
บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณ 

4.1 การศึกษาการเจริญของเชื้อราดวยเทคนิคทาง Microbiology 

 จากการศึกษาหาเชื้อท่ีติดมากับเมล็ด โดยใชวิธี agar method และ blotter method (ภาพ 4.1) 

พบวาวิธี agar method มีการเจริญของเช้ือรามากกวาวิธี blotter method เนื่องจากวิธี agar method ใช

สูตรอาหาร potato dextrose ager (PDA) เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรา สอดคลองกับปจฉิมา 

(2533) กลาววา PDA เหมาะสมสําหรับการเล้ียงเช้ือราและแบคทีเรียบางชนิด ดังนั้นจึงเลือกวิธี

ดังกลาว มาใชในการแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิเพ่ือจะนํามาศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus 

และ A. niger  (ภาพ 4.2) 

 จากการศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus และ A. niger ภายใตกลอง 

stereomicroscope and accessories (ภาพ 4.3) จากวิธีการนําเสนใยของเช้ือรา A. flavus และ A. niger 

มาแตะเปน 4 จุดในแตละ plate กับวิธี slide culture  พบวาลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus 

และ A. niger สามารถสังเกตเห็นลักษณะการเจริญของโคโลนีเช้ือราไดชัดเจน ตั้งแตเสนใยเร่ิมมี

การเจริญจากจุดกําเนิด ไปจนถึงการแผขยายของโคโลนีและการสรางสปอรท่ีเพิ่มจํานวนมากข้ึน 

สอดคลองกับ ชนิดา (2536); Raper and funnel (1965) ;  Klich (2002a) ไดศึกษาลักษณะการเจริญ

ของเช้ือรา A. flavus บนอาหาร PDA พบวา ในวันแรกเช้ือราจะสรางเสนใยสีขาว เม่ือเร่ิมเขาวันท่ี 2 

จะสรางสปอรและเจริญเต็มจานเล้ียงเช้ือเม่ืออายุได 7 วัน โดยเช้ือราสรางโคโลนีสีเขียวแกมเหลือง 

เปนสีของ conidial head ท่ีเจริญจากเสนใย (hyphae) ท่ีไมมีสีหรือสีเหลืองออน (hyaline หรือ 

subhyaline) และมีผนังกั้น (septum hyphae) บางไอโซเลท (isolate) เม่ือเช้ือเจริญเต็มท่ีแลวสามารถ

สรางกลุมของเสนใยท่ีอัดกันแนนเปนลักษณะกลม (sclerotium) กระจัดกระจายอยูบนผิวอาหาร

ท่ัวไป มีสีน้ําตาลดํา โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 400-700 μm  เชื้อท้ังสองชนิดเมื่ออายุ 7-14 วัน 

จะสามารถสังเกตเห็นลักษณะดังนี้ เช้ือรา  A. flavus  ลักษณะของโคโลนีจะมีสีเขียวเขมตรงกลาง 

ถัดมาจะมีสีเขียวท่ีออนลง และถัดมามีสีขาวซ่ึงเปนสีของเสนใย นอกจากนั้นบริเวณผิวหนาโคโลนี

มีไอน้ําอยูเปนจํานวนมาก และยังพบการสราง sclerotium มีลักษณะเปนกอนสีน้ําตาล ไปจนถึง     

สีดํา ขนาดเล็ก รูปรางเกือบกลมในบริเวณของโคโลนี ซ่ึงสอดคลองกับ อุดมและธรรมศักดิ์ ( 2528); 



84 
 

สมบัติ (2535) รายงานวาโคโลนีของ เช้ือรา A. flavus มีสีเขียวปนเหลืองโดยบริเวณกลางโคโลนีจะ

มีสีเขมท่ีสุด ถัดออกไปสีจะจางลง เม่ือหางจากจุดศูนยกลาง ท้ังนี้เนื่องจาก บริเวณดังกลาวมี 

conidial head มีสีเขียวปนเหลืองข้ึนอยูอยางหนาแนนและอายุแกกวา เสนใยของเช้ือราเจริญอยูใน

อาหารอยางบางๆ และบริเวณสวนกลางของโคโลนีมีเม็ด sclerotium สีน้ําตาลเขมเกือบดํา       

รูปรางกลม กระจัดกระจายอยูท่ัวไป โคโลนีของเช้ือราใตอาหาร  เล้ียงเช้ือมีสีขาวครีมหรือ       

เหลืองออน  เชนเดียวกันกับ Wicklow (1983) รายงานวา เช้ือรา A. flavus สามารถผลิต sclerotium 

เม่ืออยูในสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสมโดยจะงอกภายใน 48-72 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25, 28 และ 37 °C 

สวนเชื้อรา A. niger  ลักษณะของโคโลนีจะมีสีดําเขมตรงกลาง ถัดมาจะมีสีเทา และถัดมามีสีขาวซ่ึง

เปนสีของเสนใยไมปรากฏการสราง sclerotium เหมือนในเช้ือรา A. flavus  นอกจากนั้นบริเวณ

ผิวหนาโคโลนีจะคอนขางแหงกวาเช้ือรา A. flavus   ซ่ึง Raper and Fennel (1965) รายงานวา ได

จําแนก genus Aspergillus เปนกลุมตามลักษณะสีของสปอรโดย  A. niger  จะมีสีน้ําตาลเขมจนถึง

ดํา De Hoog and Guarro (1995) รายงานวา กลุมโคโลนีใตอาหารเล้ียงเช้ือของ A. niger  มีลักษณะ

จับตัวกันอยางหนาแนนสีขาวหรือเหลืองและบริเวณสวนบนมีสีน้ําตาลเขมถึงดํา สวนของกระเปาะ

(conidial heads) มีขนาดใหญมีสองช้ันเรียงตัวตอเนื่องกันมีสีน้ําตาล โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลาง  

3 มิลลิเมตร × 15-20 μm รูปทรงกลมสีน้ําตาลดําแผออกจากจุดศูนยกลางตามลักษณะการเจริญของ

เช้ือราและอายุ กานชูสปอร (conidiophores) ลักษณะคลายผนังไมมีสีท่ีเรียงตัวกัน เวสสิเคิล 

(vesicle) มีสีดํา  สปอร (conidia) มีลักษณะกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.5-5.0 μm มีสีน้ําตาลถึง

ดํา มองจากดานบนจะมีผิวหนาขรุขระ  

 ลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus และ A. niger โดยวิธี slide culture (ภาพ 4.4) 

สามารถสังเกตเห็นโครงสรางของท้ังสองสายพันธุไดชัดเจนข้ึน ตั้งแตวันท่ี 1 เช้ือท้ังสองชนิดเจริญ

ในลักษณะการเพิ่มความยาว บริเวณปลายของกานชูสปอรโปงออก และมีรูปรางคอนขางกลม และ

ในวันท่ี 2 พบวาปลายของกานชูสปอรของเช้ือราท้ังสองสายพันธุเร่ิมมีสีตามลักษณะเฉพาะของแต

ละเช้ือ โดยเช้ือ A. flavus เริ่มมีสีเขียวออนและเช้ือ A. niger เร่ิมมีสีดํา และเม่ือระยะเวลาผานไป

ปลายกระเปาะเร่ิมบานออก และมีการยืดยาวออก สวนสีและขนาดของกานชูสปอรของเช้ือราทั้ง

สองสายพันธุแตกตางกันอยางชัดเจนโดยเช้ือ A. flavus จะมีสีท่ีขาวขุนสวนเช้ือ A. niger มีสีใส และ

ขนาดกานชูสปอรของเช้ือ A. flavus  จะมีขนาดใหญกวาของเช้ือ  A. niger  เสนใยของเช้ือท้ังสอง
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สายพันธุมีการเจริญยืดยาวออกพรอมๆ กับการสรางสปอรข้ึนใหมบนเสนใย แตสปอรท่ีสรางบน

เสนใยใหมนี้จะมีขนาดของกระเปาะท่ีเล็กลง นอกจากนั้นเช้ือ A. flavus มีการยืดตอของสปอรเปน

ลูกโซซ่ึงลักษณะแบบนี้ไมพบในเช้ือ A. niger    

 เช้ือ A. flavus เขาทําลายเมล็ดขาวโพดโดยเร่ิมจากสวนของ tip cap และบนผิว

เมล็ด รวมท้ังในสวนของเมล็ดท่ีจะเจริญไปเปนตนออน (germ) และเร่ิมสรางเสนใยแผขยายปกคลุม

จนท่ัวท้ังเมล็ด พรอมกับการสรางสปอร โดยใชระยะเวลา 7 วันซ่ึงจะสงผลใหเมล็ดท่ีสามารถงอก

ไดมีการเจริญท่ีผิดปกติ สอดคลองกับ ชนิดาและคณะ (2536) รายงานวาหลังจาก conidium สัมผัส

กับผิวของเมล็ดขาวโพด ตอจากนั้นเช้ือราก็จะเจริญและพัฒนาสราง conidial head ท้ังท่ีบนผิวเมล็ด

และบริเวณ tip cap และเจริญหนาแนนมากหลังจาก 36 ช่ัวโมง แตในสวน germ และ endosperm 

พบเช้ือราเพียงเล็กนอย เช้ือราเขาทําลายในสวนของ tip cap และ pericarp ไดมากท่ีสุด รองลงมาคือ

สวนของ germ, floury endosperm และ horny endosperm เชนเดียวกันกับ Tsurata et al. (1981) 

รายงานวา บริเวณ tip cap ของเมล็ด เปนบริเวณสําคัญท่ีเปนทางเขาสูเมล็ดของเช้ือรา โดยศึกษาการ

