
บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณ 

4.1 การศึกษาการเจริญของเชื้อราดวยเทคนิคทาง Microbiology 

 จากการศึกษาหาเชื้อท่ีติดมากับเมล็ด โดยใชวิธี agar method และ blotter method (ภาพ 4.1) 

พบวาวิธี agar method มีการเจริญของเช้ือรามากกวาวิธี blotter method เนื่องจากวิธี agar method ใช

สูตรอาหาร potato dextrose ager (PDA) เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรา สอดคลองกับปจฉิมา 

(2533) กลาววา PDA เหมาะสมสําหรับการเล้ียงเช้ือราและแบคทีเรียบางชนิด ดังนั้นจึงเลือกวิธี

ดังกลาว มาใชในการแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิเพ่ือจะนํามาศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus 

และ A. niger  (ภาพ 4.2) 

 จากการศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus และ A. niger ภายใตกลอง 

stereomicroscope and accessories (ภาพ 4.3) จากวิธีการนําเสนใยของเช้ือรา A. flavus และ A. niger 

มาแตะเปน 4 จุดในแตละ plate กับวิธี slide culture  พบวาลักษณะการเจริญของเช้ือรา A. flavus 

และ A. niger สามารถสังเกตเห็นลักษณะการเจริญของโคโลนีเช้ือราไดชัดเจน ตั้งแตเสนใยเร่ิมมี

การเจริญจากจุดกําเนิด ไปจนถึงการแผขยายของโคโลนีและการสรางสปอรท่ีเพิ่มจํานวนมากข้ึน 

สอดคลองกับ ชนิดา (2536); Raper and funnel (1965) ;  Klich (2002a) ไดศึกษาลักษณะการเจริญ

ของเช้ือรา A. flavus บนอาหาร PDA พบวา ในวันแรกเช้ือราจะสรางเสนใยสีขาว เม่ือเร่ิมเขาวันท่ี 2 

จะสรางสปอรและเจริญเต็มจานเล้ียงเช้ือเม่ืออายุได 7 วัน โดยเช้ือราสรางโคโลนีสีเขียวแกมเหลือง 

เปนสีของ conidial head ท่ีเจริญจากเสนใย (hyphae) ท่ีไมมีสีหรือสีเหลืองออน (hyaline หรือ 

subhyaline) และมีผนังกั้น (septum hyphae) บางไอโซเลท (isolate) เม่ือเช้ือเจริญเต็มท่ีแลวสามารถ

สรางกลุมของเสนใยท่ีอัดกันแนนเปนลักษณะกลม (sclerotium) กระจัดกระจายอยูบนผิวอาหาร

ท่ัวไป มีสีน้ําตาลดํา โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 400-700 μm  เชื้อท้ังสองชนิดเมื่ออายุ 7-14 วัน 

จะสามารถสังเกตเห็นลักษณะดังนี้ เช้ือรา  A. flavus  ลักษณะของโคโลนีจะมีสีเขียวเขมตรงกลาง 

ถัดมาจะมีสีเขียวท่ีออนลง และถัดมามีสีขาวซ่ึงเปนสีของเสนใย นอกจากนั้นบริเวณผิวหนาโคโลนี

มีไอน้ําอยูเปนจํานวนมาก และยังพบการสราง sclerotium มีลักษณะเปนกอนสีน้ําตาล ไปจนถึง     

สีดํา ขนาดเล็ก รูปรางเกือบกลมในบริเวณของโคโลนี ซ่ึงสอดคลองกับ อุดมและธรรมศักดิ์ ( 2528); 
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สมบัติ (2535) รายงานวาโคโลนีของ เช้ือรา A. flavus มีสีเขียวปนเหลืองโดยบริเวณกลางโคโลนีจะ

มีสีเขมท่ีสุด ถัดออกไปสีจะจางลง เม่ือหางจากจุดศูนยกลาง ท้ังนี้เนื่องจาก บริเวณดังกลาวมี 

conidial head มีสีเขียวปนเหลืองข้ึนอยูอยางหนาแนนและอายุแกกวา เสนใยของเช้ือราเจริญอยูใน

