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บทคัดย่อ: การตรวจสอบสารทตุยิภมิูโดยใช้ gas chromatography mass spectrometry (GCMS) เป็น
เคร่ืองมือส�ำคญัท่ีใช้ตรวจสอบชนิดของสารทตุยิภมิูท่ีสิง่มีชีวิตสร้างขึน้ จงึได้น�ำมาเปรียบเทียบความแตกตา่ง
ในการสร้างสารทตุยิภมิูของเชือ้รา A. flavus ท่ีสร้างและไมส่ร้างสารอะฟลาทอกซนิ จากการคดัเลือกเชือ้รา 
Aspergillus flavus จ�ำนวน 15 ไอโซเลทท่ีแยกได้จากเมลด็ข้าวโพดในพืน้ท่ีเพาะปลกูจงัหวดันครปฐมและ
กาญจนบรีุ โดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา และวิเคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ระบไุด้
วา่เป็นเชือ้รา A. flavus และเม่ือตรวจสอบการสร้างสารพิษอะฟลาทอกซนิโดยใช้เทคนิค ELISA คดัเลือกเชือ้
ราท่ีแตกตา่งกนัสองไอโซเลท ได้แก่ A. flavus ไอโซเลท 8 ไมส่ร้างสารพิษอะฟลาทอกซนิ ในขณะท่ี A. flavus 
ไอโซเลท 17 มีการสร้างสารพิษพร้อมกบัการสร้างเมด็ sclerotium ท่ีมีขนาดเลก็ ซึง่จดัอยูใ่นกลุม่ A. flavus S strain 
ท�ำการตรวจสอบสารทตุยิภมิูท่ีสกดัจากเส้นใยของเชือ้ราทัง้สองไอโซเลทด้วยเคร่ืองมือ GCMS เปรียบเทียบ
ชนิดของสารทุติยภูมิ ตรวจพบสารจ�ำนวนมากมีความใกล้เคียงกับสารท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการสลาย
กลโูคสและการสร้างสาร pyruvate ในสว่นของ tricarboxylic acid cycle โดยท่ีมีสาร 9-Octadecenoic acid, 
(E)-หรือ oleic acid ท่ีพบเฉพาะสารสกดัจากเชือ้รา A. flavus ไอโซเลท 17 ท่ีสร้างสารพิษอะฟลาทอกซิน ซึง่ oleic 
acid มีรายงานถงึบทบาทท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสารพิษอะฟลาทอกซนิ
ค�ำส�ำคัญ: Aspergillus flavus, อะฟลาทอกซนิ, กรดไขมนั, สารทตุยิภมิู

ABSTRACT: Gas chromatography-mass spectrometry (GCMS) is one of the major equipment for 
analyzing on the secondary metabolites producing by living cell, in order to compare between 
the metabolites and related processes. Fifteen isolates of Aspergillus spp. were isolated from the 
maize grain growing in Nakhon Pathom and Kanchanaburi provinces. They were identified by 
morphological characteristics, ITS-PCR sequencing analysis and aflatoxin production. Both fungal 
isolates were identified as A. flavus and aflatoxin production using ELISA kit, A. flavus isolate 8 was 
an atoxigenic isolate while isolate 17 was a toxigenic isolate with small size sclerotia production 
grouping into A. flavus S strain. The secondary metabolite compounds of the fungal extract from 
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both isolates were analyzed by using GCMS compared to secondary metabolite compound types. 
Most compounds similar to the glucose-pyruvate pathway to the tricarboxylic acid cycle. Only 
9-Octadecenoic acid, (E)- or oleic acid was discovered in the mycelium extract of the toxigenic A. 
flavus isolate 17. Moreover, oleic acid has reported on plays the crucial role in the aflatoxin production 
promoting to the aflatoxin in plant. 
Keywords: Aspergillus flavus, aflatoxin, fatty acid, secondary metabolite