เจริญของเช้ือรา 5 ชนิด ในเมล็ดขาวโพดภายหลังการเก็บเกี่ยว สองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด พบวา เช้ือราท้ังหมดจะเจริญบนผิวของเมล็ดท่ีบริเวณตรงกลางของ germ และ tip 

cap ในสวนของ germ พบเสนใยตรงกลางของ germ เสนใยสวนมากจะเจริญปกคลุม germ อยูแค   

ท่ีผิว มีสวนนอยท่ีเจริญบนผิว แลวแทงผานช้ัน pericarp เขาไป บริเวณ tip cap ซ่ึงเปนบริเวณท่ีอยู

ติดกับซัง ประกอบดวยโครงสราง sponge like structure โครงสรางดังกลาวไมพบ cuticle พบวาการ

เจริญของเช้ือ A. flavus และเช้ืออ่ืนอีก 3 ชนิด เสนใยสามารถเจริญผานเขาไปในเมล็ดและ

แพรกระจายจาก tip cap ผาน germ ไปยัง endosperm ได และพบวาเช้ือรา A. flavus สวนใหญจะ

เจริญอยูท่ี germ (68 %) รองลงมาท่ี tip cap (50 %) และนอยท่ีสุดท่ี endosperm (12 %) (Fennell et 

al., 1973 
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ภาพ 4.1 การตรวจสอบหาเช้ือท่ีติดมากับเมล็ดโดยวิธี agar method และ blotter method ลักษณะ

ปรากฏของ A. flavus (1) และ A. niger (2) ของเมล็ดขาวโพด บนอาหาร PDA และ ลักษณะปรากฏ

ของ A. flavus (3) และ A. niger (4) ของเมล็ดขาวโพดบนกระดาษเพาะ 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4.2 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. flavus (1) และ A. niger (2) บนอาหาร PDA     
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ภาพ 4.3 การเจริญของเช้ือ A. flavus (1) และ A. niger (2)  ภายใตกลอง stereomicroscope and 

accessories  

                                        

 

 

 

 

 

 ภาพ 4.4 การเจริญเช้ือ A. flavus (1) และ A. niger (2) โดยวิธี slide culture 

 

  

 

 

 

 

ภาพ 4.5 การเจริญของเช้ือรา A. flavus บนเมล็ดขาวโพด (1) การเขาทําลายของเช้ือราโดยเร่ิมจาก

บริเวณ tip cap (2) ลักษณะเมล็ดท่ีเร่ิมมีการเขาทําลายของเช้ือราโดยปรากฏเสนใยปกคลุมผิวเมล็ด 

และ (3) เมล็ดท่ีถูกเช้ือเขาทําลายเต็มเมล็ด  
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4.2 ศึกษาสเปกตรัมท่ีวัดไดจากเชื้อรา A. flavus  ตอชวงคล่ืน VIS/NIR spectroscopy 

สเปกตรัมของเชื้อราสองชนิด คือ A. flavus และ A. niger เม่ือวัดดวยเคร่ือง 

NIRSystem6500 โดยวัดการสะทอนกลับของแสง ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 นาโนเมตร และ 

1100-2500 นาโนเมตร พบวา สเปกตรัมของเช้ือราท้ังสองชนิดมีลักษณะคลายคลึงกัน แตแยกออก

จากกันอยางชัดเจนในทุกชวงความยาวคล่ืน (ภาพ 4.6) โดยในชวงความยาวคล่ืน 400 – 700           

นาโนเมตร หรือชวงคล่ืน visible เช้ือ A. niger มีคาการดูดกลืนแสงมากกวาเช้ือ A. flavus ซ่ึงเปน

อิทธิผลของสีของเสนใยและสปอรเช้ือรา ซ่ึงเช้ือ A. niger มีเสนใยสีดําจะสามารถดูดกลืนแสง

ในชวง visible ไดดีกวาสีเขียวของเช้ือ A. flavus ซ่ึง Delwiche and Hareland (2004) รายงานวา ชวง

ความยาวคล่ืนท่ี 480-600 นาโนเมตร เกี่ยวของกับสีท่ีเปล่ียนแปลงของเช้ือราเม่ืออยูในเมล็ด       

สวนในชวงความยาวคล่ืน 1100– 2500 นาโนเมตร (ภาพ 4.6 และ ภาพ 4.7) พบวาเช้ือ A. flavus มีคา    

การดูดกลืนแสงสูงกวาเช้ือ A. niger ท้ังชวงความยาวคล่ืน สวนหน่ึงเปนอิทธิพลของความช้ืนของ

เช้ือท้ังสองชนิดท่ีตางกัน โดยเช้ือ  A. flavus มีองคประกอบของน้ําท่ีมากกวาเช้ือ A. niger ซ่ึงขอมูล

สเปกตรัมพบพีกน้ําท่ีชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1938 นาโนเมตร สอดคลองกับ William and Norris 

(2001) รายงานวาพบ พีกน้ําชัดเจนท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 1940 นาโนเมตร นอกจากนี้พีกท่ีความยาว

คล่ืน 1434 นาโนเมตร ยังสัมพันธกับการดูดกลืนแสงของโมเลกุลของกลูโคสซ่ึงประกอบดวย

พันธะ O-H โดยเปนองคประกอบหน่ึงของเสนใยเช้ือรา (Berardo et al., 2005) และยังพบวาพีกท่ี

ความยาวคล่ืน 2340 นาโนเมตร คือพีกของพันธะ C-N เปนสวนประกอบของ  เอไมด และ           

กลูโคซามีนซ่ึงเปนสวนประกอบหน่ึงของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา (Roberts et al., 1987; Berardo et 

al., 2005) เม่ือพิจารณาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1200 นาโนเมตร ของเช้ือราท้ังสองชนิด

จะเห็นวามีความแตกตางกัน ซ่ึงคาดวาเปนผลจากโครงสรางของผนังเซลลของเช้ือรารวมท้ัง        

กรดอะมิโน ท่ีเปนสวนประกอบของผนังเซลลเช้ือรา โดย Delwiche and Hareland (2004) รายงาน

วาชวงความยาวคล่ืนท่ี 870-1200 นาโนเมตร เปนชวงท่ีสัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปน

พวกกรดอะมิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ท่ีเปนสวนประกอบผนังเซลล

ของเช้ือรา เม่ือนําขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหดวยเทคนิค principle component analysis (PCA) ซ่ึง

สามารถลดจํานวนตัวแปรอิสระหรือตัวแปรที่ไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวย VIS/NIR 

spectroscopy ดวยการแบงกลุมตัวแปรอิสระเดิมท่ีมีความสัมพันธกันเพื่อสรางตัวแปรใหมหรือ
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องคประกอบท่ีเรียกวา principal combination (PC) โดยใชขอมูลท้ังสเปกตรัม (full spectrum) 

พบวาสเปกตรัมของเช้ือ A. flavus และ A. niger สามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจนดวย PC1 

และ PC2 (ภาพ 4.8) ดังน้ัน การนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชในการจําแนกความแตกตาง

ระหวางเช้ือรา A. flavus และ A. niger ท่ีแยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวพบวา เสนสเปกตรัมของ

เช้ือราท้ังสองชนิดมีความแตกตางกันและสามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจนเมื่อวิเคราะหดวย

เทคนิค PCA 
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ภาพ 4.6 สเปกตรัมของเช้ือรา A. flavus และเชื้อรา A. niger ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 nm  
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ภาพ 4.7 สเปกตรัมของเช้ือรา A. flavus และเช้ือรา A. niger ในชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 nm 

 

 

ภาพ 4.8 principle component analysis plot (PC1 และ PC2) ของเช้ือรา A. flavus และ A. niger 
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4.3 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

4.3.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

ดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell 

จากการวิเคราะหขอมูลสเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีถูกเช้ือ A. flavus ปนเปอนท่ี

ระดับตางๆ (ภาพ 4.9) พบวา ในชวงความยาวคล่ืน 400-700 นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน visible 

สเปกตรัมของเมล็ดปกติท่ีผสมกับเมล็ดท่ีปนเปอนเช้ือรา A. flavus ท่ีระดับ 15 และ 20 % ตามลําดับ

มีคาการดูดกลืนแสงท่ีต่ํากวาเมล็ดขาวโพดปกติโดย เมล็ดขาวโพดท่ีเร่ิมมีการปนเปอนของเช้ือรา 

เมล็ดจะมีสีจางลงจากเมล็ดปกติ  ซ่ึง สมบัติ (2535) กลาววา เช้ือรา A. flavus สามารถทําใหเกิดการ

เปล่ียนสีของเมล็ดไดเม่ือเขาทําลายเมล็ด ดังนั้นเมล็ดขาวโพดท่ีมีระดับการผสมท่ีเพิ่มข้ึน ทําใหมีคา

การดูดกลืนแสงท่ีลดลง ซ่ึงสอดคลองกับ Wang et al. (2004) รายงานวา คาการดูดกลืนแสงของสี

เมล็ดถ่ัวเหลืองปกติเปรียบเทียบสีของเมล็ดท่ีเปล่ียนแปลงไปท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ 4 ชนิด

มีคาแตกตางกันตามสีของเยื่อหุมเมล็ดและชนิดของเชื้อท่ีเขาทําลาย โดยพบวาเมล็ดท่ีถูกเขาทําลาย

ดวยเชื้อ Phomopsis และ Personospora manshurca Syd (Downy mildew) มีสีขาวเทา และสีขาวจะ

มีคาการดูดกลืนแสงตํ่ากวา เมล็ดปกติ, สวนเมล็ดท่ีถูกเขาทําลายดวยเชื้อ Cercospora kikuchii และ 

soybean mosaic virus (SMV) เยื่อหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง, มวงจนถึงดําและสีดํา สวนในชวงความยาว

คล่ืน 700-1100  และ 1100-2500 นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน near infrared พบพีกน้ําชัดเจนท่ีความยาว

คล่ืน 1460 และ1940 นาโนเมตร ตามลําดับ โดย Iwamoto et al. (1995) พบวา น้ํามีการดูดกลืนคล่ืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 1440 นาโนเมตร ในหมูฟงกชัน O-H ของน้ํา Shenk et al. (2001) รายงาน 