อาหารอยางบางๆ และบริเวณสวนกลางของโคโลนีมีเม็ด sclerotium สีน้ําตาลเขมเกือบดํา       

รูปรางกลม กระจัดกระจายอยูท่ัวไป โคโลนีของเช้ือราใตอาหาร  เล้ียงเช้ือมีสีขาวครีมหรือ       

เหลืองออน  เชนเดียวกันกับ Wicklow (1983) รายงานวา เช้ือรา A. flavus สามารถผลิต sclerotium 

เม่ืออยูในสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสมโดยจะงอกภายใน 48-72 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25, 28 และ 37 °C 

สวนเชื้อรา A. niger  ลักษณะของโคโลนีจะมีสีดําเขมตรงกลาง ถัดมาจะมีสีเทา และถัดมามีสีขาวซ่ึง

เปนสีของเสนใยไมปรากฏการสราง sclerotium เหมือนในเช้ือรา A. flavus  นอกจากนั้นบริเวณ

ผิวหนาโคโลนีจะคอนขางแหงกวาเช้ือรา A. flavus   ซ่ึง Raper and Fennel (1965) รายงานวา ได

จําแนก genus Aspergillus เปนกลุมตามลักษณะสีของสปอรโดย  A. niger  จะมีสีน้ําตาลเขมจนถึง

ดํา De Hoog and Guarro (1995) รายงานวา กลุมโคโลนีใตอาหารเล้ียงเช้ือของ A. niger  มีลักษณะ

จับตัวกันอยางหนาแนนสีขาวหรือเหลืองและบริเวณสวนบนมีสีน้ําตาลเขมถึงดํา สวนของกระเปาะ

(conidial heads) มีขนาดใหญมีสองช้ันเรียงตัวตอเนื่องกันมีสีน้ําตาล โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลาง  

3 มิลลิเมตร × 15-20 μm รูปทรงกลมสีน้ําตาลดําแผออกจากจุดศูนยกลางตามลักษณะการเจริญของ

เช้ือราและอายุ กานชูสปอร (conidiophores) ลักษณะคลายผนังไมมีสีท่ีเรียงตัวกัน เวสสิเคิล 

(vesicle) มีสีดํา  สปอร (conidia) มีลักษณะกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 3.5-5.0 μm มีสีน้ําตาลถึง

ดํา มองจากดานบนจะมีผิวหนาขรุขระ  

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

สามารถสังเกตเห็นโครงสรางของท้ังสองสายพันธุไดชัดเจนข้ึน ตั้งแตวันท่ี 1 เช้ือท้ังสองชนิดเจริญ

ในลักษณะการเพิ่มความยาว บริเวณปลายของกานชูสปอรโปงออก และมีรูปรางคอนขางกลม และ

ในวันท่ี 2 พบวาปลายของกานชูสปอรของเช้ือราท้ังสองสายพันธุเร่ิมมีสีตามลักษณะเฉพาะของแต

ละเช้ือ โดยเช้ือ A. flavus เริ่มมีสีเขียวออนและเช้ือ A. niger เร่ิมมีสีดํา และเม่ือระยะเวลาผานไป

ปลายกระเปาะเร่ิมบานออก และมีการยืดยาวออก สวนสีและขนาดของกานชูสปอรของเช้ือราทั้ง

สองสายพันธุแตกตางกันอยางชัดเจนโดยเช้ือ A. flavus จะมีสีท่ีขาวขุนสวนเช้ือ A. niger มีสีใส และ

ขนาดกานชูสปอรของเช้ือ A. flavus  จะมีขนาดใหญกวาของเช้ือ  A. niger  เสนใยของเช้ือท้ังสอง
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สายพันธุมีการเจริญยืดยาวออกพรอมๆ กับการสรางสปอรข้ึนใหมบนเสนใย แตสปอรท่ีสรางบน

เสนใยใหมนี้จะมีขนาดของกระเปาะท่ีเล็กลง นอกจากนั้นเช้ือ A. flavus มีการยืดตอของสปอรเปน