บทน�ำ

เชือ้รา Aspergillus flavus เป็นเชือ้ราท่ีพบปน
เปือ้นอยูใ่นผลผลิตทางการเกษตร โดยด�ำรงชีวิตในดนิ 
แตเ่ชือ้ราสามารถเข้าท�ำลายหรืออาศยัในพืช สตัว์ และ
มนษุย์ได้ เชือ้ราชนิดนีพ้บในตวัอยา่งธญัพืชหลายชนิด 
โดยสารพิษท่ีเชือ้รา A. flavus สร้างขึน้นัน้ ได้แก่  
สารพิษอะฟลาทอกซนิ (International Agency for 
Research on Cancer, 2002) นอกจากสารพิษแล้ว
ยงัมีรายงานว่าเชือ้รา A. flavus ท�ำให้เกิดโรค   
aspergillosis ท่ีก่อให้เกิดปัญหากบัมนษุย์ เชือ้ราชนิดนี ้
ตดิตอ่โดยการหายใจ เม่ือสปอร์เข้าไปในปอดท�ำให้เกิด
ตดิเชือ้ท่ีปอด สามารถท�ำให้เกิดการตดิเชือ้ในร่างกายได้
หลายระบบ ได้แก่ ห ูตา จมกู และปอด การตดิเชือ้รานี ้
บางครัง้เชือ้จะลกุลามไปยงักระดกู สมอง เย่ือหุ้มสมอง 
เชน่เดียวกบัเชือ้รา A. fumigatus (Hedayati et al., 
2007) ท่ีส�ำคญัเชือ้รา A. flavus สร้างสารพิษอะฟลา
ทอกซนิตกค้างอยูใ่นผลผลติทางการเกษตร มีรายงาน
วา่ ในสภาพธรรมชาตนิัน้ สามารถพบเชือ้ราได้ทัง้
ชนิดท่ีสร้างสารพิษ และชนิดท่ีสร้างได้น้อย (Chang 
et al., 2005, Al-Wadai et al., 2013) ลกัษณะเดน่ท่ี
สามารถสังเกตุเห็นความแตกต่างของกลุ่มท่ีสร้าง
สารพิษ คือ การสร้างเมด็ sclerotium จ�ำนวนมาก 
พบการสร้างสปอร์ของเชือ้ราได้น้อย ในบางครัง้มีการ
จดักลุม่เชือ้รา A. flavus ท่ีมีการสร้างเมด็ sclerotium 
ขนาดเลก็นีใ้ห้เป็นกลุม่ S-strain (Cotty, 1997)

สารพิษอะฟลาทอกซนิ เม่ือแบง่ตามโครงสร้าง
ทางเคมี แยกได้เป็นสองกลุม่ คือ กลุม่อะฟลาทอก
ซนิ ชนิดบี (Aflatoxin B ท่ีพบหลกัคือ B

1
, B

2
) และ

อะฟลาทอกซนิ ชนิดจี (Aflatoxin G ท่ีพบหลกัคือ G
1
 

และ G
2
) สารอะฟลาทอกซนิสร้างความผิดปกตใิห้

กบัตบั และสมอง น�ำ้ตาลในเลือดลดลง สมองบวม มี
การคัง่ของไขมนัในอวยัวะภายใน เชน่ ตบั ไต หวัใจ 
และปอด องค์การอนามยัโลก รายงานวา่ หากได้รับ
สารพิษอะฟลาทอกซินอย่างต่อเน่ืองในระดบั 1 
ไมโครกรัม สามารถทําให้เกิดการกลายพนัธุ์ในเซลล์

ของแบคทีเรีย และทําให้เกิดมะเร็งในสตัว์ทดลองได้ 
(World Health Organization, 2018)