ตําแหนงพีกในสเปกตรัม NIR ของผลิตผลทางการเกษตรพบพีกน้ํา (ความช้ืน) ชัดเจนท่ีความยาว

คล่ืน 1940 นาโนเมตร และเม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีการเขาทําลายของ    

เช้ือราท่ีระดับตางๆ พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1460 และ 1940 นาโนเมตร มีคา

เพิ่มข้ึนเม่ือระดับการผสมของเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราเพิ่มข้ึน ซ่ึงเปนผลจากระดับความชื้นท่ี

เพิ่มข้ึน เนื่องจากน้ําดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี สงผลใหเกิดการซอนทับกัน (overlapping) กับพีก

ของโมเลกุลขององคประกอบอ่ืนจึงทําใหไมพบพีกขององคประกอบทางเคมีชนิดอื่นในสเปกตรัม

ดั้งเดิม (original spectrum) ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับท่ีสอง (second 

derivative) ทําใหพบพีกอ่ืนๆ ไดชัดเจนข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 1914 และ 
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2340 นาโนเมตร (ภาพ 4.10)  โดยท่ีความยาวคล่ืน 1162 และ 1200 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ    

N-H สวนใหญจะเปนหมูกรดอะมิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ท่ีเปน

สวนประกอบในผนังเซลลของเช้ือรา (Fernández-lbañez et al., 2009) ท่ีความยาวคล่ืน 1420 นาโน

เมตรสัมพันธกับพันธะ O-H ท่ีพบในโมเลกุลของกลูโคสโดยเปนสวนหนึ่งของเสนใยเช้ือรา 

(Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน 1706 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ N-H และ O=C-N-H ท่ี

พบในโมเลกุลของโปรตีน ท่ีความยาวคล่ืน 1914 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะO-H ซ่ึงพบใน

โมเลกุลของน้ํา (Osborn et al., 1993) และท่ีความยาวคล่ืน 2340 นาโนเมตร สัมพันธกับพันธะ C-N 

โดยเปนองคประกอบของเอไมด และกลูโคซามีนซ่ึงเปนสวนประกอบหน่ึงของไคตินท่ีพบไดใน

เช้ือรา (Roberts et al., 1987; Berardo et al., 2005) เม่ือระดับการผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอน

ดวยเช้ือราเพิ่มข้ึน สงผลใหคาการดูดกลืนแสงมีคาเพิ่มข้ึน ท้ังนี้เปนผลจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ

สวนประกอบของเช้ือรา  

เม่ือนําตัวอยางเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรามาผสมกับเมล็ดขาวโพดปกติ ใน

อัตราสวน 5, 10, 15 และ 20 % โดยนํ้าหนักตามลําดับและชุดควบคุม สรางสมการเทียบมาตรฐาน

ดวยเทคนิค PLSR เพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา พบวา สเปกตรัม

ท่ีแปลงขอมูลโดยใชวิธี smooting 10 (10 nm averaging for left and right side) รวมกับ                   

2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1130-2468 นาโนเมตร

ใหความแมนยําของสมการทํานายดีกวาการแปลงสเปกตรัมดวยวิธี smooting 5 (5 nm averaging for 

left and right side) รวมกับ 1st derivative 10 (10 nm averaging for left and right side)  ท่ีชวง     

ความยาวคล่ืน 1130-2468 นาโนเมตร โดยใหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation coefficient, 

R) สูงเทากับ 0.94 และ 0.93 ตามลําดับ มีคาความคลาดเคล่ือนจากการประเมิน (standard error of 

calibration, SEC) เทากับ 2.29 % และ 2.54 % ตามลําดับ และคาความคลาดเคล่ือนจากการทํานาย 

(standard error of prediction, SEP) มีคาเทากับ 2.74 % และ 2.51 % ตามลําดับ ซ่ึงคาอัตราสวนของ

คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของกลุม validation set ตอคา SEP (ratio of standard deviation of reference 

data in validation set to SEP, RPD) ในชวงความยาวคล่ืน 1130-2468 นาโนเมตรมีคาท่ีสูงกวาคือ 

2.68  ดังนั้นจึงเลือกสมการท่ีแปลงขอมูลดวยวิธี smooting 10 (10 nm averaging for left and right 
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side) รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ในชวงความยาวคล่ืน 1130-

2468 นาโนเมตร (ตาราง 4.1)    

เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficient) (ภาพ 4.11) ของสมการ

ทํานายการผสมของขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราตามอัตราสวนตางๆ ซ่ึงแปลงขอมูลดวยวิธี 

smooting 10 (10 nm averaging for left and right side) รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for 

left and right side) พบวาท่ีความยาวคล่ืน 1900 นาโนเมตร สัมพันธกับกลุมของ CH ซ่ึงเปนสวน

หนึ่งของกลุม CH2 กับกลุมของ  –CH=CH3 ของเบนซีน และกลุม OH  โดยเกี่ยวของกับการเขา

ทําลายของเช้ือรา  (Berardo et al., 2005)  และท่ีความยาวคล่ืน 2360 นาโนเมตร มีความสัมพันธ

กับกลูโคซามีนซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา ประกอบดวยพันธะ C-N 

สอดคลองกับ Robert et al. (1987; 1991) รายงานวาพบ พีกกลูโคซามีนท่ีความยาวคลื่น 2356        

นาโนเมตร จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากการแปลงขอมูลดวย

สเปกตรัมทางคณิตศาสตร และเม่ือระดับการผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราเพ่ิมข้ึน 

สงผลใหคาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมข้ึน ท้ังนี้เปนผลจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณสวนประกอบของ

เช้ือรา  
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ภาพ 4.9 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ด
ท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร
วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell  
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    ภาพ 4.10 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี
ปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยน้ําหนัก ดวยอนุพันธอันดับท่ีสอง (2nd derivative) 
ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse 
sample cell 
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ตาราง 4.1 ผลของสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR สําหรับทํานายการผสมของขาวโพด
ท่ีผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราที่ 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดสเปกตรัมดวย
อุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell 
   
Pre-treatment                       Wavelength region (nm)    F       R       SEC     SEP       Bias       RPD 

Smooting 5 + 1st Derivative 5         1120-2478       3      0.93    2.53     2.76       0.05       2.40 

Smooting 5 + 1st Derivative 10       1130-2468       4      0.93    2.54     2.74     -0.09       2.42 

Smooting 10 + 2nd Derivative 5     1130-2468       4      0.94    2.29     2.51     -0.02       2.68 

smooting 5, 10: smooting, 1st derivative 5: first derivative, 2nd derivative 5: second derivative, F: 
latent  variables or number of factors used in the calibration equation, R: multiple correlation 
coefficients, SEC: standard error of calibration, SEP: standard error of prediction, Bias: average 
of difference between actual value and NIR value, RPD: ratio of standard derivation of 
reflectance data in validation set to SEP  
  

 

 
ภาพ 4.11 สัมประสิทธ์ิการถดถอยของสมการเทียบมาตรฐาน ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติดวยเมล็ดขาวโพดที่ผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 

10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนกั วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell 

 

2360 

1900 
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เม่ือนําขอมูลสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูลดวยวธีิอนุพันธอันดบัสองมาวิเคราะหดวยเทคนคิ 

PCA (ภาพ 4.12) พบวา PC1 สามารถบอกความแตกตางของสเปกตรัมในกรรมวิธีท่ีมีการผสมเมล็ด

ขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรา A. flavus ท่ีระดับ 10 % ข้ึนไป อยางไรก็ตาม พบวาท่ีระดับการผสม

เมล็ดขาวโพดที่ปนเปอนดวยเช้ือรา A. flavus เขาทําลาย 10 % เปนระดับตํ่าท่ีสุดท่ีสามารถ

สังเกตเห็นความแตกตางของพีกท่ีความยาวคล่ืน 1900 และ 2360 นาโนเมตรได  

ดังนั้นสรางสมการเทียบมาตรฐานทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวย   

เช้ือราดวยขอมูลสเปกตรัมท่ีวัดดวยเคร่ือง NIR พรอมอุปกรณเสริม transportation module with 

coarse sample cell แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี smooting 10 (10 nm averaging for left and right 

side)  รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาวคล่ืน        

1130-2468    นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.94, 2.29 %, 2.51 %,       

-0.02 % และ 2.6 ตามลําดับ เมล็ดขาวโพดปกติกับเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอน

ดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแตระดับการผสม

ดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 10 % ข้ึนไป 

 

ภาพ 4.12 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติ (control) และขาวโพดที่ปนเปอน
ดวยเช้ือราเช้ือรา A. flavus ท่ี 10% โดยน้ําหนักดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with 
coarse sample cell 
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4.3.2 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

ดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 

  เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ีระดับตางๆ คือ 

5, 10, 15 และ 20 %โดยนํ้าหนักและชุดควบคุม (เมล็ดปกติ) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 และ       

ชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโน

เมตร พบวาสเปกตรัมดั้งเดิม (ภาพ 4.13) มีพีกฐานกวางชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1436, 1756 และ 

1930    นาโนเมตร สัมพันธกับพันธะ OH ของน้ํา (Iwamoto et al., 1995; Ozaki, 2002; William and 

Norris, 2001; Büning-Pfaue, 2003; Osborne et al.,1993) เนื่องจากน้ําเปนองคประกอบทางเคมีของ   

ผลผลิตเกษตรท่ีดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี สงผลใหเกิดการซอนทับ กับพีกขององคประกอบเคมี

ชนิดอ่ืน แตอยางไรก็ตามสามารถพบพีกขององคประกอบทางเคมีหลักของขาวโพดท่ีความยาวคล่ืน 

990, 2310, 2352และ 2386 นาโนเมตร โดยท่ีความยาวคล่ืน 990 นาโนเมตรสัมพันธกับ O-H ของ

