinulatus �"� Aspergillus  restrictus '����#�����)���#
/!����� ��5��40 65 ����0�H3��0 ��.���� 
 3.2 �M>�<PF. ���� Aspergillus ���"����$ ����,�'��(	$�$�����!��-C%�������������� ���� 
�-C%������#�%��� ���� A. glaucus �
����%!��� 10-20 �����H"�H�
  �-C%�����#&� -$��#���� ����,
$&����
��	$� /�� 8 �����H"�H�
  A. flavus �-C%�����#&� -$��#���� ����,�'��(	$� /�� 6-8 ����
�H"�H�
  ��!��-C%������#�%��� �/�� 36-38 �����H"�H�
  ��.���� 

 3.3 �	�	�	 )$
��#!	������� ����,�'��(	$�����%��������-����$ 	��!����%�� $ 
%�����%���%���"�$'���%���������"���%�� ��!0%"�
���$  ����%����#��������������
�'��(	$���� /��0)�	��$�� )����� !������ �"����4��-������$  

 3.4 K$	K�	F�4Q��RR$	� �� ��!���.���$ ��!�5���� 4 ,G� 6 '���.� ��!���#�%��� ����
����'��(�����# -$ 
 3.5 �$��4:���7���%	�	L  �!�������)$
�I5�����H��'����������*"������
�'��(��������� Aspergillus �"�����'-"�����
0��#�L ���� -((����'G�,���&�������
����!����!��
�������3����+���"3$5����%�� ��!0 ��"3$5����#��/!����� �� �"����,�����%�� 
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4. �	-./8�N9	���O.� 

 )$
��#!	��������12����� ��5�+��6"����H���������%��/��"���%�� ��!0
��.� �#���#%"���"�#
��"�/�$/���	$�
���5�����������# ���� ��5�+���$�� �!��%(�5��
����#!	���
 ��5�!$"������������	�
  ����,�'��(	$�$���*"��*"��+��������-����$ �������%"����
����12������%������������!����*"�� �����3����#
! ����� �� �"������3����+� ����������$���
���������"��+C���������&�"�
*"*"��*"�����+�� ����,����	$� 2 �"-�� /�� �"-����������#���$��
��"��"�� (Field fungi) HG#������&�"�
5�����������3����#
! �"��"-����������#����12��%"����3����#
!%���
)����3� (Storage fungi) �������12����������� �!��%(����$'�� ���0 %���/����$�
�"���� �!�� ���

��#���'�
�
����#!	������$���"������ 
   ��5�+��6"����H��'�$��.� secondary metabolite ��#������ A. flavus, A. parasiticus, 
A.  nomius, Aspergillus  tamari, Aspergillus  bombysis (Kurtzman et. al., 1987; Goto et. al., 1996; Pittel., 
1998 and Peterson et. al., 2001)  �����G��� ��5��#'&���$ HG#��&��%����$��� � ���� pyruvate �"�
��$����)������!)$
����!���� polyketide biosynthesis pathway �"� ���� ��5�+��6"����H��
�����$	���� (����� ���#
� -��+�� �"� �'����� �-�� �, 2542)  ��5�+��6"����H����.�
heterocyclic compound '�$�
�����"-�� difuranocoumarin (Cole and Cox, 1981) ��.� ����#	����#���! ���
4���������.� ����#� ,�
� (inert) ��� ����,��"�#
���.� ����#	!	$�������"����������
 	��"�"�
��
�&����"�"�
����!�&�"�"�
��#����! ���� ������" ������" /"�)�6��0�  ����,������	$� ��,G� 250 
�����H"�H�
  ������ ���
���� ��-"����	!)��"� ����%����$/!���'3��7!
��/��"� ��!0��#���)�/
%���	$���� �����  ��5�+��6"����H����#5���4��������� 4 ���$ /�� B1, B2, G1 �"� G2 ���'����

��5� ���$ M1 �"� M2 ��#��.���-5��40��� B1 �"� B2 HG#�5����&������/��"� ��!0��#���)�/��%��
��#���������12����� ��5�+��6"����H���
�� )$
���"����$'���/!����.�5�+������
�������
��� ��6"����H�� B1 '���/!����.�5�+ �� -$ �"�
����.����$��#5������# -$ ���"���/�� ��6"�
���H�� G1, B2 �"� G2 ���"&�$�� ��#����$�����6"����H��������/-C �������������� ����*��
)/���)�����66�*�!��� (Thin-layer chromatographic TLC, plate) ��
���� ��-"����	!)��"����$
/"�#� 365-366 ��)����� )$
��6"����H�� B1 �"� B2 ��.�5!������� � ��&����� ��6"����H�� G1 
�"� G2 ��.�5!���#������ � ����
!���%"��� (4��
-�4�p �"�#� -/�40 �"���
!�J�0 ��� �-"���!, 2524; 
Ventura  et al., 2004) 
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Figure 2. Structural formulas of aflatoxins. 
��#��:        Coppock and Christian (2007) 
  
 4.1 �:����	�=��K	:�@89:�	�49��%�849�7���	-./8�N9	���O.���$	��	% 
 ��6"����H�� ���/���%0'����H�����"��������"�#
���"�)/�� ������.�!��%!�
	$���.���$	H/"��)5"�/�)� (cyclicpolyketo acid) )$
��/��0��� 20 ��! HG#�'���"�#
���.����!��6�� 
(avarufin) �!��0H�)/��" (versiconol)  ��������)�H� ��� (sterigmatocystin) �"���6"����H�� B1 ��
��# -$ 	�)���'��"���$����)���.� ����������#�%��� ������ ���/���%0��6"����H��)$

��6"����H��'�,�� ���/���%0�G�����%���"�
�����%���!��,-$����%�� ��!0 ��
�� 48 ��#!)�� 
��
%"��������'��(����������"��������C �� -$��!����# 7 (Heathcote, 1984)  
 ���#� ����6"����H�� B1 ���� ��������
'�,����"�#
���"���#���)$
��6"����H�� 
�/"�#��
��
�� ������"��!�
!���#�L ��"�#
���.���5��	H$0 (epoxide) �"�!�!���!���$���3��� ���0��3��� 
�"�)����� )$
	��!���!��� guanine residue ���$���3����&��%�$���3�����"�#
���"�	� (���-� 
!C��
04��/�, 2540) ��6"����H����*"�&��%�'&��!�	�)�)H�"$"��"���"��+C�*�$���� 
	�)�/���$��
� �#�� "�
 �&��%�����!������ �����"3����������%�
�'��$���H""0 �(%�
	� 
�����"�#
���"������!�/����� ��5�+'����������������
 ���#����'�����#� ��!0	$����5�+)$
*���
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���*�!%���  �$$�*�������$��%�
�' �"����*�������$����%��'����$���$�$HG� (absorption) �"�!
�5�����'�
 (distribution) *������� )"%�� �&��%"��� ����$��%�
�' �� �"��!�
!�����L ��#!
������
 HG#� ��5�+��� �!������ � � (accumulation) %�����/�����#�!�
!� &�/�( ���� ����	���
$0 ��� 
���$�� 	���� �����
�#�����L ��.���� (���/0 ��CD!�%/, 2546)  ��5�+��� �!�*�������!���� 
������"�HG� (metabolism) $�!
�������
�����/�� �&��%� ��5�+��o�4�p"$"�%����5�#�o�4�p�-�����G� 
�"�'����� ����#�����H""0 HG#�����!����������"�HG� ����,'&����	$� 2 ��
� /����
���# 1 
���$�������
����H��$��#� (oxidation) ��$����� (reduction) �"�	�)$�	"H�  (hydrolysis) ���#��'��
��6"����H�� B1 ��5�+�-��������!����6"����H�����$��#�L $��������#� ��5�+���� ��������
'�
�&��%����$����!����������"�HG� %�����"�#
���"� ��5�+��#���)$
��
���# 1 �������	�)/�)H�
���������$�������
�����/�� /�� �������
�	�$���H��"��#� (hydroxylation) ��"�#
���6"����H�� B1 
��.� Q1 �"� M1 �������
�)�-$���3���"�"��#� (O-demethylation) ��"�#
���6"����H�� B1 ��.� P1 
�������
���5��H��$��#� (epoxidation) ��"�#
���6"����H�� B1 ��.� ��6"����H�� B1 epoxide HG#�
	��� ,�
��"� ����,��"�#
����	���.� ����6"����H�� B1-dihydrodiol )$
�����3�	H�0��5��	H�0 
	��$�  (epoxidehydrase) ���'����
��������	H�0������ cytoplasmic reduction system ������ 
���$�������
���$�������"�#
���6"����H�� B1 ��.� aflatoxicol �&��%����$������"�HG� ��6"����H�� B1 
���%�$'G���5�+���
"� ��
���# 2 ���$�������
�/��'�����#� (conjugation) )$
��6"����H�� B1 '��
����"���	�)�� HG#���5�+�-�������
"� ���'����$����3����	$�$�!
���'����!���$���3��� %���
)�����$�!
5��4�)/!��"��0 ���'���� ��5�+��� �!�,��������'��������
����F  �!� �-''��� 
"�%�
�' �&�$� �%��#� �&��� �&�"�
 �"����� �
*������� %����!�
!��!�����&�
��
'������
����$����%�� (Heathcote,1984) 

      
 
Figure 3. Aflatoxin metabolites. 
��#��      :  $�$��"�'�� !�����0 �-�5�5�J�0 (2538) 

Aflatoxin P1 

 DNA      RNA    Protein 

Aflatoxin glutathione conjugate 

Aflatoxin B1-2-3 oxide 

Aflatoxin Q1  

Aflatoxin Aflatoxicol 

Aflatoxin M1 
Aflatoxin B1 epoxide 
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 4.2 �=�
	%�	��	-./8�N9	���O.� 
 ��6"����H����#5���*"��*"'�������+���!�,G���%�� &���3'������/��"� ��!0 
�������C������
����������������$��������� ��
��!"��������'��( �!�,G����$�����%��$�!
 
$�����/��"� ��!0��'	$������6"����H������ ��������
*�������$����%���������C������� ���,��
	$������.��!"������'�&��%����$)�/�����3� %�������3����	$� ,��	$���������C ������
��!"� ��L 
��'���$�������.�5�+�I�
�5"��	$� ��6"����H�� ����,����%����$����3�	$��������-+
0�"� ��!0��#
���)�/�����%����#�� ��5�+�%"��������	�)$
����&��%����$ mutagenic activity �"��&�"�
 DNA �"�
5�!����.� ���������3����"� %��  ��!0�"�
� �"� ��!0�$"�� (5��C�� ��#�!��
�, 2540) �&��%�/-C��5
��� ��!0�"�
��#&�"� ���$����"�
5��4-0 �"���.�%���  ��5�+��6"����H��5�/��������#������
����o+���� 1960 )$
���$)�/����$�G���	���!� ���'����
��5��������$���������/�
��"�

����$� (Asplin and Carnaghan, 1961 ����)$
 5��C�� ��#�!��
�, 2540)  ��5�+��6"����H����*"
������ �&��%����$������� � �����3� ������������ �"�)�/����3���� "��+C��$����#����� /�� ��*"���
����!����������"�HG��"� -���5 ���� �&��%����$����'��(����)����"� ���F(%����#
!���
����!����%�
�' �������������"$"� ���$������-''�����!� �"����"��$ (Guthrie, 1979) ���'����
��'���������#���#�������!�$�!
 ���� ��	������������� ������� �!��&� ����&�$����$����
�
��!
�%(��G� HG#��������#������%"�����G��
��������$��� �#�����!�����$�!
 (Cole and Cox, 1981)  &�%���
��������$3�5�!���������/"��
 Reye�s Syndrome /���$3�'����������� %�$ �� ���$/!��*�$�������
�H""0����"� ��� �$3�'�� �
��!����
�� 2-3 !�� HG#�5�!����.���!����)�/��#���$�G��
����I�
�5"��
%"��'��	$���� ��5�+�"�! ��*���%(�������$�������� � � ��5�+��.��!"����'G�� $������ )$

/!����.�5�+'����%������
�5�
��$�G��
����������C ��5�+��#	$���� /!��,�#������	$���� ��5�+����
 ��������
 ��
- �5� �&�%��� ���0)�� ���$5��4-0 ��!0  ��!�����&����������	H�0����� �!�,G�
)���������#	$���� (�������0 �9������-�, 2540;  -��((� ������� �"�/C� 2540; Jackson and 
Groopman, 1999) Suttajit �"� Pichitpaja (1983) 5�!����6"����H���������C 0.30 5�5���  ����,
�������3������ ��!0�$"��	$� '������$"����%��5�!����6"����H�� ����, ��*�����������
	� ����!����	$���*"�&��%���!����������'��(*�$�����"���',G���
	$� �"�5�!����6"����H��'�	�

��
�����	H�0 DNA-dependent RNA polymerase ��� ���/���%0 RNA �"���� ���/���%0)�������
������
 (Smitasiri, 1983)  �!���	��5�!�����#�	��	$���� ��5�+'�� $������HG� ������!� ���#���%�� 
)"%��'���"���
����# -$ �� -���������H��*�� ��%
������� �-''�����!��� ��%"���'�$ ���/�����'
����*�� ��%"��	�����&�"�� 
����!)���� �������$�H��� )"%��'�� ��'��
��
��1-5 !�� (�!��$� �����'!���� 
�"�/C�, 2538) 
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  ��5�+��6"����H�� B1 ��.� ��5�+��6"����H����#��/!����.�5�+ ����# -$5�
�����,�#! �"���"3$4�(5�� (Gowda et al., 2004) ���#� ��5�+����	������%���&��%�/��"� ��!0	$����
 ��5�+  ��*"�%�������"�HG���������
���F(%� /!����.�5�+�����6"����H����������C�5�
�
�"3����
�3����%����$������
	$��
����-���� )$
��%��!
!�$/!����.�5�+��.� �!���5��"��� �!� %���
5�5��� %���	�)/����������)"���� )$
 FAO ��
���!�������C �� -$�����6"����H����#��-(����%�
����12����*"��*"��������+������%�� ��!0 �"���%��/� �&�%�$����������	������"������� 
��������	�
�&�%�$��������������!� �4��C -� I�����# 98 (5.�. 2529) ���#������<�� ��
����12�� ��� 4 �&�%�$�%��� ��5�+��6"����H������12������%��	������ 20 	�)/����������%�� 
1 ��)"���� (��-C��� !��0�-	�, 2542) 
 
Table 2. Regulation of aflatoxin contaminated in foods and feedstuffs. 

Country Products Levels must not exceed (ppb) 
Foods 20 
Milk 0.5 
Powdered milk 1 

USA 

Feeds 20-25 
All food 10 Japan 
Peanut for feedstuffs 1000 

Malaysia foods 35 
Foods and Foodstuffs 20 Philippine  
Feeds 200 

Italy Peanut 50 
Israel  All food 20 
France Feeds 700 
Denmark Peanut 5-10 
Canada Peanut  15 
Brazil Pea garbage  50 
Belgium  Feeds 40 
Netherlands Foods and Feeds 5 
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Table 2. Regulation of aflatoxin contaminated in foods and feedstuffs (cont.). 
Country Products Levels must not exceed (ppb) 

China Corn and product 20 
 Rice 10 
 Pea 5 
 Infant food 0 
Thailand Foods 20 
��#��: ���/!�/-�/-C��5��%�� ��!0 (2543) 

5. 4^��=%���F�;9
$��	��	��	-./8�N9	���O.�7�������	 

 5.1 ��.R7�������	  
 �������������$���'� ������6"����H������������������$�"������C�����6"�
���H�� ����������� �
5��4-0���������# ����, ������6"����H��	$� �����#5�������������$�'��(�
��
����%��	��'&���.�!��'���������6"����H������12���
�� �5������������ �
5��4-0	�� ������6"�
���H�� ������"����������#	��5��������'��(����%���3	��	$�%��
/!��!����%�����'��"�$��

'����6"����H�� �5������!��������'�,���&�"�
	��"�!�����6"����H���3
��/��
������%����� 
(������  �������, 2534) HG#�'�������!'%���������# ���� ����6"����H���� �-�	5��%��'��
������

���'��%!�$ ��"� 50 ���$5�!���� �-�	5� 9 ���$��#��!'	��5�����������"��5���6"�
���H������!�
��� �-�	5��-����$ (��'I�� 5�J��$�, 2543) 
���!�
��� ���� A. flavus ��#5���
������	�
 ����, ���� ��5�+��6"����H��	$������C 80 ����0�H3��0 (4��
-�4�p �"�#� -/�40 �"�
��
!�J�0 ��� �-"���!, 2524) HG#� �$/"����������G�+���� Glinsukon (1983) ��#5�!��  A. flavus  
��#�
�	$�'���%"������L ��4����������������	�
�����C 84.60 ����0�H3��0  ����, ���� ��5�+
��6"����H��	$�)$
�I5�����$ B1 �"� B2 Pitt (1989) 5�!�� A. parasiticus '�*"�� ��5�+ 
��6"����H�� B ��� G  �!� A. flavus '�*"�� ��5�+��6"����H�� B �
����$�
! �"�'�������
���
��� Criseo �"�/C� (2001) 	$��G�+�/!������������5��4-����)$
�����/��/5�H����05�!��  
A. flavus  �
5��4-0��# ���� ��5�+��6"����H����� �
5��4-0��#	�� ���� ��5�+'��%��,����$���3�����#
�������  
 5.2 8�9$��	�	  
  ������'��'��(�"� ���� ��5�+	$�������
������������*"*"����������+�����$
����L %���������*"��*"��*"���$�$�
!����������5��4-0���/���5�!��������������'��(���	�� ������6



       
      16 

"����H�� HG#���'���$'��/!��������������/0����������/�����*"��*"���"����$�"�5��4-0���
5�� (��-C��� !��0�-	�, 2540) )$
'������G�+�����%�� ���/���%05�!�������������C���	�)���'� 
��$����)� ���� asparagines, aspatate, glycine, glutamine �"� glutamate �����CH�)/� �"��"�)/ ��
�����C��#�%��� � ������'G� ����,*"����6"����H��	$� �� -$)$
5�!��H�)/� ��!
�%�������
*"����6"����H��	$�$���# -$ (Betina, 1984) �"����4��-��# &�/�(��#��!
�%������� ���� ��5�+��6"�
���H��	$�$�/��  ���� � HG#�5�!��,�������C ���� �"$"������C��� ��5�+��6"����H���3"$"�$�!
 ( -
��((� ������� �"�/C�, 2540) �"�5�!����"������
� �%"3�  ���� � /!��������� 40-160 ����������� 
'���*"
��
�����*"����6"����H�� B1 '�� A. flavus NRRL 6513 ��,�#�"� �	$� �"�������" 4 ����
������� ����-����� ���� ��5�+��6"����H�������# 1 ����������� '�
��
����� ���� ��5�+��6"�
���H�� �"����'���� Ca2+ /!�������������!�� 1 ��""�"������"���  ����,
��
����� ���� ��5�+
��6"����H��'�� A. parasiticus NRRL 2999 	$� (�������0 �9������-�, 2540) Awuah and 
Kpodo (1996) �$ �����
��
�������� A. flavus $�!
 �-�	5� Xylopia aethiopica, Monodera 

myristica, ����
 �"�5���	�
 )$
�&�����"�
��������� PDA 5�!�� �-�	5��%"���� ����,
��
��
����'��(�"���� ���� ��5�+��6"����H������%�� PDA 	$� ������#��"�
�����������%�� yeast 
extract sucrose 5�!�������� ����,�'��(�"� ������6"����H��	$� 
 5.3 4_.�..%	:��$	�������M9.���%@R��%�=� 
  ����%��)$
��#!	����������'-"�����
0%"�
L ���$�G���������
�� HG#������%"����'���
�������
������� ��*"������������'��(�"���� ���� ��5�+��� A. flavus ���� Lactobacillus sp. ��*"
������������ ���0��� A. flavus subsp. parasiticus ����%���%"! (Gourama and Bellerman, 
1995) '-"�����
0%"�
���$��#����12�����'���*"�������'��(�"���� ���� ��5�+  
Saner �"� Burroughs (1980) ��
���!�����������������������*"�&��%����*"����6"����H��"$"�
)$
5�!�������!)5$��#��/!����� ���������� Fusarium sp. �"� A. flavus �'��(��.�'&��!�������	����
���*"����6"����H��  �!� Ramakrishma �"�/C� (1996) 	$��G�+�"��+C�)/)"���"���� ����
��6"����H�����#��"�
���������!�������� Penicilium verrucosum, Fusarium sporotrichioides �"� 
Hyphopichia burtonii )$
�"�
������� A. flavus ��!�������� 3 ���$ ��#�-C%���� 20 �� ��H"�H�
  ������
'��'��(�"� ���� ��5�+	$����
�!�����#��"�
���#�-C%���� 30 �����H"�H�
  ����'��(�"���� ���� 
��6"����H������������3'� ��	�$�!
������#����
�����"-����#�"�
���!�������� Penicillium verrucosu, 
Fusarium sporotrichioides �"� H. burtonii  ����,"$�����C��6"����H��	$� 
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 5.4 �<	-8�R9��F 
 5.4.1 K�	F����89:�M>�<PF. '������G�+�5�!��/!����� �-C%������*"������
�'��(�����������%!��������3����+� Al-Yahya (1999) 	$��G�+�����&�"�
�����������%!������
��3����! �"���#/!������"��-C%��������L ��� 5�!������������&�"�
����������5�#��G��
������L ��#
/!����� 15 ����0�H3��0 ��# 4 �����H"�H�
  �"�����&�"�
'��5�#��G��
����!$��3!��#/!����� 
24 ����0�H3��0 ��# 40 �����H"�H�
  )$
����$������&�"�
 30 ����0�H3��0 �"�
��5�!���-C%������#
�%��� ������� ���� ��5�+�
����%!��� 25-35 �����H"�H�
  �"������C/!�����	���#&��!�� 
80 ����0�H3��0 (Moss, 1996) �C�5 ����'�$���$�� (2530) �G�+�����'��(�"���� ������6"����H�� 
��������� A. flavus )$
������!)5$��#��/!�������
����"3$ 18.8, 21.4 �"� 22.5 ����0�H3��0 5�!��
������ ����,�'��(�"� ������6"����H��	$� �� -$��!����# 8 �����C��6"����H����#������
 ����	$� 740, 550 �"� 500 5�5��� ���"&�$��  �!� Mahmoun �"�/C� (1992) 5�!��/!�����
 ��5��40 90 ����0�H3��0 ��.�/!����� ��5��40�#&� -$��#������ ����, ���� ��5�+��6"����H�� 
�"��'��(	$��� �-�	5� anise �"��������� �"� Garaleni (1997) 5�!���-C%������#�%��� ����
��� ���� ��5�+��6"����H����������� A. flavus ����%�� surface agar culture /�� 30 �����H"�H�
  
