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ABSTRACT
Climate change impacts to various ecological systems, including contaminated  

microorganism in agricultural system. Aspergillus niger is an important problem of damaged 

stored agricultural products and can produce ochratoxin, which is classified as a human 

carcinogen and harmful for consumption. Therefore, impacts of changing temperature,  

mosisture and carbon dioxide (CO2) levels by A. niger were studied for advantageous  

information to predict growth and mycotoxin production. Mycelium growth of A. niger was 

tested by grown on yeast extract sucrose agar (YES agar) for 10 days. The optimum  

conditions for A. niger growth were 17-38oC, water activity (aw) 0.87-0.99 and CO2  

300-1,000 mg/kg. Temperature at 25oC, CO2 600 mg/kg and aw 0.93, 0.95, 0.99 and 0.90 

resulted to the highest growth rates of A. niger in 0.85, 0.79, 0.57 and 0.36 cm/day,  

respectively. Moreover, ochratoxin production was tested by Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay. Aspergillus niger at 27-36oC, CO2 800-1,000 mg/kg and aw 0.90-0.99 were produced 

ochratoxin higher than 2 µ µg/kg whereas at 30oC, CO2 600 mg/kg and aw 0.95, 0.93, 0.99 

and 0.90 showed the highest ochratoxin production at 4.1, 3.5, 3.0 and 1.3 µµg/kg,  

respectively. This fungus could not be grown on YES agar with aw at 0.75-0.85. In addition, 

ochratoxin production in green coffee beans was tested in the different conditions. At 15oC, 

CO2 300, 600 and 1,000 mg/kg with 60% RH, A. niger produced low level of ochratoxin at 

the amount ranging from 0.8 to 1.8 µµg/kg in green coffee beans.

Key words: Aspergillus niger, temperature, water activity, relative humidity, carbon dioxide, 

ochratoxin
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บทคัดย่อ
สภาพอากาศทีเ่ปลีย่นแปลงไปในปัจจบุนั

อาจส่งผลกระทบต่อจุลินทรย์ีท่ีปนเป้ือนในผลติผล

เกษตร เช่น รา Aspergillus niger ซึง่เป็นราทีเ่ข้า

ท�ำลายผลิตผลในโรงเก็บ และสามารถสร้างสาร 

โอคราทอกซนิ ซ่ึงเป็นสารก่อมะเรง็ด้วย งานวจิยันี ้

มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิ ปริมาณ

น�ำ้อสิระ (aw) และปรมิาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

(CO2) ต่อการเจริญ และการสร้างสารพิษของ  

A. niger โดยทดสอบการเจริญของเส้นใยเชื้อรา 

บนอาหาร Yeast Extract Sucrose agar (YES 

agar) เป็นระยะเวลา 10 วัน พบว่า A. niger 

เจรญิได้ดใีนช่วงอณุหภมู ิ17-38oซ., aw 0.87-0.99, 

CO2 300-1,000 มก./กก. และมีอัตราการเจริญ

เฉลี่ยของเส้นใยสูงสุดที่อุณหภูมิ 25oซ., CO2  

600 มก./กก., aw 0.93, 0.95, 0.99 และ 0.90 

เท่ากับ 0.85, 0.79, 0.57 และ 0.36 ซม./วัน  

ตามล�ำดบั และตรวจสอบการสร้างสารโอคราทอกซิน 

โดยวิธี Enzyme-Linked Immunosorbent  

Assay ท่ีช ่ วงอุณหภูมิ  27-36 oซ . ,  CO2  

800-1,000 มก./กก. และ aw 0.90-0.99  

พบว่า รา A. niger สร้างสารพิษได้มากกว่า  

2 ไมโครกรัม/กก. โดยที่อุณหภูมิ 30oซ. ปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 600 มก./กก.  aw 0.95, 0.93, 

0.99 และ 0.90 รา A. niger สร้างสารโอคราทอกซิน 

สูงสุดเฉลี่ย 4.1, 3.5, 3.0 และ 1.3 ไมโครกรัม/กก. 

ตามล�ำดับ แต่ในช่วงปริมาณน�้ำอิสระ 0.75-0.85 

รา A. niger ไม่สามารถเจริญบนอาหาร YES agar ได้  

และการทดสอบการสร้างสารโอคราทอกซิน 

โดยรา A. niger ในกาแฟสารท่ีสภาพอุณหภูม ิ

15oซ., CO2 300, 600 และ 1,000 มก./กก. 

ความชื้นสัมพัทธ์ 60% รา A. niger สร้างสาร 

โอคราทอกซิน 0.8-1.8 ไมโครกรัม/กก. ซึ่งต�่ำกว่า

มาตรฐานที่ CODEX ก�ำหนด (2 ไมโครกรัม/กก.)