ลูกโซซ่ึงลักษณะแบบนี้ไมพบในเช้ือ A. niger    

 เช้ือ A. flavus เขาทําลายเมล็ดขาวโพดโดยเร่ิมจากสวนของ tip cap และบนผิว

เมล็ด รวมท้ังในสวนของเมล็ดท่ีจะเจริญไปเปนตนออน (germ) และเร่ิมสรางเสนใยแผขยายปกคลุม

จนท่ัวท้ังเมล็ด พรอมกับการสรางสปอร โดยใชระยะเวลา 7 วันซ่ึงจะสงผลใหเมล็ดท่ีสามารถงอก

ไดมีการเจริญท่ีผิดปกติ สอดคลองกับ ชนิดาและคณะ (2536) รายงานวาหลังจาก conidium สัมผัส

กับผิวของเมล็ดขาวโพด ตอจากนั้นเช้ือราก็จะเจริญและพัฒนาสราง conidial head ท้ังท่ีบนผิวเมล็ด

และบริเวณ tip cap และเจริญหนาแนนมากหลังจาก 36 ช่ัวโมง แตในสวน germ และ endosperm 

พบเช้ือราเพียงเล็กนอย เช้ือราเขาทําลายในสวนของ tip cap และ pericarp ไดมากท่ีสุด รองลงมาคือ

สวนของ germ, floury endosperm และ horny endosperm เชนเดียวกันกับ Tsurata et al. (1981) 

รายงานวา บริเวณ tip cap ของเมล็ด เปนบริเวณสําคัญท่ีเปนทางเขาสูเมล็ดของเช้ือรา โดยศึกษาการ

เจริญของเช้ือรา 5 ชนิด ในเมล็ดขาวโพดภายหลังการเก็บเกี่ยว สองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด พบวา เช้ือราท้ังหมดจะเจริญบนผิวของเมล็ดท่ีบริเวณตรงกลางของ germ และ tip 

cap ในสวนของ germ พบเสนใยตรงกลางของ germ เสนใยสวนมากจะเจริญปกคลุม germ อยูแค   

ท่ีผิว มีสวนนอยท่ีเจริญบนผิว แลวแทงผานช้ัน pericarp เขาไป บริเวณ tip cap ซ่ึงเปนบริเวณท่ีอยู

ติดกับซัง ประกอบดวยโครงสราง sponge like structure โครงสรางดังกลาวไมพบ cuticle พบวาการ

เจริญของเช้ือ A. flavus และเช้ืออ่ืนอีก 3 ชนิด เสนใยสามารถเจริญผานเขาไปในเมล็ดและ

แพรกระจายจาก tip cap ผาน germ ไปยัง endosperm ได และพบวาเช้ือรา A. flavus สวนใหญจะ

เจริญอยูท่ี germ (68 %) รองลงมาท่ี tip cap (50 %) และนอยท่ีสุดท่ี 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) ของเมล็ดขาวโพด บนอาหาร PDA และ ลักษณะปรากฏ

ของ A. flavus (3) และ A. niger (4) ของเมล็ดขาวโพดบนกระดาษเพาะ 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4.2 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. flavus (1) และ A. niger (2) บนอาหาร PDA     

 

 

 

 

1 2 



87 
 

2 

1 2 

1 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4.3 การเจริญของเช้ือ A. flavus (1) และ A. niger (2)  ภายใตกลอง stereomicroscope and 

accessories  

                                        

 

 

 

 

 

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

 

  

 

 

 

 

ภาพ 4.5 การเจริญของเช้ือรา A. flavus บนเมล็ดขาวโพด (1) การเขาทําลายของเช้ือราโดยเร่ิมจาก

บริเวณ tip cap (2) ลักษณะเมล็ดท่ีเร่ิมมีการเขาทําลายของเช้ือราโดยปรากฏเสนใยปกคลุมผิวเมล็ด 

และ (3) เมล็ดท่ีถูกเช้ือเขาทําลายเต็มเมล็ด  

 