โมเลกุลของแปง ท่ีความยาวคลื่น 2352 นาโนเมตรยังสัมพันธกับ C-H ของเซลลูโลส                       

ท่ีความยาวคล่ืน 2310 และ 2386 นาโนเมตร สัมพันธกับ C-H ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบในไขมัน 

(วารุณีและคณะ, 2552; Osborne et al.,1993b; Shenk et al., 2001; Williams and Norris, 2001) 

สอดคลองกับ Severson (1988) รายงานวา องคประกอบทางเคมีของเมล็ดขาวโพดแสดงจาก        

100 กรัม พบวามีปริมาณแปงสูงถึง 72.2 กรัม น้ํา13.8 กรัมและไขมัน 3.9 กรัม นอกจากนี้  

Sandstead et al. (1987); Van Soest et al. (1979) รายงานวาใยอาหาร (Dietary fibre) เปน

องคประกอบทางเคมีท่ีพบมากในเมล็ดขาวโพดโดยประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) 25 % เม่ือวัด

ดวยน้ําหนักแหง 

  โมเลกุลท่ีดูดกลืนแสง NIR ดังกลาวประกอบดวยโมเลกุลของไฮโดรเจนเปนสวนใหญ

สอดคลองกับ Tigabu (2003) รายงานวาโมเลกุลของไฮโดรเจนสามารถเปล่ียนแปลงระดับพลังงาน

การส่ันแบบโอเวอรโทนของโมเลกุลท่ีดูดกลืนแสง NIR ตามกฏการส่ันแบบแอนฮารโมนิก และ

สามารถดูดกลืนแสงในชวง NIR ไดดีจึงทําใหไมพบพีกขององคประกอบอ่ืนๆท่ีตองการตรวจวัด 

ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิ ธีอนุพันธ อันดับท่ีสอง  ทําใหพบพีกอ่ืนๆ  ได ชัดเจนข้ึนท่ี             

ความยาวคล่ืน 1168, 1206, 1420, 1774, 1912 และ 2354 นาโนเมตร (ภาพ 4.14) โดยท่ีความยาว

คล่ืน 1168 และ 1206 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปนหมูกรดอะมิโน              
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อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ท่ีเปนสวนประกอบในผนังเซลลของเช้ือรา 

(Fernández-lbañez et al., 2009) ท่ีความยาวคล่ืน 1420 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ O-H ท่ีพบใน

โมเลกุลของกลูโคสโดยเปนสวนหนึ่งของเสนใยเช้ือรา (Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน     

1774 นาโนเมตร สัมพันธกับ N-H, C-N, C-H และกลุม CHO ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งท่ีพบไดใน

เช้ือรา (Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน 1912 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ O-H ซ่ึงพบใน

โมเลกุลของน้ํา (Osborn et al., 1993) และท่ีความยาวคล่ืน 2354 นาโนเมตร สัมพันธกับกลูโคซามีน

ซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา (Roberts et al., 1987) 

 เม่ือนําตัวอยางขาวโพดทุกกรรมวิธีมาสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR สราง

สมการถดถอยเชิงเสนเพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา (ตาราง 4.2) 

โดยใชวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1110-2450 

นาโนเมตร ซ่ึงใหความแมนยําของสมการทํานายดีกวาการแปลงสเปกตรัมดวยวิธี MSC + 2nd 

derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1550-2488 นาโนเมตร 

โดยใหคา R เทากับ 0.80 และ 0.81 ตามลําดับ มีคา SEC เทากับ 4.18 % และ 4.15 % ตามลําดับ และ 

SEP มีคาเทากับ 4.08 % และ 4.58 % ตามลําดับ ซ่ึงใหผลของสมการมีคาใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงเลือก

สมการท่ีแปลงขอมูลดวยวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  ในชวง     

ความยาวคล่ืน 1110-2450 นาโนเมตรเพราะใชวิธีแปลงขอมูลสเปกตรัมนอยกวาชวงความยาวคล่ืน 

1550-2488  นาโนเมตร   เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย   (ภาพ 4.15)  ของสมการทํานาย

การผสมของขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราตามอัตราสวนตางๆ พบวาท่ีความยาวคล่ืน 1470, 1806, 

2144 และ 2176 นาโนเมตรสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา สอดคลองกับ Berardo et al. 

(2005); Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวา  ท่ีความยาวคล่ืน 1470, 1820, 2140 และ 2176 

นาโนเมตรมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา (fungal infection) ซ่ึงเกี่ยวของกับการส่ัน

ของโมเลกุล OH ของกลูโคส, กลุม NH ของกรดอะมิโน และ CH จะเห็นวามีความแตกตางของ

ตําแหนงพีก ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากการแปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตร                

ท่ีความยาวคล่ืน 1522 นาโนเมตร เปนผลของ OH สัมพันธกับ cutin และ β-glucan (Berardo et al., 

2005) ท่ีความยาวคล่ืน 1898 นาโนเมตรเปนผลของกลุม CH ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของกลุม CH2 และ 

กลุมของ –CH=CH3 ของเบนซีน (benzene), กลุม O-H ท่ีสัมพันธกับ hydroxyl-CH=CH-,                  
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-CH=CH2- และ CH (Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน 2110 และ 2362 นาโนเมตร                   

มีความสัมพันธกับไคติน ท่ีเปนองคประกอบหนึ่งของเชื้อรา A. flavus ประกอบดวยพันธะ C-N 

และ N-H (Robert et al., 1987; 1991) 

  เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA พบวาขาวโพดปกติและขาวโพดที่ถูกผสมดวย

ขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราในแตละอัตราสวนสามารถแยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจนดวย 

PC1 และ PC2 (ภาพ 4.16) โดยสามารถแยกอัตราการผสมของขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา          

A. flavus ไดตั้งแตท่ีระดับ 5 % โดยนํ้าหนักข้ึนไปได  

  ดังนั้น เทคนิค VIS/NIR spectroscopy สามารถตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา A. flavus 

ในเมล็ดขาวโพดไดโดยสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR ทํานายปริมาณการผสมเมล็ด

ขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา วัดสเปกตรัมดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting 

cell  แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี 2nd derivative 5  (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวง

ความยาวคลื่น 1110-2450 นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.80,        

4.18 %, 4.08 %, 0.54 % และ 1.74 ตามลําดับ เมล็ดขาวโพดปกติกับเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี

ปนเปอนดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแตระดับ

การผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5 % ข้ึนไป 
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ภาพ 4.13 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดที่ผสมดวย
เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500         
นาโนเมตรวัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
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  ภาพ 4.14 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี

ปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยน้ําหนัก ดวยอนุพันธอันดับท่ีสอง (2nd derivative)

ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with 

pasting cell 
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ตาราง 4.2 ผลของสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR สําหรับทํานายการผสมของขาวโพด
ท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดสเปกตรัมดวยอุปกรณเสริม 
transportation module with pasting cell 
 
  Pre-treatment          Wavelength region (nm)        F         R        SEC      SEP       Bias        RPD 
 MSC                                  1100-2500                      4       0.79      4.35      4.36      1.11         1.63  

 2nd Derivative 5                1110-2450               5       0.80      4.18      4.08      0.54          1.74 

 MSC + 2nd Derivative 5     1550-2488               6       0.81      4.15      4.58      0.44          1.55 

MSC: multiplicative scatter correction, 2nd derivative 5: second derivative, F: latent variables or 
number of factors used in the calibration equation, R: multiple correlation coefficients, SEC: 
standard error of calibration, SEP: standard error of prediction, Bias: average of difference 
between actual value and NIR value, RPD: ratio of standard derivation of reflectance data in 
validation set to SEP  
 
 

 
 
ภาพ 4.15 สัมประสิทธ์ิการถดถอยของสมการเทียบมาตรฐาน ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติดวยเมล็ดขาวโพดที่ผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 

10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
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ภาพ 4.16 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติ (control) และขาวโพดท่ีปนเปอน
ดวยเชื้อรา A. flavus ท่ี 5 % โดยนํ้าหนักดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting 
cell 
 

4.4 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดบดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

4.4.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดบดดวยเทคนิค VIS/NIR 

spectroscopy  ดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 

 เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ีระดับตางๆคือ 

5,10, 15 และ 20 %โดยนํ้าหนักและชุดควบคุม (เมล็ดขาวโพดปกติบด) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 

และชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500       

นาโนเมตร พบวาสเปกตรัมดั้งเดิม (ภาพ 4.17) มีพีกฐานกวางชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1436, 1758 

และ 1930 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ OH ของน้ํา (Iwamoto et al., 1995; Ozaki, 2002; William 

and Norris, 2001; Büning-Pfaue, 2003; Osborne et al.,1993) เนื่องจากน้ําเปนองคประกอบทางเคมี

ของผลผลิตเกษตรที่ดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี แตอยางไรก็ตามก็สามารถพบพีกขององคประกอบ

ทางเคมีหลักของขาวโพดท่ีความยาวคล่ืน 2332 นาโนเมตรซ่ึงสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายใน

โมเลกุลคือ C-H ของกลุม CH2 และแปง ท่ีความยาวคล่ืน 2310 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของ

พันธะภายในโมเลกุล C-H และ C-C ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบในไขมัน และท่ีความยาวคล่ืน 2354 

นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะภายในโมเลกุลของ C-H เปนองคประกอบท่ีพบในเซลลูโลส (วารุณี
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และคณะ, 2552; Osborne et al.,1993b; Shenk et al., 2001; Williams and Norris, 2001) สอดคลอง

