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การยับยัง้อะฟลาทอกซิน บ ี1 โดยการใช้สายพนัธ์ุไม่ผลิต
สารพษิของเชือ้รา Aspergillus flavus 

Aflatoxin B1 Inhibition Using Atoxigenic Aspergillus flavus  
of Strains 
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Abstract: The inhibition of aflatoxin B1 (AFB1) production by toxigenic strain of Aspergillus flavus was examined 
in the laboratory tests using four of atoxigenic A. flavus strains including A. flavus UPA01 UPA02 UPA03 and 
UPA04 isolated from maize crop producing areas in Phayao Province, Thailand. The experiment was conducted 
to find out the colony radial growth rate (Kr) of fungi on solid medium using Potato Dextrose Agar (PDA) and 
incubated at 30ºC in the dark. The results showed that the Kr values of all A. flavus strains did not appeared 
significantly difference between A. flavus strains. The average Kr values of all each A. flavus approximately 
showed as 0.7 cm/day. For the quantities of aflatoxin, A. flavus spore suspension at concentration of 1x105 
spore/ml was inoculated in modified yeasted glucose sucrsoe (mYES) at 30ºC in the dark for 7 day. Toxigenic 
strain of A. flavus NRRL3357 produced and showed AFB1 value as 5.361 ±259.10 ng/ml but all four atoxigenic 
strains of A. flavus did not produce aflatoxins (AFB1, AFB2, AF1 and AFG2). When  A. flavus NRRL3357 was 
co-incubated with each four atoxigenic A. flavus strains in modified yeasted glucose (mYEG), all atoxigenic  A. 
flavus strains significantly greater inhibited AFB1 from toxigenic A. flavus strain with more seventy percentage of 
inhibition. The kinetic parameters were expressed by Monod’s equation. The specific growth rates (μ) of all A. 
flavus were similar. On the other parameter including specific glucose consumption rate (qs), toxigenic strain of 
A. flavus NRRL3357 was the highest qs value (0.22 mmol/g cell/hr) but it strain was reduced in qs value when    
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คาํนํา 
 

อะฟลาทอกซิน (aflatoxins) เป็นสารปะกอบ
ทตุิยภูมิท่ีมีความเป็นพิษและสารก่อมะเร็งท่ีสามารถพบ
ได้ในธรรมชาติและในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ (Ehrlich and 
Cotty, 2004) โดยเฉพาะแปลงปลกูข้าวโพดเลีย้งสตัว์ ถัว่
ลิสงและฝ้าย (Lillehoj et al., 1974; Reddy et al., 2007; 
Passone et al., 2010) ประกอบไปด้วยอะฟลาทอกซิน 4 
ชนิดหลกั คือ อะฟลาทอกซิน บี1 บี2 จี1 และ จี2 (AFB1 
AFB2 AFG1 และ AFG2) (Klich, 2007) สําหรับ                    
สิ่งมีชีวิตหลกัท่ีมีการผลิต อะฟลาทอกซิน คือ เชือ้ราซึ่ง
มกัจะผลติอะฟลาทอกซินในระหวา่งการเจริญเติบโต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ในธรรมชาติ เช่น เชือ้ราในกลุม่ Aspergillus section Flavi 
โดยเฉพาะ Aspergillus flavus และ Aspergillus 
parasiticus ซึ่งเชือ้รา A. flavus จะเป็นเชือ้ราท่ีมกัก่อ
ปัญหากับผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรค่อนข้างมาก เพราะ
เป็นเชือ้ราท่ีผลิตอะฟลาทอกซินชนิดท่ีมีความเป็นพิษสงู
และผลิตมาในปริมาณมาก คือ อะฟลาทอกซิน บี1 
(Reddy et al., 2009) ดงันัน้ถ้ามีการปนเปือ้นอยู่ใน
ธรรมชาติจํานวนมากโดยเฉพาะในแปลงปลูกข้าวโพด
เลีย้งสัตว์จะทําให้มีความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนอะฟลา-
ทอกซินดังกล่าวได้ ซึ่งจากรายงานของสํานักงานเกษตร
จงัหวดัพะเยา ในปี พ.ศ. 2556 พบว่าเป็นแหล่งปลกูและ
ผลผลิตข้าวโพดเลีย้งสตัว์ ติดอนัดบั 1 ใน 20 จงัหวดัแรก

co-cultured with atoxigenic strains of A. flavus. The results indicated atoxigenic strains of A. flavus inhibited 
AFB1 produced by toxigenic strain of A. flavus NRRL3357 with competitive exclusion of substarte (glucose) 
consumption. 
 