การปนเปือ้นของสารพิษอะฟลาทอกซนิ พบได้
ในผลติผลทางการเกษตรในอาหารจําพวกแปง้ และ 
ผลติภณัฑ์จากแปง้ เชน่ ข้าวโพด ข้าว หรือ ผลติภณัฑ์
จากวตัถดุบิประเภทถัว่ เชน่ ถัว่ลสิงบด ถัว่ลสิงคัว่ 
หรืออาหารเนยท่ีผสมถั่วลิสง นอกจากนีย้งัพบใน
พริกแห้ง มะพร้าวแห้ง สาเหตเุกิดจากการขาดการ
ดแูลในระยะก่อนการเก็บเก่ียว รวมไปถงึการจดัการ
ในระยะหลงัการเก็บเก่ียว เชือ้รา A. flavus สามารถ
เจริญเตบิโต ในเมล็ดธัญพืชเม่ือมีสภาพความชืน้
ท่ีมากกวา่ 15% ในระหวา่งการเก็บรักษา โดยเชือ้รา
ใช้ประโยชน์จากธาตุคาร์บอนในรูปของน� ำ้ตาล 
ไนโตรเจนในรูปของกรดอะมิโน รวมไปถงึกรดไขมนั
ในพืช เชือ้รา A. flavus สามารถสร้างสารอะฟลา
ทอกซนิได้จากสารอาหารตัง้ต้นท่ีแตกต่างกนั ทัง้นี ้
เน่ืองจากความสามารถของเชือ้ราในการผนัแปรของ
กระบวนการเมทาบอลิซมึ มีผู้วิจยัเพ่ือตดิตามการ
สร้างสารพิษของเชือ้รา A. flavus โดยใช้เทคนิค 
multiplex PCR ท่ีมี primer ver; aflR และ omt (Kim 
et al., 2011) ผลการตอบสนองปฏิกิริยาดงักลา่วยงั
ไม่ได้ผลเม่ือน�ำไปใช้ตรวจสอบการสร้างสารอะฟลา
ทอกซนิกบัประชากรเชือ้รา Aspergillus spp. ตา่ง
กลุม่ นอกจากนีย้ังมีผู้ สนใจศึกษาการจ�ำแนกกลุม่
เชือ้รา A. flavus ท่ีสร้างสารพิษ โดยเปรียบเทียบ
ศกัยภาพของอาหารเลีย้งเชือ้สตูรตา่งๆเพ่ือใช้ในการ
แยกกลุม่เชือ้รา A. flavus ท่ีสร้างสารพิษ (พิสทุธ์ิ 
และคณะ, 2558 ; สรรเสริญ และคณะ, 2561 ; 
สรรเสริญ และคณะ, 2562) การศกึษาเพ่ือหา
แนวทางส�ำหรับตรวจติดตามความแตกต่างของ
กระบวนการผลติอะฟลาทอกซนิ เป็นกระบวนการท่ี
ส�ำคญั เพ่ือท�ำให้ทราบถงึปัจจยัท่ีสง่เสริมการสร้าง
สารพิษจากเชือ้รา 

ในปัจจุบันการตรวจสอบความแตกต่างของ
สารทตุยิภมิูมีประสทิธิภาพมากขึน้ จากการใช้ gas 
chromatography mass spectrometry (GCMS) 
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เพ่ือตรวจสอบชนิดของสารทตุยิภมิูท่ีเชือ้รา A. flavus 
สร้างขึน้ในระหวา่งการเจริญเตบิโต งานวิจยันีจ้งึได้มี
วตัถปุระสงค์เพ่ือการตรวจสอบการสร้างสารทตุิยภมิู
ของเชือ้รา A. flavus ท่ีสามารถสร้างสารพิษและไม่
สามารถสร้างสารพิษ และเปรียบเทียบความแตกตา่ง
ของสารทุติยภูมิดังกล่าว อนัน�ำไปสูก่ารพฒันาการ
ตดิตาม และตรวจสอบเชือ้ท่ีสร้างสารพิษได้แมน่ย�ำมาก
ขึน้