)$
������'� ���� ��5�+��6"����H��	$� �� -$ 0.30-0.33 	�)/����������%�� 1 ��""�"��� 
%"��'����� 15 !�� ��/�� water activity ������� 0.996 Kurtzman �"�/C� (1987) 5�!�������� �
5��4-0 
Aspergillus  ����,�'��(�"� ������6"����H��	$�����!��-C%�����!������ )$
������  
A. flavus, A. nomius �"� A. parasiticus  ����,�'��(�"� ������6"����H��	$���# 32 �����H"�H�
  
 5.5 :%:��9	  
 ��
��!"���*"������ ���� ��5�+��6"����H�����������)$
Efunyoye (1999) 
	$��G�+���� ���/���%0 ��5�+'��������HG#��
�	$�'�� �-�	5���#��3�	!�����
�
����������
	�'� � �� 
  ����%���G# � � � �/���%0  5�!� � ��5�+��6"����H����#  �� � ��G �)$
 ��� ��� 
A. parasiticus '��5�#�����G����#���
��!"��������3����+� �-�	5�����"�5�!��������'� ����
��6"����H����!��,-$�� �-�	5�	$�$��!������%���G#� ���/���%0 �"�����
���!�������� A. flavus 
 ����,�'��(�"� ���� ��5�+��6"����H��	$�����!��-C%������%!��� 11-37 �����H"�H�
  ���
�-C%������#�%��� �/�� 25-30 �����H"�H�
  ��������'� ������6"����H���� 48 ��#!)�� (������ 
 �������, 2534) 
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 5.6 -����  
 5������*"������ ���� ��5�+��6"����H��HG#�5�!��/��5������#��.���$�&��%� ��
 ��$��*"
��
������'��(������� A. flavus /�� A. niger '���!
"$5��������%���%��#&�"��&��%�	��
�%��� ��������'��(��� A. flavus (Horn and Wicklow, 1983) 

6. �.B�K��KMF89:4�̀��=��	4��456��7�������	89:�	-./8�N9	���O.� 

 ����G�+�,G�����9������&�'�$�������"� ��5�+��6"����H�� ��'������.�!�4��%(�L 
	$� 3 !�4� /�� !�4������!!��
� !�4������
��5 �"�!�4�����/�� 
 6.1 �.B��	�����.�%	 
 ���/!�/-�����&�'�$�������"���6"����H���������!!��
� �&�	$�)$
����&����'-
"�����
0�� �$� ���L / ��  ��/���� �
  
 � � 0 ��  ��/� �)�� �
H �  �"��� #�L ���&�����$ ��
/!�� ����,�����/!�/-�����&�'�$�������"� ��5�+��6"����H��%�����"�#
����)/�� ����
�����6"����H�� �&��%���.� ��5�+��#��/!����.�5�+"$"�%���	�����$/!����.�5�+��� ��!0��#�L 
 �� ��$)�����'����/�����
 Flavobacterium auranticum   ����,�&�"�
5�+��6"����H�� B1 
HG#� �!���#/�$!������� ��4���5������&�"�
 ��5�+/�����	H�0�"���#5���� 8 '���!
�%��&�"�
5�+	$�
����!����#5���� 5 (Smiley and Draughon, 2000) Ceigler (1966) 5�������������$ ����,
��"�#
���"�)/�� ������6"����H�� B1	���.� ���/����!�%��	$� ���5�!����������/�����
 
F. anranticum NRR HG#� ����,�&�"�
��6"����H������%���%"!	$� $-+C� 4�����5�J�0 (2532) 
5�!�����#��5���"�
��� Rhizopus oligosporus ��!���� A. parasiticus ��,�#!�%"��� ����,
��
����� ����
 ��5�+��6"����H��	$� Gourama �"� Bullerman (1995) ��
���!�����* � Lactobacillus sp. 
'���!
"$����'��(����)������ A. flavus 	$� El-Nezami �"�/C� (2000) 	$��G�+�/!�� ����,
������&�'�$ ��5�+��6"����H�� B1 ������� Lactobacillus rhamnosus  �
5��4-0 GG �"� �
5��4-0 
LC-705 )$
���!�4� chicken intestinal loop technique �"�����!���!�����6"����H�� B1 5�!������
��� 3  �
5��4-0  ����,�&�'�$ ��5�+��6"����H��	$� �"� L. rhamnosus  �
5��4-0 GG ��.� �

5��4-0��#����� ��4���5�����# -$ ���'����5�!����%����#*�������!����%���)$
'-"�����
0 ����,
"$�����C ��5�+��6"����H��	$� 
 6.2 �.B��	��	%<	- 
 '����������� ������6"����H��5�!����6"����H��'���� ��������� � 
�-"����	!)��"���������� ��-"����	!)��"� ����,�&�"�
��6"����H���� ��5��� -�4�p	$�$��!��
��6"����H����#����12����!��,-$����%�� ����&�"�
���G�������$�"�/!��%�������!�"����#
��
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�%���� �*��� �!���� �!�����������/����#�L ����%��$�!
 HG#������ ������ �"����!��� ����-(��� 
(2543) 	$��&�,�#�"� ��7��"�5����7������� ��-"����	!)��"���#/!��
�!/"�#� 245 ��)����� ��.��!"� 
90 ���� 5�!�� ����,"$ ��5�+��6"����H����5����7� �"�,�#!"� ��7�	$� 43.75 ����0�H3��0 
�"� 56.31 ����0�H3��0 ���"&�$��  
 ��� ��$$�!
��!�&�"�"�
  ��$)$
�����!�&�"�"�
������
0����L ���#��'�� ����6
"����H����/-C �����"�"�
����!�&�"�"�
������
0 ���� ��H�)�� ��"����"0 /"�)�6��0� ���H�� 
����H� �"�	�)H)5�5���"����� ����� -�4�p �"� ��* � ����, ��$��6"����H�� ���'��
*"*"����������+��	$�$� (�������0 �9������-�, 2540) ���	��/-��/��������-� �%���� 
���'��������������"������"��/"�H�
�/"�	�$0 5�!�����	$�$����&����5�� 
 ����%�/!������ ����&�"�
��6"����H������%��$�!
������/!��������%!���
�������
���%����'�&��%���6"����H��"$"�	�	$�������� �!� /!��5
�
����#'����/!������
����������� �� /�#! �"��G#�)$
���/!��$��	��/��
	$�*"�������&�"�
��6"����H�� B1 
������#/!� ��6"����H����#�
���'����%��'�/� ��5�$��'������#���"�'-$%"����!��#�-C%���� 
250 �����H"�H�
  (Feuell, 1966; ����)$
 �������0 �9������-�, 2540) 
 ����&��%��'��'�� �&��%��'��'��)$
����&�!��,-$����#�� ��5�+��6"����H��	�
* ����!��,-$����#����'�� ��5�+��6"����H���5�#�"$��$�� ��5�+��!��,-$�����L �%�"$"�'�
�
������$����#	������%����$������
 ( -��((� '���-5�5�+0, 2530) 
 ���$�$H�� ��.������� ����#��/-C ����������$�$H�� 	$����  ��������������
��"���)�H�"���� * �"���!��,-$����%��  ������������)/�� ������.�*"G� ��#������$�!
��5�-�
'&��!������
���'�
�
����%!���)��"�-" ��/!�� ����,�����$�$H�� ��5�+��6"����H��	!���
)/�� ����	$� ��������	�
����
������  -��"�
 ����&�	"��� �"� -����� ��#� �-" (2525) ��� ��
6�� �HG#���.� ��������H�"��������H������$%�G#���#������$�!
�������0)���")"	��0 �����"$
�����C��6"����H�����&����,�#!"� � �"��&������5���!)$
� �$��6�� � 0.30 ����0�H3��0 )$

�&�%�������&����'� ����,"$�����C��6"����H�����&����,�#!"� �'�� 76 5�5���3� ��.� 7.85 
5�5���3� �"�"$�����C��6"����H�����&������5���!'�� 25 5�5���3� �%�%�$	�	$�  
 6.3 �.B��	�	��KF� 
 ������ ���/�� ���/���%0  ���/��%"�
���$���	$�*"$��"������ ��4���5�����
�&�'�$ ��5�+��6"����H�� �!���� ����,�9������������12��'����������# ���� ��5�+ 
��6"����H��	$�$�!
 ���� )H�$�
�/"�	�$0 ���)����
 ��$���)H���  ��6���""�� )H�$�
����)H��� 
)H�$�
�	�H�"	6�0 
������"�������$ Tanaboripat (1992) �$"�����)H�$�
�/"�	�$0 ��$)5�5�)���� 
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�"����)����
�	�$���	H$0 ��#/!�������������L ����5�#�
��
������'��(�"� ���� ��5�+��6"����H�� 
��������� )$
���)H�$�
�/"�	�$0/!��������� 40, 80 �"� 120 ��""������������ ���)����
�	�$���
	H$0/!��������� 0.20, 0.50, 1.00 �"� 1.50 ����0�H3��0 �"���$)5�5�)����/!��������� 500, 1000 
�"� 1500 	�)/������������ 5�!��������)H�$�
�/"�	�$0��#/!��������� 40 �"� 80 ��""������������
 ����,
��
�����*"����6"����H��	$� �"���#/!��������� 120 ��""������������  ����,
��
�����
�'��(��� A. flavus �"����*"����6"����H�� ��$)5�5�)����/!��������� 1500 	�)/������������
 ����,
��
����� ������6"����H��	$� �"����������)����
�	�$���	H$0/!��������� 0.20 
����0�H3��0  ����,"$��� ������6"����H��	$� ������ ��
��
����!��5 ��� #��'��������
 ���/�� ���/���%0��'�����'&���$�����#��/!���"�$��
�&��%��F''-���	$�������&������/0������
�� �-�	5�������$ �/��#����� �"�5��������$�����
��
������'��(��� ��������# ���� ��5�+
��6"����H�� ���#��'��������	�
��5��%"�
���$ ��#��o�4�p����� ��!��
��"����)
��0$�����#�L 
�������	� *"����G�+�5�!���� �-�	5�%"�
���$��# ����,
��
������'��(�����������# ����
 ��5�+��6"����H���"���������#�L 	$� ���� ����!, ������
�, ���, �&����'������	/��, ��"3$)�q

��r�, ����8�%��, oregano, %�!������
�, ���������
�, ���%�� �"�	��0 ����� ��4���5�����
��
��
�������"-�� Aspergillus 	$���� A. niger, A.  flavus �"� A. ochraceus )$
 ����,
��
������'��(���
� ���
 �"���.�5�+��� ���0������ ���'���� ����,
��
�������� �
5��4-0��#� 	$���� Fusarium 

oxysporium, Penicillium sp. 	$� ($-+C� 4����5�J�0 �"�/C�, 2532; Gangrade et. al., 1991; Yine and 
Cheng , 1998; and Paster et. al., 1995) Montes-Belmont �"� Carvajal (1998) 	$��&�����G�+�*"���
�&����%�����%
'��5�� 11 ���$ �������'��(��� A. flavus ����"3$���!)5$ 5� �!�������
����&����%�����%
 8 ���$ /���&����%�����%
�������
, �������0����0, )%��5�, origanum, 
epazote, ���5"� �"�	��0  ����,
��
������'��(�������������"3$���!)5$	$� Suzuki �"�/C� 
(1973) ��
���!�� ���!�� ����
 5���%�� ���
���!��/-C �����"$/!����.�5�+�����6"����
H�� B1 B2, G1 �"� G2 ��� Aspergillus sp. 	$� �&��������
 �"��&�������5"� ��#/!�������������L 
 ����,
��
������'��(�"����*"����6"����H�� B1 ������� A. flavus 	$� (Patkar et.al.,1993; 
Sinha et.al., 1993) Mahmoud (1994) 	$��G�+�*"��� ���������&����%�����%
 20 ���$���
����'��(�"����*"����6"����H�� 5��&����%�����%
 5 ���$ 	$���� geraniol, nerol, 
citronellol �"� cinnamaldehyde HG#� ����,
��
������'��(�"���� ������6"����H��	$���#/!��
��������#&� -$ 500 5�5���3� 
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7. -��
:�P9��F 

 5�������" ��'�$��.�5�����+<��'��# &�/�(������$%�G#����������	�
 ����,�"��
	$���#!�-���/��������� '�$��.�	��5-�����$�"3� %���	��������$�"3��������" Citrus !��0 Rutaceae 
'���  Citrus ������!�� 1,000  ���� 0 ����)����'�
�
����#!)"� (Roy, 1996)  ����.�*"	����#��
����)�/ 
���#��'����.�*"	��� ����
! %���%!�����������$ �"�������/"�H�
� )��� �H�
� !�������� �"�
!������H� �����.�5���+ HG#��� �!��%"�����/����"��������.�!��,-$�����������
��&����%�����%
	$�
��.��
���$����'������� �!����"�$���35�!�����&����%�����%
 )$
'� �����	$���$���#��&�*�!���*" 
%������G�	� ���� ��$$'��%3���.�'-$�"3�L HG#�'-$�%"�����/��������#��3��&����%�����%
 (oil gland) 
  ��'�$��.�*"	�����$ hesperidium �'��(��'�� superior ovary �������"��+C�
 �C<��!��
����*" ��������$�!
 3  �!� /��  �!�*�!��� -$���*" �����
�!����� epicarp 
������$�!
 �!���#��.� ������"��� �� %������
�!����� flavedo ������$�!
�H""0'&��!����HG#���
/��0)�����
$0��.���/0������*����H""0$����������H""0������$�!
/�!��� (cutin) �"���*G� 
(wax) ��.��/��#���9�������� �(� �
�&����*" �� �"� ����,5������&����	$������ flavedo HG#���.�
)/��������#������$���*�! ����
��������$�!
�&���� HG#�������������� �
5��4-0��� ��,�$����.�
��� mesocarp %��� albedo ��.������#�
��,�$'�� epicarp ��.������� ���!/"��
6���&�������$�!
 ��
5!��5/��� �"������H""�)" '&��!�����"� �!��� -$���*" ����.� �!���#���������	$� %��� 
endocarp HG#�������$�!
�"�� ��'&��!������
���"��������$�!
��"3$�"3����
�"���3�	�$�!

,-��&� ��'&��!������#���#����$������*����"�� �� 

 

 
 
Figure 4. Structure of citrus fruit. 
��#��      :  Roy (1996) 
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 7.1 ��.R7����F���-���4:��LE�% 
 7.1.1 ��Fa� (pomelo) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus maxima Merr ��.�	��*"
����� �� 
5-10 ���� �����#����� ���HG#������"�%����"3�L ������������
��
���$�#
!���
� "����� *"
��.��������"� ���5��4-0�����!��'-� ���G����%���*�!*" *"������ ����
!���#����'�$��"�#
���.� �
���
!���%"���*�!���*"	�����
� *�!���*"���&����%�����%
 ������&�	�������)
��0 �!����
��"���*" ���! ����,���#����.���%��%!�� ����*"�����������.�*"	��	$� 

 7.1.2 ��Fa��M� (Shogun) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus reticulate cv Shogun ��.�
 �����
!%!����#	$�'�����* �5��4-0��%!��� �����
!%!��4���$���� ��'��5��4-0�����'��H�!�,� 
 ��)��-���"��+C���#5���+/����� %!������ 	������� �"�#�%��/"��
 ��'�� *" ��������"���9�
�"3����
  �!� ��'� ���!�� �!��!��� *" �����$�"�� �������C 5.9 �H������� �"��!��� 6.8 
�H�������  �!�*"��#�����$)�'� �������C 6.5 �H������� �!��� 7.5 �H������� $����"�
*"
�����.��������L <��*" �!��%(���� *�!*"���
� ���-���&�������$,�#��3�*�!*" *�!*"���'�$�� ����
!
���%"��� ��"������ (��
� �I"���"�#�, 2541) 

 7.1.3 ��F���� (acidless orange) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus paradisi ��.�	��5-��

��������$�"����� ��#����� ������ ������.��������� ��$���$�#
!%���$����� *"��.�*"
�$�#
!�"� *"I#&��&����#��'����,-��&�'&��!���� �������� ��%"����!"��.��"�� ��"������������
�&����%�����%
 ���#� -�*�!��"�����"�#
���.� ��%"��������
!���������)
��0���'��
�����������.�*"	���"�!
���� ��5/-C��.�
� )$
��"������"�!���!�
� '-�� �
$�������� (!��$� 
�o+C5��40, 2539) 

 7.1.4 F:�PR (kaffir lime, leech lime) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus hystrix DC. ��.�
	��*"
��������$�"3�,G��"�� �� 10-15 ���� "&���� �������&���" ��"���/�������I#&��&���%���
�%"�
�!���"&�����"���#����� "��+C����5-�� ���$�#
!/�$����"�� $�� ����C0�5� *"
/��������"���.�*"�$�#
! *�!��"��������-�����.�/"�#� ����!C*�!�������&�������'�
�
����#!	��"�
��'-���#��!�"����*" *"������ ����
!��� ���#�*" -�'���"�#
���.� ��%"������$*"�������*"����!
%����%(��!���"3����
 ��
��*"����"3$'&��!���� �����)
��0���$�����%����
��������-������"�#�
/�!��%��  �!��&������$��!
,�����%�����#��&��������$���"�#�$�!
	��&�'��%��&����%��
���%
�������C 1.29 ����0�H3��0  &�%���*�!�����$ 6-7 ����0�H3��0 HG#��&����%�����%
'�������$
'�����$ H����� !������H� �"���$������
0���$��#�L ���$��� �-�	5���/-C ��������	� �'3�/� ���
5�+8���
�� ����!$���� (��
� �I"���"�#�, 2541) ���'�������$��.� �-�	5���#�����.�
��5�
0
�*�)���C�"�!�F''-���
����
�������-� �%���� ���"��/��#�� &����)$
�I5����$�������&��-�*�
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�"�%������+� ���'���������$
���� ����#��o�4�p�����!��5�����
��
���� �"���/�����
	$�%"�

���$ �F''-���/!��������������$����"�$���������"���������������!)��� ���G� '�����
�$"��*"*"����%��!
�������-� �%���� �%�!��
�"�
��/)�)"
�5��'����"��4��-��5�!��
�����$ 1 ���	$��&������$ 80 ��)"���� *�!�����$ 300 ��)"���� ���������$ 604 ��)"���� �"���"3$
�����$ 16 ��)"���� HG#��&��%�	$�*"*"����.������$*� 13.50 ��)"���� �&����%�����%
�����$ 
6 "��� *�!��"��������$*� 160 ��)"���� ���������$���%�� 240 ��)"���� ��"3$�����$�$
��
 12 
��)"���� (Chaisawadi et al., 2005) 

 7.1.5 F:�	� (lime) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus aurantifolia Swingle ��.�	��
�����
���$�"3� ���5-�� ��%��������� ������ �� $���"3��� ���!���%"����"�#�%������L ��*"�"�
��"���������
��"����&����%�����%
 ��o�4�p���"� ���������$�����69�	$� )$
��#!	�����!��.�
�/��#����������.� �!��������"���-������ ��%�� ���'������ ��5/-C���
� ����'3�/� 
���H���$3� ���5�+8���
�� ���+���$�*"������� ���+���"��� (Sotheeswaran and Doyle, 1998) 

 7.1.6 ��F�M� (neck orange) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus reticulate Blanco ��.� ��
��#���������"� ���%�!'���.����9��
�#��G�	�/"��
'-�'G����
����!��  ��'-� *"�� ����
! �"�#�%�� 
"��+C�)��!�� �����
!%!�� ��"���%���������&����%�����%
 � ����%!��������
! ���"�#�
%�� (����� � � -�, 2543) 

 7.1.7 ��F��dR (round kumquat) ����#�!��
��� ��0/�� Citrus japonica Thunb ��.�	��5-��
���$�"�����������.�5-������ �����	�� �� ����
! $��.���� $���$�#
!����������!������.��"-��
�� ���! ��$*"$� *"�"��%���� ����#!	���������$�"3� �������&����%�����%
�"3�L �
�����*" 
*" -��� ��%"��� ����������������!	$����#��'����� ����
!/"��
����! �� ��5/-C���
� ���
	����� �%� ������'3�/� (!��$� �o+C5��40, 2539) 

8. �.B��	8%�89:��=R���	F=���F:��%�	�-��
:�P9��F 

 �&����%�����%
��.� ��������
0��#5�� �����G� ������"�#�%�� ���%
���
)$
5��
'����H""05���+����%������ �5�#� �����"������3��&����%�����%
 HG#�'��%3������&����	$���$��
 �!�������"���"���*"���5��'&�5!� �� �&����%�����%
5�	$���� �!�����L ���5��	$���� 
��� "&���� �� $�� *" ��"3$ )$
��/-C �������������%
	$���3!���#�	$����/!������'����%

��������L �&��%����5�����"�#����!"	���#! ����"�#���!
$G�$�$�%���"�����!
* ��� � ���+�
/!���-������%����5�����L ( -����0!$� '�!�'��$�, 2545) �������
��&����%�����%
 �"� �� ��$��
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5�����"����$'���������G���������/!�����������/0������ ����&�	�������)
��0 �"�/!��
�%��� �����&����%�����%
��5�� HG#���%"�
!�4�$���� 
 8.1 �	�9=�� (distillation) 

��.�����"�#�)$
�&���� ��������
0 �"��&������$�!
��� )$
 ����#�"�#�$�!
!�4���
����	���!���.������$�
!�������&� ��� ��������
0�"��&�'��"�#��������#�-C%�����#&��!��'-$�$��$
�������%"!��� �� ����"�#�$�!
	��&������)
��0������
� ����#���%
���
 �"�	��"�"�
�&�
���'�� ����#��.�	�	$����
 �������
�*"����CD04��������
���5!��&����%�����%
'���� $�� 
*" ��"3$ ������5�� �-$�/��#���"�#�������$�!
 3  �!�/�� 1) �!$���!����"���� &�%������2) 
�/��#��/!����� 3) ��!$��'���&����%�����%
 HG#����C��"�#��&����%�����%
'�,��5���������
	��&�����HG#����#�*��������/��#��/!�����'���������/!���
3��3'��"�#���!��.�����%"!��"���
���/��#��$��'���&����%�����%
 HG#��&����%�����%
��#	$�����!���&�'G�"�
�
���!�
������� ���
�"�#���%"�
!�4� 	$���� 
 8.1.1  �	�9=��R��%E����	 (steamdistillation) 

 �&���!�
���5��� �"���������"�!*���	��&�"�	�����!�
����5�#��%�	$��&����%��
���%
�"��&����%�����%
�����/!�����"�������������� 5����#�&����"�#�$�!
!�4�����.�5��
 $��#�&����%�����%
,���&�"�
	$����
$�!
/!������ !�4��������.�!�4������#����� ��4���5	$��&����
�����C����������� �!�����/��#�������� (/� ���0 %-���5�
0, 2545) 

 8.1.2  �	�9=��aR%������	 (hydrodistillation) 
 !�4����&�)$
�&���� �!����5����#��������"�#����������&�  �!����	��&��"�
�&����%�����%
'����%
�G���/!��������/��#��/!����� (condenser) �"�!"����������
������ 5����#�&����"�#�$�!
!�4��� �������&������#	��,���&�"�
$�!
/!������	$���� �&���� � �&����
�
/�"����  ��.���� ( �������0 � �!��0, 2534) 

8.1.3  �	�9=��aR%������	89:E����	 (water and steamdistillation) 
 !�4����&���!�
���5�����%�/!�����$�!
�&�������� �"�!*���	��&�"�	���
��!�
���5���5� #��%��&����%�����%
���%
�����5�������	��&��"�!/!�����"��������
������ 5����#�&����"�#�$�!
!�4�����'��.�5���%��%��� $�3	$� �%��� �����&������#,���&�"�
$�!