Keywords: Aspergillus flavus, aflatoxin B1, aflatoxin inhibition 
 
บทคัดย่อ: การยบัยัง้การผลิตสารพิษอะฟลาทอกซิน บี1 (AFB1) ของเชือ้รา Aspergillus flavus ได้ถกูทดสอบในระดบั
ห้องปฏิบตัิการโดยใช้เชือ้รา A. flavus จํานวน 4 สายพนัธุ์ ได้แก่ A. flavus UPA01 UPA02 UPA03 และ UPA04 ซึง่เป็น
ชนิดเดียวกันแต่เป็นสายพันธุ์ ท่ีไม่ผลิตสารพิษอะฟลาทอกซิน คัดแยกได้จากดินบริเวณท่ีปลูกข้าวโพดเลีย้งสัตว์    
ในจงัหวดัพะเยา ประเทศไทย การทดลองเร่ิมจากการศึกษาอตัราการเจริญเติบโตของเชือ้ราบนอาหารแข็ง (Kr) โดยใช้ 
Potato Dextrose Agar (PDA) และบม่เลีย้งเชือ้ราท่ีอณุหภมิู 30ºซ ในท่ีมืด เม่ือเปรียบเทียบระหว่างสายพนัธุ์ของเชือ้รา A. 
flavus ท่ีใช้ทดสอบ ผลการทดลองพบว่าค่า Kr ของเชือ้รา A. flavus ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญั ค่า Kr เฉล่ีย
ของเชือ้รา A. flavus มีคา่การเจริญ 0.7 ซม.ตอ่วนั ในด้านการศกึษาการผลิตสารพิษอะฟลาทอกซินทําได้โดยนําสปอร์ของ
เชือ้รา A. flavus ความเข้มข้น 1x105 สปอร์ตอ่มล มาบม่เลีย้งในอาหารสตูร modified yeasted sucrose (mYES) เป็นเวลา 
7 วนัท่ีอณุหภมิู 30 °ซ ในท่ีมืด เชือ้รา A. flavus NRRL3357 ซึ่งเป็นสายพนัธุ์ ท่ีผลิตสารพิษอะฟลาทอกซินมีการผลิต
สารพิษอะฟลาทอกซิน บี1 คือ 5.361±259.10 นกต่อมล  ในขณะที่เชือ้รา A. flavus ทัง้ 4 สายพนัธุ์ท่ีใช้ทดสอบไม่มีการ
ผลติอะฟลาทอกซิน (บี1 บี2 จี1 และ จี2)  เม่ือนําไปเลีย้งร่วมกนักบั A. flavus NRRL3357 ท่ีผลิตอะฟลาทอกซินในอาหาร
สตูร modified yeasted glucose (mYEG) พบว่าเชือ้ราทัง้ 4 สายพนัธุ์นีส้ามารถยบัยัง้การผลิตสารพิษอะฟลาทอกซิน บี1 
ได้มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ สําหรับการศกึษาการเจริญของเชือ้ราจะใช้สมการศกึษาของ Monod ซึง่พบว่าเชือ้รา A. flavus 
ท่ีนํามาทดสอบมีค่าอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ (μ) ท่ีใกล้เคียงกนั ในค่าอ่ืน ๆ เช่น อตัราการใช้สบัสเตรทจําเพาะ (qs) 
เชือ้รา A. flavus NRRL3357 มีค่า qs มากท่ีสดุ (0.22 mmol/g cell/hr) แต่จะลดลงเม่ือมีการเลีย้งร่วมกบัสายพนัธุ์ท่ีไม่
ผลิตอะฟลาทอกซิน ซึง่ทําให้เห็นว่าเชือ้รา  A. flavus   สายพนัธุ์ท่ีไม่สร้างอะฟลาทอกซินจะไปยบัยัง้การสร้างอะฟลาทอก
ซิน บี1 จากเชือ้รา A. flavus NRRL3357 ได้โดยการแข่งขนัการใช้ซบัสเตรทซึง่คือนํา้ตาลกลโูคส 
 
คาํสาํคัญ: เชือ้รา Aspergillus flavus  สารพิษอะฟลาทอกซิน บี1  การยบัยัง้สารพษิอะฟลาทอกซิน 

วารสารเกษตร 31(1): 47 - 57 (2558) 