วธีิการศกึษา

การคัดเลือกเชือ้รา Aspergillus flavus จากตวัอย่าง
เมลด็ข้าวโพด

ตรวจสอบการปนเปือ้นของเชือ้ราบนเมล็ด
ข้าวโพดจากจงัหวดักาญจนบรีุ และนครปฐม โดยวิธี 
blotter test (Neergaard, 1977) บม่จานเพาะเมลด็
ท่ีอณุหภมิู 27± 2 องศาเซลเซียส ภายใต้แสง near 
UV และ cool white fluoresce 12-16 ชัว่โมง นาน 5 
วนั คดัเลือกเชือ้รา A. flavus โดยพิจารณาจาก
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ได้แก่ โคโลนีมีสีเขียวอม
เหลือง ลกัษณะของ conidial head และ sterigma 
ท�ำการรวบรวมเชือ้ A. flavus เพ่ือตรวจสอบการ
สร้างสารพิษ โดยเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ malt    
extract broth (MEB) ปริมาตร 30 มิลลลิติร ในขวด
รูปชมพู ่ ขนาด 125 มิลลลิติร เตมิสปอร์แขวนลอย 
(conidial suspension) ของเชือ้รา A. flavus ท่ีมี
ปริมาณโคนิเดีย 106 โคนิเดียตอ่มิลลลิติร ปริมาตร 
100 ไมโครลติร บม่ท่ีอณุหภมิูห้อง และเขยา่ด้วย
ความเร็วรอบ 40 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 72 
ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิห้อง น�ำน�ำ้เลีย้งเชือ้บางสว่นไป
ตรวจสอบการสร้างสารพิษ ตามวิธีการตรวจของชดุ
ตรวจสารพิษอะฟลาทอกซนิ (Aflatoxin ELISA Test 
Kit) จากบริษัท สยามอินเตอร์ควอลตีิ ้จ�ำกดั

การระบุชนิดของเชือ้รา Aspergillus spp.
การระบชุนิดของเชือ้รา Aspergillus spp. โดย

ใช้เทคนิคทางสณัฐานวิทยา ดดัแปลงมาจาก Raper 
and Fennell (1965) โดยเลีย้งเชือ้ราบนอาหาร 
Czapek Dox Agar บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิูควบคมุ 27 ± 2 
องศาเซลเซียส ภายใต้แสง near UV และ cool white 
fluoresce 12 - 16 ชัว่โมง นาน 7 วนั บนัทกึลกัษณะ
ของโคโลนี รูปร่างของ conidial head รูปร่างและ

ลกัษณะของ vesicle ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ 
stereo ย่ีห้อ Olympus รุ่น SZ–PT และกล้องจลุทรรศน์
แบบ compound ย่ีห้อ Olympus รุ่น CX31RTSF น�ำ
ข้อมลูลกัษณะสณัฐานวิทยามาจดัจ�ำแนกชนิดโดย
เปรียบเทียบกบัหนงัสือ Genus Aspergillus ของ 
Raper and Fennell (1965) 

การระบชุนิดของเชือ้รา Aspergillus spp. โดย
ใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ท�ำการสกดัดีเอ็นเอจากเส้นใยเชือ้ราด้วยชดุ Plant 
Genomic DNA Kit (TIANGEN®) ตรวจสอบคณุภาพ 
และปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัได้ น�ำดีเอน็เอของเชือ้ราท่ี
ได้ท�ำปฏิกิริยา PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณบริเวณ internal 
transcribed spacer (ITS) ด้วยไพรเมอร์ ITS1 (3’-
TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG-5’) และ ITS4 
(3’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC--5’) (White 
et al., 1990) โดยมีส่วนประกอบดังนี:้ ใช้ DNA 
template 1 ไมโครลติร, dNTPs 0.2 มิลลโิมลาร์, 
10X Taq buffer 2.5 ไมโครลติร, MgCl

2
 2.5 มิลลโิม

ลาร์, Taq DNA polymerase 1U ใสไ่พรเมอร์ ITS1/
ITS4 0.2 ไมโครโมลาร์ และปรับปริมาตรสดุท้าย
เทา่กบั 25 ไมโครลติร น�ำไปท�ำปฏิกิริยา PCR ด้วย
เคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรม Tprofessional 
Basic Gradient 96 (Biometra®) ก�ำหนดอณุหภมิู
ดงันี:้ pre-denature อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 3 นาที denature อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 1 นาที annealing อณุหภมิู 54 เวลา 30 วินาที 
extension อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
ท�ำปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ และ final extension 
อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที ตรวจสอบ 
PCR product ท่ีได้ ด้วย gel electrophoresis บน 
agarose gel 1.0 เปอร์เซน็ต์ ใน 0.5X TBE ก่อนน�ำ 
PCR product สง่ไปวิเคราะห์หาล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 
(sequencing) เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู NCBI เพ่ือ
ระบชุนิดของเชือ้ราดงักลา่ว

การสกัดสารทตุยิภมูจิากเส้นใยของเชือ้รา A. flavus
เลีย้งเชือ้รา A. flavus บนอาหาร Czapek Dox 