/!������'��������)$
��� ���� ��"�������
  
 '������"�#���� ��!�4�'����&����%�����%
�"��&�/!�����"����������
������ HG#� �!��%(��&����'�����!���&��"�"�
�G��%����&�  ����,�
��&���������	$� �!��&�
HG#��
������"��� ����"�#���.�!�4���#��
��������
����5��%"�
���#��'�� ����, ��$5��	$�/���"����L 
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���%
�$�&�	$�	��
�� �"� �(� �
�&�����5�
��"3����
 ( -����0!$� '�!�'��$�, 2545) ������5"�����
���������&��&��%��"�
��.�	��&��5�#����������!�����"�#� �"�/!������'��	��&���'�&��%�
 ����# ��$	$������! "�
��!	$� 
 8.2 �	��=RaR%���
=���	9:9	% (solvent extraction) 
 �����!�&�"�"�
������
0��#�� ��������%
	$� ���� ��)��"�
�������0 ���H�� ��H�)�� ��
��H� ��4�"��H���� �"�������" ��.���� )$
�I5����)���"�
�������0��
������.���!�&�"�"�
��
�-� �%��������&��&�%�����#��'����/�,�� �"���'-$�$��$�#&� 'G��&�'�$	$����
 !�4���'����,��%���
���$�%(���"��+C�/"��
�5��0)/�"����0 (percolator) ��
����������!��H������%"�
L ������'-
��!�
���5���"���!�&�"�"�
�"�!�&���!�&�"�"�
'�����%������"�#��5�#��
��&����%�����%

����� ���'�����3����� ��$���������#��)$
����/��#����� ��$������#�� (soxhlet apparatus) HG#�!�4�
���%��� &�%������ ��$�&������#�������C���
 %��� ��$�&���������5����#�%"��'�������� ���$�
������ ��$ ��$�!
 ���/�����#��'����!�&�"�"�
����L ���� ������" ���4���" ��H�)�� ��/�
,�� ��'-$�$��$�#&�'G��&�'�$���	$����
 ���� �
���������!�4���� ��$$�!
 ���/��$���� 
 �. �����!�&�"�"�
�������C����5�#�'��%�	$���!,��"�"�
������������C��� 
 �. ����!"��������� ��$���#��'����!�&�"�"�
��#��.�����%"!'�*�������	���
)/�� ������# ��3�������5���&��%�"�"�
�����	$���� 
 /. ��� ��4���5����� ��$)$
�!��#&� 
 �. �����!�&�"�"�
��#��/�����"�"�
 �� �5�#���#'��&����"�"�
�����!,��"�"�
��#�
��
��
��)/�� ���������3� %�����-��/������%������# -$ ��*"�&��%���!�&�"�"�
�%"����/����
��
��*"����CD0�������C��� 
 '. /!�� ����,������"���"�"�
�����!�&�"�"�
�#&��&��%���C���#����!,��"�"�
��# 
��/-C �������"��/�
������#�
����)/�� ���������3�%�����-��/���,��"�"�
�����$�!
 ��*"�&��%�
	$� �������!��#	��������� �"�'&���.������5�#����������*"���5�#��&�'�$ ����#	����������� HG#���.�
 ��%�- &�/�(��#�&��%�����-� ���G� 
 �. 	����.�������� �#��!$"��� �"� �#�����!�����#��'����!�&�"�"�
��#	������! HG#�)$

 �!��%(������� ��������	�)$�/��0�����.�%"�� ���#��'����.� ����#���%
���
�"�	!	6 HG#�
 ����,����%����$������
���������
 �"����5
0 ��	$� ( ��' �'���55��4-0��� �"������
0 ���+�
 ����!����0, 2546; �������0 � �!��0, 2534) 
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 8.3 �	��=RR��%E7F=� (enfleurage) 
 ��� ��$$�!
	������.�!�4���� ��$���$���$�� ��.�!�4��� #��� ��$�&����%��
���%
��#�������C���
L ���"��$��	��)$
��� ��$����&����%���	���� ���� �&����%����� -�4�p
� ���������#�-C%�����#&�L �&����%��'���3� �"�!�&��"��$��	��	�!����	���� ��3�����#�
3� 
�&����%�����%
'�,��$�$H���"�#�$�!
�&����%�� ���#�$��	��%�$�"�#�'���"�#
��"��$��	�� HG#�
���"�/���'�����!"������C 7 !�� '����� ��$�&����%�����%
'��	����$�!
��"����"0 
(�������0 � �!��0, 2534) 
 8.4 �	��� (expression) 
 ��.�!�4��������
��&����%�����%
 )$
	�����/!������������������%�����.�
!�4�����&��%��H""0�� #���&���������� �"�!�&����'������	$���� HG #���!�4������ #����������
���	�$���� 
 8.5 �.B��	���N�����	 (sponge process) 

��.�!�4���� ��$�������� )$
��#!	�������*" �� ����! )$
����&�*"��*��H�����
�!�� /!������������  �!������"����&���*����.� 3 �I� "����&��%� ���$�"�!�$���/��#�������#��
"��+C�/"��
�����#����"�!
��2� HG#���	����3� ���*�� �����5����$�
��$���%�G#� ����"���*��	��'��-
$�!
6���&� HG#���.� �!���#!����"��� �� ���#��$����&����'�,��H��$�!
6���&� �"�	%""���
�������#������ (�������0 � �!��0, 2534) 
 8.6 �	�9=����	9	% (destructive distillation) 

��.�!�4�����"�#�)$
���/!������ �����	���%����������	� '�	$� �!���� ����#
���%
������"� �!���#�%"�����'��%��
!L %����"�
��.�,��� !�4�����"�#�������������������	��
%�����H�����5��  &�%��� ����#���%
�����'��
���.� �����/�� ����&� ������$�!
������"���
��$	5)�"����
  �"��������%"!�%��
!L ������$�!
�&����%�����%
������0�������	�� 
�����C 10 ����0�H3��0 (�������0 � �!��0, 2534) 

9. 4:�.�B.<	-7�����	F=���F:��%89:�	��=R�	�-��
:�P9��F
$��	%=�%=�������	 

 �&����%�����%
 /��  ����������#���"�#�%�� ���%
���
 ��.�����%"!� 	���� � 
%����� ��%"������� ��.� ���-��
������#	$�'�� �!�����L ���5�� ���� $�� �� �"���"�
� *" ��"3$ 
���� �"���"���	�� "&���� ��� �"��%��� ��.���� �&����%�����%
"�"�
	$�����"����"0 	���� 
�"��&���� ���	��"�"�
���&� (!���
� /C����+0, 2546) 
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 9.1  ��K@4:����	��KF�7�����	F=���F:��% 
 �&����%�����%
������$�!
 �!�����������/����# "��H��H��� ����,����
�&����%�����%
������$�����/0�������%(�L $���� (!��!� ��0 ����!"	�
, 2547) 
 9.1.1 Hydrocarbon volatile oils 	$���� �&����%�����%
��#�� hydrocarbon ��.�
��/0������%"�� ��!�
������ ����#'�$��.� hydrocarbon monocyclic terpene 	$���� limonene HG#�
5����&����%�����%
'������0  �� ���!�� �"��&���� � �"� p-cymene HG#�5�	$����&����
"��*���� ����
 ���'����5!� bicyclic monoterpene ���� pinene HG#�5�	$����&����
�/�"����  
�&����$�� �� �"��&����"��*���� 
  9.1.2 Alcohol volatile oils 	$���� �&����%�����%
��#�� alcohol ��.���/0������
%"�� ��# &�/�(	$���� �&��������0 �&����"��*���� *"���!�� $�� �� �"��&���� � ��!�
�����#5����

	$���� geraniol �"� citronellol HG#���.� acyclic alcohol  �!� menthol �"� terpineol ��.� monocyclic 
alcohol ��.���� 
  9.1.3 Aldehyde volatile oils 	$���� �&����%�����%
��#�� aldehyde ��.�
��/0������%"�� �&����%�����%
��#'�$�
�����"-����	$���� �&��������
 �&����'������! �"�
��	/��%�� ��!�
������ aldehyde ��#5����
 ���� geranial, neral �"� citronellal 
  9.1.4 Ketone volatile oils �� ��5!� ketone ��.���/0������%"�� ��!�
������ 
ketone ��#5�	$����
	$���� menthone, carvone, pipertione �"� pulegone HG#���.� monocyclic 
terpene ketone ���'����
��5� fenchone �"� thujone HG#���.� bicyclic ketones �&����%�����%

��# &�/�(���"-����	$���� ������ �"�����0 
  9.1.5 Phenol volatile oils �� ��'&�5!� phenol ��.���/0������%"�� phenol ��#
5�	$���� eugenol, thymol, carvacrol ��.���� �&����%�����%
�"-����	$���� �&�������5"�, thyme 
oil, creosote pine tar �"� juniper tar 
  9.1.6 Phenolic ester volatile oils �� ��'&�5!� phenolic ether ��.���/0������
%"�� ��!�
�������&����%�����%
���"-���� 	$���� �&����)�q
��r� 
  9.1.7 Oxide volatile oils �� ��'&�5!� oxide ��.���/0������%"�� ��!�
������
 �� oxide ��#5����&����%�����%
 	$���� cineol HG#�5����&����
�/�"����  
  9.1.8 Ester volatile oils �� ��'&�5!� ester ��.���/0������%"�� ��!�
������ 
ester ��#5����&����%�����%
 	$���� allyl isothiocyanate 5����&������ ��$ 
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9.1 ��K@4:������-������	F=���F:��%�	�-��
:�P9��F 
 �&����%�����%
'��5��������$�!
 ���/��%"�
L �"-���!�������!��/���%0%�
 �!�����������&����%�����%
��
���� gas chromatography Mass spectrometry (GC-MS), 
high performance liguid chromatography (HPLC) �"� nuclear magnetic resonance (NMR) 
 ��������%"��/��	�)$�/��0��� (hydrocarbon)  �����������H�'���� (oxygenated 
compound) �"� ��������5!�H�"�6��0HG#�5���5��������$��������"�#��"�� ����&����%��
���%
 �!��%(����$��'�� �����������H�'���� �&����%�����%
'��5�������" ��5�	$����
�� �!���� flavedo oil gland �"� albedo (Caccioni et al., 1998) '�$��.�	����������	����#���! 
�"�	��� ,�
� �� �!�* ���� ����#���%
���
�"��� ��������5!� monoterpene hydrocarbon 
��.� �!��%(� HG#�,���&�"�
	$����
$�!
� � /!������ ������H��$��� (oxidation) �"�	��$���� 
(hydration) ���'����
���� ����-5��40���"-�� flavonoids /�� hesperidine, narirunin, naringin, 
diosmin �"� eriocitrin HG#���/-C �������.� ���������H��$��� (Del-Rio et  al., 2004)  
 )/�� ������� ����������#5���5�������" �� �!��%(���.� �����������"-��
����0��� (terpenes) $��� $��� Table 3. HG#��� ���)/�� ��������/����.�(C5H8)n ���5�	$��������� 
diterpenes (C20) triterpenes (C30) �"� sesquiterpene (C15) ���#��!���!������H��'�'�	$� ��������
�������� terpenoids ���'����
���� ��5!���#�%��"�#��  ���� ��"$�	�$0 �"��� ����0 ��.����  

 
Table 3. Common terpenes found in essential oils. 

Monoterpenes Susquiterpene 
Camphene Bisabolene 
Careen Cadinene 
Cymene Cedrene 
Limonene Caryophyllene 
Dipentene Copaene 
Myrcene Chamazulene 
Ocimene Farnesene 
Sabinene Germacrene D 
Terpinene Selinene 
Phellandrene Terpinolene 

��#�� : Tisserand �"� Balacs (1995) 
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 '����
������ Dugo �"�/C� (1993) 5�!����/0����������&����%�����%
'�� 
Italian bitter orange �������C��� monoterpene hydrocarbon ��%!��� 97.30-97.80 ����0�H3��0 
susquiterpene hydrocarbon �����C 0.20 ����0�H3��0  �������� oxygenated ��%!��� 1.80-2.20 
����0�H3��0  �������� carbonyl 0.35-0.63 ����0�H3��0 �"� alcohol �����C 0.35-0.63 ����0�H3��0 )$

��/0��������#5��
����# -$/�� limonene �������C 93 ����0�H3��0 ���"���/�� myrcene, β-pinene 
�"� γ -pinene ����� Blanco �"�/C� (1995) 5�!����/0����������/������&����%�����%
'��*�!��"��� 
�"������ colombian lemon (C. volkameriana), mandarin (C. reticulate Blanco) �"� orange ( C. senesis 
Osbeck) �� limonene ��.���/0������%"���
����%!��� 77.27-79.36 ����0�H3��0, 83.45-84.29 ����0�H3��0 
�"� 91.03-92.57 ����0�H3��0 ����&����%�����%
'�� colombian lemon, mandarin �"� orange 
���"&�$��  &�%����&����%�����%
'����5�!���� monoterpene ��� colombian lemon, mandarin �"� 
orange �5�
� 65.26, 31.23 �"� 79.43 ����0�H3��0 ���"&�$�� )$
5�!���� citronellal, linalool �"� 
citrol �
�� ��  �!��&����%�����%
��#	$�'������"�#�$�!
	��&�'�� Citrus tangerine ��'��%!�$����� 
������'�� 5� �����������%�$ 22 ���$ )$
 �������� �!��%(���.�����0����"��� ��������
5!� aromatic �"� aliphatic �"3����
 (Dongyan et al., 1998)  Roberto �"� Biondi (1993) �G�+���/0������
����&����%�����%
��� �
5��4-0 ��* ���%!��� grapefruit ��� clementine 5�����/0�������!� 
58 ���$)$
�� limonene ��.���/0������%"��  �!��&����%�����%
'��*�!��"����"������ �� 
Citrus reticulate Blanco '&��!� 41  �
5��4-0 5� ����# &�/�(��*�!��"��� �� 2 ���$ /�� limonene 
�"� limonene/γ-terpinene ����5� �� &�/�( 3 ���$/�� sabinene/linalool, linalool/γ-terpinene 
�"� methyl N-methylanthranilate (Lota et al., 2000) Gonzalez �"�/C� (2002) �G�+� �!����������
�&����%�����%
'�� �!� pericarp ���5�������" �� 4 ���$/�� Citrus paradisi, Citrus limon, 
Citrus grandis �"� Citrus reticulate HG#���3�����!��$����-"�/�,G�4��!�/� ��# San Joaquin de 
Navay ��< Tachira �������!��H���"��5���/0������%"��/�� limonene 
��!�� Citrus grandis HG#�
��/0������%"��/�� linalool Guelay �"� Ismail (2003) �G�+���/0����������&����%�����%

'�� Turkish bitter orange (Citrus auratium L.) ��#�"���� antalya �"� marmaris ����-���$�!
!�4� GC �"� 
GC-MS 5�!����/0����������&����%�����%
��#�"������� 2 5����#��/!��/"��
/"G���� ���'��������C
���������� )$
5����#�"����# marmaris '��������C��� susquiterpene, alcohol �"� carbonyl compound 
 ���!������������C ester ���
�!�� ��/0������%"����#5����&����%�����%
 bitter orange /�� limonene 
(93.68-94.32 ����0�H3��0) ��/0��������#5����"���/�� myrcene (1.73-1.86 ����0�H3��0), beta-pinene 
(0.40-0.57 ����0�H3��0), linalyl acetate (1.17-1.32 ����0�H3��0), linalool (0.33-0.46 ����0�H3��0) �"� decanal 
(0.16-0.22 ����0�H3��0) ���#�����
����
������/0����������&����%�����%
'�� Turkish bitter orange ��� 
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Italian �"� spainish oil 5�!����/0��������� Turkish bitter orange '��� linalyl acetate, linalool 
�"� dodecanol ����!���� Italian �"� Spanish oil �"�5�!������/0������������$��#5��� Italian 
�"� Spanish oil �"�5�!������/0������������$��#5��� Italian �"� Spanish oil ���	��5��� 
Turkish bitter orange Selli �"�/C� (2004) 5�!�� ���������� Citrus sinensis HG#���.� ��5��4-0
5�����������������-����� �� &�/�( 34 ���$ )$
���� ����0 7 ���$ ��"$�	�$0 2 ���$��"����"0 
 5 ���$ ����0��� 5 ���$ ����0����
$0 12 ���$ �"�/�)�� 3 ���$ HG#� �������� &�/�(L /�� linalool, 
limonene, β-phellandrene, terpinene-4-ol �"� ethyl-3-hydroxy hexanoate Selvaraj �"�/C� (2004) 
�G�+� ������������&����%�����%
'��*�!��"�������! Citrus aurantifolia swingle ��#��*�!
��"��� ����
!����"� ��%"���5�!�� ��������'�	��������������������C��� �����������&����
%�����%
'������!��#��*�!��"��� ��%"���'�"$"���������C��� ��������%"���
��� limonene,  
β-pinene �"� γ-terpinene ��"��/�
�������&����%�����%
��# ��$'������!/!�
)$
!�4�����"�#�$�!
	��&�
�"���� ��$$�!
��!�&�"�"�
����H�5�����/0��������� limonene 2.88 �"� 5.77 ��""��������"��� 
���"&�$�� )$
 �!��%(��&����%�����%
������$�!
 �������� monoterpene 	$���� terpinen-4-ol, 
sabinene, myrcene, pinene �"� (Kamkuan et al., 2005)  �!� Sharma �"� Tripathi (2008) �G�+�
 �!�����������&����%�����%
��� Citrus sinensis (L.) 5� �����������%�$ 10 ���$� $��� 
Table 4. )$
�� limonene (84.4 ����0�H3��0) ��.���/0������%"��  

Table 4. Components of Citrus sinensis (L.) Osbeck epicarp essential oil.  
Components % 
α- pinene 
β- pinene 
myrcene 
limonene 
linalool 
citral 

α- terpineol 
terpinolene 
citronellal 
geraniol 

0.9 
0.6 
4.1 
84.2 
4.4 
0.5 
0.8 
1.3 
1.9 
1.3 

��#�� : Sharma �"� Tripathi (2008) 
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  ���������&����%�����%
��5�����"����$�G�����F''�
������������ o$���" �"�
���������� $�� 69� ����� HG#��F''�
�%"���� ��*"��� �!���������5�����"����$ (Lanciotti et al., 2004) 
�����$�
!���5�������" ��'��� ����������#��/!��%"��%"�
�������������	�)$
��/0���������
�/������&����%�����%
�G��
�����"��+C����5��4-����  �#��!$"����"����$��"���+� �"�
��5�!��
�&����%�����%
��#��'����� �!����5����#��������������/0��������#������� (Lota et al., 2000) 

9.2 �.��F�	%=�%=�������	7���	��=R 89:���	F=���F:��%�	�-��
:�P9��F 
 ���#��'���&����%�����%
'��5�������" ������/0��������� ���/��%"�
L 
�"-��HG#��� �����������
��
�� '-"�����
0 �"��&�"�
*����H""0'-"�����
0 (Knobloch et al., 1988 ����
)$
 Cox et al., 2000) �"�5�!�� �����������H�'������.� ����#�� ����������
��
��������	$�
�
�������� ��4���5 �� (Lanciotti et al., 2004) HG#�����
���!�� 60 ����0�H3��0����&����%�����%

 ����,
��
��������  ��������������$'���&����%�����%
'��5�������" ������� ��4���5
�����
��
��������	$�$� (Caccioni et al., 1998) HG#�5�������&� �� ��$�"��&����%�����%
��
�$"�����
��
���������"-������L ���� Caccioni �"�/C� (1998) �G�+��&����%�����%
'��5��
�����" �� 6 ���$ /�� Citrus sinensis cvv. �washington navel�, �Sangvinello�, �Tarocco�, 
�Moro�, �Valencia late�, �"� �Ovale�), bitter (sour) orange (Citrus aurantium), mandarin (Citrus 

deliciosa cv �Avana�), grapefruit (Citrus paradise cvv. �Marsh seedless� �"� �Red Blush�), 
Citrange (Citrus sinensis × Poncirus trifoliate cvv. �Carrizo� �"� �Troyer�) �"� lemon (Citrus limon 
cv �Femminello�) ����������)���� Penicillium digitatum �"� Penicillium italicum HG#���.�������
��#����%����$)�/�� ��%"�������3����#
! 5�!���&����%�����%
'�� citrange �"� lemon  ����,

��
�� P. digitatum 	$�$�)$
��/�� ED50 (Median effective dose) /�������C����&����%�����%
��#
�%�*"�����'�������
��
�����������
"� 50 Stange �"�/C� (2002) 5�!�� �� ��$'��*�!��"��� 
Citrus medica, C. auratium, C. paradise �Marsh�, C. limon �Bearss�, C. grandis �Mato Buntan�, C. 

paradise �Duncan�, C. sinensis �Hamlin�, C. reticulate �Kawano Wase� �"� 
 C. reticulate �Nin Kat� ��# ��$$�!
 80 ����0�H3��0 ���4���" 5�����'����
��
�������� P.  digitatum 
�"� P. italicum  Statti �"�/C� (2004) 5�!�� �� ��$'�� bergamot (Citrus bergamia) ��# ��$$�!