มักจะผลิตอะฟลาทอกซินในระหว่างการเจริญเติบโต   
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ของประเทศไทยมาอย่างต่อเน่ือง มีพืน้ท่ี เพาะปลูก
ข้าวโพดทัง้จังหวัดมากกว่า 300,000 ไร่  แม้ว่าในพืน้ท่ี
ปลกูข้าวโพดดงักลา่วจะเป็นพืน้ท่ีปลกูพืชไร่ท่ีมีโอกาสพบ
การปนเปือ้น A. flavus สายพนัธุ์ ท่ีมีการผลิต อะฟลา-
ทอกซิน (toxigenic strians) (Ehrlich and Cotty, 2004) 
อย่ างไรก็ ตามในธรรมชาติยังสามารถพบเ ชื อ้รา            
A. flavus ชนิดเดียวกนัแต่เป็นสายพนัธุ์ท่ีไม่ผลิตอะฟลา-
ทอกซิน (atoxigenic strians) แต่จะมีอตัราการพบที่น้อย
กว่า (Mellon and Cotty, 1995) ซึง่เม่ือนําไปศกึษาการ
เจริญพบว่าเชือ้รา A. flavus แต่ละสายพนัธุ์มีอตัราการ
เจริญท่ี แตกต่างกนั ขึน้อยู่กบัปัจจยัแวดล้อมต่าง ๆ อาทิ 
เช่น สายพนัธุ์ของเชือ้รา ค่า water activity อณุหภมิูและ
อาหารเลีย้งเชือ้ เป็นต้น (Ramakrishna et al., 1996) และ
เม่ือมีการเลีย้งร่วมกนัระหว่าง A. flavus สายพนัธุ์ท่ีมีการ
ผลิตอะฟลาทอกซิน กบัเชือ้รา A. flavus ชนิดเดียวกนัแต่
เป็นสายพันธุ์ ท่ีไม่ผลิตอะฟลาทอกซิน พบว่าปริมาณ         
อะฟลาทอกซินลดลง  อยา่งมีนยัสําคญั จงึเป็นแนวทางให้
ในต่างประเทศมีนักวิจัยหลายท่านได้คัดแยกหาเชือ้รา          
A. flavus สายพนัธุ์ ท่ีไม่ผลิตอะฟลาทอกซินไปควบคมุ           
A. flavus ได้เป็นผลสําเร็จ (Ehrlich and Cotty, 2004) แต่
การนํามาประยุกต์ใช้ในประเทศไทยยังเป็นข้อจํากัด
ค่อนข้างมาก เน่ืองจากในประเทศไทยยงัไม่มีการศึกษา
การพบเชือ้ราดงักลา่วนีแ้ละนําไปใช้ประโยชน์มกัมีการจด
ลิขสิทธ์ิโดยหน่วยงานและนักวิจัยต่างชาติ ดังนัน้ถ้ามี
แนวทางในใช้เชือ้รา A. flavus สายพนัธุ์ใหม่ไม่ผลิต    
อะฟลาทอกซินท่ีคดัแยกภายในประเทศไทยที่มีศกัยภาพ
สงูในการยบัยัง้เชือ้รา A. flavus สายพนัธุ์ท่ีผลิตสารพิษ         
อะฟลาทอกซินจะทําให้สามารถนําทรัพยากรของเชือ้รานี ้
ไปใช้ประโยชน์ได้ เช่น ลดการใช้สารเคมีและยาฆ่าเชือ้ยา
ในการผลิตด้านการเกษตร การผลิตข้าว การผลิตเมล็ด
พนัธุ์ข้าวโพด และอาหารสตัว์ เป็นต้น ดงันัน้ในการศกึษา
นีจ้ึงได้มีแนวทางที่นําเชือ้รา A. flavus สายพนัธุ์ ท่ีไม่
ผลิตอะฟลาทอกซิน ท่ีคัดแยกภายในประเทศไทยมา
ศึกษาการเจริญและการนําไปใช้ยับยัง้การผลิตอะฟลา-
ทอกซินโดยเฉพาะอะฟลาทอกซิน  บี1 จากเชื อ้รา                   
A. flavus สายพนัธุ์ท่ีผลติอะฟลาทอกซนิ 
 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้รา 
ในการทดลองนี ใ้ช้อาหารเลี ย้งเชื อ้ทัง้หมด                 

7 ชนิด ซึ่งมีส่วนประกอบและรายละเอียดในการเตรียม
ดงัตอ่ไปนี ้คือ  

- V8 juice medium (Cotty, 1988) 
ประกอบด้วย นํา้ผลไม้ V8 5.0% (v/v) และ agar 2.0% 
(w/v) 

- modified  yeast extract-sucrose (mYES) 
(Horn et al., 2000) ประกอบด้วย sucrose 0.5% (w/v) 
และ yeast extract 0.5% (w/v) ส่วนอาหาร modified 
yeast extract-glucose (mYEG) ประกอบด้วย glucose 
0.5% (w/v) และ yeast extract 0.5% (w/v)  

- Aspergillus flavus and parasiticus agar 
(AFPA) (Frandberg et al., 2003) ประกอบด้วย peptone 
1.0% (w/v) yeast extract 2.0% (w/v) ferric ammonium 
citrate 0.05% (w/v) dichoran 0.2% (w/v) ท่ีละลายใน
เอทธานอลปริมาตร 1.0 ml และ agar 1.5% (w/v) 

- Czapek medium containing Avid® 
(Danmek et al., 2011) ประกอบด้วย sucrose 3.0% 
(w/v) sodium nitrate 0.3% (w/v) potassium phosphate 
dibasic anhydrous 0.1% (w/v) magnesium sulfate 
(anhydrous) 0.05% (w/v) potassium chloride 0.05% 
(w/v) ferrous sulfate 0.001% (w/v) และ agar 2.0% 
ภายหลงัจากการ autoclave ทําการเติม Avid (0 .15 EC, 
Novartis Crop Protection, Greensboro, NC 27419)) 
ปริมาตร 40 μl ตอ่อาหาร 1 ลติร  

- Potato Dextrose Agar (PDA) และ Malt 
Extract Agar (MEA) เตรียมตามอตัราส่วนและวิธีการ
เตรียมของบริษัท Difco, USA 

อาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมดปรับ pH ด้วย HCl 1.0 N 
เพ่ือให้มี pH เท่ากับ 6.0 และนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการ 
autoclave ท่ีอณุหภมิู 125 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
เชือ้ราที่ใช้ในการทดลอง 

เชือ้รา A. flavus สายพนัธุ์ ท่ีไม่สร้างสารพิษ            
อะฟลาทอกซินทัง้ 4 สายพนัธุ์ ได้แก่ UPAG01 UPAG02 