1 2 3 
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4.2 ศึกษาสเปกตรัมท่ีวัดไดจากเชื้อรา A. flavus  ตอชวงคล่ืน VIS/NIR spectroscopy 

สเปกตรัมของเชื้อราสองชนิด คือ A. flavus และ A. niger เม่ือวัดดวยเคร่ือง 

NIRSystem6500 โดยวัดการสะทอนกลับของแสง ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 นาโนเมตร และ 

1100-2500 นาโนเมตร พบวา สเปกตรัมของเช้ือราท้ังสองชนิดมีลักษณะคลายคลึงกัน แตแยกออก

จากกันอยางชัดเจนในทุกชวงความยาวคล่ืน (ภาพ 4.6) โดยในชวงความยาวคล่ืน 400 – 700           

นาโนเมตร หรือชวงคล่ืน visible เช้ือ A. niger มีคาการดูดกลืนแสงมากกวาเช้ือ A. flavus ซ่ึงเปน

อิทธิผลของสีของเสนใยและสปอรเช้ือรา ซ่ึงเช้ือ A. niger มีเสนใยสีดําจะสามารถดูดกลืนแสง

ในชวง visible ไดดีกวาสีเขียวของเช้ือ A. flavus ซ่ึง Delwiche and Hareland (2004) รายงานวา ชวง

ความยาวคล่ืนท่ี 480-600 นาโนเมตร เกี่ยวของกับสีท่ีเปล่ียนแปลงของเช้ือราเม่ืออยูในเมล็ด       

สวนในชวงความยาวคล่ืน 1100– 2500 นาโนเมตร (ภาพ 4.6 และ ภาพ 4.7) พบวาเช้ือ A. flavus มีคา    

การดูดกลืนแสงสูงกวาเช้ือ A. niger ท้ังชวงความยาวคล่ืน สวนหน่ึงเปนอิทธิพลของความช้ืนของ

เช้ือท้ังสองชนิดท่ีตางกัน โดยเช้ือ  A. flavus มีองคประกอบของน้ําท่ีมากกวาเช้ือ A. niger ซ่ึงขอมูล

สเปกตรัมพบพีกน้ําท่ีชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1938 นาโนเมตร สอดคลองกับ William and Norris 

(2001) รายงานวาพบ พีกน้ําชัดเจนท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 1940 นาโนเมตร นอกจากนี้พีกท่ีความยาว

คล่ืน 1434 นาโนเมตร ยังสัมพันธกับการดูดกลืนแสงของโมเลกุลของกลูโคสซ่ึงประกอบดวย

พันธะ O-H โดยเปนองคประกอบหน่ึงของเสนใยเช้ือรา (Berardo et al., 2005) และยังพบวาพีกท่ี

ความยาวคล่ืน 2340 นาโนเมตร คือพีกของพันธะ C-N เปนสวนประกอบของ  เอไมด และ           

กลูโคซามีนซ่ึงเปนสวนประกอบหน่ึงของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา (Roberts et al., 1987; Berardo et 

al., 2005) เม่ือพิจารณาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1200 นาโนเมตร ของเช้ือราท้ังสองชนิด

จะเห็นวามีความแตกตางกัน ซ่ึงคาดวาเปนผลจากโครงสรางของผนังเซลลของเช้ือรารวมท้ัง        

กรดอะมิโน ท่ีเปนสวนประกอบของผนังเซลลเช้ือรา โดย Delwiche and Hareland (2004) รายงาน

วาชวงความยาวคล่ืนท่ี 870-1200 นาโนเมตร เปนชวงท่ีสัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปน

พวกกรดอะมิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ท่ีเปนสวนประกอบผนังเซลล

ของเช้ือรา เม่ือนําขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหดวยเทคนิค principle component analysis (PCA) ซ่ึง