���4���"��#��$��/!��������� 100 	�)/����������""�"��� ����'�������
��
������� 
Trichoderma meniagrophytes 	$�$��!�� P. ultimum HG#�
��
��	$���#��$�� 500 	�)/����������""�"��� 
Sharma �"� Tripathi (2008) 5�!���&����%�����%
'�� �!� epicarp ��� C. sinensis (L) osbeck 
��*"����������)� �"�"��+C�������������� A. niger (L.) van Tieghem )$
� ���
 (mycelium) 
,��
��
�� �"���
��#��$��/!���������/�� 2.5 �"� 3.0 	�)/����������""�"�������%���"�
����� 
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Potato dextrose broth �"� Potato dextrose agar ���"&�$�� Krishnamurthy �"� Shashikala (2006) 
�G�+�*"��� �� ��$*����*�!��"��� C. sinesis  �"� Citrus medica �����'����
��
�� ���0��� 
Trichoderma harzianum �"�  A. niger 5� ����,
��
������'��(���������	$� 100 ����0�H3��0 ��#
��$��/!��������� 5 ����0�H3��0 �"� ����,
��
�� A. flavus  ��# ���� ����6"����H�� B1 ��#�
�
'����"3$,�#!�%"��� 5�!�� �� ��$'�� C. sinesis  ����,
��
��	$� 49.73 �"� 71.04 ����0�H3��0 ��#
/!��������� 5 �"� 10 ����0�H3��0 ���"&�$�� �"� �� ��$'��  C. medica  ����,
��
��	$� 76.50 
�"� 70.49 ����0�H3��0 ��#/!��������� 5 �"� 10 ����0�H3��0 ���"&�$�� ����
��!"� 30 !��  �!� Pawar 
�"� Thaker (2006) 5�!���&����%�����%
'��5�������" �� 	$���� C. arantuim L. (Rutaceae),  
C. bergamia Risso and Poit (Rutaceae), C. limon (Linn.) Burm.f. (Rutaceae) �"� C. bigaradia 
Hook. f. (Rutaceae) ����'����
��
�� hyphae �"� ���0������� A. niger )$
�I5�� �� ��$'�� C. 

bergamia Risso and Poit (Rutaceae) ��#��*"
��
�� �� -$ /�� 18 �"� 27 ��""����� (hyphae �"�
 ���0 ���"&�$��) 

10. �9E��	%=�%=�������	7���	��=R89:���	F=���F:��% 

  �������� �� ��$�"��&����%�����%
�����
��
��'-"�����
0������G�+���������
�$�� ����"	�������$�������
����
��	��	$�������G�+���������� (Burt, 2004)  ���������"-������L ��#
5��� �� ��$�"��&����%�����%
'�� $���'�������
��
��'-"�����
0 ���'�	��� $�/!��'&��5��
�'��'�����H""0�$�H""0%�G#� (Carson et al., 2002 ����)$
 Burt, 2004) ���#��&����%�����%
�&��������
����
'-"�����
0�&��%������'-"�����
0��# ���$�����"�#
���"�/�� *����H""0���$���I����$ �
�#�%-���H""0 
(cytoplasmic membrane) ,���&�"�
 (Ultee et al., 2002 ����)$
 Burt, 2004) )�������#��.���/0���������
�
�#�%-���H""0 (membrane proteins) ,���&�"�
  ��*"�%�������	����(lipid bilayer) �
����'�����
 �!�����������H""0,���&�"�
 (Cox et al., 2000) 	H)� 5"� HG����$�����������"�)������)�
��66�H (proton motive force) ,���&�"�
 (Burt, 2004) 
  ����#��o�4�p�����!��55!�����0�����#���5����&����%�����%
'��5�������" ����
*"�&��%�*����H""0'-"�����
0,���&�"�
 ������#!����/�����
 �"��� (Lanciotti et al., 2004) )��"�-"��� �!�
��#	������&�����&����%�����%
"�"�
���
�#��H""05"� ���&��%� �!���#����&����� ��*����H""0���'-"�
����
0���$���
��
�����	H�0 (Cox et al., 2000) ���#������I����$���*����H""0'����$�����#!	%"���
	����'&��5������L �&��%��H""0 �(� �
��/0��������
���H""0 )��"�-"�"�	�������$��!�!��o�
��
���H""0�&��%�������,���&�"�
����# -$  ��*"�%����$)������)���66�H"$��� ���� ATP 
(Lanciotti et al., 2004) 
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�=
kM4:��K@ 

 1. /�$�"��� �� ��$'����"���5�������" �� ��# ����,
��
������'��(��������� 
A. flavus �"� A. parasiticus ����%���"�
�����  

2. �G�+�*"���/!�����������#�%��� ���� �� ��$'����"���5�������" ����#
/�$�"���	$� ������
��
������'��(�"���� ������6"����H����������� A. flavus �"� A. parasiticus 

����%���"�
����� 
3. ���
-��0��� �� ��$��#/�$�"���	$� �����
��
������'��(�"� ���� ��5�+��6"�

���H�� ��������� A. flavus �"� A. parasiticus ����"3$���!)5$ 

7���7
7���	��.�=% 

 �&���� ��$ ��'��*�!��"��� $���  ��)�  ��)��-�  ������ �����$ �"�����! )$

!�4���� ��$$�!
��4�"��H���� �"�����"�#�$�!
	��&� '������&� �� ��$���$ ����'�������

��
������#����12������%�� �"�*"����CD0 	$���� A. flavus, A. parasiticus, A. niger, A. fumigatus 

�"� Penicillium spp. ����%���"�
����� �G�+�%�/!�����������#�%��� ������
��
������'��(
��������� A. flavus �"� A. parasiticus �!�,G��G�+�*"��� �� ��$'�� ����#/�$�"���	$�������
 ���� ��5�+��6"����H����������� A. flavus �"� A. parasiticus ����%���"�
����� �"�
�&�����G�+�*"��� �� ��$'��*�!��"��� ����#/�$�"���	$�������
��
������'��(�"���� ����5�+ 
��6"����H�� ��������� A. flavus �"� A. parasiticus ����"3$���!)5$ 
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����� 2 

��	�
������ 

�����������
��� 

1. �������� 
 �����	
������������������� ���
�� 
 1.1 ����� (pomelo, Citrus maxima) 
  1.2 ������� (acidless orange, Citrus paradise) 
  1.3 ������1
 (shogun, Citrus reticulata Blanco cv shogun) 
  1.4 ��
6	 (lime, Citrus aurantifolia Swingle) 
  1.5 ������ (kaffir lime, Citrus hystrix DC) 
2. �� !������"�#���$���%� 

 2.1   Aspergillus  flavus TISTR 3041  
 2.2  Aspergillus parasiticus TISTR 3276  
 2.3 Aspergillus  fumigatus TISTR 3108   
 2.4  Aspergilus  niger ATCC 6275  
 2.5 Penicillium sp.  

 ��� 2.1-2.3 G����HI6�J�
KLI1M
N��KL (TISTR) �O6H�
	MI�K	MNK6J6���LP��NQ�
�K�
PR������NJGNK ��	
��� 2.4-2.5 G����HI6�R����SMH��M�6�I1��		MNK6QT��1��6R������U��
�R6	MNK6�K���6
Q�M
N�L 
3. ����$'������%�����!�(�� !� 
Chemical and Media Company, Grade, Country 
1. Dimethylsulfoxide (DMSO) Lab scan Asia, Analyzed, Thailand 
2. Sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) Fisher Scientific, UK 
3. Potato Dextrose Broth (PDB) Himedia, Analyzed, India 
4. Potato Dextrose Agar (PDA) Himedia, Analyzed, India 
5. Tween 80 Labchem, Analyzed, Australia 
6. NaCl Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
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9. KH2PO4 Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
Chemical and Media Company, Grade, Country 
7. YES medium  
    - Yeast extract Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
    - Sucrose Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
8. KCl Ajex Finechem/ analytical/ Australia 
9. methanol Lab scan/ Analytical/ Thailand 
10. Nitrogen gas Com. Grade 98 ����L�jk
�L 
11. BaCl2 Sharlau cheme S.A, Spain 
12. Ethyl acetate Lab scan/ Analytical/ Thailand 
 
4. ����� ������
��� 
Equipment Company, Country 
1. �Q��m����m�NJ
MK� 4 �n6PR
�� �1�
 BP221S Satorious, USA 
2. �Q��m����m�NJ
MK� 2 �n6PR
�� �1�
 BP2100S Satorious, USA 
3. �Q��m�����RK�1oo6�6J (Rotary evaporation) Büchi Rotavapor® R-200/205, Switzerlans 
4. ���O�6K����� (Biological Safety Cabinet) K�mR�� hotpack Scientific promotion, Philadephia 
5. ����HP����
G�
�n6 (Autoclave) �1�
 SS 325 Tomy, Japan 
6. O6� 96 R1� (Microtiter plate 96 flat botton WI) NUNC™, Denmark 
7. Microplate reader �1�
 Power wave X Biotek, UK 
8. Paper disc Macherey-nagel, Germany 
9. �Q��m��	���� Color meter : Hunter lab �1�
 colorflex, Hunter associates Laboratory, 

INC Reston, Virginia 
10. ������M����L �1�
 cyberscan PC 510 EUTECH Instrument Ltd, Natherland 
11. G��Q��x����
6� 10-100 G��Q�M�� Lab Mate, USA 
12. G��Q��x����
6� 1000G��Q�M�� Gilbson, France 
13. ��6�
�n6Q	HQ1��1TRy��M �1�
 WB 14 Memert, USA 
14. �Q��m���z{
 (blender) Moulinex, France 
15. Heamacytometer BOECO, Germany 
16. ����H����
 (Hot air oven) �1�
 Memert BE 500 Schwabach, Germany 
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17. �1�N���H DOA-Aflatoxin ELISA test kit ���	M�6�6���U��, Thailand 
Equipment Company, Country 
18. Multichanels pipet 20-200 G��Q�M��   
      (Transferpette®-8) 

Treff Lab, Switzerland 

19. Vortex Mixer Labnet, USA 
20. ����I1N��J
L Nikon, USA 
21. �	� Vial �
6� 20 �MMM�� - 
22. �Q��m�� GC-MS Hewlette Packard, USA 
23. ����I1N��J
LPHH����|�6
 �1�
 JEM-2010 JOEL Ltd, UK 
24. �1���	IK6}�6P�� GT-test kit ���	MNK6J6���L�6�P�NKL, Thailand 
25. Syring-Filter �
6� 0.45 µm Sartorious ~ Minisart, Germany 

��	��*��+�+
�� 

1. 
�������'����
���
��� �
�#' 

 1.1 
�������'�������� 
 ��������� ������1
 ������� ��
6	 P������� N�m|P��I��N�m��|M	����������K	
���R��� (����� ������1
 ������� ��
6	 P�������) P������K	P�� (��
6	) ��K�6�	������	K
�Q��m�� Color meter: Hunter lab Hunter (Associates Laboratory, INC Reston, Virginia) ��K��Q�6��
���K	���
�K���
��	� -6.32 ± 0.88, -11.24±0.37, 5.70±0.37, -9.21±0.29 P� -8.40±0.4 �6�n6��H 
(�1����
L I�
N�|, 2549) I6�
��

n6G�N���H�6���Q�6��1��������P�Q6�LH6�����	K
�n6K6
GT-pesticide residual test kit (���	MNK6J6���L�6�P�NKL) �6K����K��
�K���
y6Q|
	� � 

1.2 ��	�
���
�� 
  1.2.1 �6�������K	M���6���m
��	KG�
�n6 (Steamdistillation) 
n6��������R�m
���

�M�
�k�� �6 500 ���� P�	
n6�6��m
��	K�Q��m����m
G�
�n6 (Figure 5.) ���
�	6 4 ��m	��� 
n6
�n6��

R�����RKN�mG���6PK����

�n6�����K�����	KPK� P�	��M� Na2SO4 anhydrous ���m��n6I��
�n6��� ��m�

�n6R
�� �6�����N�mG�����K�	�6
�n6��
R�����RK Qn6
	TR6����L�jk
�L|G��I6�������6��6�P���kH
y6K����y6	�N�m���6���M���6jG
����I
N�m 4 ��J6�j�j�K� (���P��I6� Yadav et al., 2004) 
  1.2.2 �6�������	K��	Nn6�6K (solvent extraction) 
n6�������� P�|M	�����
���I6���� 1.1 ��	�K�6�� 500 ���� �z{
��	K�Q��m��H���M����M��jM��� In6
	
 1 M���z{
�	���
��	K
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�Q��m���z{
���
�	6 20 
6N� �����6�N�m����G����	K�n6� ��kHN�m�1TRy��M 4 ��J6�j�j�K���M����M 
��jM���In6
	
 1 M�� ��
��	�K�6������������Q���� ��K��K�6N�m 130 ��H���
6N� ���
�	6 8 
��m	��� ������	K�n6� P�
n6G��	���H�6�����N�mG��I6�Q����P��I�G���6�����RK6H
n6�6�����
RK6HPK����

�n6�����K�����	KPK� P�	��M� Na2SO4 anhydrous ���m��n6I��
�n6��� 
n6�6������6
���RK��	Nn6�6K�����	K�Q��m�����RK�1oo6�6J �6�����N�mG�����K�	�6�6��������M��jM��� ��m�

�n6R
������6�����RK6H Qn6
	TR6����L�jk
�L||M�N�mG��I6����� 

 

��M�6T�6�����N�mG�� (����L�jk
�L) =       
�n6R
���6�����PR��N�mG��          × 100 
                                                      
�n6R
���������������N�m������� 

n6�6�����G���kHy6K����y6	�N�m���6���M���6jG
����I
N�m�1TRy��M 4 ��J6�j�j�K�  
 

 
 
Figure 5. Steamdistillation equipment. 

2.  
�������,�	�-�����!(�� !���.�(����
���
/����� �
0 ����
1��#'2����	� disc diffusion assay 
     (���P��I6�	M����� Rassooli P� Razzaghi-Abyaneh, 2004) 

 2.1 
�������'�����.�(�� !��� 
 ���mK������6 A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A. niger P� Penicillium sp.I6�
�6R6�	1�
P�k����K�N�m��kH�
 stock �6���K��
�6R6� Potato dextrose agar (PDA) N�m�1TRy��M 37 
��J6�j�j�K� ���
�	6 7 	�
 P�	����K��6�P�	
�K����L ��K���
�n6N�m|�� tween 80 ������
 
0.1 ����L�jk
�L N�m}�6�����P�	�N���I6
��6�������6 ���PN��P��	Q
������������R�����L����6 P�	
����|�6
��	KP��	N�m���n6��������� ���m�PK����
�K���I6�����LI�G���6�P�	
�K����L
�H
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In6
	
����L��K��� hemacytometer (y6Q|
	� �. ��� 4) ���H��K����6R6�PDB �I��I6� �R�G��
��M�6T����L 1×106 ����L����MMM�� 
 2.2 
�������'����
���
0 ����
1��#' 
 ��m��6�����|M	���I6���� 1.2 In6
	
 100 �MM���� �6K�
 Dimethylsulfoxide 
(DMSO) In6
	
 1 �MMM�� ���m��R�G��Q	6�������
���
 100 �MM��������MMM�� �����6��6K
|�6
 syringe filter �
6� 0.45 G��Q����� I6�
��
����6�����N�m|�6
�6�����P�	�6 10 G��Q�M�� 
RK��H
P|�
 paper disc G�������Nn6�R�G��Q	6�������
����6��������
 1 �MM������� paper disc 
��	
P|�
 paper disc �1�Q	HQ1�I������	Nn6�6K DMSO G�������PN
�6����� 
 2.3  
�������,�	�-�#�+�� !��� 
 ���G����
�n6�G������� (cotton swap) I1������L������6N�m����K�I6���� 2.1 �6��
R�6�� P�	 streak �R�N�m	|M	R
�6�6R6� PDA 	6�NM��G	� 3-5 
6N� ���m��R�|M	R
�6�6R6�PR�� ��� 
forcep 
G�NM���R��Kk
Q�HP|�
 disc N�m�1H�6����� P�P|�
 disc N�m���
�1�Q	HQ1� 	6�H
|M	R
�6
�6R6� I6�
��

n6G�H����6������N�m 37 ��J6�j�j�K� 48 ��m	��� Nn6�6�N����6������ 3 j�n6 

2.4  
���=�+/� 
 �������6�TL��M�	��� (clear zone) H
�6R6����K������ P�	���
6�	�����	K�	��L
�
�K�LQ6M�����L P��6K�6
���
|�6
J�
KL�6�	������
�MM���� 

3. %�$=� Minimum Inhibition Concentration (MIC) ��� Minimum Fungicidal Concentration  
    (MFC) .�(����
�����$���� �
L�#�=�
�������!(�� !���2����	� broth microdilution assay 

 Q�������6�����N�m��Q	6�G	���������6I6��6�N������N�m 2 �6R6Q�6 MIC P�
MFC ��K	M�� broth microdilution assay �
O6� 96 R1� ��KP���R1�����M�6���	��N�6��H 200 
G��Q�M�� ����K��6�����I6����N�mQ������G���R���Q	6�������
 2.5 �MM��������MMM�� �

�6R6� PDB �6�K�6�� 360 G��Q�M�� �����
R1�PO	P��P�	�I��I6�PHHQ���������N�6 
(two~fold dilution) ��	K�6R6����K�������R	 PDB ��M�6�� 180 G��Q�M�����N1�R1���K���
�6�����I6�R1�P����M�6T 180 G��Q�M�� �����
R1�PO	N�m���P�	|����
��K������
� 
5 Q���� I6�
��
����6����������
R1����G����m�K� ��KR1��1�N�6KI������M�6�� 180 �MMM��
NM�� G���6�����N�m��Q	6�������
 2.50, 1.25, 0.63, 0.31, 0.16 P� 0.08 �MM��������MMM�� I6�
��

��M�����L�6N�m�����6�N���HN�m����K�G	��
��� 2.1 j�m�����M�6T����L 1×106 ����L����MMM�� ��M�6T
20 G��Q�M�� j�m�Nn6�R�����M�6T����L������6�1�N�6K���
 1×105 ����L����MMM�� P�Q	6�
������
�1�N�6K����6��������
 2.25, 1.13, 0.56, 0.28, 0.14 P� 0.07 �MM��������MMM�� ���1�
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Q	HQ1� (control) ���
 positive control j�m����
�6R6��R	N�mG����M��6�����P����M�������6 negative 
control ���
�6R6�N�m���6�����P��G�����6���M�������6 	���6��I�Mo���������6��K	���6������
P��
��	K�Q��m�� microplate reader N�mQ	6�K6	Q�m
 600 
6�
���� �
��m	���N�m 48 Nn6�6�N���H���m�R6
Q�6 MFC (Minimal Fugicidal Concentration) ��K
n6�1��6�N���N�mG���H�6���MH�����������6�6 
streak �H
�6R6����K������ PDA 
n6G�H��N�m�1TRy��M 37 ��J6�j�j�K� ���
�	6 48 ��m	��� ���m���
�6��I�Mo���������6 
 

                  
 
Figure 6. MIC and MFC determination by broth microdilution assay.  
   Where,   A = Medium broth (PDB) 
    B = Positive control (medium broth + fungal spores) 
    C = Negative control (medium broth + citrus extract) 
   D-F = Medium broth + citrus extract + fungal spores 
 
 3.1 
���=�+/� 
  ��6
Q�6 Minimal Inhibitory Concentration (MIC) j�m����
����HQ	6�������
�mn6�1�
����6�����I6������������N�mQ�� ����G��  N�m �R�|�6�K�HK�� ��6���MH�����������6N�m 
48 ��m	��� ��KQ�6N�m������HQ	6��1�
G��P����6�G�I6��1�Q	HQ1�j�m�G�����6���M�����L�6 ��6
Q�6 
MFC j�m����
����HQ	6�������
�mn6�1�N�mG���H�6��I�Mo���������6��K
n6R1�N�m�R�Q�6 MIC �6 streak 
H
�6R6����K������ PDA �������������MH��R���G��O�6�����G���I�MoP���	�6���
Q�6 MFC Q�������6�����
�����������N�m���MI�����6�K�HK���������6 ��K�MI6�T6�6�����N�m���MI�����6�K�HK����
��	��	�6�
P���Q�6 MIC �mn6�1��6���N���H�MI������m
� ���G� 
 

     A        B        C       D        E         F 
2.25 �MM��������MMM�� 
 

1.13 �MM��������MMM�� 
 

0.56 �MM��������MMM�� 
 

0.28 �MM��������MMM�� 
 

0.14 �MM��������MMM�� 
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4. ���$���%��($����
��.�(����
���
�#'���$���� �
L�#  

 
n6�6�����I6����N�m�R�|�6�K�HK�����N�m�1��
P���	M���6�����	M�Q�6�RLR6
��QL�����H����6���M�Q1Ty6���	K�Q��m�� GC-MS ��K���Q���
LPHH Rtx-5MS fuse silica gel 
(Restex, USA) R
6 0.25 G��Q����� �
6����
|�6
J�
KL�6� 0.25 �MM���� Q	6�K6	 25 ���� 
y6K����y6	��6�	M�Q�6�RL���
�� �1TRy��M��� injector �N�6��H 240 ��J6�j�j�K� �1TRy��M���
Q���
L��Mm�I6� 70  ��J6�j�j�K� ���
�	6 2 
6N� ��Mm����
���
 220 ��J6�j�j�K� ��	K����6 
4 ��J6�j�j�K����
6N� P���Mm����
 300  ��J6�j�j�K� ��	K����6 10 ��J6�j�j�K����
6N� P�
Q�N�mN�m 300 ��J6�j�j�K� ���
�	6 5 
6N� ��	
�1TRy��M��� detector �N�6��H 300 ��J6�j�j�K� 
y6K����y6	�N�m������6�6�GR���P�������K� ���m� GC-MS ������n6R��H�6�	M�Q�6�RL ����6�
����I6����N�mQ������G����M�6�� 0.1 G��Q�M�� N�m injector port (Atilep, USA) P��P�
��	K
��HH�P�
����
���M j�m�I�	M�Q�6�RL��QL�����H����6�����P����
M�I6� retention time ���
��Q ���
N�m�����Q P�����KH�N�KH��H mass spectra ��H�6
������
 Wiley 275. L (Hewlett Packard 
company Americans, technical center 20, terimeter summit, BCW, Atlanta, GA 30319.) 
(Agnihotri et al.,2004) 

5. RS
T�/�.�(+!*�'�+%�'���%��
/��'�
�1����'�+���=������
�������������
����#�( 

     ��U����
V�+.�(�� !��� A. flavus ��� A. parasiticus  

 5.1 RS
T�/�.�(+!*�'�+%�'���%��
/��'�
�1� ���'�+���=������
����������.�(�� !�

�� A. flavus ��� A. parasiticus (���P��I6� Moriera et al., 2005) 
����K�
�n6��
R�����RKI6�|M	������ P���
6	 �n6R��HN���H������6 