ค�ำส�ำคัญ : Aspergillus niger อุณหภูมิ ปริมาณ

น�้ำอิสระ ความชื้นสัมพัทธ์ คาร์บอนไดออกไซด ์ 

โอคราทอกซิน เอ

บทน�ำ
ปัจจัยภูมิอากาศ เช่น ปริมาณน�้ำฝน  

การกระจายของน�้ำฝน การทิ้งช่วงของฝน พร้อม

ทั้งอุณหภูมิเฉลี่ย อุณหภูมิสูงสุด-ต�่ำสุด ที่เกิดขึ้น

ในที่ใด ๆ มีผลต่อที่อยู่อาศัย ชนิด และประชากร

ของส่ิงมีชีวิตทั้งสิ้น (กัณฑรีย ์ , 2548) การ

เปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ (climate change) 

ในปัจจุบันเนื่องมาจากการตัดไม้ท�ำลายป่า การใช้

พลังงานเชื้อเพลิงอย่างสิ้นเปลือง และกิจกรรม

ต่าง ๆ ของมนุษย์ก่อให้เกิดก๊าซเรือนกระจกเพิ่ม

ขึ้นในชั้นบรรยากาศ ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง

สภาพภูมิอากาศทั่วทุกภูมิภาค และอาจก่อให้เกิด

ผลกระทบต่อพืชทั้งก่อนและหลังการเก็บเกี่ยว 

รวมทั้งจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนทั่วไปทั้งในแปลงปลูก

และโรงเก็บรักษาผลิตผลเกษตร

รา (Fungi) จัดเป็นจุลินทรีย์ที่มักพบ 

ปนเปื้อนในผลิตผลเกษตร ซึ่งเป็นปัญหาส�ำคัญ 

ในการก่อให้เกดิความเสยีหายและท�ำลายคุณภาพ

ผลผลิต นอกจากนี้ ราบางชนิดสามารถสร้างสาร

พิษที่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภคและสัตว์เลี้ยงด้วย 

Aspergillus niger เป็นราในกลุ่ม Aspergillus  

ที่พบทั่วไปในดิน เศษซากพืช และผลิตผลเกษตร 

สามารถเจริญได้ทั้งในเขตร้อนชื้นและเขตหนาว 

มักพบปนเป้ือนได้ในผลติผลเกษตรหลายชนดิ เช่น 

กาแฟ ถั่วลิสง ข้าวโพด หอมแดง หอมหัวใหญ่ 

องุ ่น และเครื่องเทศ เป็นต้น (EPA, 1997) 

นอกจากนี้ รา A. niger สามารถสร้างสารพิษ 

ซึ่งสารทุติยภูมิได้มากมายหลายชนิด เช่น สารพิษ 

Ochratoxin A และ fumonisin B2 และ B4 

(Kristian et al., 2009) สารพิษจากราเหล่านี้ 
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ถูกจัดอยู่ใน class 2B ที่อาจก่อให้เกิดมะเร็งได้ใน

มนุษย ์โดยเฉพาะสาร Ochratoxin A ซึ่งเป็นสาร

ท่ีก่อให้เกิดความผิดปกติต่อระบบการท�ำงานของ

ไต (nephrotoxic) และการพัฒนาการเกิดความ

ผิดปกต ิ(teratogenic) 

จากการศกึษาการเปล่ียนแปลงภมูอิากาศ

ในอนาคตด้วยรูปแบบจ�ำลองการคาดการณ์การ

เปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ พบว่า ในทศวรรษ

ที่ 2100 (ค.ศ. 2091-2100) อุณหภูมิสูงสุดเฉลี่ย

ของประเทศไทยสูงขึ้นทุกพื้นที่ และส่วนใหญ่สูง

ขึ้นประมาณ 4-5oซ. เมื่อเทียบกับในช่วงทศวรรษ

ที่ 2000 (ค.ศ. 1991-2000) (ศูนย์ภูมิอากาศ, 

2553) ซึ่งสอดคล้องกับ IPPC (2007) ที่รายงาน

ว่า อุณหภมูแิละคลืน่ความร้อนทีเ่พิม่ขึน้ จะส่งผล

ต่อภาคการเกษตรและความปลอดภัยของอาหาร 

ซึ่งแตกต่างกันไปในแต่ละภูมิภาคตามสภาพทาง

ภูมิศาสตร์ เช่น การเปล่ียนแปลงการเพาะปลูก

และผลผลิต ฤดูกาลเพาะปลูกที่เปลี่ยนแปลงไป 

คุณภาพของดนิ การสญูเสยีแร่ธาตใุนดนิ และการ

เปลี่ยนแปลงในระบบนิเวศน์จุลินทรีย์ดิน โดย

รายงานว่า อุณหภูมิจะเพิ่มสูงขึ้นประมาณ 4oซ. 