การยับยัง้อะฟลาทอกซนิ บ ี1 โดยการใช้สายพนัธ์ุไม่ผลิตสารพษิของเชือ้รา Aspergillus flavus 
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UPAG03 และ UPAG04 เป็นเชือ้ราท่ีคดัแยกจากแปลง
ปลูกข้าวโพดเลีย้งสัตว์ในจังหวัดพะเยา ประเทศไทย 
ปัจจุบันถูกเก็บรักษาท่ีสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
เกษตรศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัย
พะเยา ประเทศไทย และ CBS-KNAW FUNGAL 
DIVERSITY CENTER ประเทศเนเธอร์แลนด์ ในขณะท่ี
เชือ้รามาตรฐาน A. flavus NRRL 3357 (toxigenic 
strain) และ NRRL 21882 (atoxigenic strain) ได้รับจาก
ภาควิชา Plant Pathology and Crop Physiology 
Agcenter Louisiana State Univeristy ประเทศ
สหรัฐอเมริกา เชือ้ราทัง้หมดเก็บไว้บนอาหาร PDA ใน
ตู้ เย็นท่ีอุณหภูมิ  4ºC ซึ่งสามารถเตรียมให้อยู่ ในรูป
สารละลายสปอร์โดยการนํามาถ่ายเชือ้บนอาหาร V8 
juice medium บ่มเชือ้ราท่ีอณุหภมิู 30ºC เป็นระยะเวลา
ประมาณ 7 วนั เพ่ือให้สปอร์ของเชือ้ราเจริญเตม็ท่ี จากนัน้
จึงทําเป็นสารละลายสปอร์ในนํา้กลัน่ท่ีเติม Tween 80 
ความเข้มข้น 0.01% (v/v) และปรับความเข้มข้นของสปอร์
ให้เทา่กบั 105 spore/ml (Cotty and Misaghi, 1984) 
 
การศกึษาลักษณะของเชือ้รา A. flavus 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทําการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนหารแข็งตามวิธีการของ 
Klich (2002) และ Danmek et al. (2011) โดยศึกษา
ลกัษณะต่าง ๆ เช่น ขนาดของโคโลนี สีของโคโลนี สีของ
สปอร์ ลกัษณะของ condia ขนาดของ sclerotia และ            
สีด้านหลังของโคโลนี  เป็นต้น ส่วนการศึกษาระดับ                 
ชีวโมเลกลุทําตามวิธีของ Glass and Donaldson (1995) 
โดยทําการเลีย้งเชือ้รา A. flavus บนอาหารสตูร MEA ท่ี
อณุหภูมิ 30ºC เพ่ือให้มีการเจริญของเส้นใยและสปอร์ 
จากนัน้จึงนํามาสกดั DNA โดยใช้ชดุตรวจสอบสําเร็จรูป 
MoBio-UltracleanTM Microbial DNA Isolation Kit 
ชิน้สว่นของ DNA ท่ีมี gene ของ β-tubulin gene จะถกู
จํ า ล อ ง โ ด ย ใ ช้  primers Bt2a 
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) และBt2b 
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) และนําไปหา
ลําดบัเบสโดยการทํา PCR โดยใช้ชดุตรวจสอบตรา ABI 
Prism® Big DyeTM Terminator v. 3.0 Ready Reaction 
Cycle sequenced Kit และทําการตรวจสอบชนิดของ         

เชือ้รา A. flavus โดยใช้โปรแกรม Seq Man the Laser 
Gene package 

 
การเจริญของเชือ้ราบนอาหารแขง็ 

ตดัโคโลนีของ A. flavus ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง 
PDA ขนาด 0.2 cm มาวางใสใ่นจานเพาะเชือ้ท่ีมีอาหาร 
PDA ใหม่ จากนัน้จึงทําการบ่มเชือ้ราท่ีอุณหภูมิ 30ºC 
เป็นระยะเวลาประมาณ 7 วนั ในแต่ละวนัทําการวดัรัศมี
การเจริญของโคโลนีของเชือ้รา (cm) เพ่ือนํามาใช้เป็น
ข้อมูลในการวิเคราะห์หาค่าอัตราการเจริญเติบโตบน
อาหารแข็ง (colony radial growth rate (Kr)) ตามวิธีการ
ของ Morrison and Righelato (1974) ซึง่หาได้จากสมการ
เส้นตรงการถดถอย (Kr = dr/dt) โดยที่ dr/dt คืออตัราการ
เจริญของรัศมีโคโลนีเชือ้ราท่ีได้บันทึกในวันท่ีสังเกต 
(timeo) ตอ่วนัเร่ิมทําการทดลอง (timei) 
 
การผลิตอะฟลาทอกซินและการเจริญของเชือ้ราบน
อาหารเหลว 

นําสารละลายสปอร์ของเชือ้ราแต่ละสายพันธุ์ 
(105 spore/ml) ปริมาตร 15 μl ใสล่งในอาหาร mYES และ 
mYEG medium ปริมาตร 1.0 ml ท่ีบรรจอุยู่ในหลอด
ทดลองขนาด 5.0 ml ตามวิธีดดัแปลงของ Horn et al 
(2000) จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมิู 30ºC เป็นระยะเวลา 7 วนั 
และนําตัวอย่างมาสกัดอะฟลาทอกซินด้วยสารละลาย
คลอโรฟอร์ม จากนัน้จึงนําไปตรวจสอบปริมาณอะฟลา-
ทอกซิน บี1 (ng/ml) ด้วยวิธี High performance liquid 
chromatography ตามวิธีดดัแปลงของ Sweany et al. 
(2011)  