A. parasiticus P� A. flavus �6�n6��H �R���Q	6�������
 1.13, 0.56 P� 0.28 �MM�������
�MMM�� ��M�6�� 4.5 �MMM�� �
�6R6����K������ PDB P���M�����L������6 A. flavus P� 
A. parasiticus 1×106 ����L����MMM�� ��M�6�� 0.5 �MMM�� ��K����M�6T����L�1�N�6K���

1×105 ����L����MMM�� �1�Q	HQ1�G����M��6�����I6����P����M�
�n6��m
G�������PN
�6�����

n6G�H��N�m 37 ��J6�j�j�K� ��kH��	�K�6�N�m�	6 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 30 P� 48 ��m	���

�HIn6
	
������6N�m�����	M���	K	M�� plate count H
�6R6� PDA 

 
 



        
      41 

 5.2 RS
T�/�.�(+!*�'�+%�'���%��
/��'�
�1����'�+���=�
����#�(���0�T��U����
V�+ 

.�(�� !��� A. flavus ��� A. parasiticus  "+��%�� YES (���P��I6� Dikbas et al., 2008) 
 ����K�
�n6��
R�����RKI6�|M	������ P���
6	 �n6R��HN���H������6 
A. parasiticus P� A. flavus �6�n6��H �R���Q	6�������
 2.25, 1.13, 0.56 P� 0.28 �MM�������
�MMM�� �
�6R6� YES ��M�6�� 20 �MMM�� ��M�����L������6 1×106 ����L����MMM����M�6T
100 G��Q�M�� I6�
��

n6�6H��N�m 25 ��J6�j�j�K� P���kH��	�K�6�N�m�	6 7 	�
 
n6�6	M�Q�6�RLR6
��M�6T�6��MUP��6N��jM
 ��K����1�N���H DOA-aflatoxin ELISA test kit (���	M�6�6���U��) 

6. RS
T�
���*����.�(����
���=��� !��� A. flavus ��� A. parasiticus �#��
�#�(�����R+� 
      ����Z
���+������+�'����+ (Transmisson Electron Microscopy: TEM) (���P��I6�  
      Rasooli et al., 2006) 

 �6�����K���	�K�6����������6N�m��Q	6�G	I6���� 3 ��K
n6Q	6�������
�mn6�1����
�6�����I6������������N�m�R�|�6�K�HK����6��I�Mo���������6 (MIC) ����K��jL��K
n6�6�����
I6������������N�mQ������G�� N�mQ	6�������
N�mQ������G�� ��M�6T 4.5 �MMM���
�6R6����K������
PDB I6�
��
��M�������6N�m����M�6T����L��Mm���
 1×108 ����L����MMM�� H��N�m 37 ��J6�j�j�K� 
���
�	6 48 ��m	��� I6�
��

n6�6R6��6�R	�mK�PK���6��	�jL���N�m 10,000 ��H���
6N� ���

�	6 15 
6N� I6�
��
�k
n6��	�K�6����m�����	K TEM ��K�6������jL���
��
 (primary fixative) ��	K 2.5 
����L�jk
�L ���6����G��L (glutaraldehyde) ���
�	6 2 ��m	���N�m�1TRy��MR��� I6�
��
�6��jL�
 
0.1 �� phosphate buffer 3 Q���� Q����� 5 
6N� P������jL���
N�m��� (post fixative) ��	K 1 
����L�jk
�L ������K�������Gj�L (OsO4) N�m�1TRy��MR������
�	6 1-2 ��m	��� I6�
��
�6��jL��	K

�n6��m
 3 Q����� � 5 
6N� 
n6�jL�6K��������
��
�
 2 ����L�jk
�L K��6
M��jM��� (uranyl acetate) 
���
�	6 20 
6N� P�	���
�n6��� (dehydration) I6���	�K�6���KNn6���
���
��
���
�� 
 �. P���
 30 ����L�jk
�L ���6
� 2 Q����� � 5 
6N�  
 �. P���
 50 ����L�jk
�L ���6
� 2 Q����� � 5 
6N� 
 Q. P���
 70 ����L�jk
�L ���6
� 2 Q����� � 5 
6N� 
 �. P���
 80 ����L�jk
�L ���6
� 2 Q����� � 5 
6N� 
 I. P���
 100 ����L�jk
�L ���6
� 2 Q����� � 5 
6N�  
 I6�
��

n6��	�K�6��6Nn6�6�PN��j�� (infiltration) j�m����
�6�
n6�6���	�6����6���
�jL ��K���������
���Gj�L 2 Q����� � 15 
6N�, ������
���Gj�L ��N�6
� (1:1) ���

�	6 1-2 ��m	��� P������j���jM
 H�M�1N�M� ���
�	6 2-3 ��m	��� 
n6��	�K�6��6�����
�H�6R��
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P�	RK������j���jM
H�M�1N�M� ��
PQ�j� ����6TR
�m��
��m P�	G�����6�6J���Nn6�R�
��	�K�6�P�k�I�H��	��
 (polymerization) ��K
n6��	�K�6�����
����HN�m�1TRy��M 70-80 ��J6�j�j�K� 
NM��G	�Q�6�Q�
I6�
��
�����	�K�6���K����1��6G��Q��N����P�����	�K�6�H
��M�N��P���R����
���
�����M��
6�����6T 0.5-1.0 G�Q��
 R��I6�
��
K�����	K���N���
H���KP���jL�
 
5 ����L�jk
�L K��6
M��jM���N�mIn6��6���H���
M	Q��M�P���jM����N�mIn6��6���H��QL�����H���
�jL����	�K�6���K�������I1N��J
L�M�k����
PHHN�6
��M���
 

7.  
�������
��"�#����
���#'���$���� �
L�#"+
��$��$�'
�����_�����#�(���0�T��U����
V�+ 

      .�(�� !��� A. flavus ��� A. parasiticus "+�'�Z�.#��20� 

 7.1 
�������'�'�Z�.#��20� 
 R6Q	6����
��Mm���
�
��k���6	��� (	M���6���� 7.1.2) P�����K���k���6	���
��M�6T 30 ��������1��6�N��� ���HQ	6����
�����k����
 22-23 ����L�jk
�L ��K	M����� 
Ramakrisna (1996) ������� H��I1�
�����6��M��x��6  

 
                                  V = W (Y-A) ~ I 
                                          100 ~ Y 
 

���m� V Q�� ��M�6T
�n6N�m������HQ	6����
 (�MMM��) 
   W Q�� 
�n6R
�������k���6	��� (����) 
   Y Q�� Q	6����
N�m�����6� (23 ����L�jk
�L) 
   A Q�� Q	6����
�
��k���6	��� (����L�jk
�L) 
    I Q�� ��M�6T����L������6 (�MMM��) 
 R��I6����HQ	6����
�6�	M���6������6	P�	I��
n6��	�K�6���k���6	���G�R6
Q	6����
�6�	M���6��
��� 7.1.2 
 7.1.2 
��%�$��'� !+"+�'�Z�.#��20� 
 
n6��k���6	����6	M�Q�6�RLR6Q	6����
��K	M����� Pomeranz P�Meloan 
(1994) ��K�Hy6�
�N�m�1TRy��M  180 ��J6�j�j�K� ���
�	6 2 ��m	���NM��G	��R� �Kk
�
 
��jM�Q����LP�	
n6�6��m�
�n6R
����	K�Q��m����m�����K� 4 �n6PR
�� �����k���6	����G� 5 �����

P���y6�
�H�
N��Q�6
�n6R
��N�m��m�
n6G��HN�m�1TRy��M 105 ��J6�j�j�K� ���
�	6 1 ��m	��� NM��G	�
�R��Kk
�
��jM�Q����L ��m�
�n6R
����k���6	��������y6�
����Q���� 	M�Q�6�RLR6Q	6����
I6����� 
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����L�jk
�LQ	6����
�
��k���6	��� = (
.
 ��6	���P�y6�
� 1 ~ 
.
 ��6	���P�y6�
� 2) ×100  
                                                                                               
�n6R
����k���6	���I�M� 

 7.2 RS
T�/�.�(����
���#'���$���� �
L�#�=�
��$��$�'
�����_���
����#�( 

��U����
V�+.�(�� !��� A. flavus ��� A. parasiticus "+�'�Z�.#��20�����
Z���
T�������%`1'�%#�(
���%`1'�%#�(���'�
��$��$�'$��'� !+��'0��	� 90 ������VZ+�� 
 ����K�����L���������6 A. flavus P� A. parasiticus ���
���K	��H��� 2.1 P���M�
���k���6	���N�m���HQ	6����
P�	 (30 ����) I6���� 7.1 ��M�6�� 500 G��Q�M�� P���M��6�
����I6����N�mQ������G����K����K��6������R���Q	6�������
�N�6��H 25, 30, 40, 50 P� 60 
�MM��������MMM�� ��	
�1�Q	HQ1�G����M��6�����I6������������P����M�����L������6 A. flavus 
P� A. parasiticus  ��K|����
�
�����6��M�I6�
��

n6G���kHN�m�1TRy��MR���P�
�1TRy��MR���N�m���6�Q	HQ1�Q	6����
�����N�L�N�6��H 90 ����L�jk
�L ��K����6��6K�Mm���	�������
PH���K�Q�G��L(BaCl2)  8.74 ���� �6K�

�n6��m
G���������M�6�� 23 �MMM�� (Rockland, 1960) 
H��I1�
P��	�
6��k�P�
n6G�	6��
�����6��M��x��6N�mH��I1��k���6	���P��x�N�H��	K
�6�6�xL����m���
�6����RK������
�n6���
�	6 0, 3, 5, 7, 14, 21 P� 28 	�
 ��kH��	�K�6���k���6	��� 
���m�
�H��M�6T���������6��K	M�� plate count P�	����M�6T�6�P��6N��jM
N�m��������6����
��	K
�1�N���H DOA-Aflatoxin ELISA test kit (���	M�6�6���U��) 

 7.2.1 
��+�����'��.�(�� !��� A. flavus  ��� A. parasiticus 2����	� plate count  
 ��kH��	�K�6���k���6	����6 10 ���� ���H������L}�6����� ��M��6��6��6K 0.85 
����L�jk
�L �j���K�Q�G��L��M�6T 90 �MMM��P�
n6G����z{
��	K�Q��m��stomacher ���
�	6 1 

6N� P�
n6��	�K�6��6Nn6�I��I6�PHH 1:10 
n6Q	6��I��I6�N�m�R�6����6spread H
�6R6����K�
����� PDA H��N�m�1TRy��MR��� ���
�	6 48 ��m	��� P�
�HIn6
	
�Q�
�������6N�m���
H
�6R6����K�
����� P�Qn6
	T���
 CFU ������� 
 7.2.2 
���
��������$���%����'�����0�T��U����
V�+ 
 
n6��k���6	����
P����1��6�N����6 20 ���� ���m������6�P��6N��jM

��K�z{
��	K�Q��m���z{
�R�����K� I6�
��
��M���N�6
� 70 ����L�jk
�L ��M�6�� 100�MMM�� 
n6G���K�6 
30 
6N� P�
n6�6������	K����6U�����H��L 1 I�G���6��6K��N�6
�N�m���6��MUP��6N��jM

�6K�K�� P�	�I��I6��6�����I
��Q	6�������
���
 1:20 �N�6��	Kwashing buffer (PBS-T) P�Nn6
�6�N���H�6�P��6N��jM
N�m�I��I6�P�	��	K�1�N���HDOA-Aflatoxin ELISA test kit I6�
�����Q���P�I1��		MNK6 ���	M�6�6���U�� ��KRK��6�AFB1 standard Q	6�������
 0, 2, 4, 
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10, 20 P� 40 ����H� ��M�6T 50 G��Q�M�����R1� ��
R1� 2 R1����Q	6�������
 RK�
�6��6K��	�K�6�N�m�����6���	I��H ��	�K�6�� 50 G��Q�M�����R1� ��
R1�N�m�R�� 3 
R1������	�K�6� I6�
��
RK���
Gj�LQ�
I����N�m�I��I6�P�	��
N1�R1�� � 50 G��Q�M�����
R1� ��K�6�H6� �R����6��
P�	��kH�
N�m����
�y6�1TRy��MR���
6
 30 
6N� Q	mn6�N�6��
R1�NM�� 
P�	�6�R1���	K washing buffer 	6�NM��G	� 3 
6N� �NNM��P�Nn6j�n6��� 2 Q���� R��I6��6�Q����
�1�N�6KQ	mn6P���H���R�����k�
�n6 RK���H�����N�m����K�G	� 100 G��Q�M�����R1� N1�R1� P�	
H��G	� 5-10 
6N� �
N�m��� ��6
Q�6�6��
�����
�6��MU�
��	�K�6���K��I6�Q	6�����������SM�M�MK6N�m
��M����
P�	��Q�6�����
P����	K��K microplate reader P�	M�Q�6�RL��M�6TP��6N��jM
��	K
���P��� kinetic calculation PHH log/logic 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1. ผลการเตรียมสารสกัดจากผวิเปลือกพืชตระกูลสม 

 จากการคัดเลือกพืชตระกูลสม 5 ชนิด คือ สมโอ สมโชกุน สมเชง มะกรูด และ
มะนาวที่มีผลโตเต็มที่หรืออยูในระยะเก็บเกี่ยวในชวงเดือนพฤศจิกายน-กุมภาพันธ ซ่ึงมีลักษณะผิว
เปลือกสีเขียวอมเหลือง (สมโอ สมโชกุน สมเชง และมะกรูด) และผิวเปลือกสีเขียวแก (มะนาว) ที่มี
คาสีเขียวออนอยูในชวง -6.32 ± 0.88, -11.24±0.37, -5.70±0.37, -8.40±0.40 และ -9.21±0.29 ตามลําดับ 
(สุมลรัตน จันทะผล, 2549) มาทดสอบยาฆาแมลงกลุมฟอสเฟตและคารบาเมตซึ่งเปนยาฆาแมลงที่
เกษตรกรมักใชกันมาอยางยาวนานและแพรหลายดวยชุดทดสอบ GT-pesticide residual test kit 
(กองอาหาร, กรมวิทยาศาสตรการแพทย) ผลการทดสอบไมพบการปนเปอนยาฆาแมลง จึงนํา
ตัวอยางเปลือกสมที่ไมพบยาฆาแมลงมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซิเตต และการกลั่นดวยไอน้ํา 
(steamdistillation) จากผลการสกัดพบวาลักษณะทางกายภาพของสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิวพืช
ตระกูลสมเปนสารลักษณะขน หนืด มีสีน้ําตาลเขมผสมกับสีเหลือง สวนน้ํามันหอมระเหยที่กล่ัน
ดวยไอน้ําเปนของเหลวสีเหลืองออนๆ ถึงขาวใสยกเวนสารสกัดจากสมโอท่ีมีสีเหลืองเขม ดังแสดง
ใน Figure 7.  
 

        
 
 
Figure 7. Physical appearances of citrus extracts obtained from (A) ethyl acetate extraction, 

  (B) steamdistillation. 
 
 การสกัดดวยเอธิลอะซิเตตใหปริมาณของสารสกัดหยาบสูงกวาการกลั่นดวยไอน้ํา 
โดยปริมาณของสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากสมโอ สมโชกุน สมเชง มะกรูด และมะนาว เทากับ 1.91, 
2.15, 1.08, 2.36 และ 1.53 เปอรเซ็นต น้ําหนักแหง (น้ําหนักตอน้ําหนัก) ตามลําดับ ในขณะที่การ
กล่ันดวยไอน้ํามีปริมาณของสารสกัดหยาบ เทากับ 0.20, 0.49, 0.15, 0.77 และ 0.45 เปอรเซ็นต 

A B 
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น้ําหนักแหง (น้ําหนักตอน้ําหนัก) ดังแสดงใน Figure 8 โดยที่ผิวเปลือกมะกรูดใหปริมาณสูงที่สุด
จากการสกัดทั้ง 2 วิธี สอดคลองกับการทดลองของ สุมลรัตน จันทะผล (2549) พบวาการสกัดผิว
เปลือกพืชตระกูลสมดวยเอธิลอะซิเตตใหปริมาณของสารสกัดสูงกวาการกลั่นดวยไอน้ํา โดยพบวา
ผิวมะกรูดใหปริมาณของสารสกัดสูงสุดจากการสกัดทั้งสองวิธี นอกจากนี้ศิริวรรณ ศรีสัจจะเลิศวาจา 
(2539) ไดทําการสกัดเปลือกสมโอดวย 95 เปอรเซ็นต เอธานอลไดปริมาณ 2.0 เปอรเซ็นต สวนสิริวิภา 
สัจจพงษ (2541) ไดทําการสกัดน้ํามันหอมระเหยจากพืช 19 ชนิด ดวยวิธีการกลั่นดวยไอน้ําพบวา
ผิวมะกรูด และสมเขียวหวานใหปริมาณน้ํามันหอมระเหย 0.90 และ 0.66 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ตามลําดับ Yadav และคณะ (2004) พบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวของมะนาว Citrus aurantifolia 
(Christm) Swingle จากการกลั่นดวยไอน้ําใหปริมาณของสารสกัดเทากับ 0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) Kamkuan และคณะ (2005) ไดสกัดผิวของมะนาวควาย มะนาว และมะกรูดดวยการ
กล่ันดวยไอน้ํา พบวาผิวมะกรูดใหปริมาณน้ํามันหอมระเหยมากที่สุดคือ 0.96 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) สําหรับ Sharma และ Tripathi (2008) พบวาการกล่ันน้ํามันหอมระเหยจาก Citrus 
sinensis (L.) Osbeck ไดปริมาณ 1.8 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) ซ่ึงปริมาณของสารสกัดและน้ํามัน
หอมระเหยที่สกัดไดนี้ นอกจากขึ้นอยูกับชนิดของสมแลวยังขึ้นอยูกับ ความสดของพืช อายุของพืช 
ฤดูกาลที่นําพืชมาสกัด และเทคนิควิธีการสกัด (สิริวิภา สัจจพงษ, 2541; Sharma and Tripathi, 2008) 
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Figure 8. Production yields of ethyl acetate extracts (■) and essential oils (□) from peels of              
various citrus cultivars. 
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2. ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราของสารสกัดจากเปลือกสม 

 เมื่อทําการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราของสารสกัดเอธิลอะซิเตต และการกลั่นไอน้ํา
ของผิวเปลือกพืชตระกูลสมที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชวิธี disc diffusion พบวา
สารสกัดจากวิธีกล่ันดวยไอน้ํามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา A  flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A. niger 
และ Penicillium sp. ไดดีกวาสารสกัดเอธิลอะซิเตต โดยเฉพาะน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และ
มะนาวมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบไดดีโดยน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดมีความกวางของวงใส
ยับยั้ง 17.33, 29.63, 29.85, 27.38 และ 24.91 มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนน้ํามันหอมระเหยจากมะนาวมี
ความกวางของวงใสยับยั้งเทากับ 24.13, 18.13, 28.63, 22.82 และ 22.85 มิลลิเมตร ตามลําดับ (Table 5.) 
นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิวสมโอ สมโชกุน สมเชง และมะนาว มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา 
A. fumigatus ได แตไมมีผลตอเชื้อรา A. flavus และ A. parasiticus ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
สุมลรัตน จันทะผล (2549) ที่พบวาสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิวสมโอ สมเชง และสมโชกุนมีฤทธิ์
ยับยั้ง A. fumigatus ไดดีเมื่อทดสอบโดยวิธี broth microdilution ขณะที่น้ํามันหอมระเหยจากผิวสมโอ 
สมเชง และสมโชกุนไมมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราทั้ง 5 สายพันธุ จากรายงานของ Pawar และ Thaker (2006) 
พบวาน้ํามันหอมระเหยจากพืชตระกูลสม ไดแก C. arantuim L. (Rutaceae), C. bergamia Risso and Poit 
(Rutaceae), C. limon (Linn.) Burm.f. (Rutaceae) และ C. bigaradia Hook. f. (Rutaceae) มีฤทธิ์ยับยั้ง
เสนใย และสปอรของเชื้อรา A. niger โดยเฉพาะสารสกัดจาก C. bergamia Risso and Poit (Rutaceae) 
ที่มีผลยับยั้งเชื้อราไดสูงสุด คือ 18 และ 27 มิลลิเมตร (เสนใยและสปอร ตามลําดับ) 
 จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราโดยใชวิธี disc diffusion พบน้ํามันหอมระเหย
จากผิวมะกรูด และมะนาวซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราไดดีที่สุด จึงนําน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และ
มะนาวมาหาคา MIC (Minimum Inhibitory Concentration) และ MFC (Minimum Fungicidal 
Concentration) โดยวิธี broth microdilution จากผลการทดลองพบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด
และมะนาวยับยั้งเชื้อรา A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus และ A. niger ที่MIC เทากับ 0.56 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําลายเชื้อราที่คา MFC เทากับ 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในขณะที่
ทําลาย A. fumigatus ที่ MFC เทากับ 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แสดงวา A. fumigatus มีความไวตอ
น้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดมากกวาเชื้อราสายพันธุอ่ืน สวนน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาว
ยับยั้งเชื้อ A. flavus, A. parasiticus และ A. fumigatus ที่ MIC เทากับ 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ
ทําลายเชื้อราที่คา MFC เทากับ 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากผลการทดลองพบวา A. niger มีฤทธิ์
ตานทานตอน้ํามันหอมระเหยจากมะนาวมากกวาเชื้อราสายพันธุอ่ืน และพบวา Penicillium sp. มี
ฤทธิ์ตานทานตอน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวไดดีกวาเชื้อราสายพันธุอ่ืน (MIC 
เทากับ 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) (Table 6.) แตจากการศึกษาของ Sharma และ Tripathi (2008) 
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พบวาน้ํามันหอมระเหยจากสวน epicarp ของ Citrus  sinensis (L) osbeck มีผลตอการเจริญของ 
เชื้อรา A.  niger โดยเสนใย ถูกยับยั้งที่ระดับความเขมขนของน้ํามันหอมระเหย 2.50 และ 3.0 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวน Matan และ Matan (2008) รายงานวาน้ํามันหอมระเหยจากมะนาวมี
กิจกรรมยับยั้งเชื้อรา Penicillium chrysogenum และ Penicillium sp. และทําใหเชื้อราตายที่ระดับ
ความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร และที่ความเขมขน 140 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรสามารถ
ยับยั้งเชื้อรา A. niger ได จากผลการทดลองดังกลาวพบวามีคา MIC และ MFC ที่ต่ํากวางานทดลอง
นี้ ซ่ึงอาจขึ้นอยูกับปจจัย คือลักษณะทางพฤษศาสตรของพืช ชวงการเก็บเกี่ยว ระยะเวลาในการ
เจริญเติบโตและวิธีการสกัด (Smith-Palmer et al., 2001) ซ่ึงลักษณะเหลานี้จะมีผลตอสารประกอบ
ชีวภาพของพืชชนิดนั้นๆ ที่มีผลตอกิจกรรมการยับยั้งเชื้อรา นอกจากนี้สายพันธุเชื้อรา และปริมาณ
เชื้อราที่ใชในการทดสอบก็เปนอีกปจจัยที่มีผลตอฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราของสารสกัดเอธิลอะซิเตต 
และการกลั่นไอน้ํา อยางไรก็ตามพบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา 
A. parasiticus และ A. flavus ไดดีที่สุด ตามลําดับ จึงเลือกมาใชในการทดลองตอไป 

3. ผลการวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหอมระเหย และสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิว 
     มะกรูดและมะนาว 

 จากการศึกษากิจกรรมการยับยั้งเชื้อราของสารสกัดเอธิลอะซิเตต และการกลั่นดวย
ไอน้ําจากผิวเปลือกมะกรูดและมะนาว พบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราไดดี จึงนํามาวิเคราะหหาองคประกอบ
เชิงคุณภาพดวยเครื่องมือ GC-MS พบมีองคประกอบเปนจํานวนมากในน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดแตมีองคประกอบหลักคือ citronellol (11.86%), limonene (7.32%), linalool (5.83%) และ 
o-cymene (5.52%) และองคประกอบหลักของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาวพบ limonene 
(69.12%) และ p-cymene (12.77%) สวนสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิวมะกรูดพบวามีองคประกอบ
หลักเปน o-cymene (33.07%), L-limonene (28.94%) และ sabinene (9.44%) สารสกัดเอธิลอะซิเตต
จากมะนาวพบ limonene (61.60%) และ γ -terpinene (4.76%) เปนองคประกอบหลักดังแสดงใน 
Table 7. ปริมาณของสารประกอบสอดคลองกับรายงานการวิจัยของหลายทานที่ไดศึกษาสวนประกอบ
ของพืชตระกูลสมชนิดตางๆ ซ่ึงสารประกอบที่พบเปนกลุมสาร monoterpene hydrocarbon, oxygenated 
compounds และ non-volatile compounds พบพวกเทอรปน 50 ถึง > 95 เปอรเซ็นต โดยสวนใหญ
สารประกอบหลักคือ limonene ซ่ึงจะพบไดในพืชตระกูลสมชนิดตางๆ เชน C. tangerine, C. reticulate 
Blanco, C. paradisi, C. limon, C. reticulate, C. aurantium amara L. และ C. aurantifolia Swingle. 
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Table 5. Antifungal activity of essential oils and ethyl acetate extracts of citrus peels (1.0 mg). The activity was determined by disc diffusion assay and 
             diameters of zones of inhibition were measured and expressed as millimeters. 
 