ภายเวลาใน 100 ปี นอกจากนี้ Paterson (2011) 

รายงานว่า อุณหภูมิที่สูงขึ้นอาจส่งผลกระทบต่อ

สารพิษจากรา เช่นเดียวกับการเจริญของราใน

อณุหภมูทิีเ่พิม่ขึน้ และการสร้างสารพษิอาจจะมีการ

เปลีย่นแปลงเพ่ิมมากข้ึนในภมูภิาคท่ีมอีากาศหนาว  

ในขณะทีก่ารสร้างสารพษิจะลดลงเมือ่อณุหภมิูสงู 

ในเขตที่มีอากาศร้อนอยู่แล้ว ดังนั้น งานวิจยันีมี้

วัตถุประสงค์เพื่อประเมินผลกระทบของการ

เปลีย่นแปลงอณุหภมู ิปรมิาณน�ำ้อสิระ และปรมิาณ 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ต่ออัตราการเจริญของรา 

และความสามารถของราในการสร้างสารพิษใน

ผลิตผลเกษตร เพื่อให้ได้ข้อมูลพื้นฐานที่เป็น

ประโยชน์โดยประเมนิอตัราการเจรญิของรา A. niger  

และประสทิธภิาพในการสร้างสาร Ochratoxin A 

ในสภาวการณ์ที่อาจเกิดขึ้นเม่ือสภาพภูมิอากาศ

เปลี่ยนแปลงไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1.	คัดเลือกรา Aspergillus niger โดยวิธี  

Direct plating method

1.1	 เก็บตัวอย ่ าง เมล็ดกาแฟ จาก 

อ.แม่ลาน้อย จ.แม่ฮ่องสอน จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง 

น�ำ  เมล็ ดกาแฟแช ่ ในสารละลายโซ เดี ยม 

ไฮโปคลอไรต์ (NaOCl) 0.825% นาน 2 นาท ี 

ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ และ

วางเมล็ดกาแฟลงบนอาหาร Potato Dextrose 

Agar (PDA) บ่มทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองนาน 5-7 วนั 

จงึตรวจคัดแยกเฉพาะรา A. niger โดยดูลักษณะ

ทางสณัฐานวทิยาภายใต้กล้อง stereo microscope 

1.2	 น�ำ A. niger มาแยกเลี้ยงให้บริสุทธิ์

บนอาหาร PDA และทดสอบความสามารถในการ

สร้างสารโอคราทอกซิน โดยหยดสารแขวนลอย 

สปอร์ (spore suspension) ของ A. niger  

ที่คัดเลือกได้ความเข้มข้น 106 สปอร์/มล. ปริมาณ 

100 ไมโครลิตร ลงในอาหาร YES medium 

ปรมิาณ 9 มล. บ่มไว้ทีอ่ณุหภมิูห้องเป็นเวลา 14 วนั

1.3	 ดูดเฉพาะส่วนใสมากรองผ่านกระดาษ 

กรองเบอร์ 1 แล้วน�ำไปหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 

15,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที หลงัจากนัน้ดดู

เฉพาะส่วนใสกรองผ่าน syringe filter ขนาด  

0.2 µµm แล้วจงึน�ำสารสกดัทีไ่ด้ไปตรวจวดัปรมิาณ

สารพิษด้วยวิธี ELISA โดยใช้ชุดตรวจสอบสาร 

โอคราทอกซนิส�ำเรจ็รปู (Veratox®) ตามวธิกีารในคูม่อื

1.4	 คดัเลอืกรา A. niger ไอโซเลท ทีส่ร้าง 

สารโอคราทอกซนิปรมิาณมาก เกบ็รกัษาในรปูของ

สารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) เพื่อ

ใช้ในการทดลองต่อไป
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2.	 อตัราการเจริญและการสร้างสารโอคราทอกซนิ  

ของรา A. niger บนอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะ

จ�ำลองสภาพอากาศ

วางแผนการทดลองแบบ split plot 

จ�ำนวน 3 ซ�้ำ โดย 

-	 main plot คือ ความเข้มข้นของ

ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 3 ระดับ 

ได้แก่ 300, 600 และ 1,000 มก./กก.

-	 sub plot คอื ปรมิาณน�ำ้อสิระ (water 

activity: aw) 7 ระดับ ได้แก่ 0.75, 0.80, 0.85, 

0.90, 0.93, 0.95 และ 0.99 

ท�ำการทดลองที่อุณหภูมิแตกต่างกัน  

6 ระดับ ได้แก ่15, 20, 25, 30, 35 และ 40oซ.

2.1	 เตรียมอาหาร YES agar ในจาน

เลีย้งเชือ้ ให้มปีรมิาณน�ำ้อสิระแตกต่างกนั 7 ระดบั 

โดยใช้กลีเซอรอลและน�้ำกลั่น ในการปรับค่า

ปริมาณน�้ำอิสระในอาหาร ซึ่งปรับปรุงแก้ไขตาม

วิธีการของ Dallyn and Fox (1980) และวัดค่า

ด้วยเครื่องวัดปริมาณน�้ำอิสระ 

2.2	 หยด spore suspension (ความเข้ม

ข้น 106 สปอร์/มล.) ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ YES agar ที่มี aw แตกต่างกัน