สามารถลดจํานวนตัวแปรอิสระหรือตัวแปรที่ไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวย VIS/NIR 

spectroscopy ดวยการแบงกลุมตัวแปรอิสระเดิมท่ีมีความสัมพันธกันเพื่อสรางตัวแปรใหมหรือ
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องคประกอบท่ีเรียกวา principal combination (PC) โดยใชขอมูลท้ังสเปกตรัม (full spectrum) 

พบวาสเปกตรัมของเช้ือ A. flavus และ A. niger สามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจนดวย PC1 

และ PC2 (ภาพ 4.8) ดังน้ัน การนําเทคนิค VIS/NIR spectroscopy มาใชในการจําแนกความแตกตาง

ระหวางเช้ือรา A. flavus และ A. niger ท่ีแยกไดจากเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวพบวา เสนสเปกตรัมของ

เช้ือราท้ังสองชนิดมีความแตกตางกันและสามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจนเมื่อวิเคราะหดวย

เทคนิค PCA 
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ภาพ 4.6 สเปกตรัมของเช้ือรา A. flavus และเชื้อรา A. niger ในชวงความยาวคล่ืน 400-1100 nm  
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ภาพ 4.7 สเปกตรัมของเช้ือรา A. flavus และเช้ือรา A. niger ในชวงความยาวคล่ืน 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 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

4.3.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

ดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell 

จากการวิเคราะหขอมูลสเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวท่ีถูกเช้ือ A. flavus ปนเปอนท่ี

ระดับตางๆ (ภาพ 4.9) พบวา ในชวงความยาวคล่ืน 400-700 นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน visible 

สเปกตรัมของเมล็ดปกติท่ีผสมกับเมล็ดท่ีปนเปอนเช้ือรา A. flavus ท่ีระดับ 15 และ 20 % ตามลําดับ

มีคาการดูดกลืนแสงท่ีต่ํากวาเมล็ดขาวโพดปกติโดย เมล็ดขาวโพดท่ีเร่ิมมีการปนเปอนของเช้ือรา 

เมล็ดจะมีสีจางลงจากเมล็ดปกติ  ซ่ึง สมบัติ (2535) กลาววา เช้ือรา A. flavus สามารถทําใหเกิดการ

เปล่ียนสีของเมล็ดไดเม่ือเขาทําลายเมล็ด ดังนั้นเมล็ดขาวโพดท่ีมีระดับการผสมท่ีเพิ่มข้ึน ทําใหมีคา

การดูดกลืนแสงท่ีลดลง ซ่ึงสอดคลองกับ Wang et al. (2004) รายงานวา คาการดูดกลืนแสงของสี

เมล็ดถ่ัวเหลืองปกติเปรียบเทียบสีของเมล็ดท่ีเปล่ียนแปลงไปท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ 4 ชนิด

มีคาแตกตางกันตามสีของเยื่อหุมเมล็ดและชนิดของเชื้อท่ีเขาทําลาย โดยพบวาเมล็ดท่ีถูกเขาทําลาย

ดวยเชื้อ Phomopsis และ Personospora manshurca Syd (Downy mildew) มีสีขาวเทา และสีขาวจะ

มีคาการดูดกลืนแสงตํ่ากวา เมล็ดปกติ, สวนเมล็ดท่ีถูกเขาทําลายดวยเชื้อ Cercospora kikuchii และ 

soybean mosaic virus (SMV) เยื่อหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง, มวงจนถึงดําและสีดํา สวนในชวงความยาว

คล่ืน 700-1100  และ 1100-2500 นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน near infrared พบพีกน้ําชัดเจนท่ีความยาว

คล่ืน 1460 และ1940 นาโนเมตร ตามลําดับ โดย Iwamoto et al. (1995) พบวา น้ํามีการดูดกลืนคล่ืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 1440 นาโนเมตร ในหมูฟงกชัน O-H ของน้ํา Shenk et al. (2001) รายงาน 

ตําแหนงพีกในสเปกตรัม NIR ของผลิตผลทางการเกษตรพบพีกน้ํา (ความช้ืน) ชัดเจนท่ีความยาว

คล่ืน 1940 นาโนเมตร และเม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีการเขาทําลายของ    

