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Abstract 

VIS/NIR spectroscopy was applied to specify the identity of Aspergillus flavus and Aspergillus niger 
isolated from maize seed. Mycelia and spores of the fungi were used for VIS/NIR spectroscopy detection based 
on reflectance. Two wavelengths were used i.e. short-wavelength and long-wavelength at 400-1100 nm and 1100-
2500 nm respectively. Using visible light (400-700 nm), results indicated the difference between the two fungi in 
which the absorbance value of A. niger was higher than A. flavus. In the near infrared spectra (700-1100 nm and 
1100-2500 nm), the absorbance value of A. flavus was higher than A. niger. The principle component analysis 
(PCA) clearly showed separated identity spectrums of A. flavus and A. niger. Therefore, near infrared technique, 
VIS/NIR spectroscopy was capable to identify Aspergillus spp. fungi which caused the post harvest diseases of 
maize seed. 
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บทคัดยอ 

จากการตรวจหาเอกลักษณของเช้ือรา Aspergillus ที่แยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวโดยใชเทคนิค VIS/NIR 
spectroscopy โดยตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงของเสนใยและสปอรของเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger 
ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 นาโนเมตร และ 1100-2500 นาโนเมตร พบวาในชวงความยาวคล่ืน 400 – 700 นาโนเมตร 
หรือชวงคล่ืน visible เช้ือ A. niger มีคาการดูดกลืนแสง (absorbance) สูงกวาเช้ือ A. flavus สวนในชวงความยาวคล่ืน 700-
1100 นาโนเมตร และ 1100– 2500 นาโนเมตร หรือชวงคล่ืน near infrared  พบวาเช้ือ A. flavus  มีคาการดูดกลืนแสงสูงกวา
เช้ือ A. niger เม่ือนําแถบคาการดูดกลืนแสง (spectrum) ของเชื้อราท้ัง 2 ชนิด มาวิเคราะหดวยเทคนิค Principle Component 
Analysis (PCA) พบวา spectrum ของเชื้อ A. flavus  และ A. niger สามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจน ดังนั้นจึงมีความ
เปนไปไดในการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชในการระบุเอกลักษณของเช้ือรา Aspergillus spp. ซึ่งเปนสาเหตุ
สําคัญของโรคหลังการเก็บเก่ียวของเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตว 
คําสําคัญ: ขาวโพดเล้ียงสัตว, เนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป, Aspergillus flavus, Aspergillus niger 

 
คํานํา 

เมล็ดพืชที่เก็บรักษาไวในโรงเก็บมักเกิดความเสียหายอยูเสมอ หากมีการเก็บรักษาในสภาพท่ีไมเหมาะสม ซึ่งจุลินท
รียเปนสาเหตุสําคัญที่สรางความเสียหายตอเมล็ดพืชไดมาก โดยจุลินทรียที่พบวาเขาทําลายเมล็ดพืชสวนใหญคือ เช้ือรา 
(fungi) ปจจุบันพบวามีเช้ือรามากกวา 150 ชนิด (species)  เขาทําลายเมล็ดธัญพืชและเมล็ดพืช อื่น โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือรา 
Aspergillus spp. เปนกลุมเช้ือราที่ทําใหเกิดความเสียหายแกเมล็ดพืชที่เก็บรักษาในโรงเก็บมากที่สุด (สมบัติ, 2535) หากเก็บ
เมล็ดในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิและความช้ืนไมเหมาะสม (Richard and Payne, 2003) แหลงของเชื้อราท่ีพบมากจะอยูใน
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รูปของสปอรที่เกิดการปนเปอนไปกับเมล็ดต้ังแตกอนการเก็บเก่ียวขณะเก็บเก่ียว รวมถึงการปนเปอนจากเช้ือราที่แพรกระจาย
ทั่วไปในอากาศ ติดไปกับภาชนะที่บรรจุ และปนเปอนติดไปกับแมลงในโรงเก็บ (Scheidegger and Payne, 2003) โดยทั่วไป
การประเมินอัตราการปนเปอนและความเสียหายจากการเขาทําลายของเช้ือราเหลานี้กระทําไดคอนขางยาก เนื่องจากตอง
อาศัยขั้นตอนของการตรวจสอบท่ีใชเวลานาน ดังนั้น การพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบชนิดของเช้ือราท่ีปนเปอนในเมล็ดพืช ให
มีความรวดเร็วแมนยํา ไมทําลายตัวอยาง และลดการใชสารเคมีอันจะชวยลดตนทุนการผลิตในระยะยาว เพื่อสรางความ
ปลอดภัยในการควบคุมคุณภาพเมล็ดพืชไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น ซึ่งจากรายงานของ  Wang et al. (2004) ไดใชเทคนิค 
VIS/NIR spectroscopy ในการวัดแบบ reflectance ชวงความยาวคล่ืน 400-1700 nm แยกเมล็ดถ่ัวเหลืองปกติออกจากเมล็ด
ที่ถูกทําลายโดยเช้ือราไดอยางมีประสิทธิภาพ สอดคลองกับ Berardo et al. (2005) ที่ใชเทคนิค VIS/NIR spectroscopy ใน
การจําแนกตัวอยางของเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือรา Fusarium verticillioides เขาทําลาย รวมทั้งตรวจหาสารพิษที่เกิดจากเช้ือรา
ได ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดในการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชในการตรวจสอบเช้ือ A. flavus และ A. niger ที่
แยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตว  