กับ Severson (1988) รายงานวา องคประกอบทางเคมีของเมล็ดขาวโพดแสดงจาก 100 กรัม พบวา

พบปริมาณแปงสูงถึง 72.2 กรัม, น้ํา13.8 กรัมและไขมัน 3.9 กรัม เชนเดียวกันกับ Boyer and 

Shanon (1987) รายงานวา องคประกอบทางเคมีท่ีสําคัญของเมล็ดขาวโพดเปนแปงมากถึง 72-73 % 

ของน้ําหนักเมล็ด สําหรับสวนประกอบของคารโบไฮเดรตอ่ืนๆเชน กลูโคส, ซูโครส และฟรุกโตส 

มีปริมาณท่ีแตกตางกันประมาณ 1-3 % ของนํ้าหนักเมล็ด นอกจากนี้ FAO. (1992) รายงานวา 

ปริมาณองคประกอบของไขมันสวนใหญมาจากสวนท่ีเจริญเปนตนออน มีการควบคุมโดยลักษณะ

ทางพันธุกรรมท่ีแตกตางกันไปตามสายพันธุ พบประมาณ 3-18%  รวมท้ัง Sandstead et al. (1987); 

Van Soest et al. (1979) รายงานวาใยอาหาร (dietary fibre) เปนองคประกอบทางเคมีท่ีพบมาก

เชนเดียวกันในเมล็ดขาวโพดโดยประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) 25 % เม่ือวัดดวยน้ําหนักแหง 

 นอกจากนี้ยังพบการเล่ือนตัวของสเปกตรัมในแนวแกน Y (base line shift) ซ่ึงมีความสัมพันธ

โดยตรงกับการกระเจิงของแสงเปนปรากฏการณท่ีทําใหแสงเปล่ียนทิศทาง สงผลกระทบตอการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแตกตางกัน และมีความเกี่ยวของกับขนาดหรือรูปรางของตัวอยาง 

(Manley et al., 1994) โดยพบวาคา Log (1/R) ของการวัดแบบบดมีคาตํ่ากวาการวัดแบบท้ังเมล็ด 

กรณีนี้เกิดจากการอัดตัวของตัวอยางเมล็ดขาวโพดบดในถุงบรรจุตัวอยางไดแนนกวามีชองวาง

ระหวางอนุภาคของตัวอยางนอย ทําใหระยะทางท่ีแสงผานเขาไปในตัวอยางส้ันกวาตัวอยางของ

การวัดสเปกตรัมแบบท้ังเมล็ด และอนุภาคขนาดเล็กยังมีผลทําใหตัวอยางดูขาวหรือสวางกวา

ตัวอยางท่ีมีอนุภาคขนาดใหญมีการสะทอนแสงกลับไดมากกวาจึงเกิดการดูดกลืนแสง NIR ได      

ต่ํากวา (Osborne et al., 1993b) เชนเดียวกันกับ อนุพันธ (2545) รายงานวา ขนาดอนุภาคที่แตกตาง

กันเปนสาเหตุใหปริมาณการกระเจิงของแสงตางกันดวย ซ่ึงอนุภาคขนาดเล็กจะมีการกระเจิงของ

แสงมาก ทําใหระยะทางที่แสงผานตัวอยางส้ันกวาตัวอยางท่ีมีอนุภาคขนาดใหญ คาการดูดกลืนแสง

จึงนอยตามไปดวย สอดคลองกับการทดลองของ Norris and Williams (1984) ไดรายงานถึงผลของ

ขนาดอนุภาคของเมล็ดโดยวัดสเปกตรัมของเมล็ดขาวสาลีแบบสะทอนกลับของเมล็ดปกติ และ

เมล็ดบดพบวา เมล็ดปกติมีคาการดูดกลืนแสง (Log 1/R) สูงกวาเมล็ดบดท้ังนี้เนื่องจากอนุภาค   

ขนาดใหญ (เมล็ดปกติ) สามารถสะทอนแสงไดต่ํากวาอนุภาคขนาดเล็ก (เมล็ดบด) นอกจากนั้น         

Manley et al. (1994) รายงานวาคาการดูดกลืนแสง (Log 1/R) ของเมล็ดปกติมีคาสูงกวาเมล็ดบด 
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 จากสเปกตรัมดั้งเดิมพบวาไมสามารถพบพีกท่ีเปนองคประกอบของเช้ือรา A. flavus ได 

อาจเนื่องมาจากสเปกตรัมดั้งเดิม มีการซอนทับกันของพีก มีพีกฐานกวางและคาของสเปกตรัมหรือ

คา Log (1/R) แตกตางกัน สาเหตุหลักมาจากการกระเจิงของแสงและเปนผลมาจากลักษณะทาง

กายภาพของตัวอยาง มากกวาความแตกตางขององคประกอบทางเคมีภายในตัวอยาง (อนุพันธ, 

2552) ดังนั้นเม่ือแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับท่ีสอง ทําใหพบพีกอ่ืนๆ ไดชัดเจนขึ้นท่ีความยาว

คล่ืน 502, 820, 984, 1080, 1168, 1728 1772, 2062, 2130 และ 2354 นาโนเมตร (ภาพ 4.18) โดยท่ี

ความยาวคลื่น 502 นาโนเมตรสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา A. flavus ท่ีทําใหสีของเมล็ด

เปล่ียนไป สอดคลองกับ Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวาท่ีความยาวคล่ืน                     

480-600 นาโนเมตรสัมพันธกับการเปล่ียนสีของเมล็ดธัญพืชท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา       

ท่ีความยาวคล่ืน 820, 948, 1080 และ 1168 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุล

ของกลุม NH amino acid และ aromatic rings ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งของผนังเซลล ของเช้ือรา

โดยประกอบดวยสารประกอบฟูรานิก (furanic) หรือ ฟโนลิก (phenolic) มีสวนท่ีทําใหเมล็ดเกิด

การเส่ือมสภาพเน่ืองจากการเขาทําลายของเช้ือรา  (Fernández-lbañez et al., 2009) นอกจากนี้ 

Osborne and Fearn (1986) รายงานวาความเสียหายของเมล็ดท่ีเกิดจากเขาทําลายของเช้ือรายังพบท่ี

ความยาวคล่ืน 1750-1800 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของกลุม CH 

เหมือนกับกลุมของ CH2  และท่ีความยาวคล่ืน 2020-2190 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะ

ภายในโมเลกุลของ NH และ OH ตรงกันขามกับแถบความยาวคล่ืนของ C=O สอดคลองกับ         

การทดลองท่ีพบพีกหัวกลับท่ีความยาวคล่ืน 1772, 2062 และ 2130 นาโนเมตรตามลําดับ                

ท่ีความยาวคล่ืน 1728 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของกลุม CH2 

เกี่ยวของกับ ergosterol โดยเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลลของเช้ือรา (Berardo et al., 

2005) และท่ีความยาวคล่ืน 2354 นาโนเมตรมีความสัมพันธกับกลูโคซามีน (glucosamine) ซ่ึงเปน

องคประกอบของไคตินท่ีพบไดในผนังเซลลของเช้ือรา (Robert et al., 1987; 1991) 

 เม่ือนําตัวอยางขาวโพดบดทุกกรรมวิธีมาสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR สราง

สมการถดถอยเชิงเสนเพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราและแปลง

ขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตรดวยวิธีตางๆโดยเลือกตัดชวงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม

คือต้ังแตชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตรพบวา เทคนิคทางคณิตศาสตรท่ีสามารถใชแปลง
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ขอมูลสเปกตรัมและใหผลดีของสมการเทียบมาตรฐานมี 2 วิธีคือ Savitzky-Golay second 

derivative และ multiplicative scatter correction (MSC) (ตาราง 4.3)โดยไดสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูล

สมการทางคณิตศาสตรท่ีเหมาะสม 3 สมการคือ MSC, 2nd derivative 10 ( 10 nm averaging for left 

and right side)  และ MSC รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  แต

อยางไรก็ตามพบวาวิธี MSC รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  ใหคา 

RPD สูงท่ีสุดคือ 5.36 สอดคลองกับเกณฑการพิจารณาคา RPD ของ Williams (2007) รายงานวา 

ระดับคา RPD ตั้งแต 5.0-6.4 อยูในระดับดีและสามารถนําไปประยุกตใชไดในสวนของการควบคุม

คุณภาพ (quality control) ดังนั้นจึงเลือกเปนสมการสําหรับใชในการทํานายท่ีชวงความยาวคล่ืน 

1110-2450 นาโนเมตร โดยใหคา R เทากับ 0.98 มีคา SEC เทากับ 1.17 % และคา SEP มีคาเทากับ 

1.32 % เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (ภาพ 4.19)  ของสมการทํานายการผสมของ

ขาวโพดบดที่ปนเปอนดวยเชื้อราตามอัตราสวนตางๆ ซ่ึงแปลงขอมูลดวยวิธี MSC รวมกับ 2nd 

derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  พบที่ความยาวคล่ืน 1482, 1742, 1820, 1900, 

2096, 2146, 2174, 2360 และ 2378 นาโนเมตร โดยท่ีความยาวคล่ืน 1482 และ 1742 นาโนเมตร 

สัมพันธกับปริมาณขององคประกอบท่ีพบในเช้ือรา (Robert et al., 1987; 1991) ท่ีความยาวคล่ืน 

1820, 2146 และ 2174 นาโนเมตรสัมพันธกับกับการเขาทําลายของเช้ือราสอดคลองกับ Berardo et 

al. (2005); Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวา  ท่ีความยาวคล่ืน 1820, 2140 และ 2180         

นาโนเมตรมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา ซ่ึงเกี่ยวของกับการส่ันของโมเลกุลของ

กลูโคส, กลุม NH ของกรดอะมิโน และ CH จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ท้ังนี้อาจเปน