แต่ละระดับ และน�ำจานเล้ียงเชื้อใส่ในกล่อง 

ที่จ�ำลองสภาพอากาศ โดยเติมก๊าซ CO2 ลงใน

กล่องที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกัน และน�ำไป

เกบ็ทีอ่ณุหภมูต่ิาง ๆ เพือ่ดอูตัราการเจรญิของรา 

2.3	 บันทึกข้อมูลอัตราการเจริญของรา 

A. niger ที่สภาพอากาศแตกต่างกัน โดยวดัเส้น

ผ่านศนูย์กลางโคโลนขีองราทกุ 2 วนั เป็นเวลา 10 วนั 

2.4	 ทดสอบความสามารถในการสร้าง

สารพิษของรา A. niger ในอาหาร YES agar 

ภายใต้การจ�ำลองสภาพอากาศต่าง ๆ ในวันที่ 14 

ของการเลี้ยง ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 ซม. เจาะชิ้นวุ้นอาหารจานละ  

5 ชิ้น ใส่ลงใน microtube แล้วน�ำไปสกัดด้วย 

methanol หลอดละ 1 มล. เขย่าด้วยเครื่องเขย่า

ที่ความเร็ว 160 รอบ/นาที นาน 1 ชม. ดูดเฉพาะ

ส่วนใสน�ำไป เข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

15,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที หลังจากนั้น 

ดูดเฉพาะส่วนใสกรองผ่าน syringe filter ขนาด 

0.2 µµm แล้วจึงน�ำสารสกัดที่ได้ไปทดสอบด้วยวิธี 

ELISA โดยใช้ชุดตรวจสอบสารโอคราทอกซิน

ส�ำเร็จรูป (Veratox®) ตามวิธีการในคู่มือ

2.5	 น�ำข้อมูลที่ได้จัดท�ำ  contour map 

แสดงผลของสภาพอากาศจ�ำลองต่อการเจริญ

เติบโตและการสร้างสารพิษของรา A. niger  

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

3.	การสร้างสารโอคราทอกซิน ของรา A. niger 

บนเมล็ดกาแฟในสภาวะจ�ำลองสภาพอากาศ

วางแผนการทดลองแบบ split plot 

จ�ำนวน 3 ซ�้ำ โดย 

-	 main plot คือ ความเข้มข้นของ

ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 3 ระดับ ได้แก่ 

300, 600, 1000 มก./กก.

-	 sub plot คอื ปรมิาณความชืน้สมัพัทธ์ 

3 ระดับ ได้แก่ 60, 70 และ 80% 

ท�ำการทดลองที่อุณหภูมิแตกต่างกัน  

6 ระดับ ได้แก่ 15, 20, 25, 30, 35 และ 40oซ. 

3.1	 คัดเลือกเมล็ดกาแฟสารที่กะเทาะ

เปลอืกแล้ว บดให้เป็นกาแฟหยาบ และก�ำจดัเชือ้

จุลินทรีย์ที่อาจปนเปื้อนมาด้วยวิธีการนึ่งฆ่าเชื้อ 

ที ่121oซ. ความดนั 15 ปอนด์/ตร.นิว้ นาน 15 นาที

3.2	 ปรับค่าความชื้นสัมพัทธ์ในกล่อง

จ�ำลองสภาพอากาศ ให้มีปริมาณแตกต่างกัน  

3 ระดบั โดยการใช้กลเีซอรอลและน�ำ้กลัน่ ในการ

ปรับค่าความชื้นสัมพัทธ์ในกล่องจ�ำลองสภาพ

อากาศที่ปิดสนิท ซึ่งปรับปรุงแก้ไขตามวิธีการ  
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Dallyn and Fox (1980) และวัดค่าด้วยวัดเครื่อง

วัดปริมาณความชื้นสัมพัทธ์ 

3.3	 ชั่งกาแฟสารบดหยาบท่ีฆ่าเชื้อแล้ว

ใส่ลงในถ้วยพลาสติก ถ้วยละ 25 ก. ปลูกเชื้อ 

โดยหยด spore suspension ของรา A. niger 

(ความเข้มข้น 106 สปอร์/มล.) ปรมิาตร 10 ไมโครลติร  

ลงบนกาแฟสารผสมให้ทัว่ จากนัน้น�ำไปเกบ็รกัษา

ภายใต้การจ�ำลองสภาพอากาศ เป็นเวลา 14 วัน

3.4	 ทดสอบความสามารถของ A. niger 

ในการสร้างสารโอคราทอกซิน โดยน�ำกาแฟสาร 

ที่ปลูกเชื้อ A. niger ไว้เป็นเวลา 14 วัน มาสกัด

โดยเติม 50% methanol ปริมาตร 100 มล.  