สําหรับการศกึษาการเจริญของเชือ้ราบนอาหาร
เหลวทําโดยนําสารละลายสปอร์ของเชือ้ราแต่ละสายพนัธุ์ 
(105 spore/ml) ปริมาตร 150 μl ใส่ลงในอาหาร mYEG 
medium ปริมาตร 10.0 ml จากนัน้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30ºC 
เป็นระยะเวลา 7 วนั โดยในแต่ละวนัทําการนําตวัอย่างมา
วิเคราะห์การเจริญของเชือ้ราโดยการชัง่นํา้หนกัแห้ง (g/l) 
ปริมาณนํา้ตาลกลูโคสที่ เหลืออยู่ในอาหาร (g/l) และ
ปริมาณอะฟลาทอกซิน  (mg/l)  เ พ่ื อนําค่ า ท่ี ไ ด้มา
คํานวณหาอัตราการเจริญจําเพาะ (μ) ของเชือ้ราตาม
สมการของ Monod (1) (1942) ดงันี ้คือ 
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 (1) 
 

โดยท่ี S แทนค่าของปริมาณความเข้มข้นของ 
ซบัเสตรทและ Ks คือค่าคงท่ีอิ่มตวัของซบัเสตรท ซึง่จาก
สมการท่ี (1) สามารถนํามาปรับเพ่ือหาค่าอตัราการเจริญ
จําเพาะ (μ) โดยใช้การคํานวณจากคา่การเจริญของเชือ้รา
ตอ่หน่วยเวลา ตามสมการที่ (2) คือ 
 
 (2) 
 

สําหรับค่าอตัราการเจริญจําเพาะสงูสดุ (μmax) 
สามารถคํานวณหาได้โดยการสร้างกราฟข้อมูลตาม
วิธีการของ Lineweaver-Burk plot และสามารถสร้าง
สมการได้ (3) คือ 
 
 (3) 
 

ส่วนอตัราการใช้ซบัเสตรตจําเพาะ (qs) และ
อตัราการเกิดผลิตภัณฑ์จําเพาะ (qp) สามารถหาได้จาก
การคํานวณโดยใช้สมการท่ี (4) 
 
         qs = μ/Yx/s  and  qp = μ*Yp/s  (4) 
 
การวเิคราะห์นํา้หนักแห้ง กลูโคสและอะฟลาทอกซิน 
บี 1 

การหานํา้หนักแห้งของเชื อ้ราทําได้โดยนํา
ตัวอย่างมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 
จากนัน้จึงนํา เชือ้ราไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 60ºC เป็น
ระยะเวลา 7 วนั หรือจนกว่านํา้หนกัจะคงที่ ทําการจด
บนัทกึนํา้หนกัของเชือ้ราท่ีเกิดขึน้ 

การหาป ริ มาณกลู โ คส ทํ า ไ ด้ โ ดยดู ก า ร
เกิดปฏิกิริยาของนํา้ตาลรีดิวซ์โดยใช้สารละลาย DNS 
(Miller 1959) ตามวิธีการของ Ghose (1987) โดยเติม
สารละลาย DNS ปริมาตร 3.0 ml ในสารตวัอย่างท่ี
ต้องการตรวจสอบปริมาตร 1.0 ml จากนัน้จึงนําไปบ่มใน
นํา้เดือดเป็นระยะเวลา 5 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นจากนัน้จึง
เติมนํา้กลั่น 20.0 ml ผสมให้เข้ากันและนําไปวัดค่า

ปริมาณนํา้ตาลกลโูคสในตวัอยา่งด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโต-
มิเตอร์ท่ีความยาวคลื่น 540 nm และคํานวณหาค่า
นํา้ตาลโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานนํา้ตาลกลโูคส 

การหาปริมาณอะฟลาทอกซิน บี 1 นําตวัอย่าง
มาสกัดอะฟลาทอกซินด้วยสารละลายคลอโรฟอร์ม 
จากนัน้จึงนําไปตรวจสอบปริมาณอะฟลาทอกซิน บี1 
(ng/ml) ด้วยวิธี High performance liquid 
chromatography ตามวิธีดดัแปลงของ Sweany et al. 
(2011) 

 
สถติทิี่ใช้ในงานวิจยั 

 
กําหนดให้ทําการทดลองอย่างต่ํา 3 ซํา้ การ

วิเคราะห์ข้อมลูเพ่ือทดสอบสมมติฐานทางสถิติ และในแต่
ละกลุ่ม การทดลองทําการทดสอบเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
ของทรีตเมนต์แต่ละกลุ่มด้วยวิธีใช้ความแตกต่างท่ีมี
นยัสําคญัน้อยท่ีสดุ (least significant difference (LSD)) 
ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ 

 
ผลและวจิารณ์ 

 
เชือ้รา A. flavus ทัง้ 4 สายพนัธุ์ ได้แก่ UPAG01 

UPAG02 UPAG03 และ UPAG04 เป็นเชือ้ราใน 
Aspergillus section Flavi ซึง่มีลกัษณะเด่น คือ เม่ือเลีย้ง
ในอาหาร AFPA จะเกิดสีส้มเหลืองภายใต้โคโลนี (Pitt et 
al., 1983) แต่จะผลิตสปอร์ได้น้อยมากและเม่ือเลีย้งบน
อาหาร Czapek medium containing Avid® จะเกิด
โครงสร้างคล้าย synnema สอดคล้องกบัการรายงานของ 
Damann et al. (2004) และ Danmek et al. (2011) บน
อาหาร PDA มีการผลิตสปอร์สีเขียวผนังเรียบเรียก 
conidia บน conidiophore เม่ือศึกษาทางระดับ                
ชีวโมเลกลุตามวิธีของ Glass and Donaldson (1995) 
พบว่ามีลําดบัเบส 100 เปอร์เซ็นต์ตรงกบัเชือ้รา A. flavus 
สายพนัธุ์มาตรฐานที่ใช้เป็นเปรียบเทียบของ CBS-KNAW 
Fungal Biodiversity Centre ประเทศเนเธอร์แลนด์ 
สําหรับการทดลองนีไ้ด้ทําการศึกษาอัตราการเจริญของ
เชือ้รา A. flavus ทัง้สายพนัธุ์ ท่ีผลิตอะฟลาทอกซิน 
(toxigenic strains) และสายพนัธุ์ท่ีไม่ผลิตอะฟลาทอกซิน 