Broth บ่มเชือ้ราท่ีอุณหภูมิห้อง และเขย่าด้วย
ความเร็วรอบ 40 รอบตอ่นาที นาน 7 วนั กรองเส้นใย
เชือ้ราด้วยกระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 ล้าง
เส้นใยด้วยน�ำ้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้หนึง่ครัง้ เม่ือเส้นใยแห้ง 
ชัง่น�ำ้หนกัของเส้นใยเชือ้รา ปริมาณ 1.0 กรัม น�ำไป
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สกดัสารทตุยิภมิูท่ีเชือ้ราสร้าง (fungal metabolite) 
โดยแชใ่นตวัท�ำละลาย methanol ท่ีมีอณุหภมิู 0 
องศาเซลเซียส หลงัจากการแช่เส้นใยเป็นเวลา 5 
นาที พร้อมเขยา่ด้วยเคร่ือง vortex น�ำขวดตวัอยา่ง
ไปสกดัตอ่ด้วยเคร่ือง sonicator (Cartivator®) แชใ่น
อณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที น�ำตวัอยา่ง
ไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอ่นาที นาน 20 นาที 
ย้ายสารสว่นใสเก็บไว้ในหลอด vial สีชา เพ่ือปอ้งกนั
การเสียสภาพของสารท่ีเชือ้ราสร้างขึน้ แล้วไปท�ำให้
เกิดสารอนพุนัธ์ (derivatize) กบัสารท่ีเชือ้ราสร้างขึน้ 
และแยกวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณสารในสภาวะ
ก๊าซรวมทัง้วิเคราะห์มวลสารด้วยเคร่ือง GCMS

การท�ำให้เกดิสารอนุพนัธ์ และการตรวจวเิคราะห์
สารองค์ประกอบ

ตามวิธีการของ Madla et al. (2012) เตมิสารเคมี 
O-methylhydroxylamine hydrochloride (Merck) 
ปริมาตร 100 ไมโครลติร บม่ไว้ท่ีอณุหภมิู 30 องศา
เซลเซียส นาน 120 นาที เขยา่ขวดทดลองทกุ 5 - 10 นาที 
น�ำสารตวัอยา่งทดสอบไประเหยแห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 
เติมสารเคมี N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacet-
amide (Merck) และสาร pyridine (Fluka) ปริมาตร 100 
และ 50 ไมโครลติร ตามล�ำดบั บม่ไว้ท่ีอณุหภมิู 37 องศา
เซลเซียส นาน 90 นาที น�ำตวัอยา่งท่ีผา่นกระบวนการดงั
กลา่ว ไปฉีดเข้าเคร่ือง GCMS ในสว่นของ GC (Agilent 
Technology รุ่น GC 7890B, USA) ปริมาตร 1.0 
ไมโครลติร (ตัง้ split ratio เทา่กบั 1: 25) โดยอณุหภมิู
สว่นท่ีฉีดสาร 280 องศาเซลเซียส ใช้คอลมัน์ชนิด HP 
5 MS 30 เมตร x 0.25 มิลลเิมตร ก๊าซฮีเลียมไหลเข้า
คอลมัน์ 1.0 มิลลลิติรตอ่นาที อณุหภมิูคอลมัน์เป็น
โปรแกรมเร่ิมต้นท่ี 80 องศาเซลเซียส คงไว้ 2 นาที 

เพ่ิมขึน้อตัรา 8 องศาเซลเซียสตอ่นาที จนถงึอณุหภมิู 
320 องศาเซลเซียส ให้คงไว้ 3 นาที สว่นของ MS 
(Agilent Technology, รุ่น 7000D Triple Quad 
detector, USA) เป็น MS Quadrupole ท่ีตอ่กบั GC 
โดยตรง และอณุหภมิูของ ion source เป็น 250 
องศาเซลเซียส ในระบบ electron ionization (EI) ตัง้
คา่ electron energy 70 eV ตรวจผลการแยกองค์
ประกอบเป็น total ion chromatogram (TIC) ใน
ระบบ scan mode ใช้ชว่งของ Mass 40 ถงึ 550 
AMU (Atomic Mass Unit) ประมวลผลด้วย Agilent 
MassHunter Unknows Analysis