ลงในกาแฟสาร 25 ก. น�ำไปปั่นด้วยเครื่องปั่น  

นาน 2 นาที แล้วกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 1  

หลังจากนั้น น�ำสารสกัดที่ได ้ไปวิเคราะห์หา

ปรมิาณสารโอคราทอกซนิด้วยวธิ ีELISA ตามคู่มอื

ชุดตรวจสอบโอคราทอกซินส�ำเร็จรูป

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	คัดเลือกรา Aspergillus niger โดยวิธี  

Direct plating method

จากการคดัเลอืกได้รา A. niger ท่ีปนเป้ือน 

ในเมล็ดกาแฟ ที่มีลักษณะ conidial head สดี�ำ

หรอืสนี�ำ้ตาลเข้ม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ก้านชูสปอร์  

(conidiophore) ผนังเรียบใสไม่มีสี จากการ

ทดสอบการสร้างสารพษิในอาหาร YES medium 

พบว่า รา A. niger  ท่ีคดัเลอืกเพือ่ใช้ในการทดลอง

สามารถสร้างสารโอคราทอกซินได้ถึง 10.9 

ไมโครกรัม/กก.

2. อตัราการเจริญและการสร้างสารโอคราทอกซนิ  

ของรา A. niger บนอาหารเลี้ยงเชื้อในการ

จ�ำลองสภาพอากาศ

อัตราการเจริญของเชื้อรา

ผลการทดสอบในสภาวะจ�ำลองสภาพ

อากาศ ทีอ่ณุหภมู ิ25oซ. ปรมิาณความเข้มข้นของ

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 300 มก./กก. พบว่า

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณน�้ำอิสระ 0.93, 0.95 

และ 0.99 ที่ระยะการเจริญ 2 วัน A. niger  

เริ่มสร้างเส้นใย มีขนาดโคโลนีเฉลี่ย 2.41, 2.38 

และ 1.96 ซม. ตามล�ำดับ ขณะท่ีอาหารที่มี 

ปริมาณน�้ำอิสระ 0.75, 0.80, 0.85, 0.90 ไม่พบ

การเจรญิของเชือ้รา แต่ทีร่ะยะเวลา 4 วนั ปรมิาณ

น�้ำอิสระ 0.90 รา A. niger เริ่มมีการเจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของโคโลนีเฉลี่ย 1.84 ซม. ขณะที่ aw 0.93 0.95 

และ 0.99 มีขนาดโคโลนีเฉลี่ย 6.21 6.52 และ 

4.16 ซม. ตามล�ำดับ การทดสอบอัตราการเจรญิ

ของเชือ้รา A. niger ในสภาพอากาศต่าง ๆ พบว่า  

อิทธิพลของปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ และ

ปริมาณน�้ำอิสระในอาหารเลี้ยงเชื้อ มผีลต่อการ

เจรญิของรา A. niger ทีเ่วลา 10 วนั (Table 1-6) 

 รา A. niger  มีอตัราการเจรญิเฉลีย่สงูสดุ

ทีอ่ณุหภมู ิ25 °ซํ. ปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ 600 

มก./กก. และระดับปริมาณน�้ำอิสระ 0.93, 0.95, 

0.99 และ 0.90 มีอัตราการเจริญของเส้นใยสูงสุด

เฉลี่ย 0.85, 0.79, 0.57 และ 0.36 ซม./วัน  

ตามล�ำ ดับ แต ่ที่ อุณหภู มิ  15oซ. ปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 300 มก./กก. และระดับ

ปริมาณน�้ำอิสระ 0.93, 0.95, 0.99 และ 0.90 รา 

A. niger  มีอัตราการเจริญเฉลี่ยต�่ำ  โดยมีอัตรา

การเจริญของเส้นใยสูงสุดเฉลี่ย 0.23, 0.21, 0.17 

และ 0.16 ซม./วัน ตามล�ำดับ ส่วนในช่วงปริมาณ

น�้ ำอิสระ 0 .75-0 .85 ที่ ทุ กระดับปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ และทุกระดับอุณหภูมิ
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ที่ท�ำการทดสอบ รา A. niger ไม่สามารถเจริญได้

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  สรุปได้ว่า รา A. niger เจริญ

ได้ดท่ีีอุณหภมูริะหว่าง 20-35oซ. ปรมิาณน�ำ้อสิระ 

0.93 และ 0.95 ทีร่ะดบัปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์  

600 และ 1,000 มก./กก. ซึง่สอดคล้องกบังานวจิยั

ของ Astoreca et al. (2007) ที่รายงานว่า ปัจจัย

ทีเ่กีย่วข้องกบัการเจรญิของรา A. niger, A. awamori  

และ A. carbonarius บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 

ส่วนผสมเป็นวตัถดุบิจากอาหารทีแ่ยกได้ (3% w/v 

substrate extract agar) คือ ที่อุณหภูมิ 30oซ. 

และปริมาณน�้ำอิสระ 0.97 เชื้อราเจริญได้ดีที่สุด 

เมื่อน�ำข้อมูลที่ได้ท�ำ  contour map  

เพื่อดูอิทธิพลผลของแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อการ

เจริญของรา A. niger พบว่า ในช่วงอุณหภูมิ  

17-38oซ. ปรมิาณน�ำ้อสิระ 0.87-0.99 ปรมิาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 750-1000 มก . /กก .  