 
อุปกรณและวิธีการ 

ทําการวิจัย ณ สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเชียงใหม แยกเช้ือราจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตว 
ดวยวิธี Agar method (เกวลิน, 2547) บมเมล็ดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน จากนั้น ตรวจสอบชนิดของเชื้อราท่ีเจริญบน
เมล็ดโดยดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ เล้ียงเช้ือบริสุทธิ์ โดยนําเสนใยเช้ือราไปเล้ียงบนอาหาร PDA ตรวจดูลักษณะการ
เจริญและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเพื่อจําแนกชนิดของเชื้อรา A. flavus  และ A. niger (สมบัติ, 2535) เพิ่มปริมาณ
เช้ือที่จําแนกไดโดยเล้ียงบนอาหาร PDA  เปนเวลา 2 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสวนของเสนใยและสปอรเช้ือราแตละ
ชนิดไปลดความช้ืนใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 60 °C เปนเวลา 12 ชั่วโมง แลววางบนกระดาษกรองชนิด Whatman Glass 
Microfibre filters (Whatman,GF/C) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 37 มิลลิเมตร นํามาบรรจุใน standard cup โดยใหมีความหนา
ของเสนใยและสปอรเช้ือราประมาณ 1 มิลลิเมตร (Figure 1) ใชจํานวนตัวอยางของเชื้อราจํานวน 30 ตัวอยางตอชนิดของเชื้อ 
วัดสเปกตรัมดวยเคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, Silver Spring, USA) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโน
เมตร โดยวัดการสะทอนกลับของแสงดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup จากนั้นนําขอมูลสเปกตรัม 
(spectrum) ที่ไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 7.6  