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การจ�ำแนกเชือ้รา Aspergillus flavus
เชือ้รา A. flavus ท่ีใช้ในการศกึษาได้มาจาก

การแยกจากตัวอย่างเมล็ดข้าวโพดในจังหวัด
นครปฐม โดย A. flavus ไอโซเลท 8 พบการสร้างโค
โลนีมีสีเขียวเหลือง มีการสร้างโคนิเดียปกคลมุผิว
หน้าจ�ำนวนมาก (Figure 1A) สว่น A. flavus ไอโซ
เลท 17 สร้างโคโลนีสีขาว เส้นใยเรียบ พบโคนิเดีย
บริเวณผิวหน้าบางสว่น นอกจากนีพ้บการสร้างเมด็ 
sclerotium ปริมาณมาก (Figure 1B) เม่ือน�ำไป
ตรวจลกัษณะด้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิด compound 
ทัง้ 2 ไอโซเลท พบการสร้าง vesicle มีรูปร่างกลม
หรือคอ่นข้างกลม และ sterigma ท่ีพบมีทัง้แบบชัน้
เดียว (uniseriate) และสองชัน้ (biseriate) แตส่ว่น
ใหญ่จะพบแบบชัน้เดียว ซึง่สอดคล้องกับรายงาน
ของ Raper and Fennell (1965) 
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Figure 1 Morphological characteristics of Aspergillus flavus (A-B), Colony patterns on Czapek’s 
Dox agar after 7 days of incubation under near UV and cool white fluoresce for 12 - 16 
hr at 27 ± 2°C. (A) isolate 8 and (B) isolate 17 (C) conidial heads globose to radiate with 
yellow green or olive-brown and (D) sclerotia produced by isolate 17 (E) conidial head 
of A. flavus
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ส�ำหรับลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา A. flavus ไอ
โซเลท 17 พบการสร้างเมด็ sclerotium ท่ีมีขนาดเลก็
กวา่ 400 ไมโครเมตรจ�ำนวนมาก (Figure 1D) จดัอยู่
ในกลุม่ S-strain หรือ A. flavus (Group IA) พบการ
สร้างโคนิเดีย จ�ำนวนน้อย เม่ือเทียบกบัลกัษณะโค
โลนีของรา Aspergillus spp. สายพนัธุ์ท่ีไมส่ร้างเมด็ 
sclerotium (Cotty, 1997; Frisvad et al.,2019)

จากการตรวจสอบล�ำดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 
ITS ด้วยไพรเมอร์ ITS1/ITS4 พบวา่เชือ้รา A. flavus 
ไอโซเลท 8 และ A. flavus ไอโซเลท 17 เม่ือเปรียบ
เทียบจากฐานข้อมลู NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov 
เข้าถงึข้อมลูเม่ือวนัท่ี 27 พฤศจิกายน พ.ศ. 2562) 
พบวา่มีความใกล้เคียงกบั A. flavus isolate G18 ใน
บริเวณ internal transcribed spacer 1, partial 
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal 
transcribed spacer 2, complete sequence; and 
large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

ทัง้นีเ้ชือ้รา A. flavus ทัง้สองไอโซเลทมี
ความใกล้เคียงกัน และจากการยืนยันการสร้าง
สารพิษอะฟลาทอกซินในสภาพการเลีย้งบนอาหาร
เหลว โดยใช้ชดุตรวจสอบสารพิษอะฟลาทอกซนิ พบ
วา่เชือ้รา A. flavus ไอโซเลท 17 สามารถสร้างสาร
พิษปริมาณมากถึง 120 ppb ในขณะท่ีเชือ้รา A. 
flavus ไอโซเลท 8 สร้างสารพิษปริมาณเพียง 0.2 
ppb

การวเิคราะห์และจ�ำแนกสารทุตยิภมูจิากเส้นใย
ของเชือ้รา Aspergillus flavus ด้วย GCMS