ผลมาจากการแปลงขอมูลดวยสเปกตรัมทางคณิตศาสตร ท่ีความยาวคล่ืน 1900, 1954 และ 2378          

นาโนเมตรสัมพันธกับกลุม CH ซ่ึงเปนสวนหน่ึงของกลุม CH2 กับกลุม  –CH=CH3 ของเบนซีน 

(benzene), กลุม O-H ท่ีสัมพันธกับ hydroxyl-CH=CH-, -CH=CH2- และ CH (Berardo et al., 2005) 

และท่ีความยาวคล่ืน 2096 และ 2360 นาโนเมตรสัมพันธกับ กลูโคซามีน ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่ง

ของไคตินท่ีพบไดใน  เช้ือรา ( Robert et al., 1987; 1991) 

 การใชเทคนิค PCA เปนการวิเคราะหผลโดยการลดจํานวนตัวแปรอิสระหรือตัวแปรท่ีได

จากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวย NIRS โดยการแบงกลุมตัวแปรอิสระเดิมท่ีมีความสัมพันธกันเพื่อ

สรางตัวแปรใหมท่ีเรียกวา principle component (PC) เปนการวิเคราะหขอมูลท้ังสเปกตรัมของ
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ขาวโพดบด เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA พบวาขาวโพดบดปกติและขาวโพดบดท่ีถูกผสม

ดวยขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราในแตละอัตราสวนสามารถแยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจน

ดวย PC1 และ PC2 (ภาพ 4.20) สวนใหญแลว PC1 ใชอธิบายความแปรปรวนท่ีเกิดจากขนาด

อนุภาคของตัวอยางท่ีแตกตางกัน (Osborne et al., 1993a) มักไมนิยมใช PC1 ในการแยก

องคประกอบทางเคมีในตัวอยาง จากผลการทดลองพบวาสามารถแยกอัตราการผสมของ      

ขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา  A. flavus ไดตั้งแตท่ีระดับ 5 % โดยน้ําหนักข้ึนไปได ท้ังนี้

เนื่องจากขนาดและรูปรางของตัวอยางเปนปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการเปล่ียนแปลงคาการดูดกลืนแสง 

NIR ซ่ึงเกี่ยวของกับการกระเจิงแสงของตัวอยาง (Manley et al., 1994; Pasikatan et al., 2001)  

ดังนั้นเทคนิค VIS/NIR spectroscopy สามารถตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา A. flavus 

ในเมล็ดขาวโพดบดไดโดยสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR ทํานายปริมาณการผสม

เมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell แปลง

ขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี MSC รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)       

ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1110-2480 นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.98, 

1.17%, 1.32%, 0.38% และ 5.36 ตามลําดับเมล็ดขาวโพดบดปกติกับเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวย

เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแต

ระดับการผสมดวยเมล็ดบดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5 % ข้ึนไป 
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ภาพ 4.17 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสม
ดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 
นาโนเมตรวดัดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
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   ภาพ 4.18 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวย
เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ดวยอนุพนัธอันดับท่ีสอง (2nd 

derivative) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module 
with pasting cell 
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ตาราง 4.3 ผลของสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR สําหรับทํานายการผสมของขาวโพด
บดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนกั วัดสเปกตรัมดวยอุปกรณเสริม 
transportation module with pasting cell 
 
  Pre-treatment          Wavelength region (nm)        F         R        SEC     SEP     Bias     RPD 
 MSC                                   1100-2500                     5       0.95      2.18      2.08    0.46     3.40  

 2nd Derivative 5                  1110-2480                7      0.98      1.22      1.34    0.43     5.28 

MSC + 2nd Derivative 5     1110-2480                8      0.98      1.17      1.32    0.38     5.36 

MSC: multiplicative scatter correction, 2nd derivative 5: second derivative, F: latent variables or 
number of factors used in the calibration equation, R: multiple correlation coefficients, SEC: 
standard error of calibration, SEP: standard error of prediction, Bias: average of difference 
between actual value and NIR value, RPD: ratio of standard derivation of reflectance data in 
validation set to SEP  
 

 
ภาพ 4.19 สัมประสิทธ์ิการถดถอยของสมการเทียบมาตรฐาน ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติบดดวยเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรา

ท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
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ภาพ 4.20 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติบด (control) และขาวโพดบดท่ี
ปนเปอนดวย เช้ือรา A. flavus ท่ี 5 % โดยนํ้าหนักดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with 
pasting cell 
 
 
4.4.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดบดดวยเทคนิค VIS/NIR 

spectroscopy ดวยชุดอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 

  เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ีระดับ 5,10, 

15 และ 20 % โดยนํ้าหนักและชุดควบคุม (เมล็ดขาวโพดปกติบด) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ดวย

ชุดอุปกรณเสริม spinning module with standard cupในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร 

พบวาสเปกตรัมดั้งเดิม  (ภาพ 4.21) มีพีกฐานกวางชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1930 นาโนเมตร สัมพันธ

กับพันธะ OH ของน้ํา (Osborne et al.,1993; Iwamoto et al., 1995; William and Norris, 2001; 

Ozaki, 2002; Büning-Pfaue, 2003) เนื่องจากนํ้าเปนองคประกอบทางเคมีของผลผลิตเกษตรท่ี

ดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี แตอยางไรก็ตามก็สามารถพบพีกขององคประกอบทางเคมีหลักของ

ขาวโพดท่ีความยาวคล่ืน 990 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ O-H 

ของแปง ท่ีความยาวคล่ืน 2100 นาโนเมตร สัมพันธกับการสั่นของพันธะภายในโมเลกุลของ O-H 

และ C-O ของแปง และ การสั่นของพันธะภายในโมเลกุลของ C-O-O ของแปงและเซลลูโลส          
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ท่ีความยาวคล่ืน 2352 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ C-H ของ

เซลลูโลส และท่ีความยาวคล่ืน 2310 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ 

C-H (วารุณีและคณะ, 2552; Osborne et al.,1993b; Shenk et al., 2001; Williams and Norris, 2001) 

จากสเปกตรัมดั้งเดิมพบวาไมสามารถพบพีกท่ีเปนองคประกอบของเช้ือรา A. flavus ได อาจ

เนื่องมาจากมีการซอนทับกันของพีก มีพีกฐานกวางและคาของสเปกตรัมหรือคา Log (1/R) 

แตกตางกัน (อนุพันธ, 2552) 

 ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับท่ีสองเพื่อลดอิทธิพลการซอนทับของพีก 

ในสเปกตรัมและการเล่ือนข้ึนของสเปกตรัม รวมท้ังชวยลดผลกระทบจากการกระเจิงของแสง ท้ังท่ี

เปนผลบวก (additive effect) ท่ีทําใหขนาดสเปกตรัมเพ่ิมข้ึนคงท่ีตลอดชวงความยาวคล่ืนใน

ลักษณะท่ีเปนการบวกเพิ่มดวยคาบนเสนตรงท่ีเปนมุมเอียง ซ่ึงคาบวกเพ่ิมจะนอยท่ีความยาวคล่ืน

ส้ัน และคาบวกเพิ่มจะสูงท่ีความยาวคล่ืนสูง และผลเชิงคูณ (multiplicative effect) ท่ีทําใหขนาด

สเปกตรัมเพิ่มข้ึนตามความยาวคล่ืน ในลักษณะท่ีมีคาคงที่มาคูณคาการดูดกลืนแสง ในแตละความ

ยาวคล่ืนโดยจะลดผลกระทบหลังจากผลเชิงบวก เพื่อแยกจุดยอดท่ีเหล่ือมซอนกันในสเปกตรัมออก

จากกัน และการลดผลกระทบท่ีทําใหสเปกตรัมมีขนาดเพ่ิมข้ึนตลอดชวงความยาวคล่ืนจะทําใหได

พีกหัวกลับ (อนุพันธ, 2552) ทําใหพบพีกอ่ืนๆ ไดชัดเจนข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 504, 914, 982, 1092, 

1164, 1430, 1470, 1820, 2140 และ 2180 นาโนเมตร (ภาพ 4.22)โดยท่ีความยาวคล่ืน 504               

นาโนเมตรสัมพันธกับลักษณะสีท่ีเปล่ียนไปเนื่องจากการเขาทําลายของเช้ือรา สอดคลองกับ 

Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวา ชวงความยาวคล่ืน 480-600 นาโนเมตรเกี่ยวของกับ

ลักษณะสีของเมล็ดท่ีเปล่ียนแปลงไปเนื่องจากการเขาทําลายของเชื้อรา ท่ีความยาวคล่ืน 914, 982, 

1092, 1164 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของกลุม NH amino acid และ 

aromatic rings ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งของผนังเซลล ของเช้ือราโดยประกอบดวยสารประกอบ    

ฟูรานิก (furanic) หรือ ฟโนลิก (phenolic) มีสวนท่ีทําใหเมล็ดเกิดการเส่ือมสภาพเนื่องจากการเขา

ทําลายของเช้ือรา  (Fernández-lbañez et al., 2009) และท่ีความยาวคล่ืน 1430, 1470, 1820, 2140 

และ 2180 นาโนเมตรเกี่ยวของกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ OH ของกลูโคส, กลุม NH 

ของกรดอะมิโน และ CH ซึ่งสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา (Berardo et al., 2005) 
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 เม่ือนําตัวอยางขาวโพดบดทุกกรรมวิธีมาสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR 

สรางสมการถดถอยเชิงเสนเพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดที่ปนเปอนดวยเช้ือราโดย

แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตรวิธีตางๆ เลือกตัดชวงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม

สอดคลองกับ Bruce et al. (1991) กลาววา ลักษณะสเปกตรัมของคล่ืนแสง NIR พบวามีสเปกตรัมท่ี

ซอนทับกันและมีพีกท่ีกวาง   การสรางสมการทํานายองคประกอบทางเคมีถาพิจารณาเพียง       

ความยาวคลื่นเดียวหรือความยาวคล่ืนนอยๆ จะใหผลการวิเคราะหท่ีไมถูกตองเม่ือเทียบกับการ