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

สเปกตรัมของเชื้อราสองชนิด คือ A. flavus  และ A. niger เม่ือวัดดวยเคร่ือง NIRSystem6500 โดยวัดการสะทอน
กลับของแสง ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 nm และ 1100-2500 nm พบวา สเปกตรัมของเชื้อราท้ังสองชนิดมีลักษณะ
คลายคลึงกัน แตแยกออกจากกันอยางชัดเจนในทุกชวงความยาวคล่ืน (Figure 2) โดยในชวงความยาวคล่ืน 400 – 700 nm 
หรือชวงคล่ืน visible เช้ือ A. niger มีคาการดูดกลืนแสงมากกวาเช้ือ A. flavus ซึ่งเปนอิทธิผลของสีของเสนใยและสปอรเช้ือรา 
ซึ่งเช้ือ A. niger มีเสนใยสีดําจะสามารถดูดกลืนแสงในชวง visible ไดดีกวาสีเขียวของเช้ือ A. flavus ซึ่ง Delwiche and 
Hareland (2004) รายงานวา ชวงความยาวคล่ืนที่ 480-600 nm เก่ียวของกับสีที่เปล่ียนแปลงของเช้ือราเม่ืออยูในเมล็ด สวน
ในชวงความยาวคล่ืน 700-1100 nm และ 1100– 2500 nm หรือชวงคล่ืน near infrared พบวาเช้ือ A. flavus มีคาการดูดกลืน
แสงสูงกวาเช้ือ A. niger ทั้งชวงความยาวคล่ืน สวนหนึ่งเปนอิทธิพลของความช้ืนของเชื้อทั้งสองชนิดที่ตางกัน โดยเช้ือ A. 
flavus บริเวณผิวหนาของโคโลนีมีปริมาณไอน้ํามากกวาเช้ือ A. niger ซึ่งขอมูลสเปกตรัมพบพีกน้ําที่ชัดเจนที่ความยาวคล่ืน 
1458 และ 1938 nm สอดคลองกับ William and Norris (2001) รายงานวาพบ พีกน้ําชัดเจนที่สุดที่ความยาวคล่ืน 1450 และ 
1940 nm นอกจากนี้พีกที่ความยาวคล่ืน 1434 nm ยังสัมพันธกับการดูดกลืนแสงของโมเลกุลของกลูโคสซึ่งประกอบดวยพันธะ 
O-H และยังพบวาพีกที่ความยาวคล่ืน 2340 nm เปนพีกของพันธะ C-N ซึ่งเปนสวนประกอบของเอไมด (Barardo et al., 
2005) เม่ือพิจารณาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1200 nm ของเช้ือราท้ังสองชนิดจะเห็นวามีความแตกตางกัน ซึ่งคาด
วาเปนผลจากโครงสรางของผนังเซลลของเช้ือรารวมทั้งกรดอะมิโน ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลเช้ือรา โดย Delwiche and 
Hareland (2004) รายงานวาชวงความยาวคล่ืนที่ 870-1200 nm เปนชวงที่สัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปนพวกกรดอะ
มิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ที่เปนสวนประกอบผนังเซลลของเชื้อรา เม่ือนําขอมูลทั้งหมดมา
วิเคราะหดวยเทคนิค principle component analysis (PCA) ซึ่งสามารถลดจํานวนตัวแปรอิสระหรือตัวแปรที่ไดจากการวัดคา
การดูดกลืนแสงดวย VIS/NIR spectroscopy ดวยการแบงกลุมตัวแปรอิสระเดิมที่มีความสัมพันธกันเพื่อสรางตัวแปรใหมหรือ
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องคประกอบที่เรียกวา principal combination (PC) โดยใชขอมูลทั้งสเปกตรัม (full spectrum) พบวาสเปกตรัมของเชื้อ A. 
flavus และ A. niger สามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจนดวย PC1 และ PC2 (Figure3)  

 
 
 
   

 

 

Figure 1  Mycelium and spore of A. flavus (1) and A. niger (2) were packed in the standard cup. 
 

 
  

 
 
 
 

  Figure 2 Spectrum of mycelium and spore of A. flavus and A. niger were scaned with NIRSystem 6500 

                in wavelength 400-1100 nm (1) and 1100-2500 nm (2). 
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Figure 3 principle component plot (pc1 vs. pc2) of A. flavus and A. niger. 

 
 

สรุป 
จากการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชจําแนกความแตกตางระหวางเชื้อรา A. flavus และ  A. niger ที่

แยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวพบวาเสนสเปกตรัมของเชื้อราทั้งสองชนิดมีความแตกตางกันและสามารถแยกจากกันอยาง
ชัดเจนเม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดสูงในการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชใน
การจําแนกชนิดเช้ือรา ปริมาณเช้ือรา รวมถึง สารพิษที่เกิดจากเช้ือรา  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว และบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่สนับสนุนทุนในการทําวิจัยในโครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคที่แมนยําเพื่อการจัดการขาวและขาวโพด
เล้ียงสัตวหลังการเก็บเก่ียว 
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