เช้ือราท่ีระดับตางๆ พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1460 และ 1940 นาโนเมตร มีคา

เพิ่มข้ึนเม่ือระดับการผสมของเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราเพิ่มข้ึน ซ่ึงเปนผลจากระดับความชื้นท่ี

เพิ่มข้ึน เนื่องจากน้ําดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี สงผลใหเกิดการซอนทับกัน (overlapping) กับพีก

ของโมเลกุลขององคประกอบอ่ืนจึงทําใหไมพบพีกขององคประกอบทางเคมีชนิดอื่นในสเปกตรัม

ดั้งเดิม (original spectrum) ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับท่ีสอง (second 

derivative) ทําใหพบพีกอ่ืนๆ ไดชัดเจนข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 1914 และ 
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2340 นาโนเมตร (ภาพ 4.10)  โดยท่ีความยาวคล่ืน 1162 และ 1200 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ    

N-H สวนใหญจะเปนหมูกรดอะมิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ท่ีเปน

สวนประกอบในผนังเซลลของเช้ือรา (Fernández-lbañez et al., 2009) ท่ีความยาวคล่ืน 1420 นาโน

เมตรสัมพันธกับพันธะ O-H ท่ีพบในโมเลกุลของกลูโคสโดยเปนสวนหนึ่งของเสนใยเช้ือรา 

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

พบในโมเลกุลของโปรตีน ท่ีความยาวคล่ืน 1914 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะO-H ซ่ึงพบใน

โมเลกุลของน้ํา (Osborn et al., 1993) และท่ีความยาวคล่ืน 2340 นาโนเมตร สัมพันธกับพันธะ C-N 

โดยเปนองคประกอบของเอไมด และกลูโคซามีนซ่ึงเปนสวนประกอบหน่ึงของไคตินท่ีพบไดใน

เช้ือรา (Roberts et al., 1987; Berardo et al., 2005) เม่ือระดับการผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอน

ดวยเช้ือราเพิ่มข้ึน สงผลใหคาการดูดกลืนแสงมีคาเพิ่มข้ึน ท้ังนี้เปนผลจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ

สวนประกอบของเช้ือรา  

เม่ือนําตัวอยางเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรามาผสมกับเมล็ดขาวโพดปกติ ใน

อัตราสวน 5, 10, 15 และ 20 % โดยนํ้าหนักตามลําดับและชุดควบคุม สรางสมการเทียบมาตรฐาน

ดวยเทคนิค PLSR เพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา พบวา สเปกตรัม

ท่ีแปลงขอมูลโดยใชวิธี smooting 10 (10 nm averaging for left and right side) รวมกับ                   

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

ใหความแมนยําของสมการทํานายดีกวาการแปลงสเปกตรัมดวยวิธี smooting 5 (5 nm averaging for 

left and right side) รวมกับ 1st derivative 10 (10 nm averaging for left and right side)  ท่ีชวง     

ความยาวคล่ืน 1130-2468 นาโนเมตร โดยใหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation coefficient, 

R) สูงเทากับ 0.94 และ 0.93 ตามลําดับ มีคาความคลาดเคล่ือนจากการประเมิน (standard error of 

calibration, SEC) เทากับ 2.29 % และ 2.54 % ตามลําดับ และคาความคลาดเคล่ือนจากการทํานาย 

(standard error of prediction, SEP) มีคาเทากับ 2.74 % และ 2.51 % ตามลําดับ ซ่ึงคาอัตราสวนของ

คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของกลุม validation set ตอคา SEP (ratio of standard deviation of reference 

data in validation set to SEP, RPD) ในชวงความยาวคล่ืน 1130-2468 นาโนเมตรมีคาท่ีสูงกวาคือ 

2.68  ดังนั้นจึงเลือกสมการท่ีแปลงขอมูลดวยวิธี smooting 10 (10 nm averaging for left and right 
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side) รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ในชวงความยาวคล่ืน 1130-

2468 นาโนเมตร (ตาราง 4.1)    

เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficient) (ภาพ 4.11) ของสมการ

ทํานายการผสมของขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราตามอัตราสวนตางๆ ซ่ึงแปลงขอมูลดวยวิธี 

smooting 10 (10 nm averaging for left and right side) รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for 

left and right side) พบวาท่ีความยาวคล่ืน 1900 นาโนเมตร สัมพันธกับกลุมของ CH ซ่ึงเปนสวน

หนึ่งของกลุม CH2 กับกลุมของ  –CH=CH3 ของเบนซีน และกลุม OH  โดยเกี่ยวของกับการเขา

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

กับกลูโคซามีนซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา ประกอบดวยพันธะ C-N 

สอดคลองกับ Robert et al. (1987; 1991) รายงานวาพบ พีกกลูโคซามีนท่ีความยาวคลื่น 2356        

นาโนเมตร จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากการแปลงขอมูลดวย

สเปกตรัมทางคณิตศาสตร และเม่ือระดับการผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราเพ่ิมข้ึน 

สงผลใหคาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมข้ึน ท้ังนี้เปนผลจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณสวนประกอบของ

เช้ือรา  
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ภาพ 4.9 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ด
ท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร
วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell  

-0.0008

-0.0006

-0.0004

-0.0002

0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500

Wavelength (nm)

D
2
 L

o
g

 (1
/R

)

control mix 5% mix 10% mix 15% mix 20%

 
    ภาพ 4.10 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี
ปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยน้ําหนัก ดวยอนุพันธอันดับท่ีสอง (2nd derivative) 
ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse 
sample cell 
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ตาราง 4.1 ผลของสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR สําหรับทํานายการผสมของขาวโพด
ท่ีผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราที่ 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดสเปกตรัมดวย
อุปกรณเสริม 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 ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติดวยเมล็ดขาวโพดที่ผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 

10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนกั วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell 
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เม่ือนําขอมูลสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูลดวยวธีิอนุพันธอันดบัสองมาวิเคราะหดวยเทคนคิ 

PCA (ภาพ 4.12) พบวา PC1 สามารถบอกความแตกตางของสเปกตรัมในกรรมวิธีท่ีมีการผสมเมล็ด

ขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรา A. flavus ท่ีระดับ 10 % ข้ึนไป อยางไรก็ตาม พบวาท่ีระดับการผสม

เมล็ดขาวโพดที่ปนเปอนดวยเช้ือรา A. flavus เขาทําลาย 10 % เปนระดับตํ่าท่ีสุดท่ีสามารถ

สังเกตเห็นความแตกตางของพีกท่ีความยาวคล่ืน 1900 และ 2360 นาโนเมตรได  

ดังนั้นสรางสมการเทียบมาตรฐานทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวย   

เช้ือราดวยขอมูลสเปกตรัมท่ีวัดดวยเคร่ือง NIR พรอมอุปกรณเสริม transportation module with 

coarse sample cell แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี smooting 10 (10 nm averaging for left and right 

side)  รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาวคล่ืน        

1130-2468    นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.94, 2.29 %, 2.51 %,       

-0.02 % และ 2.6 ตามลําดับ เมล็ดขาวโพดปกติกับเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอน

ดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแตระดับการผสม

ดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 10 % ข้ึนไป 

 

ภาพ 4.12 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติ (control) และขาวโพดที่ปนเปอน
ดวยเช้ือราเช้ือรา A. flavus ท่ี 10% โดยน้ําหนักดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with 
coarse sample cell 
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4.3.2 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

ดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 

  เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ีระดับตางๆ คือ 

5, 10, 15 และ 20 %โดยนํ้าหนักและชุดควบคุม (เมล็ดปกติ) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 และ       

ชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโน

เมตร พบวาสเปกตรัมดั้งเดิม (ภาพ 4.13) มีพีกฐานกวางชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1436, 1756 และ 

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

Norris, 2001; Büning-Pfaue, 2003; Osborne et al.,1993) เนื่องจากน้ําเปนองคประกอบทางเคมีของ   