การวิเคราะห์สารทุติยภูมิท่ีสกัดได้จากเส้นใย
ของเชือ้รา A. flavus ไอโซเลท 8 ท่ีไมส่ามารถสร้าง
สารพิษอะฟลาทอกซนิ และ A. flavus ไอโซเลท 17 ท่ี
สร้างสารพิษอะฟลาทอกซนิ โดยใช้ GCMS ท�ำการ
รวบรวมข้อมูลของสารทุติยภูมิท่ีได้จากการเปรียบ
เทียบการแตกตวัของสาร และมวลของสารโดยใช้
โปรแกรม NIST 

สารทตุยิภมิูท่ีสกดัได้จากเส้นใยเชือ้รา A. flavus 
เม่ือน�ำไปตรวจสอบชนิดของสารประกอบด้วย GCMS 
ผลดงัแสดงไว้ใน Figure 2 (upper) จากเชือ้รา A. 
flavus isolate 8 ท่ีไม่พบการสร้างสารพิษ และ 
Figure 2 (lower) เชือ้รา A. flavus isolate 17 ท่ีสร้าง
สารพิษ โดยข้อมลูชนิดของสารประกอบท่ีตรวจพบ 
ได้แสดงใน Table 1 สารประกอบท่ีพบในเชือ้รา A. 
flavus ทัง้สองไอโซเลทมีความใกล้เคียงกนั ได้แก่ 
Glycerol, Tromethamine, Dodecanoic acid, 
Kojic acid, Myristic acid, d-Glucose, 2,3,4,5,6-pen-
takis-O-(trimethylsilyl)- o-methyloxyme, D-Manni-
tol, Palmitic Acid, 9,12-Octadecadienoic acid 
(Z,Z)-, 11-Octadecenoic acid, (Z)-, Stearic acid 
แต่พบความแตกต่างของสารท่ีวิเคราะห์ได้ท่ีเวลา 
25.3407 นาที พบสาร 9-Octadecenoic acid, (E)- 
ซึง่พบเฉพาะในเชือ้รา A. flavus ไอโซเลท 17 ท่ีสร้าง
สารพิษอะฟลาทอกซนิเทา่นัน้ ในขณะท่ีเวลา 25.3486 
นาที ตรวจพบสาร 2-Methyloctadeca-7,8-diol 
bis (trifluoroacetate) ในเชือ้รา A. flavus ไอโซเลท 8 ท่ี
ไมส่ร้างสารพิษอะฟลาทอกซนิ
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Figure 2 Comparison of total ion count (TIC) from fungal extract, atoxigenic Aspergillus flavus iso-
late 8 (upper) and toxigenic A. flavus isolate 17 (lower), arrow is to indicate the position 
of different substances.

Table 1 Assessment of fungal metabolites compounds from the GCMS profile produced by atoxi-
genic Aspergillus flavus isolate 8 and toxigenic A. flavus isolate 17 