รา A. niger มอีตัราการเจรญิมากกว่า 0.25 ซม./วัน 

และเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 24-32oซ. ปริมาณน�้ำ

อิสระ 0.89-0.99 ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 

780-1000 มก./กก. โดยมีอัตราการเจริญ 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อมากกว่า 0.35 ซม./วัน  

(Figure 1)

Table 1	Growth rate (cm/day) of Aspergillus niger when confined with different concentration 
of carbon dioxide and water activity levels at 15°oC after 10 days incubation

a
w

CO
2
 concentration (mg/kg) Mean

300 600 1000
0.75 0.00 c 0.00 d 0.00 e1/ 0.00
0.80 0.00 c 0.00 d 0.00 e 0.00
0.85 0.00 c 0.00 d 0.00 e 000
0.90 0.16 b 0.00 d 0.15 d 0.10
0.93 0.23 a 0.33 a 0.35 a 0.30
0.95 0.21 a 0.26 b 0.28 b 0.25
0.99 0.17 b 0.22 c 0.26 c 2.22
Mean 0.11 0.12 0.15 0.13

CV (b) = 8.3% CV (a) = Insufficient error of df
1/ Mean in the same column, followed by a common letter are not significantly different  
at 5% level by DMRT
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Table 2	Growth rate (cm/day) of Aspergillus niger when confined with different concentration 
of carbon dioxide and water activity levels at 20°oC after 10 days incubation

a
w

CO
2
 concentration (mg/kg) Mean

300 600 1000
0.75 0.00 e1/ 0.00 e1/ 0.00 e1/ 0.00
0.80 0.00 e 0.00 e 0.00 e 0.00
0.85 0.00 e 0.00 e 0.00 e 000
0.90 0.22 d 0.22 d 0.22 d 0.22
0.93 0.69 a 0.71 a 0.71 a 0.70
0.95 0.63 b 0.64 b 0.64 b 0.64
0.99 0.50 c 0.50 c 0.50 c 0.50
Mean 0.29 0.30 0.30 0.29

 CV (b) = 2.2 % CV (a) = Insufficient error of df
1/ Mean in the same column, followed by a common letter are not significantly different at 
5% level by DMRT

Table 3	Growth rate (cm/day) of Aspergillus niger when confined with different concentration 

of carbon dioxide and water activity levels at 25°oC after 10 days incubation

a
w

CO
2
 concentration (mg/kg) Mean

300 600 1000

0.75 0.00 d 0.00 e1/ 0.00 e 0.00

0.80 0.00 d 0.00 e 0.00 e 0.00

0.85 0.00 d 0.00 e 0.00 e 000

0.90 0.26 c 0.36 d 0.37 d 0.33

0.93 0.83 a 0.85 a 0.81 a 0.83

0.95 0.53 a 0.79 b 0.76 b 0.79

0.99 0.53 b 0.57 c 0.51 c 0.54

Mean 0.35 0.37 0.35 0.36

CV (b) = 6.3% CV (a) = Insufficient error of df
1/ Mean in the same column, followed by a common letter are not significantly different at 

5% level by DMRT
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Table 4	Growth rate (cm/day) of Aspergillus niger when confined with different concentration 

of carbon dioxide and water activity levels at 30°oC after 10 days incubation

a
w

CO
2
 concentration (mg/kg) Mean

300 600 1000

0.75 0.00 d 0.00 e1/ 0.00 d 0.00

0.80 0.00 d 0.00 e 0.00 d 0.00

0.85 0.00 d 0.00 e 0.00 d 000

0.90 0.28 c 0.33 d 0.56 c 0.39

0.93 0.60 a 0.78 a 0.68 b 0.69

0.95 0.55 a 0.71 b 0.78 a 0.68

0.99 0.45 b 0.47 c 0.71 b 0.55

Mean 0.27 0.33 0.39 0.33

CV (b) = 9.8% CV (a) = Insufficient error of df
1/ Mean in the same column, followed by a common letter are not significantly different at 

5% level by DMRT

Table 5	Growth rate (cm/day) of Aspergillus niger when confined with different concentration 

of carbon dioxide and water activity levels at 35°oC after 10 days incubation

a
w

CO
2
 concentration (mg/kg) Mean

300 600 1000

0.75 0.00 e1/ 0.00 e 0.00 e 0.00

0.80 0.00 e 0.00 e 0.00 e 0.00

0.85 0.00 e 0.00 e 0.00 e 000

0.90 0.26 d 0.27 d 0.27 d 0.27

0.93 0.57 a 0.57 a 0.57 a 0.57

0.95 0.54 b 0.53 b 0.53 b 0.53

0.99 0.42 c 0.40 c 0.41 c 0.41

Mean 0.26 0.25 0.25 0.25

CV (b) = 2.7% CV (a) = Insufficient error of df
1/ Mean in the same column, followed by a common letter are not significantly different at 