μ = μmax S
Ks + S

μ = μmax S
Ks + S

μ = ln x1-ln x0
t1-t0

μ = ln x1-ln x0
t1-t0

KS 1
μ μmaxS μmax

= 1+1 KS 1
μ μmaxS μmax

= 1+1

การยับยัง้อะฟลาทอกซนิ บ ี1 โดยการใช้สายพนัธ์ุไม่ผลิตสารพษิของเชือ้รา Aspergillus flavus 
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(atoxigenic strains) บนอาหารแข็ง PDA ท่ีค่า pH 6.0 
เน่ืองจากเป็นภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชือ้รา
ดงักล่าว โดยเฉพาะค่า pH ในช่วง 5.0 ถึง 7.5 จะไม่มี
ผลกระทบต่อการเจริญของเชือ้รา A. flavus (Brancato 
and Golding, 1953; Cotty 1988; Thompson, 1990; 
Yoder et al., 2008) โดยในการศกึษานี ้เชือ้ราทัง้ 6 สาย
พันธุ์  มีการเจริญเติบโตท่ีดี มีการผลิตโคโลนีสีขาวและ
สปอร์เป็นสีเขียวซึ่งสามารถเจริญเติบโตเต็มท่ีบนอาหาร
แข็ง PDA ในจานเพาะเชือ้ขนาด 9.0 cm ภายในวนัท่ี 6 
ของการบ่มเชือ้ราท่ีอุณหภูมิ 30ºC เม่ือนําข้อมลูของการ
เจริญเติบโตมาคํานวณหาค่าอัตราการเจริญเติบโตบน
อาหารแข็ง (Kr) พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 0.05 โดยแต่ละสายพนัธุ์มี
ค่าเฉลี่ยของอตัราการเจริญบนอาหารแข็งประมาณ 0.70 
cm/day อย่างไรก็ตามเป็นท่ีน่าสงัเกตว่าเม่ือพิจารณาค่า
อตัราการเจริญของเชือ้ราบนอาหารแข็งในแต่ละช่วงเวลา
พบว่าเชื อ้ราทั ง้  6 สายพันธุ์  แสดงอัตราการเจริญ
เหมือนกัน คือ เร่ิมต้นเชือ้รา A. flavus จะมีการ
เจริญเติบโตของเส้นใยและโคโลนีในแนวราบ (วนัท่ี 1, 2 
และ 5) และเม่ือเจริญไประยะหนึง่ คือเวลาประมาณ 2 วนั 
จะสร้างก้านชูเพ่ือผลิตสปอร์ซึ่งมีการเจริญในแนวตัง้ซึ่ง
สงัเกตได้จากคา่อตัราการเจริญท่ีลดลงในวนัท่ี 3, 4 และ 6 
(ภาพท่ี 1) ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Rodr´ıguez-Urra 
et al. (2009) นอกจากนีเ้ม่ือนํามาศกึษาการเจริญเติบโต 
ของเชือ้รา A. flavus สายพนัธุ์ อ่ืน ๆ พบว่าเชือ้รา A. 
flavus แตล่ะสายพนัธุ์มีอตัราการเติบโต (Kr) ท่ีแตกต่างกนั 
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เช่น เชือ้รา A. flavus ATTC 16872 และ A. flavus สาย
พันธุ์ ท่ีคัดแยกมาจากนํ า้ผึ ง้ในธรรมชาติมีอัตราการ
เจริญเติบโตบนอาหารแข็งเทา่กบั 0.24 และ 0.23 cm/day 
(Yoder et al., 2008; Lopez-Malo et al., 1998) เม่ือ
พิจารณาถงึผลของสภาพแวดล้อม เช่น ในอาหารเลีย้งเชือ้
ท่ีมีค่าความเป็นกรดหรือด่างสูงหรือต่ําเกินไป การเติม
สารเคมีบางชนิด เช่น สารประกอบไบคาร์บอเนต วานิลิน
และอะบาเม็คตินจะมีผลต่ออตัราการเจริญของเชือ้ราบน
อาหารแข็ง ซึ่งถ้ามีปริมาณมากจะทําให้อัตราการเจริญ
ลดลงอย่างมีนยัสําคญั (Lopez-Malo et al., 1995; 
Rodr´ıguez-Urra et al., 2009; Danmek et al., 2011) 

