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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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บทคัดยอ 

จากการตรวจหาเอกลักษณของเช้ือรา Aspergillus ที่แยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวโดยใชเทคนิค VIS/NIR 
spectroscopy โดยตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงของเสนใยและสปอรของเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus niger 
ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 นาโนเมตร และ 1100-2500 นาโนเมตร พบวาในชวงความยาวคล่ืน 400 – 700 นาโนเมตร 
หรือชวงคล่ืน visible เช้ือ A. niger มีคาการดูดกลืนแสง (absorbance) สูงกวาเช้ือ A. flavus สวนในชวงความยาวคล่ืน 700-
1100 นาโนเมตร และ 1100– 2500 นาโนเมตร หรือชวงคล่ืน near infrared  พบวาเช้ือ A. flavus  มีคาการดูดกลืนแสงสูงกวา
เช้ือ A. niger เม่ือนําแถบคาการดูดกลืนแสง (spectrum) ของเชื้อราท้ัง 2 ชนิด มาวิเคราะหดวยเทคนิค Principle Component 
Analysis (PCA) พบวา spectrum ของเชื้อ A. flavus  และ A. niger สามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจน ดังนั้นจึงมีความ
เปนไปไดในการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชในการระบุเอกลักษณของเช้ือรา Aspergillus spp. ซึ่งเปนสาเหตุ
สําคัญของโรคหลังการเก็บเก่ียวของเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตว 
คําสําคัญ: ขาวโพดเล้ียงสัตว, เนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป, Aspergillus flavus, Aspergillus niger 

 
คํานํา 

เมล็ดพืชที่เก็บรักษาไวในโรงเก็บมักเกิดความเสียหายอยูเสมอ หากมีการเก็บรักษาในสภาพท่ีไมเหมาะสม ซึ่งจุลินท
รียเปนสาเหตุสําคัญที่สรางความเสียหายตอเมล็ดพืชไดมาก โดยจุลินทรียที่พบวาเขาทําลายเมล็ดพืชสวนใหญคือ เช้ือรา 
(fungi) ปจจุบันพบวามีเช้ือรามากกวา 150 ชนิด (species)  เขาทําลายเมล็ดธัญพืชและเมล็ดพืช อื่น โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือรา 
Aspergillus spp. เปนกลุมเช้ือราที่ทําใหเกิดความเสียหายแกเมล็ดพืชที่เก็บรักษาในโรงเก็บมากที่สุด (สมบัติ, 2535) หากเก็บ
เมล็ดในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิและความช้ืนไมเหมาะสม (Richard and Payne, 2003) แหลงของเชื้อราท่ีพบมากจะอยูใน
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รูปของสปอรที่เกิดการปนเปอนไปกับเมล็ดต้ังแตกอนการเก็บเก่ียวขณะเก็บเก่ียว รวมถึงการปนเปอนจากเช้ือราที่แพรกระจาย
ทั่วไปในอากาศ ติดไปกับภาชนะที่บรรจุ และปนเปอนติดไปกับแมลงในโรงเก็บ (Scheidegger and Payne, 2003) โดยทั่วไป
การประเมินอัตราการปนเปอนและความเสียหายจากการเขาทําลายของเช้ือราเหลานี้กระทําไดคอนขางยาก เนื่องจากตอง
อาศัยขั้นตอนของการตรวจสอบท่ีใชเวลานาน ดังนั้น การพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบชนิดของเช้ือราท่ีปนเปอนในเมล็ดพืช ให
มีความรวดเร็วแมนยํา ไมทําลายตัวอยาง และลดการใชสารเคมีอันจะชวยลดตนทุนการผลิตในระยะยาว เพื่อสรางความ
ปลอดภัยในการควบคุมคุณภาพเมล็ดพืชไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น ซึ่งจากรายงานของ  Wang et al. (2004) ไดใชเทคนิค 
VIS/NIR spectroscopy ในการวัดแบบ reflectance ชวงความยาวคล่ืน 400-1700 nm แยกเมล็ดถ่ัวเหลืองปกติออกจากเมล็ด
ที่ถูกทําลายโดยเช้ือราไดอยางมีประสิทธิภาพ สอดคลองกับ Berardo et al. (2005) ที่ใชเทคนิค VIS/NIR spectroscopy ใน
การจําแนกตัวอยางของเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือรา Fusarium verticillioides เขาทําลาย รวมทั้งตรวจหาสารพิษที่เกิดจากเช้ือรา
ได ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดในการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชในการตรวจสอบเช้ือ A. flavus และ A. niger ที่
แยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตว  