พิจารณาทั้งสเปกตรัม หรือบางชวงของสเปกตรัม วิธีการพิจารณาดังกลาวจะชวยใหเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการประเมินคาทางเคมีไดถูกตองมากข้ึน ดังนั้นจึงเลือกตัดเฉพาะชวงคล่ืนยาว      

คือต้ังแตชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตรพบวา เทคนิคทางคณิตศาสตรท่ีสามารถใชแปลง

ขอมูลสเปกตรัมและใหผลดีมี 2 วิธีคือ Savitzky-Golay second derivative และ multiplicative 

scatter correction (MSC) (ตาราง 4.4)โดยไดสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูลสมการทางคณิตศาสตรท่ีดี

ท่ีสุด 1 สมการคือ 2nd derivative 5 เพราะเปนวิธีการปรับแตงสมการท่ีมีวิธีแปลงขอมูลนอยท่ีสุด ซ่ึง

ถาหากมีการปรับแตงสมการมากไปจะทําใหเกิดความคลาดเคล่ือนของขอมูลจากความเปนจริงได 

  ดังนั้นจึงเลือกเปนสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR โดยใชขอมูลสเปกตรัม

ในชวงความยาวคล่ืน 1110-2488 นาโนเมตร แปลงขอมูลดวยวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging 

for left and right side) โดยใหคา RPD สูงท่ีสุดคือ 4.21 คา R เทากับ 0.97 มีคา SEC เทากับ 1.52 % 

และคา SEP มีคาเทากับ  1.64 % เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (ภาพ 4.23) ของสมการ

ทํานายการผสมของขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราตามอัตราสวนตางๆ พบท่ีความยาวคล่ืน 

1238,1410, 1516, 1738, 1812, 1900, 2364 และ 2388 นาโนเมตร โดยท่ีความยาวคล่ืน 1238, 1738 

และ 2388 นาโนเมตรสัมพันธกับ ergosterol ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลลของเช้ือรา 

(Seitz et al., 1979; Pasanen et al., 1999) สอดคลองกับ Berardo et al. (2005) รายงานวาท่ีความยาว

คล่ืน 1240 และ 1738 นาโนเมตรเกี่ยวของกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ C-H, กลุมของ 

C-H และ CH3, กลุมของ CH2 ของ –CH=; -CH2; CH ตามลําดับ โดยสัมพันธกับ ergosterol ท่ีความ

ยาวคล่ืน 1410, 1516 และ 1812 นาโนเมตร สัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือราสอดคลองกับ 

Berardo et al. (2005); Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวา  ท่ีความยาวคล่ืน 1410, 1510 และ 

1820 นาโนเมตรมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา (fungal infection) ซ่ึงเกี่ยวของกับการ
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ส่ันของโมเลกุล OH ของกลูโคส, กลุม NH ของกรดอะมิโน และ CH ท่ีความยาวคลื่น 2364           

นาโนเมตรสัมพันธกับกลูโคซามีน  ซ่ึงเปนองคประกอบหน่ึงของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา  

สอดคลองกับ Robert et al. (1987; 1991) รายงานวาพบ พีกกลูโคซามีนท่ีความยาวคลื่น 2356       

นาโนเมตร จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากการแปลงขอมูลดวย

สเปกตรัมทางคณิตศาสตร และท่ีความยาวคล่ืน 1900 นาโนเมตรสัมพันธกับกลุม CH ซ่ึงเปนสวน

หนึ่งของกลุม CH2 กับกลุมของ –CH=CH3 ของเบนซีน, กลุม O-H ท่ีสัมพันธกับ hydroxyl-

CH=CH-, -CH=CH2- และ CH (Berardo et al., 2005)  

 การวิเคราะหดวยเทคนิค PCA เปนวิธีการหนึ่งทางสถิติในการวิเคราะหตัวแปรหลายตัว 

(multivariate analysis) โดยใชเทคนิคท่ีอาศัยการลดจํานวนตัวแปรอิสระ (X) จึงไมจําเปนตองทํา

การปรับแตงสเปกตรัมกอน (Evans et al., 1993a) ดวยการแบงกลุมตัวแปรท่ีมีความสัมพันธกันเพื่อ

สรางตัวแปรข้ึนมาใหมท่ีเรียกวา ปจจัย หรือองคประกอบ (factors or principle components: PC) 

PC ท่ีถูกสรางข้ึนเปนการสรางโดยอาศัยความสัมพันธเชิงเสนของขอมูลเดิม แลวนําความสัมพันธ

จากขอมูลมาสราง PC (Osborne et al., 1993a) เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA พบวาขาวโพด

บดปกติและขาวโพดบดท่ีถูกผสมดวยขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราในแตละอัตราสวนสามารถ

แยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจนดวย PC2 และ PC1 (ภาพ 4.24) โดยระดับ 5% เปนระดับตํ่าสุดท่ี

สามารถแยกความแตกตางได สอดคลองกับอนุพันธ (2552) กลาววา เม่ือพิจารณาจากคาน้ําหนัก

ปจจัยโดยทิศทางของความสัมพันธข้ึนกับเคร่ืองหมายของคาน้ําหนัก โดยถามีเคร่ืองหมายบวก

แสดงวามีความสัมพันธในทิศทางเดียวกัน และถามีเคร่ืองหมายลบแสดงวามีความสัมพันธในทิศ

ทางตรงขามกันและคาคะแนนปจจัยโดยตัวอยางท่ีมีคาคะแนนใกลเคียงกันในแกน PC เดียวกันจะมี

ความคลายกัน ในทางกลับกันตัวอยางท่ีมีคาคะแนนแตกตางกันมากจะมีคาของตัวแปรเดิมแตกตาง

กันดวย  

ดังนั้นเทคนิค VIS/NIR spectroscopy สามารถตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา A. flavus 

ในเมล็ดขาวโพดบดไดโดยสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR ทํานายปริมาณการผสม

เมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup แปลง

ขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาว

คล่ืน 1110-2488 นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ  0.97 , 1.52 %, 1.64 
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% , 0.10 % และ 4.21 ตามลําดับเมล็ดขาวโพดบดปกติกับเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี

ปนเปอนดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแตระดับ

การผสมดวยเมล็ดบดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5 % ข้ึนไป 
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ภาพ 4.21 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสม
ดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 
นาโนเมตรวัดดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 
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    ภาพ 4.22 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดที่ผสมดวย
เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ดวยอนุพันธอันดับท่ีสอง               
(2nd derivative) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม spinning module 
with standard cup 
 

 

 

ตาราง 4.4 คาทางสถิติท่ีไดจากการสรางสมการทํานายการผสมของขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเช้ือ
ราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยน้ําหนกั ดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 
 
  Pre-treatment          Wavelength region (nm)           F         R        SEC     SEP     Bias     RPD 
 2nd Derivative 5                  1110-2488                      3      0.97      1.52      1.64    0.10     4.21 

 MSC + 2nd Derivative 5       1110-2488                  1      0.94      2.24      1.92    0.24     3.50 

 MSC + 2nd Derivative 5       1700-2488                  4      0.97      1.46      1.69    0.29     3.95 

MSC: multiplicative scatter correction, 2nd derivative 5: second derivative, F: latent variables or 
number of factors used in the calibration equation, R: multiple correlation coefficients, SEC: 
standard error of calibration, SEP: standard error of prediction, Bias: average of difference 
between actual value and NIR value, RPD: ratio of standard derivation of reflectance data in 
validation set to SEP  
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ภาพ 4.23 สัมประสิทธ์ิการถดถอยของสมการเทียบมาตรฐาน ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติบดดวยเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรา

ท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 4.24 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติบด (control) และขาวโพดบดท่ี
ปนเปอนดวย เช้ือรา A. flavus ท่ี 5 % โดยน้ําหนักดวยชุดอุปกรณเสริม spinning module with 
standard cup 
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4.5 การตรวจการเขาทําลายของเชื้อรา A. flavus ขาวโพดระหวางการเก็บรักษา 
 
4.5.1 การตรวจการเขาทําลายของเชื้อราดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test 
Kit) 

จากตาราง 4.6 พบวาปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซินของขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูก
สปอรเช้ือรา A. flavus ของการเก็บรักษาไวในสภาพอุณหภูมิหองของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 ไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระยะเวลาในการเก็บรักษาและอัตราสวนการผสมเมล็ด
ขาวโพดไมมีผลตอปริมาณ สารพิษอะฟลาทอกซิน ท้ังนี้เปนผลมาจากความช้ืนของเมล็ดขาวโพด 
โดยความช้ืนฐานเปยกของเมล็ดสําหรับชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus ในเดือนท่ี 0, 
1, 2 และ 3 เทากับ 14.21 %,13.92 %, 9.56 %, 9.30 % และ 13.24 %, 12.95 %, 10.43 %, 9.80 % 
ตามลําดับ จะเห็นไดอยางชัดเจนวาความช้ืนหลังจากเก็บรักษาเมล็ดท่ีระยะเร่ิมตน มีแนวโนมลดลง
และเปนความช้ืนท่ีไมเหมาะสมตอการผลิตสารอะฟลาทอกซินโดย Diener and Davis (1970); 
Rambo et al. (1975) รายงานวาระดับความชื้นท่ีเหมาะสมสําหรับการสรางสารพิษอะฟลาทอกซิน
ในขาวโพดคือ 25% นอกจากนี้ กรมวิชาการเกษตร (2535) กลาววา การปนเปอนของ           
สารอะฟลาทอกซินในโรงเก็บหรือขณะเก็บรักษาไมไดมีความสัมพันธกับระยะเวลาการเก็บรักษา
เพียงอยางเดียว แตยังเกี่ยวของกับความช้ืนเร่ิมตน ดังนั้นผลการตรวจการเขาทําลายของเช้ือราดวย
ชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test Kit) ของขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูก
สปอรเช้ือรา A. flavus ของการเก็บรักษาไวในสภาพอุณหภูมิหองของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 ไม
แตกตางกัน แตอยางไรก็ตามจะเห็นวา ปริมาณอะฟลาทอกซินของขาวโพดในชุดปลูกเช้ือมี
แนวโนมเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน 