5% level by DMRT
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Table 6	Growth rate (cm/day) of Aspergillus niger when confined with different concentration 

of carbon dioxide and water activity levels at 40°oC after 10 days incubation

a
w

CO
2
 concentration (mg/kg) Mean

300 600 1000

0.75 0.00 e1/ 0.00 d 0.00 e 0.00

0.80 0.00 e 0.00 d 0.00 e 0.00

0.85 0.00 e 0.00 d 0.00 e 000

0.90 0.40 b 0.37 b 0.42 b 0.40

0.93 0.46 a 0.44 a 0.47 a 0.46

0.95 0.39 c 0.37 b 0.37 c 0.38

0.99 0.32 d 0.30 c 0.30 d 0.31

Mean 0.22 0.21 0.22 0.22

CV (b) = 3.2%  CV (a) = Insufficient error of df
1/ Mean in the same column, followed by a common letter are not significantly different at 

5% level by DMRT

Figure 1	 Effects of interaction of temperature, carbon dioxide and water activity level on 

growth rate of A. niger (cm/day)
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Figure 3  Average of ochratoxin A production (µg/kg) by Aspergillus niger at different 

temperature, carbon dioxide and water activity levels 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 4  Effects of interaction of temperature, carbon dioxide and water activity level on 

ochratoxin A production by A. niger (µg/kg) 

Temperature (oC) 

Figure 2	 Average of Ochratoxin A production (µµg/kg) by Aspergillus niger at different  

temperature, carbon dioxide and water activity levels

Figure 3	 Effects of interaction of temperature, carbon dioxide and water activity level on 

Ochratoxin A production by A. niger (µµg/kg)
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Figure 5  Average of ochratoxin production (µg/kg) in green coffee beans by A. niger at 

different temperature, carbon dioxide and water activity levels  
 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
Figure 6  Effects of interaction of temperature, carbon dioxide and water stress level on 

ochratoxin A production on green coffee beans by A. niger (µg/kg) 
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Figure 4	 Average of Ochratoxin production (µµg/kg) in green coffee beans by A. niger at 

different temperature, carbon dioxide and water activity levels

Figure 5	 Effects of interaction of temperature, carbon dioxide and water activitry level on 

Ochratoxin A production on green coffee beans by A. niger (µµg/kg)



Thai Agricultural Research Journal Vol. 36 No. 2  May - August  2018	 127

การสร้างสารโอคราทอกซิน

ปริมาณสารโอคราทอกซิน ที่รา A. niger 

สร้างในอาหาร YES agar ที่จ�ำลองสภาพอากาศ

แตกต่างกัน พบว่า A. niger สามารถสร้างสาร 

โอคราทอกซิน ได ้ทุกช ่วงอุณหภูมิที่ทดสอบ  

(15-40oซ.) โดยสร้างสารโอคราทอกซินสูงที่

อณุหภมู ิ30oซ. ปรมิาณน�ำ้อสิระ มผีลต่อการสร้าง

สารพิษของราเช่นกัน พบว่า ในทุกระดับอุณหภูมิ 

และทุกระดบัปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ทีท่ดสอบ 

รา A. niger สร้างสารพิษได้ท่ีระดับปริมาณ 

น�้ำอิสระ 0.90-0.99 โดยสร้างสารพิษเฉลี่ยอยู่

ระหว่าง 0.4-4.1 ไมโครกรัม/กก. (Figure 2) ท่ีอณุหภมิู  

30oซ ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 600 มก./กก. 

ปริมาณน�้ำอิสระ 0.95, 0.93, 0.99 และ 0.90 รา 

A. niger สร้างสารโอคราทอกซินเฉลี่ย 4.1, 3.5, 

3.0 และ 1.3 ไมโครกรัม/กก. ตามล�ำดับ และเมื่อ

พิจารณาอิทธิพลของแต่ละปัจจัย ที่มีผลต่อการ

สร้างสารโอคราทอกซิน พบว่า รามีการสร้างสาร

พิษได้ดีท่ีช่วงอุณหภูม ิ 27-36oซ. ระดับปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 800-1000 มก./กก. และ  

ระดับปริมาณน�้ำอิสระ 0.90-0.99 โดยสร้างสาร 

โอคราทอกซนิ มากกว่า 2 ไมโครกรมั/กก. (Figure 3)  

ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Esteban et al. 

(2006) ที่ศึกษาผลกระทบของปริมาณน�้ำอิสระ  

(aw 0.82-0.99) ที่มีผลต่อการเจริญและการสร้าง

สารโอคราทอกซิน โดยราในกลุ ่ม A. niger  

aggregate ที่เลี้ยงบนอาหาร CYA และ YES  

เป็นเวลา 30 วัน สามารถสร้างสารโอคราทอกซิน

ได้ในช่วง aw 0.90-0.99 

3.	 การสร้างสารโอคราทอกซนิของรา Aspergillus  

niger บนเมลด็กาแฟในการจ�ำลองสภาพอากาศ

การทดสอบการสร้างสารโอคราทอกซิน 

ของรา A. niger ในเมลด็กาแฟสาร ท่ีสภาพอากาศ

แตกต่างกัน พบว่า รา A. niger สร้างสาร 

โอคราทอกซินในกาแฟสารได้ในช่วงอุณหภูมิ  

15-40oซ. ที่ระดับความชื้นสัมพัทธ์ 70 และ  

80% และ พบว่า สภาพอากาศที่มีปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 600 และ 1000 มก./กก.  