ในการศึกษาการผลิตอะฟลาทอกซิน บี1 จาก
เชือ้ราทัง้ 6 สายพนัธุ์ พบว่าแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นนํา้ตาล
กลโูคสและซูโครส ร่วมกบัค่า pH 5.0 ถึง 7.0 เป็นภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตอะฟลาทอกซินโดยเฉพาะ
จากเชือ้รา A. flavus และ A. parasiticus (Klich 2007) 
ซึง่จากการเลีย้งเชือ้รา A. flavus บนอาหาร mYES พบว่า
มีเพียงเชือ้รามาตรฐาน A. flavus NRRL3357 ท่ีผลิตอะ-
ฟลาทอกซินและผลติในปริมาณมากจะมีการผลิตอะฟลา-
ทอกซินอย่างเห็นได้ชดัในวนัท่ี 2 สอดคล้องกบัการ 5.361 
±259.10 ng/ml (ภาพที่ 2) ในขณะที่เชือ้ราอีก 5 สายพนัธุ์ 
คือ เชือ้รามาตรฐาน A. flavus NRRL21882 และอีก          
4 สายพันธุ์ ท่ีคัดแยกจากประเทศไทย  คือ UPAG01 
UPAG01 UPAG01 และ UPAG01 เป็นสาย รายงานของ
Lillehoj et al. (1974) Ramakrishna et al. (1996) และ 
Daigle and Cotty (1995) และเม่ือเลีย้งถึงวนัท่ี 7 พบว่ามี 
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 1 Kr pattern of A. flavus strains on PDA incubated at 30ºC in the dark 
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ปริมาณอะฟลาทอกซิน บี1 สะสมเท่ากับ พันธุ์ ท่ี ไม่
ผลิตอะฟลาทอกซิน และเม่ือนําไปทดสอบการยบัยัง้การ
ผลิตอะฟลาทอกซินจากเชือ้รา A. flavus NRRL3357 ใน
อาหาร mYEG พบว่าทัง้ 5 สายพนัธุ์ สามารถยบัยัง้การ
ผลิต อะฟลาทอกซินในอาหารเลีย้งเชือ้ได้มากกว่า 70% 
(ภาพท่ี 3) จึงแสดงให้เห็นว่าเม่ือเชือ้รา A. flavus สาย
พันธุ์ ท่ีผลิตอะฟลาทอกซินถูกเลีย้งร่วมกับเชือ้ราชนิด
เดียวกนัแต่เป็นสายพนัธุ์ท่ีไม่ผลิตอะฟลาทอกซินจะทําให้
มีการผลิตอะฟลาทอกซินลดลง ซึ่งสอดคล้องกบัรายงาน
ของ Cotty (1994) โดยใช้เชือ้รามาตรฐานทางการค้า A. 
flavus AF36 ท่ีไมผ่ลติอะฟลาทอกซินเพ่ือควบคมุการผลิต
สารดงักล่าวโดยเชือ้รา A. flavus ชนิดเดียวกันและ            
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชือ้ราอ่ืน ๆ อย่างไรก็ตามแม้ว่าการยบัยัง้เชือ้รา A. flavus 
สายพนัธุ์ท่ีผลิตอะฟลาทอกซินสามารถทําได้โดยใช้เชือ้รา
ชนิดเดียวกัน แต่ก็มีรายงานการศึกษาโดยการใช้เชือ้รา
ชนิดอ่ืน ๆ เพ่ือควบคมุการสร้างอะฟลาทอกซินดงักลา่วได้
ด้วย เช่น A. niger และ Trichoderma viride (Klich, 
2007) 

เม่ือพิจารณาถึงความสมัพนัธ์ของการเจริญของ
เชือ้รา การใช้ซับสเตรทและการผลิตอะฟลาทอกซิน ซึ่ง
แสดงในตารางที่ 1 จะเห็นได้ว่าการเลีย้งเชือ้ราเด่ียว ๆ จะ
มีนํา้หนักเซลล์น้อยกว่าการเลีย้งร่วมกันระหว่างเชือ้รา           
A. flavus NRRL3357 ท่ีสร้างอะฟลาทอกซินและเชือ้รา           
A. flavus ท่ีไมส่ร้างอะฟลาทอกซินทัง้ 4 สายพนัธุ์ และคา่  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 AFB1 values obtained from co-cultivated toxigenic A. flavus strain NRRL 3357 with each 
atoxigenic strains in mYEG at 30ºC in the dark for 7 days 
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อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะเชือ้รา A. flavus แต่ละสาย
พนัธุ์มีการเจริญเติบโตท่ีใกล้เคียงกนั อย่างไรก็ตามแม้ว่า
การเลีย้งเชือ้ราร่วมกนัระหว่าง A. flavus สายพนัธุ์ท่ีสร้าง
และไม่สร้างอะฟลาทอกซินจะทําให้เชือ้รามีมวลรวมและ
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะเพิ่มขึน้ แต่ก็ไม่ได้ทําให้มี
การผลิตอะฟลาทอกซินเพิ่มขึน้ เม่ือศึกษาถึงอตัราการใช้
ซบัเสตรท ซึง่คือกลโูคสแม้วา่ A. flavus NRRL3357 มีการ
ใช้กลโูคสได้เร็วและปริมาณมากกว่าในการทดลองอื่น ๆ 
คือ มีปริมาณกลโูลสเหลือเท่ากบั 38.21 g/L อตัราการใช้
สบัเสตรทเท่ากบั 38.72 g cell/mol และอตัราการใช้ซบั
เสตรทจําเพาะเท่ากบั 0.22 mmol/g cell/hr แต่เม่ือมา
เลีย้งร่วมกับเชือ้ราทัง้ 4 สายพนัธุ์ ท่ีไม่สร้างอะฟลาทอก-  
ซินกลบัพบว่ามีอตัราการใช้กลโูคสลดลง จึงอาจเป็นไปได้
ว่าเชือ้รา A. flavus ท่ีไม่สร้างอะฟลาทอกซินสามารถไป
ยบัยัง้ A. flavus NRRL3357 โดยมีผลให้เชือ้ราดงักลา่วใช้
กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนในการเจริญได้ช้าลง ทําให้มีผล
ต่อการยบัยัง้ผลิตอะฟลาทอกซิน โดยดไูด้จากค่าอตัรา
การเกิดผลติภณัฑ์ และอตัราการเกิดผลติภณัฑ์จําเพาะใน
ตารางที่ 1 นอกจากนีย้ังอาจเกิดได้จากอีกหลายปัจจัย 
เช่น การยบัยัง้ในลกัษณะของ competitive exclusion 
การผลิตสารบางชนิด และกระบวนการต่าง ๆ ท่ีเกิดขึน้ใน
ระหว่างการเลีย้ง เป็นต้น (Cotty and Bayman, 1993; 
Ehrlich and Cotty, 2004)  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สรุป 
 