Diameter of clear zone (mm) including disc diameter of   6 mm 
Essential oil Ethyl acetate extracts 

 
Fungal strain  

Control pomelo acidless 
orange 

shogun kaffir lime lime pomelo acidless 
orange 

shogun kaffir lime lime 

A. flavus NI NI NI NI 17.33±0.28 24.13±0.32 NI NI NI 13.33±0.57 NI 
A. parasiticus NI NI NI NI 29.63±0.23 18.13±0.32 NI NI NI 15.13±0.32  NI 
A. fumigatus NI NI NI NI 29.85±0.25 28.63±1.09 11.10±0.35 12.27±0.48 12.83±0.28 14.78±0.73 9.65±0.56 
A. niger NI NI NI NI 27.38±0.24 22.82±0.42 10.83±0.28 NI NI 12.98±0.02 NI 
Penicillium sp. NI NI NI NI 24.91±0.38 22.85±6.15 NI 12.83±0.28 NI 12.25±0.25 NI 
NI= No inhibition 
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Table 6. MIC and MFC (mg/ml) of essential oils from kaffir lime and lime against food spoilage fungi. 
 

kaffir lime lime Fungal strain 

MIC MFC MIC MFC 
A. flavus 0.56 1.13 0.56 1.13 
A. parasiticus 0.56 1.13 0.56 1.13 
A. fumigatus 0.56 0.56 0.56 1.13 
A. niger 0.56 1.13 1.13 2.25 
Penicillium spp. 1.13 1.13 1.13 2.25 
  
 สารประกอบรองที่พบคือ linalool, myrcene, geranial, β-nerolidol, sabinene, β-pinene, 
citronellol, terpinen-4-ol, α-terpineol เปนตน Manosroi และคณะ (1999) รายงานวาสารประกอบ
ในน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดประกอบดวย β-pinene, limonene, sabinene และ citronellal 
นอกจากนี้มีรายงานวา limonene, p-cymene, citonellal, α-terpinene และ α-gergamotene เปน
องคประกอบที่พบในน้ํามันหอมระเหยจากมะนาว (Vekiari et al., 2002; Mondello et al., 2003 and 
Viuda-Martos et al., 2008) สวน Sharma และ tripathi (2008) รายงานวาในน้ํามันหอมระเหยจาก
สวน epicarp ของ C. sinensis มีองคประกอบหลัก คือ limonene (84.2%), linalool (4.4%) และ 
myrcene (4.1%) อยางไรก็ตามปริมาณองคประกอบของสารสกัดและน้ํามันหอมระเหยขึ้นอยูกับตัว
แปรหลายประการ ไดแก ฤดูกาลที่เก็บเกี่ยว ระยะการเจริญ ลักษณะทางภูมิศาสตร สภาวะการเก็บ 
และวิธีการสกัด นอกจากนี้สารประกอบที่พบในพืชตระกูลสมแตละชนิดอาจจะเหมือนหรือ
แตกตางกันขึ้นอยูกับลักษณะทางพันธุกรรม ภูมิประเทศ ภูมิอากาศ และการดูแลรักษาในการปลูก
ดวย (Lota et al., 2000 and Smith-Palmer et al., 2001) ซ่ึงมีผลตอปริมาณองคประกอบของน้ํามัน
หอมระเหยและสารสกัดจากพืชตระกูลสม  
 จากองคประกอบหลักสําคัญที่พบในพืชตระกูลสม มีความสัมพันธกับกิจกรรม
ยับยั้งเชื้อราของน้ํามันหอมระเหยและสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากพืชตระกูลสม จากการทดลองพบ
กิจกรรมยับยั้งเชื้อราในน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราไดดีกวา
สารสกัดเอธิลอะซิเตต ซ่ึงจากการวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดพบ 
citrolnellal, citrolnellol และ linalool เปนองคประกอบหลักโดยสวนใหญ องคประกอบเหลานี้อาจ
มีผลตอกิจกรรมยับยั้งการเจริญของเชื้อราซ่ึงมีรายงานวา citronellal, citronellol, limonene และ 
linalool มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา (Carson et al., 1998; Saikia et al., 2001 and Fisher et al., 2008) 
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Shin (2003) ไดศึกษาผลของ citronellol ตอการเจริญของเชื้อรา A. flavus และ A. niger พบวา 
citronellol สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้งสองสายพันธุไดโดยมีคา MIC เทากับ 0.78 และ 
0.39 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวน Yamasaki และคณะ (2007) ไดศึกษาผลของ
สารประกอบในกลุม monoterpenes ประกอบดวย citronellal, linalool, citrolnellol, limonene, 
 β-myrcene และ β-pinene ตอการงอกของสปอร และการเจริญของเสนใยของเชื้อรา Alternaria 
alternate พบวา citronellal และ linalool สามารถยับยั้งการงอกของสปอรได 97 และ 95 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยได 98 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามกิจกรรมการยับยั้ง
เชื้อราของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาวอาจเปนผลมาจากการมี limonene ซ่ึงเปนองคประกอบ
โดยสวนใหญที่มีถึง 69.11 เปอรเซ็นต โดย Dambolena และคณะ (2008) รายงานวา limonene ที่
ความเขมขน 25 ไมโครลิตรตอลิตร มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium verticillioides อยางไร
ก็ตามจากภาพโครมาโทแกรมขององคประกอบน้ํามันหอมระเหยที่วิเคราะหดวย GC-MS (Figure 
9-12.) พบมีพีคขององคประกอบที่เปนสารไมทราบชนิดอยูจํานวนหนึ่ง โดยเฉพาะในน้ํามันหอม
ระเหยจากผิวมะกรูด ซ่ึงองคประกอบเหลานี้อาจจะเปนองคประกอบหลักที่มีผลตอกิจกรรมการ
ยับยั้งเชื้อรา อยางไรก็ตามกิจกรรมยับยั้งก็อาจเปนผลมาจากองคประกอบของสารหลายๆ ชนิดรวมกัน
ซ่ึงกิจกรรมการยับยั้งของสารสกัดจากพืชเกิดจากการรวมกันของสารประกอบแตละชนิดไมวาจะ
เปนกลุมสารพวกเทอรปนและสารประกอบออกซิจิเนต (Smith-Palmer et al., 2001) 
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Figure 9. GC chromatogram of essential oil from kaffir lime peel. 
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Figure 10. GC chromatogram of ethyl acetate extract from kaffir lime peel. 
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Figure 11. GC chromatogram of essential oil from lime peel. 
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Figure 12. GC chromatogram of ethyl acetate extract from lime peel. 
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Table 7. Compositions of essential oils and ethyl acetate extracts of kaffir lime and lime peels. 
Composition (%) 

Essential oil Ethyl acetate extracts 
 

Components 
lime kaffir lime lime kaffir lime 

Limonene 69.12 7.32 61.60 - 
l-limonene - - - 28.94 
Citronellal - 11.86 - - 
o-cymene - 5.52 - 33.07 
(+)-2-carene - 0.52 - - 
Linalool - 5.83 - 3.04 
4-pentinal - 1.34 - - 
Sabinene - 5.00 - 9.44 
Myrtenal - 2.13 - - 
Campene - 3.60 - - 
Citronellol - 10.67 - - 
1,6-heptadiene - 2.67 - - 
Gamma-terpinene - 1.25 4.76 - 
Para-cymene 12.77 - - - 
2,5-octadiene - - 3.23 - 
Alpha –copaene - - - 6.62 
Beta –cadinene - - - 3.13 
Beta –caryophyllen - - - 4.14 
Beta-myrcene - - - 0.67 
Tran-sabinene hydrate - - - 2.09 
Alpha-bergamotene 2.08 - - - 
Gamma-campholenol - 1.76 - - 
Delta-carene - 1.26 - - 
1,2-pentadiene - 1.87 - - 
1,4,6-octatriene - 2.54 - - 
3,4-pentadienal - 4.18 - - 
Unknown 16.03 31.46 30.37 8.99 
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4. ผลของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และมะนาวตออัตราการรอดชีวิตของเชื้อรา A. flavus 
        และ A. parasiticus 

 จากผลการศึกษากิจกรรมการยับยั้งเชื้อราขางตน พบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดและมะนาวสามารถยับยั้งเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ไดดี ตามลําดับ จึงเลือกน้ํามัน
หอมระเหยทั้งสองชนิดมาใชศึกษา โดยเตรียมน้ํามันหอมระเหยใหมีความเขมขนเทากับคา MFC 
(1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร), MIC (0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และต่ํากวาคา MIC (0.28 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose broth (PDB) พบอัตราการรอดชีวิตของ A. flavus 
และ A. parasiticus โดยวิธี plate count โดยการเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาวที่ระดับความเขมขน 
1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เชื้อ A. flavus ลดลงจาก 5.37 log CFU ตอ
มิลลิลิตร เปน 3.14 และ 3.61 log CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ภายในเวลา 3 ช่ัวโมง และพบวาที่
ความเขมขน 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีอัตราการรอดชีวิตของเชื้อรา A. flavus ลดลงเมื่ระยะเวลา
เพิ่มขึ้น และสามารถยับยั้งเชื้อราไดอยางสมบูรณที่ 24 ช่ัวโมง (Figure 13.) สวนการเติมน้ํามันหอมระเหย
จากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาเชื้อ 
A. parasiticus ลดลงจาก 5.36 และ 5.29 log CFU ตอมิลลิลิตร เปน 3.24 และ 3.82 log CFU ตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ ภายในเวลา 3 ช่ัวโมง และท่ีความเขมขน 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเชื้อ 
A. parasiticus ไดอยางสมบูรณที่ 20 ช่ัวโมง (Figure 14.) และพบวาการเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดและมะนาวที่ระดับความเขมขน 0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาการเจริญของเชื้อราใกลเคียงกับ
ชุดควบคุมที่ไมเติมน้ํามันหอมระเหย 
 จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวมี
ศักยภาพในการทําลายเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ได ซ่ึง Moreira และคณะ (2005) กลาววา
กิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียของน้ํามันหอมระเหยจากพืชจะมีความจําเพาะกับเชื้อ Rasooli และ 
Razzaghi-Abyaneh (2004) ไดศึกษาน้ํามันหอมระเหยจากไทมที่ความเขมขน 1:4 (MFC) พบวา
สามารถยับยั้งเชื้อรา A. parasiticus ไดอยางสมบูรณที่เวลา 2 ช่ัวโมง ตอมา Rasooli และคณะ 
(2006) ไดศึกษาน้ํามันหอมระเหยจาก Thymus eriocalyx และ Thymus x-porlock พบวาน้ํามันหอม
ระเหยจาก Thymus eriocalyx และ Thymus x-porlock ที่ความเขมขน 250 และ 500 พีพีเอ็ม 
ตามลําดับ มีผลตอการตายของเชื้อรา A. niger คือสามารถยับยั้งการเจริญของสปอรเชื้อราไดอยาง
สมบูรณที่เวลา2 ช่ัวโมง เชนกัน 
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Figure13. Inhibitory effect of lime essential oil on Aspergillus flavus TISTR 3041 in PDB.  
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Figure14. Inhibitory effect of kaffir lime essential oil on Aspergillus parasiticus TISTR 3041 in PDB. 
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 จากการศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวตอการยับยั้งการเจริญ
และการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินของเชื้อ A. parasiticus และ A. flavus ตามลําดับ ในอาหาร YES ซ่ึง
เปนอาหารที่มีองคประกอบของ yeast extract และน้ําตาลซูโครส เหมาะสมตอการเจริญและการสราง
สารพิษแอฟลาทอกซินของเชื้อรา ที่ระยะเวลา 7 วัน พบวาการเจริญของเชื้อราขึ้นอยูกับความเขมขนของ
น้ํามันหอมระเหยที่เติมลงไป โดยความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยสูงสามารถลดการเจริญของเชื้อรา
ไดดีกวาความเขมขนต่ํา พบวาการเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 0, 0.28, 0.56, 
1.13 และ 2.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบการเจริญของรา A. parasiticus ลดลงโดยมีน้ําหนักแหงของเสน
ใยเทากับ 489.33, 383.70, 227.33, 198.40 และ 49.67 มิลลิกรัม ตามลําดับ และมีปริมาณความเขมขนของ
แอฟลาทอกซินเทากับ 20.58, 10.72, 8.52, 4.85, และ 2.03 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Figure 
15.) สวนการเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาวที่ระดับความเขมขน 0, 0.28, 0.56, 1.13 และ 2.25 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาความเขมขน 2.25 มิลลิลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
A. flavus และการสรางสารแอฟลาทอกซินไดอยางสมบูรณสวนความเขมขนของน้ํามันหอมระเหย
ระดับอื่นๆ พบวาการเจริญของรา A. flavus ลดลงตามระดับความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยโดยมี
น้ําหนักแหงของเสนใยเชื้อเทากับ 251.20, 194.40, 125.70, 102.22 และ 0.00 มิลลิกรัม ตามลําดับ และมี
ปริมาณแอฟลาทอกซินเทากับ 13.43, 12.44, 9.82, 6.92 และ 0.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
(Figure 16.) ซ่ึงจากผลการทดลองนี้พบวาตองใชความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยสูงกวางานวิจัยอ่ืนๆ 
จึงสามารถยับยั้งเชื้อราไดอยางสมบูรณ เชน Sharma และ Tripathi (2008) พบวาน้ํามันหอมระเหยจาก C. 
sinensis ที่ความเขมขน 3.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา A. niger ได
อยางสมบูรณ ที่ระยะเวลา 7 วัน สวน Dikbas และคณะ (2008) ไดศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยจาก 
Satureja hortensis ตอการเจริญของ A. flavus ในอาหารเหลวที่ระดับความเขมขน 6.25, 12.50 และ 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถลดการเจริญของเสนใยไดเมื่อเพิ่มความเขมขนของน้ํามันหอม
ระเหยสูงขึ้นพบวาสามารถยับยั้งไดดีกวาน้ํามันหอมระเหยความเขมขนต่ําโดยเฉพาะที่ความเขมขน 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบการเจริญของเชื้อราลดลงโดยมีน้ําหนักแหง 0.30 กรัม ขณะที่ความเขมขน 
6.25 และ 12.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีน้ําหนักแหงเทากับ 1.73 และ 1.76 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงจากการ
ทดลองขางตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB พบวาน้ํามันหอมระเหยสามารถยับยั้งเชื้อราไดอยางสมบูรณ ที่
ความเขมขนของน้ํามันหอมระเหย 1.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาอาหาร 
YES ซ่ึงเปนอาหารที่เหมาะตอการเจริญ และมีสารอาหารที่สมบูรณ มีผลทําใหเซลลของเชื้อราตานทาน
ตอน้ํามันหอมระเหยมากขึ้น คือตองใชความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยที่ 2.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
หรือสูงกวา 2.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จึงสามารถยับยั้งเชื้อราไดอยางสมบูรณ จากการทดลองเห็นไดวา
การเจริญของเชื้อราจะสัมพันธกับการสรางแอฟลาทอกซินของเชื้อราดวย 
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Figure 15. Effect of kaffir lime essential oil on A. parasiticus growth and aflatoxin production in 
  YES medium. 
 

0

50

100

150

200

250

300

0 0.28 0.56 1.13 2.25
EO concentration (mg/ml)

dry weight (mg/ml)

AF concentration (µg/ml)

 
 
Figure 16. Effect of lime essential oil on A. flavus growth and aflatoxin production in YES medium. 
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5. ผลของนํ้ามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และมะนาวตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะสัณฐานวิทยา 
       ของเชื้อรา A. flavus และ A. parasiticus   

 ผลการศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยจากมะกรูดและมะนาวตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
สัณฐานวิทยาของเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ตามลําดับ พบวาหลังจากการเติมและไมเติมน้ํามัน
หอมระเหยจะสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศนดังแสดงในFigure 17-18 ซ่ึง
แสดงลักษณะเสนใย (mycelium) ของเชื้อราพบวาไมเติมน้ํามันหอมระเหยมีลักษณะเสนใยของ 
 A. parasiticus และ A. flavus มีรูปรางเรียบเปนปกติ ในขณะที่เสนใยที่สัมผัสกับน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดและมะนาวที่ระดับความเขมขน 0.56 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีรูปรางของเสนใยทีไ่มเปลีย่นแปลงไป
มากนักแตพบวาโครงสรางภายในเสนใยมีลักษณะโปรง และมีขนาดเสนใยที่ใหญกวาเสนใยราชดุทีไ่มเตมิ
น้ํามันหอมระเหย และพบวาไมมีการสรางสปอรในขณะที่ชุดควบคุมพบมีการสรางสปอร แสดงวาน้ํามัน
หอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวมีผลตอการเจริญของ A. parasiticus และ A. flavus ตามลําดับ 

      
Figure 17. Microphotograph (400×) of A. parasiticus mycelium exposed to 0.56 mg/ml of     
kaffir lime essential oil (A) and control (B). 

      
 
Figure 18. Microphotograph (400×) of A. flavus mycelium exposed to 0.56 mg/ml of lime    
essential oil (A) and control (B). 

A 

A B 

B 
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 ผลการศึกษาภาพถายจาก TEM ของ A. parasiticus หลังเติมน้ํามันหอมระเหยจาก
ผิวมะกรูดและไมเติมน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด ดังแสดงใน Figure 19-20 (A) และ (B) 
ตามลําดับ พื้นผิวผนังเซลลของ hyphae เกิดลักษณะที่ผิดปกติโดยสังเกตไดจากผนังเซลลที่มี
ลักษณะหนาขึ้น และมีลักษณะไมเรียบ ภายในเซลลมีลักษณะโปรงกวาเซลลชุดควบคุมแสดงวา
องคประกอบภายในเซลลถูกทําลาย ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Rasooli และ Owlia (2005) 
ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลล A. parasiticus เมื่อไดรับน้ํามันหอมระเหยจากตนไทมที่ระดับ
ความเขมขน 250 พีพีเอ็ม พบวาผนังเซลลของ hyphae มีลักษณะไมเรียบเนื่องจากเกิดรอยฉีกขาด 
และพบวามีการสรางโคนิเดียลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และออกาแนลภายในเซลลถูกทําลาย 
ตอมา Rasooli และคณะ (2006) รายงานวาเชื้อรา A. niger เมื่อไดรับน้ํามันหอมระเหยจาก Thymus 
eriocalyx และ Thymus x-purlock ที่ระดับความเขมขน 125 และ 250 พีพีเอ็ม ตามลําดับ พบวา
เซลลของ A. niger มีผนังเซลลหนาขึ้น สวนของไซโตพลาสซึมถูกทําลาย ซ่ึงจากการศึกษา
องคประกอบขางตนของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และมะนาวพบวาองคประกอบสวนใหญ
อยูในกลุม monoterpenes hydrocarbon และ susquiterpenes hydrocarbon หลายชนิดรวมกัน ซ่ึง
สารกลุม terpenes มีความสามารถในการทําลาย และยอยสลายโครงสรางของไขมันที่ผนังเซลลของจุ
ลินทรีย ซ่ึงทําใหผนังเซลลเกิดรูร่ัวจึงทําใหน้ํามันหอมระเหยสามารถเขาไปภายในเซลลได ทําให
เยื่อหุมเซลลและโปรตีนตางๆ ถูกทําลาย เกิดการรั่วไหลของไซโตพลาสซึม เซลลแตก สงผลให
สารพวกโปรตีนและสารประกอบอื่นๆ ภายในเซลลของจุลินทรียแพรผานออกมาภายนอก 
ไอออนภายในเซลล เชน K+ ร่ัวออกภายนอกทําใหน้ํามันหอมระเหย ที่มีสมบัติในการยับยั้งเชื้อรา
ก็สามารถแพรผานเขาไปในเซลลไดมากขึ้นหรือเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการซึมผานของ
สารได (Brehm-Stecher et al., 2003) นอกจากนี้การที่น้ํามันหอมระเหยเขาไปภายในเซลลจุลินท
รียทําใหคาพีเอชภายในเซลลเปลี่ยนแปลงจะทําใหกระบวนการตางๆ ในเซลล เชน การสังเคราะห
ดีเอ็นเอ การสังเคราะหโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซมผิดปกติ ทําใหเซลลตาย หรือการ
เจริญเติบโตชากวาปกติ (Oussalah et al., 2006) ถึงแมวากลไกในการเกิดปฏิกิริยาของน้ํามันหอม
ระเหยยังไมแนชัด แตก็เชื่อวาเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางของผนังเซลลเกิดการฉีกขาดทํา
ใหเกิดการรั่วไหลของเอนไซมและสารอาหารตางๆ (Singh et al., 2003) เปนสาเหตุที่ทําใหการ
เจริญของเชื้อราชาลงหรือตายได 
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                   A                    B 
 
Figure 19. Transmission Electron Microscope (20000×) of A. parasiticus exposed to 0.56 mg/ml of kaffir 
  lime essential oil (A) and control (B). 
 