 
อุปกรณและวิธีการ 

ทําการวิจัย ณ สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเชียงใหม แยกเช้ือราจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตว 
ดวยวิธี Agar method (เกวลิน, 2547) บมเมล็ดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน จากนั้น ตรวจสอบชนิดของเชื้อราท่ีเจริญบน
เมล็ดโดยดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ เล้ียงเช้ือบริสุทธิ์ โดยนําเสนใยเช้ือราไปเล้ียงบนอาหาร PDA ตรวจดูลักษณะการ
เจริญและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเพื่อจําแนกชนิดของเชื้อรา A. flavus  และ A. niger (สมบัติ, 2535) เพิ่มปริมาณ
เช้ือที่จําแนกไดโดยเล้ียงบนอาหาร PDA  เปนเวลา 2 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสวนของเสนใยและสปอรเช้ือราแตละ
ชนิดไปลดความช้ืนใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 60 °C เปนเวลา 12 ชั่วโมง แลววางบนกระดาษกรองชนิด Whatman Glass 
Microfibre filters (Whatman,GF/C) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 37 มิลลิเมตร นํามาบรรจุใน standard cup โดยใหมีความหนา
ของเสนใยและสปอรเช้ือราประมาณ 1 มิลลิเมตร (Figure 1) ใชจํานวนตัวอยางของเชื้อราจํานวน 30 ตัวอยางตอชนิดของเชื้อ 
วัดสเปกตรัมดวยเคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, Silver Spring, USA) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโน
เมตร โดยวัดการสะทอนกลับของแสงดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup จากนั้นนําขอมูลสเปกตรัม 
(spectrum) ที่ไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 7.6  

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

สเปกตรัมของเชื้อราสองชนิด คือ A. flavus  และ A. niger เม่ือวัดดวยเคร่ือง NIRSystem6500 โดยวัดการสะทอน
กลับของแสง ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 nm และ 1100-2500 nm พบวา สเปกตรัมของเชื้อราท้ังสองชนิดมีลักษณะ
คลายคลึงกัน แตแยกออกจากกันอยางชัดเจนในทุกชวงความยาวคล่ืน (Figure 2) โดยในชวงความยาวคล่ืน 400 – 700 nm 
หรือชวงคล่ืน visible เช้ือ A. niger มีคาการดูดกลืนแสงมากกวาเช้ือ A. flavus ซึ่งเปนอิทธิผลของสีของเสนใยและสปอรเช้ือรา 
ซึ่งเช้ือ A. niger มีเสนใยสีดําจะสามารถดูดกลืนแสงในชวง visible ไดดีกวาสีเขียวของเช้ือ A. flavus ซึ่ง Delwiche and 
Hareland (2004) รายงานวา ชวงความยาวคล่ืนที่ 480-600 nm เก่ียวของกับสีที่เปล่ียนแปลงของเช้ือราเม่ืออยูในเมล็ด สวน
ในชวงความยาวคล่ืน 700-1100 nm และ 1100– 2500 nm หรือชวงคล่ืน near infrared พบวาเช้ือ A. flavus มีคาการดูดกลืน
แสงสูงกวาเช้ือ A. niger ทั้งชวงความยาวคล่ืน สวนหนึ่งเปนอิทธิพลของความช้ืนของเชื้อทั้งสองชนิดที่ตางกัน โดยเช้ือ A. 
flavus บริเวณผิวหนาของโคโลนีมีปริมาณไอน้ํามากกวาเช้ือ A. niger ซึ่งขอมูลสเปกตรัมพบพีกน้ําที่ชัดเจนที่ความยาวคล่ืน 
1458 และ 1938 nm สอดคลองกับ William and Norris (2001) รายงานวาพบ พีกน้ําชัดเจนที่สุดที่ความยาวคล่ืน 1450 และ 
1940 nm นอกจากนี้พีกที่ความยาวคล่ืน 1434 nm ยังสัมพันธกับการดูดกลืนแสงของโมเลกุลของกลูโคสซึ่งประกอบดวยพันธะ 
O-H และยังพบวาพีกที่ความยาวคล่ืน 2340 nm เปนพีกของพันธะ C-N ซึ่งเปนสวนประกอบของเอไมด (Barardo et al., 
2005) เม่ือพิจารณาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1200 nm ของเช้ือราท้ังสองชนิดจะเห็นวามีความแตกตางกัน ซึ่งคาด
วาเปนผลจากโครงสรางของผนังเซลลของเช้ือรารวมทั้งกรดอะมิโน ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลเช้ือรา โดย Delwiche and 
Hareland (2004) รายงานวาชวงความยาวคล่ืนที่ 870-1200 nm เปนชวงที่สัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปนพวกกรดอะ
มิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ที่เปนสวนประกอบผนังเซลลของเชื้อรา เม่ือนําขอมูลทั้งหมดมา
วิเคราะหดวยเทคนิค principle component analysis (PCA) ซึ่งสามารถลดจํานวนตัวแปรอิสระหรือตัวแปรที่ไดจากการวัดคา
การดูดกลืนแสงดวย VIS/NIR spectroscopy ดวยการแบงกลุมตัวแปรอิสระเดิมที่มีความสัมพันธกันเพื่อสรางตัวแปรใหมหรือ
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องคประกอบที่เรียกวา principal combination (PC) โดยใชขอมูลทั้งสเปกตรัม (full spectrum) พบวาสเปกตรัมของเชื้อ A. 
flavus และ A. niger สามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจนดวย 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 มาใชจําแนกความแตกตางระหวางเชื้อรา A. flavus และ  A. niger ที่

แยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวพบวาเสนสเปกตรัมของเชื้อราทั้งสองชนิดมีความแตกตางกันและสามารถแยกจากกันอยาง
ชัดเจนเม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดสูงในการนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชใน
การจําแนกชนิดเช้ือรา ปริมาณเช้ือรา รวมถึง สารพิษที่เกิดจากเช้ือรา  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว และบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่สนับสนุนทุนในการทําวิจัยในโครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคที่แมนยําเพื่อการจัดการขาวและขาวโพด
เล้ียงสัตวหลังการเก็บเก่ียว 
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