จากการศึกษาทัง้หมดนีจ้ึงสามารถสรุปได้ว่า 
เชือ้รา A. flavus ท่ีไม่สร้างอะฟลาทอกซินทัง้ 4 สายพนัธุ์ 
ท่ีคัดแยกได้จากประเทศไทย มีประสิทธิภาพสูงและ
สามารถนําไปใช้ยบัยัง้การผลิตอะฟลาทอกซินจากเชือ้รา
ชนิดเดียวกนัได้ โดยในการทดลองนีเ้ชือ้รา A. flavus สาย
พนัธุ์ท่ีไมส่ร้างอะฟลาทอกซินได้ไปยบัยัง้การสร้างอะฟลา-
ทอกซิน บี1 จากเชือ้รา A. flavus NRRL3357 โดยการ
แข่งขันการใช้ซับสเตรทอย่างมีนัยสําคัญ อย่างไรก็ตาม
กระบวนการศึกษายังเป็นแค่การทดสอบในระดับ
ห้องปฏิบตัิการเท่านัน้ ซึ่งจะมีแนวทางการนําไปศึกษาใน
ระดบัปฏิบตัิการกบัเชือ้รา Aspergillus spp. ชนิดอ่ืน ๆ 
เช่น Aspergillus parasiticus ท่ีผลิตอะฟลาทอกซินจี 
อะฟลาทอกซินในกลุม่อ่ืน ๆ (บี1 บี2 จี1 และจี2) และการ
ทดลองภาคสนามตอ่ไป 
 

กิตตกิรรมประกาศ 
 

โครงการนีไ้ด้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่งจาก
โครงการวิจัยเพ่ือพัฒนาเชิงพืน้ท่ี งบประมาณร่วมทุน
ระหว่าง มพ. -สกว. ประจําปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 
(สัญญาเลขที่  ABC57001)  มหาวิ ทยาลัยพะ เยา                 
และสถานีวิจัยทดสอบพันธุ์ สัตว์พะเยา อําเภอเมือง 
จังหวัดพะเยา สําหรับสถานท่ีในการวิจัย ขอขอบคุณ 
Professor Dr. Kenneth E. Damann, Jr. จากภาควิชา 
Plant Pathology & Crop Physiology Agcenter 

Table 1 Kinetic parameters of A. flavus cultures 

Kinetic parameters 
Single culture* Co-culture with A. flavus NRRL 3357* 

3357 UPAG01 UPAG02 UPAG03 UPAG04 UPAG01 UPAG02 UPAG03 UPAG04 

Dry weight (g/L) 6.75b 6.67bc 6.90b 7.38a 6.48c 7.25ab 7.46ab 7.49ab 7.91a 

Glucose (g/L) 38.21b 41.27a 40.82ab 41.00a 40.60ab 40.08a 39.23b 39.55ab 40.42a 

μ (h-1) 0.0084a 0.0069bc 0.0076b 0.0086a 0.0070b 0.0083ab 0.0080ab 0.0090a 0.0084ab 

μmax (h
-1) 0.0152a 0.0067c 0.0077c 0.0128b 0.0099bc 0.0075b 0.0087ab 0.0081ab 0.0103a 

Yx/s (g cell/ mol sub) 38.71d 46.10c 53.28b 66.33a 57.19b 63.06a 57.64b 51.90c 57.04b 

qs (mmol/g cell/hr) 0.22a 0.15b 0.14b 0.13b 0.13b 0.15ab 0.16ab 0.17a 0.14ab 

Yp/s ( mg AFB1/g sub) 0.427 0 0 0 0 0.044b 0.039b 0.061a 0.049b 

qp ( μg AFB1/g cell/hr) 3.52 0 0 0 0 0.43b 0.32bc 0.61a 0.44b 
*Significant level (p=0.05), sample (n=3) 
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Louisiana State Univeristy ประเทศสหรัฐอเมริกาสําหรับ
เชือ้รามาตรฐาน A. flavus และ Professor Dr. Dr. h. c. 
R. A. Samson และ Martin Meijer จาก CBS-KNAW 
fungal biodiversity center, The Netherlands สําหรับ
การมีสว่นช่วยวิเคราะห์เชือ้ราในระดบัชีวโมเลกลุ 
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