Retention 
time

Compounds

A.	flavus

isolate 8 

atoxigenic strain

isolate 17

toxigenic strain

6.049 Glycerol, 3TMS derivative  

8.1315 Tromethamine, 3TMS derivative  

11.4155 Dodecanoic acid, TMS derivative  

11.808 Kojic acid, 2TMS derivative  

14.0502 Myristic acid, TMS derivative  

15.1296 d-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, 

o-methyloxyme, (1Z)-
 

15.5195 D-Mannitol, 6TMS derivative  

16.4941 Palmitic Acid, TMS derivative  

18.3766 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, TMS derivative  

18.4514 11-Octadecenoic acid, (Z)-, TMS derivative  

18.7184 Stearic acid, TMS derivative  

25.3407 9-Octadecenoic acid, (E)- - 

25.3486 2-Methyloctadeca-7,8-diol bis(trifluoroacetate)  -



	 แก่นเกษตร 48 ฉบบัท่ี 4: 693-702 (2563)./doi:10.14456/kaj.2020.700

สารทตุยิภูมิท่ีตรวจพบจ�ำนวนมากในเชือ้รา 
A. flavus ทัง้สองไอโซเลท มีความเก่ียวข้องกบั
กระบวนการสลายตวัของกลโูคส และการสร้างพลงังาน
ของสิง่มีชีวิต ไปจนถงึวฏัจกัร Tricarboxylic acid สาร
อาหารประเภท แปง้ โปรตีน ไขมนั และธาตอุาหาร มีผล
ตอ่การผลติสารพิษอะฟลาทอกซนิ รายงานก่อนหน้านี ้
ของ Zubair et al. (2011) ท่ีทดสอบการสร้างสารพิษ
ในเชือ้รา A. flavus จากแหลง่ตา่งๆ ในสภาพท่ีมีกรด
ไขมนั พบวา่กรดไขมนัชนิด linoleic acid และ oleic 
acid มีผลในการกระตุ้นการสร้างสารพิษอะฟลา
ทอกซนิ ในขณะท่ีกรดไขมนัชนิด linolenic acid, 
palmitic acid และ stearic acid ท�ำให้เชือ้สร้างสาร
พิษท่ีลดน้อยลง 5 – 10 เทา่ เชน่เดียวกบั Beyhan et 
al. (2011) ท่ียืนยนัวา่กรด oleic acid มีผลตอ่การ
สร้างสารพิษอะฟลาทอกซิน จากผลการทดลองใน 
Table 1 ท่ีตรวจพบ สาร 9-Octadecenoic acid, 
(E)-หรือเรียกวา่สาร oleic acid ในตวัอยา่งท่ีสกดั
จากเส้นใยของเชือ้รา A. flavus ไอโซเลท 17 ท่ีสร้าง
สารพิษเทา่นัน้ เป็นการยืนยนัวา่ เชือ้รา A. flavus มี
การใช้ oleic acid ในการสร้างสารพิษ นอกจากนี ้
Emara (1997) รายงานพบวา่การศกึษากระบวนการสงั
เคราะห์อะฟลาทอกซนิ ของ A. parasiticus มีกรดไข
มนัชนิด oleic acid ท่ีมีสว่นชว่ยสนบัสนนุการสร้าง
สารพิษของเชือ้ราได้ โดยกระบวนการผลติสารพิษ    
อะฟลาทอกซินนัน้มีความเก่ียวข้องโดยตรงกับ
เอนไซม์ในกลุ่มท่ีย่อยสลายกลูโคส และเอนไซม์ท่ี
เก่ียวข้องกับการสร้างสาร pyruvate ใน TCA cycle 
(Falade et al., 2018) จากการทดลองนีจ้ะพบวา่มี
สารในกลุม่กรดไขมนัท่ีระบไุว้ใน Table 1 มีรายงาน
ความเก่ียวข้องในกระบวนการสงัเคราะห์อะฟลาทอกซนิ 
ของเชือ้รา A. flavus  Tiwari et al., (1986) ได้ยืนยนัถงึผล
ของกรดไขมนัชนิด linoleic acid, behenic acid และ 
sebacic acid ท่ีท�ำให้เชือ้รา A. parasiticus สร้าง
สารพิษอะฟลาทอกซนิได้เพ่ิมขึน้ สว่นกรดไขมนัชนิด 
lauric acid และ palmitic acid มีผลลดการสร้างสาร
พิษ และอาจมีผลตอ่เน่ืองไปถงึชนิดของกรดไขมนัท่ี
สะสมอยูใ่นธญัพืช กรดไขมนับางชนิดนัน้จะมีสว่น
กระตุ้นให้เชือ้รา A. flavus สร้างสารพิษอะฟลาทอก
ซนิให้เพ่ิมขึน้ได้ในพืช

สรุป

เชือ้รา A. flavus ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่ S strain มี
ความแตกตา่งจาก A. flavus ท่ีปกต ิโดยพบวา่เชือ้รา A. 
flavus กลุม่ S strain นัน้มีการสร้างเมด็ sclerotium 
ขนาดเล็กปกคลมุผิวหน้าอาหาร และพบการสร้างโค
นิเดียน้อย สามารถตรวจพบสารพิษอะฟลาทอกซนิ 
ส�ำหรับความแตกตา่งของสารสกดัทตุิยภมิูจากเส้นใย
ของเชือ้รา พบวา่ สาร 9-Octadecenoic acid, (E)- 
เป็นสารท่ีพบเฉพาะในเชือ้รา A. flavus ท่ีสร้างสาร 
พิษอะฟลาทอกซนิ ซึง่ยืนยนัความเก่ียวข้องของกรด
ไขมนัระเหยชนิดนีต้อ่กระบวนการสงัเคราะห์สารพิษ 
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