A. niger สร้างสารโอคราทอกซินได้มากกว่าที่

ระดับคาร์บอนไดออกไซด์ 300 มก./กก. ปริมาณ

สร้างสารโอคราทอกซิน อยู ่ระหว่าง 0.8-4.9 

ไมโครกรัม/กก. โดยรา A. niger สร้างสารพิษ

สูงสุดที่อุณหภูมิ 35oซ. ความชื้นสัมพัทธ์ 80%  

ท่ีความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 1000, 600 

และ 300 มก./กก. สร้างสารโอคราทอกซินเฉลี่ย 

4.9, 3.4 และ 2.0 มค.ก./กก. ตามล�ำดบั (Figure 4) 

จากกราฟ contour map ทีแ่สดงอทิธพิล

ของแต่ละปัจจยัต่อการสร้างสารโอคราทอกซนิใน

กาแฟสาร พบว่า A. niger สร้างสารพษิได้มากกว่า 

2.8 มค.ก./กก. ที่อุณหภูมิ 30-37oซ. ปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 600-1,000 มก./กก. และ

ความชื้นสัมพัทธ์มากกว่า 70% ขึ้นไป (Figure 5) 

สอดคล้องกับรายงานของ Palacios-Cabrera  

et al. (2004) ทีพ่บว่าระดับความชืน้สมัพัทธ์ 80%, 

87% และ 95% ท่ีอณุหภมู ิ25oซ. ในช่วงกลางวนั  

และ 14oซ. ในช่วงกลางคืน รา A. ochraceus 

สร้างสารโอคราทอกซินในเมล็ดกาแฟดิบได้ที่

ความชื้นสัมพัทธ์ 80% และสร้างมากขึ้นที่

ความชื้นสัมพัทธ์ 87% โดยอุณหภูมิที่มีการ

เปลีย่นแปลงขึน้ลง จะช่วยให้การสร้างสารพิษเพ่ิม

สูงขึ้นมากกว่าการที่มีอุณหภูมิคงที่ และจาก

รายงานของ Mohammadreza and Khatib 

(2011) พบว่า ปริมาณน�้ำอิสระ อาจจะเป็นปัจจัย

ที่ส�ำคัญที่สุด ที่มีผลต่อการเจริญของเชื้อราบน

อาหารที่มีสารอาหารที่เหมาะสม และการลด 

ปริมาณน�้ำอสิระใหต้�ำ่กว่า 0.85 เปน็แนวทางแรก

ที่จะช่วยควบคุมการสร้างสารโอคราทอกซินได้
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สรุปผลการทดลอง
สภาพอากาศที่มีอุณหภูมิต�่ำกว่า 15oซ. 

ปริมาณน�้ำอิสระน้อยกว่า 0.85 และปริมาณ 

คาร์บอนไดออกไซด์ต�่ำกว่า 300 มก./กก. ท�ำให ้ 

A. niger มีอัตราการเจริญต�่ำ  แต่เม่ืออุณหภูม ิ

ปริมาณน�้ำอิสระ และคาร์บอนไดออกไซด์สูงขึ้น 

ส่งผลให ้A. niger มีการเจริญเพิ่มขึ้น โดยมีอัตรา

การเจริญเฉลี่ยสูงสุด 0.85 ซม./วัน ท่ีอุณหภูมิ 

25oซ. ปริมาณน�้ำอิสระ 0.93 และ ปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์ 600 มก./กก. ขณะที ่A. niger 

ท่ีอยูภ่ายใต้สภาพอากาศเยน็ ปรมิาณน�ำ้อสิระน้อย

กว่า 0.90 และปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ต�่ำกว่า 

600 มก./กก. ความสามารถในการสร้างสาร  

โอคราทอกซนิ อยูใ่นระดบัต�ำ่ แต่เมือ่ระดบัอณุหภมูิ 

ปรมิาณน�ำ้อสิระ และปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์

เพิม่ขึน้ ท�ำให้มกีารสร้างสารโอคราทอกซนิเพ่ิมมากขึน้ 

เม่ือน�ำข้อมูลนี้ไปทดสอบการเก็บรักษากาแฟสาร 

พบว่า สภาพอากาศที่เหมาะสมในการเก็บรักษา

กาแฟสาร ควรอยูท่ีอ่ณุหภมูติ�ำ่กว่า 15oซ. ความชืน้ 

สมัพทัธ์ต�ำ่กว่า 60% และมปีรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์  

ไม่เกิน 300 มก./กก. 
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