                                  
                 A                   B 
 
Figure 20. Transmission Electron Microscope (20000×) of A. flavus exposed to 0.56 mg/ml of lime             
                essential oil (A) and control (B). 
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6. ผลการศึกษาการใชน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด และมะนาวในการควบคุมการเจริญและ 
       สรางสารพิษแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ในเมล็ดขาวโพด 

 จากผลการศึกษาของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวที่ระดับความ
เขมขน 0, 25, 30, 40, 50 และ 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตอการยับยั้งเชื้อรา A. parasiticus และ 
A. flavus  ตามลําดับ ในเมล็ดขาวโพดที่อุณหภูมิหอง พบวาน้ํามันหอมระเหยที่ระดับความเขมขน
สูงสามารถยับยั้งเชื้อราไดดีกวาน้ํามันหอมระเหยที่ระดับความเขมขนต่ํา ดังแสดงใน Figure 21-22 
(A).โดยที่ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเชื้อราไดจนถึง 3 วัน ระดับความ
เขมขน 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสามารถยับยั้งไดจนถึง 5 วัน ยกเวนน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาว
ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้ง A. flavus ไดจนถึง 7 วัน น้ํามันหอมระเหย
จากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 40 และ 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเชื้อรา 
A. parasiticus ไดจนถึง 7 วัน และพบวาที่ระดับความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสามารถยับยั้ง
เชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ไดอยางสมบูรณจนถึง 28 วัน จากผลการทดลองเมื่อวัดปริมาณ
แอฟลาทอกซินที่เชื้อราสรางขึ้นพบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวทุกระดับความ
เขมขนสามารถลดการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินจากเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ได
ดีกวาชุดควบคุมที่ไมเติมน้ํามันหอมระเหย ดังแสดงใน Figure 21-22 (B). พบวาน้ํามันหอมระเหย
จากผิวมะกรูดที่ระดับความเขมขน 25 และ 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสรางแอฟลาทอก
ซินจาก A. parasiticus ไดจนถึง 3 และ 5 วัน ตามลําดับ ที่ระดับความเขมขน 40 และ 50 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสรางแอฟลาทอกซินไดจนถึง 7 วัน สวนน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาว
ที่ระดับความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสามารถยับยั้งการสรางแอฟลาทอกซินจาก A. flavus
ไดจนถึง 3 วัน ที่ระดับความเขมขน 30 และ 40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งไดจนถึง 7 วัน ที่
ระดับความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งไดจนถึง 14 วัน สวนน้ํามันหอมระเหยที่
ระดับความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสรางแอฟลาทอกซินจากเชื้อ A. flavus และ 
A. parasiticus ได อยางสมบูรณจนถึง 28 วัน 
 จากการทดลองของ Rasooli และ Owlia (2005) พบวาน้ํามันหอมระเหยจากตน
ไทมสามารถยับยั้งการเจริญของ A. parasiticus และการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินไดอยาง
สมบูรณที่ความเขมขน 250 พีพีเอ็ม และ Dikbas และคณะ (2005) ไดศึกษาผลของสารสกัดจากพืช
ตระกูล Agave ตอการยับยั้งการเจริญและการสรางสารพิษ mycotoxin จากเชื้อรา A. flavus และ 
A. parasiticus สารสกัดจาก Agave asperrima และ Agave steriata มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ 
A. flavus และ A. parasiticus ไดในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยมีคา MIC เทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
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และพบวาเมื่อนําสารสกัดมาใชในเมล็ดขาวโพดพบวาคา MIC ของสารสกัดตอการยับยั้งเชื้อราเพิ่ม
สูงขึ้นกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยมีคา MIC เทากับ 40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรยับยั้ง A. flavus และ 
42 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ยับยั้ง A. parasiticus และพบวาสารพิษแอฟลาทอกซินจะลดลงตามระดับ
ความเขมขนของสารสกัดที่สูงขึ้น 
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Figure 21. Effect of kaffir lime essential oil on growth (A) and aflatoxin production (B) by  
                 A. parasiticus in maize kernel stored at room temperature. 
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Figure 22. Effect of lime essential oil on growth (A) and aflatoxin production (B) by A. flavus in  
                maize kernel stored at room temperature. 
 
 จากผลการศึกษาของน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวที่ระดับความ
เขมขน 0, 25, 30, 40, 50 และ 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตอการยับยั้งเชื้อรา A. parasiticus และ  
 A. flavus  ตามลําดับ ในเมล็ดขาวโพดที่อุณหภูมิหองที่มีการควบคุมความชื้นสัมพัทธ 90 
เปอรเซ็นต พบวาที่ระดับความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยที่ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรไมสามารถ
ยับยั้งเชื้อราไดแตเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมพบวามีปริมาณใกลเคียงกับชุดควบคุมที่ไมเติม
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น้ํามันหอมระเหย โดยการใชน้ํามันหอมระเหยที่ระดับความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้งสองชนิดได 3 วัน ที่ความเขมขน 40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการเจริญได 5 วัน และความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อราทั้งสองชนิดไดจนถึง 7 วัน สวนที่ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งได
จนถึง 14 วัน ดังแสดงในFigure 23-24 (A).  
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Figure 23. Effect of kaffir lime essential oil on growth (A) and aflatoxin production (B) by 
                  A. parasiticus in maize kernel stored at room temperature under 90% relative humidity. 
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 เมื่อวัดปริมาณแอฟลาทอกซินที่เชื้อราสรางขึ้นพบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดและมะนาวทุกระดับความเขมขนสามารถลดการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินไดดีกวาชุด
ควบคุมที่ไมเติมน้ํามันหอมระเหย ซ่ึงสามารถลดการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินจากเชื้อราทั้งสอง
ชนิดไดตามระดับความเขมขน น้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูดและมะนาวทุกระดับความเขมขนไม
สามารถยับยั้งการสรางแอฟลาทอกซินจากเชื้อรา A. parasiticus และ A. flavus ไดอยางสมบูรณดัง
แสดงใน Figure 23-24 (B). จากผลการทดลองเมื่อเก็บในอุณหภูมิหองที่มีการควบคุมความชื้น
สัมพัทธ 90 เปอรเซ็นต พบวามีการเจริญของเชื้อราดีกวาชุดที่ไมควบคุมความชื้นสัมพัทธ ทั้งนี้
เนื่องจากความชื้นสัมพัทธ 90 เปอรเซ็นต เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรา ทําใหเชื้อราเจริญอยาง
รวดเร็ว ซ่ึงสุพรรณ ปญญาฟู (2540) พบวาที่ความชื้นสัมพัทธ 90 เปอรเซ็นตขึ้นไปมีเชื้อราเพิ่มขึ้น
เปนจํานวนมากระหวางการเก็บรักษาขาวญี่ปุน  
 จากการทดลองเปนการศึกษาเบื้องตนที่แสดงใหเห็นวาน้ํามันหอมระเหยจากผิว
มะกรูดและมะนาวสามารถยับยั้งการเจริญและการสรางแอฟลาทอกซินในอาหารเลี้ยงเชื้อ YES ซ่ึง
เปนอาหารที่มีความเหมาะสมตอการเจริญ และการสรางสารพิษแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. flavus 
และ A. parasiticus และในเมล็ดขาวโพด พบวาในเมล็ดขาวโพดตองใชความเขมขนของน้ํามันหอม
ระเหยที่สูงกวาในอาหารเหลวมากเนื่องจากมีหลายปจจัยมาเกี่ยวของ เชนผลจากปฏิกิริยาระหวาง
องคประกอบของน้ํามันหอมระเหยกับองคประกอบในเมล็ดขาวโพด เชนแปงและไขมัน เปนตน 
น้ํามันหอมระเหยมีคุณสมบัติไมชอบน้ํา (hydrophobic) ละลายไดในไขมันซึ่งมีผลตอการลด
กิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียของน้ํามันหอมระเหย เนื่องจากน้ํามันหอมระเหยไดละลายในสวนทีเ่ปน
ไขมันของจุลินทรีย ทําใหกิจกรรมการยับยั้งในสวนของชั้นน้ําลดลง นอกจากนี้ไขมันยังเปนตัว
ปกปองเซลลจุลินทรียจากปฏิกิริยาของน้ํามันหอมระเหย (Menon and Garg, 2001; Gill et al., 2002) 
องคประกอบในอาหารจะมีผลตอกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียมากหรือนอยนั้นขึ้นกับปริมาณของ
องคประกอบในอาหารนั้นๆ และปริมาณจุลินทรียที่ใชในการทดสอบ (Smith-Palmer et al., 2001) 
ซ่ึงการนําน้ํามันหอมระเหยไปใชจริงนั้นจะตองคํานึงปจจัยหลายปจจัย เนื่องจากน้ํามันหอมระเหยมี
โครงสรางที่ซับซอน มีคุณสมบัติของน้ํามันหอมระเหยจะแปรผันกับฤดูกาลที่เก็บ และระเหยไดงาย
เนื่องจากวิธีการสกัดดวยไอน้ําซึ่งมีเพียงสารในกลุม volatile compounds เทานั้น ซ่ึงจะตองมี
การศึกษาถึงคุณสมบัติของสารประกอบที่พบในน้ํามันหอมระเหยภายใตสภาวะแวดลอมที่ใชจริง 
รวมถึงกลิ่นของน้ํามันหอมระเหยที่คอนขางมีกล่ินแรง และอาจทําใหรสสัมผัสเปลี่ยนไปไดเมื่อใช
ที่ความเขมขนสูงๆ ทําใหอาจไมเปนที่ยอมรับ ซ่ึงตองศึกษาเพิ่มเติมในการลดปญหาในเรื่องดังกลาว
ใหมีความเหมาะสมกับสภาวะที่ใชจริงและยอมรับไดเมื่อนํามาใชเพื่อชวยเก็บรักษาผลิตภัณฑตางๆ 
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Figure 24. Effect of lime essential oil on growth (A) and aflatoxin production (B) by A. flavus in  
                maize kernel stored at room temperature under 90% relative humidity. 
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ภาคผนวก ก 

วิธีการวิเคราะห 

1. การทดสอบหายาฆาแมลงตกคางกลุมฟอสเฟตและคารบาเมทในผิวสมโดยใช GT-pesticide   
    residual test kit  
 
อุปกรณชุดทดสอบ ประกอบดวย 
 ก. อุปกรณในชุดทดสอบ 

- น้ํายาสกัด1 (ไดคลอโรมีเทน) 1 ขวด 
- น้ํายาสกัด 2 (5 เปอรเซ็นต เอทธานอล) 1 ขวด 
- จีที 1 (เอนไซมอะซิติลคลอรีนเอสเตอรเรส) 1 ขวด 
- จีที 2 (สารสื่อประสาท อะซิติลคลอรีน) 1 ขวด 
- จีที 2.1 (ตัวทําละลาย) 1 ขวด 
- จีที 3 (ไฮดรอกซีราไมด ตัวยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา) 1 ขวด 
- จีที 3.1 (ตัวทําละลาย) 1 ขวด 
- จีที 4 (กรดไฮดรอคลอริก)1 ขวด 
- จีที 5 (เฟอรริกคลอไรด)1 ขวด 

 ข. อุปกรณอ่ืนที่จําเปน 
 - ถาดน้ําอุน 1 ชุด 
 - เทอรโมมิเตอร 1 อัน 
 - อุปกรณระเหยตัวอยาง 1 ชุด 
 - หลอดหยดพลาสติก 12 อัน 
 - หลอดหยดแกว 5 อัน 
 - หลอดทดลอง 20 อัน 
 - ขวดพลาสติก ขนาด 60 ซีซี. 5 ใบ 
 - ที่ตั้งหลอด 1 อัน 
 - คูมือชุดทดสอบ 1 แผน 

วิธีการทดสอบ 
 1. หั่นตัวอยางใหละเอียด 
 2. ตักตัวอยางอาหาร ประมาณ 5 กรัม ใสในขวด (สูง 2 ขีด ของขวดพลาสติก) 
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 3. เติมน้ํายาสกัด 1 จํานวน 5 ซีซี หรือพอทวมตัวอยาง ปดฝาใหแนน เขยาแรงๆ วางทิ้งไว 
10-15 นาที 
 4. ดูดน้ํายาสกัดจากขอ 3 จํานวน 1 ซีซี ใสในหลอดทดลอง เติมน้ํายาสกัด 2 จํานวน 1 ซีซี 
 5. นําไประเหยในถาดน้ําอุน จนน้ํายาสกัด 1 (ช้ันลาง) ระเหยหมด 
 6. นําหลอดทดลองใหม 3 หลอด (อยาลืมเขียนเบอรที่หลอด) มาเติมน้ํายาดังนี้ หลอดที่ 1 
เติมน้ํายาสกัด 2 จํานวน 1 ขีด, หลอดที่ 2 เติมน้ํายาสกัด 2 จํานวน 1 ขีด 

       หลอดที่ 3 เติมน้ํายาสกัดตัวอยางจากขอ 5 จํานวน 1 ขีด 
 7. เติมน้ํายาจีที 1 จํานวน 2 ขีด ลงทุกหลอด ทิ้งไว 5-10 นาที 
 8. ขณะรอเวลาในขอ 7 ใหเทจีที 2.1 ลงในจีที 2 เปนน้ํายาผสมจีที 2 และเทจีที 3.1 ลงในจีที 
3 เปนน้ํายาผสมจีที 3 
 9. เติมน้ํายาผสมจีที 2 (จากขอ 8) จํานวน 1.5 ขีด ลงในหลอดที่ 1 สวนหลอดที่ 2 และ 3 
เติม 1 ขีด ตั้งทิ้งไว 1 ช่ัวโมง 
 10. เติมน้ํายาผสมจีที 3 (จากขอ 8) จํานวน 4 ขีด ทุกหลอด 
 11. เติมจีที 4 จํานวน 2 ขีด ลงในทุกหลอด เขยาใหเขากัน 

  12. เติมจีที 5 จํานวน 2 ขีด ลงในทุกหลอด เขยาใหเขากัน สังเกตสีของทั้ง 3 หลอด แลว
อานผลนํามาลางใหสะอาดดวยน้ํา ผ่ึงใหสะเด็ดน้ํา สมโอและสมเชงปอกเอาเฉพาะสวนผิวเปลือก 
สวนสมโชกุนปอกเอาสวนเปลือกแลวนําไปสกัดตามวิธีการขอ 1.2.1-1.2.2   การทดสอบหายาฆา
แมลงกลุมฟอสเฟตและคารบาเมตในผิวเปลือกพืชตระกูลสมโดยใช GT-pesticide residual test kit 
(กองอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2549) มีวิธีการดังนี้ หั่นตัวอยางเปลือกสมใหละเอียด ตัก
ตัวอยางเปลือกสม ประมาณ 5 กรัม ใสในขวดพลาสติก (สูง 2 ขีด ของขวดพลาสติก) เติมน้ํายาสกัด 
1 จํานวน 5 ซีซี  ปดฝาใหแนน เขยาแรง ๆ วางทิ้งไว 10-15  นาที จากนั้นดูดน้ํายาสกัดเปลือกสม 
จํานวน 1 ซีซี ใสในหลอดทดลอง เติมน้ํายาสกัด 2 จํานวน 1 ซีซี แลวนําไประเหยในน้ําอุน จนน้ํายา
สกัด 1 (ช้ันลาง) ระเหยหมด  นําหลอดทดลองใหม 3 หลอด  มาเติมน้ํายาดังนี้  

  หลอดที่ 1 เติมน้ํายาสกัด 2  
  หลอดที่ 2 เติมน้ํายาสกัด 2  
  หลอดที่ 3 เติมน้ํายาสกัดตัวอยางเปลือกสม  

 เติมน้ํายาจีที 1 จํานวน 2 ขีด ลงทุกหลอด ทิ้งไว 5-10 นาที จึงเติมน้ํายาผสมจีที 2  จํานวน 
1.5 ขีด ลงในหลอดที่ 1 สวนหลอดที่ 2 และ 3 เติม 1 ขีด ตั้งทิ้งไว 1 ช่ัวโมง แลวเติมน้ํายาผสมจีที 3 
จํานวน 4 ขีด ทุกหลอด จากนั้นเติมจีที 4 จํานวน 2 ขีด ลงในทุกหลอด เขยาใหเขากัน และเติมจีที 5 
จํานวน 2 ขีด ลงในทุกหลอด เขยาใหเขากัน สังเกตสีของทั้ง 3 หลอด แลวอานผลจากตาราง 
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Table 8. Results interpretation of pesticide test by GT-test kit. 
สีสารละลายในหลอด เกณฑการตัดสิน 

1. หลอด 3 สีออนกวาหรือเทากับหลอดที่2 
2. หลอด 3 สีออนกวาหลอด 1 แตเขมกวา

หลอดที่ 2 
3. หลอด 3 เทากับหรือเขมกวาหลอด 1 

1. ไมพบยาฆาแมลง 
2. พบยาฆาแมลงอยูในเกณฑปลอดภัย 
3. พบยาฆาแมลงในปริมาณมากเกินคา

ความปลอดภัย 

2. ขั้นตอนการเตรียมเซลลในการถายภาพ TEM 

 2.1 การตรึงเซลลขั้นตน (primary fixative) ดวย 2.5 เปอรเซ็นต กลูตารอลดีไฮด 
(glutaraldehyde) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 2.2 ลางเซลลใน 0.1 โมล phosphate buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
 2.3 การตรึงเซลลขั้นที่สอง (post fixative) ดวย 1 เปอรเซ็นต ออสเมียมเตตรอกไซด (OsO4) 
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง 
 2.4 ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
 2.5 ยอมสีขั้นตนใน 2 เปอรเซ็นต ยูรานิลอะซิเตต (uranyl acetate) เปนเวลา 20 นาที 
 2.6 การดึงน้ําออก (dehydration) ทําเปนขั้นตอนดังนี้ 

 30 เปอรเซ็นต เอธานอล 2 คร้ังๆ ละ 5  นาที 
      50 เปอรเซ็นต เอธานอล 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
      70 เปอรเซ็นต เอธานอล 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที 

 80 เปอรเซ็นต เอธานอล 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
               100 เปอรเซ็นต เอธานอล 2 คร้ังๆ ละ 5 นาที 
 2.7 การแทรกซึม (infiltration) เปนการนําสารตัวกลางเขาสูเซลล โดยใช 
         โพรพอลีนออกไซด 2 คร้ังๆ ละ 15 นาที 
         โพรพอลีนออกไซด : เอธานอล (1:1) เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง 
         อีพอกซีเรซินบริสุทธิ์ เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง 
 2.8 การใสตัวอยาง (embedding) ลงในเบาหลอมแลวหยดอีพอกซีเรซินบริสุทธิ์ ลงใน
แคปซูล ประมาณหนึ่งในสี่ แลวไลฟองอากาศออก 
 2.9 ทําใหตัวอยางแข็งจับตัวกัน (polymerization) โดยนําตัวอยางใสในตูอบที่อุณหภูมิ 70-
80 องศาเซลเซียส ทิ้งไวคางคืน 
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 2.10 การตัดตัวอยางโดยใชอุลตราไมโครโทม (ultramicrotome ; ยี่หอ Drukker International 
ประเทศเนเธอรแลนด) ตัดแตงตัวอยางบนกริดทองแดงใหเปนรูปพีระมิดขนาดประมาณ 0.5-1.0 
ไมครอน หลังจากนั้นยอมดวยสีโทลูดีนบลู 
 2.11 การยอมสีโดยแชเซลลใน 5 เปอรเซ็นต ยูรานิลอะซิเตตที่จําเพาะกับกรดนิวคลีอิกและ
ลีดซิเตรดที่จําเพาะกับองคประกอบของเซลล 
 2.12 ดูตัวอยางโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบทรานสมิชชัน (TEM รุน JEM 2010, 
JEOL ประเทศญี่ปุน) ที่ 160 กิโลโวล (Ngapo et al., 1996) 

3. วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1 Potato Dextrose Agar มีสวนประกอบคือ 
 Potato infusion 200 กรัมตอลิตร 
 Dextrose  20 กรัมตอลิตร 
 Agar  15 กรัมตอลิตร 
 วิธีการเตรียม  

 ช่ังอาหาร 39.0 กรัมตอน้ํากลั่น 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 
แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

3.2 Potato Dextrose Broth มีสวนประกอบคือ 
  Potato infusion 200 กรัมตอลิตร 
  Dextrose  20 กรัมตอลิตร 
  วิธีการเตรียม  
 ช่ังอาหาร 24.0 กรัมตอน้ํากลัน่ 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 
แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้าํ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

3.3 YES medium broth มีสวนประกอบคือ 
 Yeast extract    2.0  กรัม 
 Sucrose  15 กรัม 
 Distill water 100 มิลลิลิตร 
 pH  6.1-6.5 

 วิธีการเตรียม 
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 ช่ังสวนประกอบตางๆ ตอน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย 
magnetic stirrer แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปรับพีเอชใหได 6.1-6.5 

4. การคํานวณหาจํานวนเซลลจุลินทรียเร่ิมตน 

 Aspergillus flavus TISTR 3041, Aspergillus parasiticus TISTR 3276, Aspergillus 
fumigatus 3018, Aspergillus niger 6275 และ Penicillium sp. นับสปอรดวย hemacytometer  
ไดสปอรเฉลี่ยตอชอง 25

117  = 4.68 เซลลตอชอง 

ปริมาตรของชองใหญของ hemacytometer = 0.20.20.2 ××  (มิลลิเมตร)3 
                    = 3-104× ลูกบาศกมิลลิเมตร 