ตาราง 4.5 ความช้ืนฐานเปยกในเมล็ดขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus ใน
ระหวางการเก็บรักษา 

ความช้ืนฐานเปยก (%) 
 ระยะเวลา (เดอืน)        ชุดควบคุม                      ชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus  
 0                                         14.21                                                   13.24             
 1                                         13.92                                                   12.95             
 2                                           9.56                                                   10.43             
 3                                           9.30                                                     9.80             
 คาเฉล่ีย                               11.74                                                   11.60            
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ตาราง 4.6 ปริมาณอะฟลาทอกซินในเมล็ดขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus 
ตรวจดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test Kit)  

ปริมาณอะฟลาทอกซิน 
 ระยะเวลา (เดอืน)        ชุดควบคุม (ppb.)                   ชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus (ppb.)   
 0                                         11.19                                                   4.92                                 
 1                                         11.14                                                   5.24                                 
 2                                         12.94                                                  10.39                                
 3                                         10.48                                                  11.94                                
 คาเฉล่ีย                               11.43                                                    8.12                                
                                            F-test                                                  

 เดือน                                      ns                                                          
กรรมวิธี                                  ns                                                          
เดือน × กรรมวิธี                     ns                                                          

 
 
4.5.2 ตรวจสอบการเกิดเชื้อรา (fungi infect) 

จากการตรวจสอบเปอรเซ็นตการปนเปอนของเช้ือราดังแสดงในตาราง 4.7 พบวา อายกุาร
เก็บรักษามีผลตอการปนเปอนของเชื้อราอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยยิ่งเก็บรักษาเมล็ดขาวโพดไว
นานข้ึนจนถึงระยะเวลา 3 เดือน ของชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus มีเปอรเซ็นตการ
ปนเปอนท่ีเพิม่ข้ึนในชุดควบคุมมีเปอรเซ็นตการปนเปอน 55.75 %, 58 %, 87.25 % และ 99.75 % 
ตามลําดับโดยเฉพาะในชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus พบเปอรเซ็นตการปนเปอน 100 % ตั้งแตการ
เก็บรักษาเมล็ดขาวโพดต้ังแตเดือนท่ี 1 สอดคลองกับ สมบัติ (2535) รายงานวา ระยะเวลาการเก็บ
รักษามีผลตอการปนเปอนของเช้ือรา ดังนัน้ ระยะเวลาการเก็บรักษามีผลตอการปนเปอนของเช้ือรา  
A. flavus 
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ตาราง 4.7 เปอรเซ็นตการปนเปอนของเช้ือราในเมล็ดขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา 
A. flavus 
 
เดือน                             ชุดควบคุม (%)                                   ชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus (%)       
     0                                     55.75Db                                                           99.75Aa                               
     1                                     58Cb                                                              100 Aa                                    
     2                                     87.25Bb                                                        100 Aa                                     
     3                                     99.75Aa                                                        100 Aa                                     
คาเฉล่ีย                                75.18                                                           99.93                                     
                                          F-test                                                            LSD 
เดือน                                  ***                                                                0.025 
กรรมวิธี                             ***                                                                0.018 
เดือน × กรรมวิธี                ***                                                                0.036 

หมายเหตุ: *** แทนความแตกตางทางสถิติ (p < 0.01)  
                  อักษรพิมพใหญ, เล็ก แทนความแตกตางภายในคอลัมนและแถวตามลําดบั 
 
4.6 การวิเคราะหขอมูลและการสรางสมการ 
 สรางสมการโดยหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมและปริมาณสารพิษ                
อะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหไดจากวิธีเคมีของตัวอยางขาวโพดท่ีเก็บรักษาในระยะเวลา 3 เดือน       
ของตัวอยางท้ัง 2 กรรมวิธีโดยไมบดและบด เดือนละ 30 ตัวอยางดังนั้นตัวอยางท่ีใชสรางสมการ
ท้ังหมด 120 ตัวอยางโดยการสรางสมการถดถอยเชิงเสนดวยเทคนิค PLSR หาความสัมพันธ
ระหวางขอมูลสเปกตรัมกับปริมาณอะฟลาทอกซิน ดวยโปรแกรม The unscrambler ® และทดสอบ
สมการโดยใชวิธี test set โดยแบงตัวอยางออกเปน 2 กลุม คือ กลุมสรางสมการทํานาย และกลุม
ทดสอบสมการ มีจํานวนตัวอยางท่ีใชในการสรางและทดสอบสมการทํานายปริมาณสารพิษ        
อะฟลาทอกซิน แลวแปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตร และเลือกชวงความยาวคล่ืน
ท่ีสัมพันธกับปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหได โดยพิจารณาคาสถิติท่ีวิเคราะหไดจาก
การสรางสมการถดถอยเชิงเสนของตัวอยางในกลุมสรางสมการและกลุมทดสอบสมการ พบวา 
สมการการเขาทําลายของเช้ือรา  A. flavus ชุดตัวอยางขาวโพดไมบด โดยเลือกเฉพาะชวง           
ความยาวคล่ืน คือ 1100-2500 นาโนเมตร แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี MSC รวมกับ 1st derivative 
10 (10 nm averaging for left and right side)   
 สมการท่ีใหผลดีท่ีสุดสําหรับใชในการทํานายคือความยาวคล่ืน 1350-2478 นาโนเมตร โดย
ใหคา RPD สูงท่ีสุดคือ 0.28 คา R เทากับ 0.30 มีคา SEC เทากับ 13.98 % และคา SEP มีคาเทากับ 
14.78 %  
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เม่ือพิจารณาชุดตัวอยางของขาวโพดบดโดยเลือกตัดชวงความยาวคล่ืนเฉพาะชวงคล่ืนยาว 
คือต้ังแตชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตรพบวา ไดสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูลสมการทาง
คณิตศาสตรท่ีดีท่ีสุด 1 สมการคือ วิธี MSC รวมกับ 1st derivative 10 (10 nm averaging for left and 
right side) ดังนั้นจึงเลือกเปนสมการสําหรับใชในการทํานายท่ีชวงความยาวคล่ืน 1150-2478         
นาโนเมตร โดยใหคา RPD สูงท่ีสุดคือ 0.40 คา R เทากับ 0.44 มีคา SEC เทากับ 13.04 % และคา 
SEP มีคาเทากับ 15.86 %  

จากเกณฑการพิจารณาคา RPD และคา R ของ Williams (2007) รายงานวา คา RPD ตั้งแต
ระดับ 0.0 - 2.3 และคา R นอยกวาหรือเทากับ 0.5 ไมควรนํามาใชในการทํานาย เม่ือนําขอมูลของ
ปริมาณอะฟลาทอกซินของขาวโพดกรรมวิธีท่ี 1 และ 2 ของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 มาสรางแผนภูมิ
ฮิสโตแกรม (ภาพ 4.25 และ 4.26) เพื่อดูการกระจายตัวของขอมูลพบวาการกระจายตัวของคาทาง
เคมีปริมาณอะฟลาทอกซิน ของขาวโพดทั้งสองกรรมวิธีพบวามีการกระจายตัวท่ีไมสมํ่าเสมอกัน 
ดังนั้นจึงไมสามารถทํานายปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซินได นอกจากนี้ยังไมสามารถทดสอบ
สมการท่ีสรางข้ึนดวยขาวโพดจากแหลงอ่ืนได เพราะไมสามารถเปรียบเทียบคา SEP ท่ีไดจากกลุม
ตัวอยางการทดสอบสมการท่ีสรางข้ึน (validation sample set) และกลุมตัวอยาง unknown ท่ีใช
ทดสอบสมการท่ีสรางข้ึน (validation unknown sample set)ได             
  ดังนั้นการสรางสมการโดยหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมและปริมาณ
สารพิษอะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหไดจากวิธีเคมีของตัวอยางขาวโพดท่ีเก็บรักษาไว 3 เดือนโดยมี
ตัวอยางไมบดและบด แปลงขอมูลสเปกตรัมของตัวอยางไมบดและบด ดวยวิธี วิธี MSC รวมกับ 1st 
derivative 10 (10 nm averaging for left and right side) สําหรับตัวอยางไมบดท่ีชวงความยาวคล่ืน 
1350-2478 นาโนเมตร พบวา มีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.30, 13.98 %, 14.88 %, 
0.91 % และ 0.28 ตามลําดับ สําหรับตัวอยางบดท่ีชวงความยาวคล่ืน 1150-2488 นาโนเมตร พบวามี
คา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.44, 13.04 %, 15.86 %, -0.70 % และ 0.40 ตามลําดับ 
นอกจากนี้ยังพบวาคา RPD และ คา R ของสมการปริมาณอะฟลาทอกซินของขาวโพดกรรมวิธีท่ี 1 
และ 2 ของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 อยูในระดับตํ่า ไมสามารถทํานายปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซิน
ได รวมท้ังไมสามารถทดสอบสมการท่ีสรางข้ึนดวยขาวโพดจากแหลงอ่ืนได 
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ภาพ 4.25 แผนภูมิฮิสโตแกรมการกระจายตัวของคาทางเคมีปริมาณอะฟลาทอกซินในขาวโพดท่ี
ไมไดรับการปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus (ชุดควบคุม) เดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 
 
 
 

 
ภาพ 4.26 แผนภูมิฮิสโตแกรมการกระจายตัวของคาทางเคมีปริมาณอะฟลาทอกซินในขาวโพดท่ี
ไดรับการปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus เดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 