คิดเปน  3-104×  ลูกบาศกมิลลิเมตร × 310
1 ลูกบาศกเซนติเมตร = 6-104× ลูกบาศกเซนติเมตร 

                                                                                                                      = 6-104×  มิลลิลิตร  
ปริมาตร 6-104× มิลลิลิตร มีสปอร 27.04 เซลล 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มีสปอร 6-104
4.68
×

 = 6101.17× เซลลตอมิลลิลิตร 

คาที่ได ×  dilution factor = 106101.17 ××  

ปริมาณสปอรเร่ิมตน = 7101.17×  เซลลตอมิลลิลิตร 

5. การตรวจหาปริมาณแอฟลาทอกซินดวยชุดทดสอบ DOA-ELISA aflatoxin test kit 

 5.1 ชุดทดสอบ DOA-ELISA aflatoxin test kit ประกอบดวย 
  5.1.1 Micro ELISA plate ที่เคลือบดวยแอนติบอดีตอสารแอฟลาทอกซินบี 1 
  5.1.2 AFB1-HPR Conjugate 
  5.1.3 Substrate A และ B  
  5.1.4 Conjugate buffer 
  5.1.5 Washing buffer (0.01M PBS+0.05% tweeb 80) 
  5.1.6 Stopping solution 
 5.2 ส่ิงที่ตองเตรียม 
  5.2.1 70% Methanol 
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  5.2.2 เครื่องบด 
  5.2.3 เครื่องชั่ง 
  5.2.4 เครื่องเขยา 
  5.2.5 เครื่องแกวสําหรับกรอง 
  5.2.6 กระดาษกรองเบอร 4 
  5.2.7 ไมโครปเปต 
 5.3 การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะห 
  5.3.1 การเตรียม washig buffer โดยนํา Washing buffer ในขวดมาเจือจางเปน 0.01 M 
PBS-T โดยเติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร สําหรับนําไปเจือจางสารสกัดตัวอยาง และลาง Micro ELISA 
plate เก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 
  5.3.2 เตรียม Substrate solution ผสม Substrate A และ B ในอัตราสวน 1:1  
  5.3.3 สารพิษมาตรฐาน 
  5.3.4 การเตรียมเอนไซมคอนจูเกต โดยเติมคอนจูเกต บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตรลงใน
หลอดเอนไซมคอนจูเกต 
 5.4 การเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะห 
  5.4.1 ช่ังตัวอยางที่จะวิเคราะหปริมาณ 20 กรัม บดใหละเอียดดวยเครื่องบด สวน
ตัวอยางที่เปนของเหลวใช 20 มิลลิลิตร 
  5.4.2 เติม 70% methanol ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ลงฝนฟลาสกจะไดอัตราสวนของ
ตัวอยางตอเมธานอลเปน 1:5 
  5.4.5 ปดปากฟลาสกเขยาที่ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 
  5.4.6 ตั้งทิ้งไวประมาณ 10 นาที แลวจึงกรองสวนใสดวยกระดาษกรองเบอร 4 เกบ็
เอาสวนใสที่ไดมาวิเคราะหซ่ึงมีอัตราเจือจาง 1:5 ทําใหเจือจางเปน 1:20 โดยใชสารละลาย 0.01 M 
PBS-T กอนนําไปวิเคราะห (สารสกัดตัวอยาง 1 มิลลิลิตร + สารละลาย 0.01 M PBS-T 3 มิลลิลิตร) 
 5.5 วิธีการวิเคราะห 
  5.5.1 หยดสารพิษมาตรฐาน ระดับความเขมขนตางๆ และตัวอยางที่เจือจางแลว
ประมาณ 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบที่เคลือบดวยแอนติบอดีแอฟลาทอกซิน 
  5.5.2 หยดเอนไซมคอนจูเกตที่ เจือจางแลวลงในหลุมทุกหลุมปริมาณ  50 
ไมโครลิตร เขยาเล็กนอย บมไวในที่มืดที่อุณหภูมินาน 30 นาที 
  5.5.3 เทสารในหลุมทิ้ง และลางหลุมดวย Washing buffer โดยลางอยางนอย 3 คร้ัง 
ซับและเคาะใหแหง 



       
         94 

  5.5.4 หยด Substrate ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม บมไวในที่มืดที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที จะเกิดปฏิกิริยาเปนสีฟา ตามลําดับความเขมขนของสารพิษ ตัวอยางที่มีสี
ฟาเขมแสดงวาไมมีสารพิษ หรือมีนอย สวนที่มีสีฟาจางและขาว แสดงวามีสารพิษอยูสูง 
  5.5.6 หยุดปฏิกิริยาโดยเติม Stopping solution ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ปฏิกิริยา
จะเปลี่ยนเปนสีเหลือง และอานความเขมสีดวย Microplate reader ที่ชวงความยาวคลื่น 450 นาโน
เมตร 
  5.5.7 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดของสารพิษมาตรฐานมาสรางเปนกราฟมาตรฐาน
โดยลงในกระดาษ semi-logarichmic ใหคาดูดกลืนแสงเปนแกน Y และคาความเขมขนของสารพิษ
เปนแกน X  
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ภาคผนวก ข 

ผลการทดลอง 

1. ผลการทดสอบหายาฆาแมลงตกคางกลุมฟอสเฟตและคารบาเมทในผิวสมโดยใช GT-test kit   

Table 9. Contamination of organic phosphates and pesticides in citrus peel tested by GT-test kit.  
Citrus cultivars pesticide tested 

Kaffir lime Not detected 
Lime Not detected 

Pomelo Not detected 
Acidless orange Detected (lower than safety level) 

Shogun Detected (lower than safety level) 
 
Table 10. Color of peels of citrus cultivars by Color meter: Hunter lab. 

Citrus cultivars Id -a* 
Kaffir lime -8.40±0.4 

Lime -9.21±0.29 
Pomelo -6.32±0.88 

Acidless orange -5.70±0.37 
Shogun -11.24±0.44 

-a* light green color 
 
Table 11. Production yields of ethyl acetate extracts and essential oils from peels of various  citrus cultivars. 

Types of extraction Citrus varieties 
ethyl acetate extract (%) hydrodistillation   (%) 

Pomelo (Citrus maxima Merr)   1.91 0.20 
Shogun ( Citrus reticulate cv Shogun) 2.15 0.49 
Acidless orange ( Citrus paradisi) 1.08 0.15 
Kaffir lime (Citrus hystrix  DC) 2.36 0.77 
Lime (Citrus aurantifolia Swingle) 1.53 0.45 
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2. การวิเคราะหสารประกอบของน้ํามนัหอมระเหยจากผิวมะกรูดดวยเทคนิค GC-MS 
 

 

 
 
Figure 25 . GC chromatogram of essential oil from kaffir lime peel. 
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Figure 26. Mass spectrum comparison of o-cymene found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 

o-cymene in kaffir lime essential oil 

o-cymene in database 
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Figure 27. Mass spectrum comparison of limonene found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 
 

Limonene in kaffir lime essential oil 

Limonene in database 
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Figure 28. Mass spectrum comparison of (+)-2-carene found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 
 

(+)-2- Carene in kaffir lime essential oil 

(+)-2- Carene in database 
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Figure 29. Mass spectrum comparison of myrtenal found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 

myrtenal in kaffir lime essential oil 

myrtenal in database 
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Figure 30. Mass spectrum comparison of 4-pentanal found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 

4- pentanal in kaffir lime essential oil 

4- pentanal in database 
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Figure 31. Mass spectrum comparison of linalool found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 

linalool in kaffir lime essential oil 

linalool in database 
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Figure 32. Mass spectrum comparison of citronellal found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 

citronellal in kaffir lime essential oil 

citronellal in database 



       
         104 

 
 
Figure 33. Mass spectrum comparison of 1-6 heptadiene found in essential oil from kaffir lime  
                  peel with that in database. 
 
 
 

1-6 heptadiene in kaffir lime essential oil 

1-6 heptadiene in database 
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Figure 34. Mass spectrum comparison of campene found in essential oil from kaffir lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 
 

campene in kaffir lime essential oil 

campene in database 



       
         106 

2. การวิเคราะหสารประกอบในน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะนาวโดยวิธี GC-MS 
 

 
 
Figure 35 . GC chromatogram of of essential oil from lime peel. 

p-cymene 

limonene 
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Figure 36. Mass spectrum comparison of p-cymene found in essential oil from lime peel with that  
                  in database. 
 
 
 
 
 
 

p-cymene in lime essential oil 

p-cymene in database 
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Figure 37. Mass spectrum comparison of limonene found in essential oil from lime peel with that  
                  in database. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Limonene in lime essential oil 

Limonene in database 
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3. การวิเคราะหสารประกอบของสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิวมะนาวดวยเทคนิค GC-MS 
 
 

 
 
Figure 38 . GC chromatogram of ethyl acetate extract from lime peel. 
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Figure 39. Mass spectrum comparison of gamma-terpinene found in ethyl acetate extract from  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 

gamma-terpinene in lime ethyl acetate extract  

gamma-terpinene in database 
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Figure 40. Mass spectrum comparison of 2,5-octadiene found in ethyl acetate extract from  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 
 

2,5-octadiene in lime ethyl acetate extract 

2,5-octadiene in database 
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Figure 41. Mass spectrum comparison of limonene found in ethyl acetate extract from lime peel  
                  with that in database. 
 
 
 
 
 
 

limonene in lime ethyl acetate extract 

limonene in database 
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Figure 42. Mass spectrum comparison of piperitenone found in ethyl acetate extract from lime  
                  peel with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

piperitenone in lime ethyl acetate extract 

piperitenone in database 
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4.  การวิเคราะหสารประกอบของสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากผิวกรูดดวยเทคนิค GC-MS 
 
 

 
 
Figure 43 . GC chromatogram of ethyl acetate extract from kaffir lime peel. 
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Figure 44. Mass spectrum comparison of sabinene found in ethyl acetate extract from kaffir  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 
 
 

sabinene in lime ethyl acetate extract 

sabinene in database 
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Figure 45. Mass spectrum comparison of l-limonene found in ethyl acetate extract from kaffir  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 
 
 
 

l-limonene in kaffir lime ethyl acetate extract 

l-limonene in database 
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Figure 46. Mass spectrum comparison of delta-cadinene found in ethyl acetate extract from kaffir  
                 lime peel with that in database. 
 
 
 
 

delta-cadinene in kaffir lime ethyl acetate extract 

delta-cadinene in database 
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Figure 47. Mass spectrum comparison of alpha-copaene found in ethyl acetate extract from kaffir  
                 lime peel with that in database. 
 
 
 
 

Alpha - copaene in kaffir lime ethyl acetate extract 

Alpha - copaene in database 
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Figure 48. Mass spectrum comparison of beta-caryophyllen found in ethyl acetate extract from              
                  kaffir lime peel with that in database. 
 
 
 
 

beta-caryophyllene in kaffir lime ethyl acetate extract 

beta-caryophyllene in database 
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Figure 49. Mass spectrum comparison of tran-sabinene found in ethyl acetate extract from kaffir  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 
 

tran-sabinene hydrate in kaffir lime ethyl acetate extract 

tran-sabinene hydrate in database 
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Figure 50. Mass spectrum comparison of beta-myrcene found in ethyl acetate extract from kaffir  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 

beta-myrcene in kaffir lime ethyl acetate extract extract 

beta-myrcene in database 
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Figure 51. Mass spectrum comparison of linalool found in ethyl acetate extract from kaffir  
                  lime peel with that in database. 
 
 
 
 
 
 
 

linalool in kaffir lime ethyl acetate extract extract 

linalool in database 
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Figure 52. Mass spectrum comparison of citronellal found in ethyl acetate extract from kaffir  
                  lime peel with that in database. 
 
 

citronellal in kaffir lime ethyl acetate extract extract 

citronellal in database 



       
         124 

            
 
 
Figure 53. Inhibitory activity of kaffir lime oil against Aspergillus parasiticus (A) lime oil against  
                   Aspergillus flavus (B). 
 
Table 12. Inhibitory activity of lime essential oil (0-1.13 mg/ml concentration) against Aspergillus flavus  
                 TISTR 3041 in PDB (log CFU/ml). 
 

Survival counts (log CFU/ml) Time (h) 
  0 0.28 0.56 1.13 

0 5.42±0.05 5.42±0.06 5.29±0.08 5.36±0.05 
3 5.24±0.05 4.50±0.09 3.81±0.17 3.23±0.06 
6 5.14±0.06 4.11±0.10 2.84±0.11 2.44±0.15 
12 4.92±0.12 4.32±0.05 2.55±0.18 1.64±0.09 
15 5.06±0.10 4.57±0.06 3.12±0.11 1.12±0.07 
20 5.11±0.08 4.67±0.10 3.74±0.11 0.00±0.00 
24 5.25±0.08 4.63±0.06 4.27±0.10 0.00±0.00 
30 5.26±0.06 4.99±0.10 4.29±0.04 0.00±0.00 
48 6.67±0.20 6.15±0.06 4.32±0.06 0.00±0.00 

 
 

 

A B 

Control Control 

1 mg of kaffir lime oil 

1 mg of lime oil 
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Table 13. Inhibitory activity of kaffir lime essential oil (0-1.13 mg/ml concentration) against Aspergillus  
                 parasiticus TISTR 3041 in PDB (log CFU/ml). 
 

Survival counts (log CFU/ml) Time (h) 
  0 0.28 0.56 1.13 

0 5.43±0.06 5.34±0.07 5.36±0.04 5.37±0.08 
3 4.79±0.07 4.11±0.12 3.61±0.07 3.13±0.08 
6 4.81±0.09 4.16±0.10 3.22±0.05 1.84±0.14 
12 4.60±0.15 4.34±0.04 2.90±0.10 1.83±0.07 
15 4.88±0.06 4.20±0.06 3.08±0.07 1.50±0.11 
20 5.15±0.06 4.31±0.06 3.46±0.06 1.41±0.09 
24 5.19±0.10 4.81±0.08 3.82±0.07 0.00±0.00 
30 5.22±0.07 4.92±0.10 4.21±0.13 0.00±0.00 
48 6.37±0.09 5.55±0.05 4.28±0.05 0.00±0.00 
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Table 14. Effect of lime and kaffir lime peel essential oils on growth and aflatoxin production of A. flavus and A. parasiticus in YES medium. 
 

A. flavus A. parasiticus 
Citrus cultivars 
  

Oil concentration 
(mg/ml) 

  
mycelium dry weight 

(mg/ml) 
AFB1 concentration 

(µg/ml) 
mycelium dry weight 

(mg/ml) 
AFB1 concentration 

(µg/ml) 
0 251.20±3.36 13.43±0.07 ND ND 

0.28 194.40±0.35 12.44±0.41 ND ND 
0.56 125.70±2.44 9.80±0.03 ND ND 
1.13 102.21±5.66 6.92±0.09 ND ND 

lime peel 
  
  
  
  2.25 0.00±0.00 0.00±0.00 ND ND 

0 ND ND 489.33±3.79 20.58±0.63 
0.28 ND ND 383.70±2.79 10.71±0.63 
0.56 ND ND 227.33±2.08 8.51±0.43 
1.13 ND ND 198.00±2.65 4.85±0.05 

kaffir lime peel 
  
  
  
  2.25 ND ND 49.66±1.53 2.02±0.06 
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Table 15. Effect of kaffir lime essential oil on growth of A. parasiticus in maize kernel stored at room temperature under 90% RH. 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) log CFU/g log CFU/g log CFU/g log CFU/g log CFU/g log CFU/g log CFU/g 

0 5.33±0.07 a 8.62±0.31 b 9.08±0.69 bc 9.41±0.71 de 9.61±0.53 f 9.67±0.41 f 9.95±0.65 g 

25 5.54±0.06 a 7.70±0.35 b 8.18±0.26 b 8.68±0.42 c 9.09±0.26c 9.62±0.30 c 9.83±0.55 d 

30 5.36±0.12 a 0.00±0.00 b 7.46±0.61 c 8.23±0.25 c 8.56±0.42 d 9.33±0.38 d 9.55±0.57 d 

40 5.51±0.07 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 7.20±0.62 c 8.39±0.35 d 8.88±0.77 e 9.24±0.63 e 

50 5.59±0.13 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 6.60±0.40 a 6.82±0.43 b 8.34±0.39 b 

60 5.54±0.08 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 6.47±0.84 c 7.96±0.40 d 
 
หมายเหตุ ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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Table 16. Effect of kaffir lime essential oil on aflatoxin producion of A. parasiticus in maize kernel stored at room temperature under 90% RH . 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) 

0 0.00±0.00 a 3.75±0.78 b 20.67±1.04 c 74.64±3.97 d 54.20±1.18 e 58.57±6.67 e 54.29±6.67 e 

25 0.00±0.00 a 0.18±0.17 a 9.00±0.87 b 64.78±4.41 c 42.88±2.90 d 36.50±1.41 f 35.34±1.17 f 

30 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.58±0.02 a 34.82±1.88 b 28.64±5.44 b 27.24±0.99 b 30.13±0.98 b 

40 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.88±0.35 a 2.79±1.14 b 9.77±1.17 c 19.13±1.23 d 

50 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 1.85±0.78 a 1.13±1.19 ab 3.55±1.34 c 

60 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.68±0.55 b 0.76±0.74 b 
 
หมายเหตุ ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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Table 17. Effect of lime essential oil on growth of A. flavus in maize kernel stored at room temperature under 90% RH. 
  

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  

0 5.45±0.13 a 8.65±0.28 b 8.74±0.23 bc 9.32±0.17 cd 9.58±0.16 d 9.60±0.61 d 10.33±0.60 e 

25 5.46±0.14 a 8.67±0.15 b 8.82±0.15 b 9.27±0.16 c 9.20±0.20 c 9.34±0.24 c 9.89±0.27 d 

30 5.47±0.09 a 0.00±0.00 b 8.00±0.50 c 8.44±0.50 c 9.16±0.25 d 9.34±0.31 d 9.62±0.21 d 

40 5.49±0.04 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 7.26±0.25 c 8.27±0.33 d 9.24±0.23 e 9.26±0.24 e 

50 5.44±0.05 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 5.56±0.49 a 7.43±0.42 c 7.66±0.64 c 

60 5.55±0.04 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 4.58±0.42 c 5.86±0.90 a 
 
หมายเหตุ ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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Table 18. Effect of lime essential oil on aflatoxin production of A. flavus in maize kernel stored at room temperature under 90% RH. 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) 

0 0.00±0.00 a 0.62±0.05 a 18.93±1.15b 84.66±4.09 c 42.04±4.91 d 47.68±4.87 d 73.40±2.82 e 

25 0.00±0.00 a 0.18±0.02 a 10.05±0.18 b 37.99±2.41 c 31.20±3.40 de 27.76±3.77 d 32.82±2.17e  

30 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.90±0.07 a 4.32±0.20 a 17.01±2.95 b 25.66±4.78 c 30.70±4.63d 

40 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 1.50±0.96 b 6.71±1.92 c 18.09±2.70 d 19.10±3.30 d 

50 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 1.39±0.98 a 10.52±2.54 b 12.05±2.77 b 

60 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.87±1.17 a 2.57±1.48 b 
 
หมายเหตุ ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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Table 19. Effect of kaffir lime essential oil on growth of A. parasiticus in maize kernel stored at room temperature. 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  

0 5.16±0.01a 8.51±0.27b 8.83±0.11c 9.12±0.14c 9.40±0.10d 9.49±0.11d 9.83±0.16e 

25 5.26±0.08 a 0.00±0.00 b 7.72±0.12 c 8.25±0.12 d 8.76±0.12 e 9.21±0.10 f 9.57±0.18 g 

30 5.19±0.01 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 6.96±0.33 c 8.14±0.15 d 8.28±0.16 d 9.24±0.13 e 

40 5.11±0.02 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 7.37±0.11 c 8.32±0.12 d 8.62±0.14 e 

50 5.13±0.02 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 5.39±0.11 c 6.34±0.12 d 6.55±0.18 e 

60 5.14±0.01 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 
 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

 
 

131  

 
 



       
         132 

Table 20. Effect of kaffir lime essential oil on aflatoxin production of A. parasiticus in maize kernel stored at room temperature. 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) 

0 0.00±0.00 a 0.53±0.12 a 15.17±0.15 b 54.53±4.17 c 40.71±0.53 d 53.07±2.32 c 57.81±6.99 c 

25 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 9.96±0.16 b 32.23±3.46 ce 21.25±3.68 d 30.75±2.36 c 35.11±1.02 e 

30 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 4.98±0.88 b 9.31±1.38 c 26.93±0.97 d 30.02±2.25 e 

40 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.23±0.10 b 5.55±0.12 c 13.30±0.23 d 

50 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.20±0.97 a 8.48±2.25 b 

60 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 
 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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Table 21. Effect of lime essential oil on growth of A. flavus in maize kernel stored at room temperature. 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 

EO concentration (mg/ml) log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  log CFU/g  

0 5.06±0.57a 8.36±0.32b 8.61±0.45 b 8.93±0.21bc 9.27±0.30cd 9.34±0.15 de 9.74±0.24 f 

25 5.09±0.09 a 0.00±0.00 b 7.52±0.46 c 8.16±0.14 d 8.65±0.39e 9.19±0.20 f 9.66±0.15 g 

30 5.20±0.01 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 8.00±0.26 c 8.23±0.20 c 9.22±0.20 d 

40 5.17±0.01 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 6.97±0.75 c 7.95±0.15 d 8.55±0.51 d 

50 5.12±0.02 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 7.20±0.28 c 7.30±0.50 c 

60 5.17±0.02 a 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 0.00±0.00 b 
 

หมายเหต ุตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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Table 22. Effect of lime essential oil on aflatoxin production of A. flavus in maize kernel stored at room temperature. 
 

Time (days) 
0 3 5 7 14 21 28 EO concentration 

(mg/ml) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) AFB1(µg/g) 

0 0.00±0.00 a 0.36±0.07 a 16.18±0.16 b 52.86±2.51 c 39.35±2.04 d 51.20±1.59c 60.63±1.27 e 

25 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 9.02±0.16 b 29.27±0.49 c 20.33±0.76 d 22.93±2.47e 33.85±1.51 f 

30 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 3.63±1.10 b 10.16±1.26 c 26.0±0.99 d 

40 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.23±0.08 a 5.55±0.18 b 13.30±0.26 c 

50 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.52±0.06 a 10.11±0.50 b 

60 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 0.00±0.00 a 
 
หมายเหต ุตวัอักษรที่ตางกนัในแถวเดยีวกันมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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