ผลผลิตเกษตรท่ีดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี สงผลใหเกิดการซอนทับ กับพีกขององคประกอบเคมี

ชนิดอ่ืน แตอยางไรก็ตามสามารถพบพีกขององคประกอบทางเคมีหลักของขาวโพดท่ีความยาวคล่ืน 

990, 2310, 2352และ 2386 นาโนเมตร โดยท่ีความยาวคล่ืน 990 นาโนเมตรสัมพันธกับ O-H ของ

โมเลกุลของแปง ท่ีความยาวคลื่น 2352 นาโนเมตรยังสัมพันธกับ C-H ของเซลลูโลส                       

ท่ีความยาวคล่ืน 2310 และ 2386 นาโนเมตร สัมพันธกับ C-H ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบในไขมัน 

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

สอดคลองกับ Severson (1988) รายงานวา องคประกอบทางเคมีของเมล็ดขาวโพดแสดงจาก        

100 กรัม พบวามีปริมาณแปงสูงถึง 72.2 กรัม น้ํา13.8 กรัมและไขมัน 3.9 กรัม นอกจากนี้  

Sandstead et al. (1987); Van Soest et al. (1979) รายงานวาใยอาหาร (Dietary fibre) เปน

องคประกอบทางเคมีท่ีพบมากในเมล็ดขาวโพดโดยประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) 25 % เม่ือวัด

ดวยน้ําหนักแหง 

  โมเลกุลท่ีดูดกลืนแสง NIR ดังกลาวประกอบดวยโมเลกุลของไฮโดรเจนเปนสวนใหญ

สอดคลองกับ Tigabu (2003) รายงานวาโมเลกุลของไฮโดรเจนสามารถเปล่ียนแปลงระดับพลังงาน

การส่ันแบบโอเวอรโทนของโมเลกุลท่ีดูดกลืนแสง NIR ตามกฏการส่ันแบบแอนฮารโมนิก และ

สามารถดูดกลืนแสงในชวง NIR ไดดีจึงทําใหไมพบพีกขององคประกอบอ่ืนๆท่ีตองการตรวจวัด 

ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิ ธีอนุพันธ อันดับท่ีสอง  ทําใหพบพีกอ่ืนๆ  ได ชัดเจนข้ึนท่ี             

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

คล่ืน 1168 และ 1206 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปนหมูกรดอะมิโน              
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อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ท่ีเปนสวนประกอบในผนังเซลลของเช้ือรา 

(Fernández-lbañez et al., 2009) ท่ีความยาวคล่ืน 1420 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ O-H ท่ีพบใน

โมเลกุลของกลูโคสโดยเปนสวนหนึ่งของเสนใยเช้ือรา (Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน     

1774 นาโนเมตร สัมพันธกับ N-H, C-N, C-H และกลุม CHO ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งท่ีพบไดใน

เช้ือรา (Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน 1912 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ O-H ซ่ึงพบใน

โมเลกุลของน้ํา (Osborn et al., 1993) และท่ีความยาวคล่ืน 2354 นาโนเมตร สัมพันธกับกลูโคซามีน

ซ่ึงเปนสวนประกอบหนึ่งของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา (Roberts et al., 1987) 

 เม่ือนําตัวอยางขาวโพดทุกกรรมวิธีมาสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR สราง

สมการถดถอยเชิงเสนเพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา (ตาราง 4.2) 

โดยใชวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1110-2450 

นาโนเมตร ซ่ึงใหความแมนยําของสมการทํานายดีกวาการแปลงสเปกตรัมดวยวิธี MSC + 2nd 

derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1550-2488 นาโนเมตร 

โดยใหคา R เทากับ 0.80 และ 0.81 ตามลําดับ มีคา SEC เทากับ 4.18 % และ 4.15 % ตามลําดับ และ 

SEP มีคาเทากับ 4.08 % และ 4.58 % ตามลําดับ ซ่ึงใหผลของสมการมีคาใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงเลือก

สมการท่ีแปลงขอมูลดวยวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  ในชวง     

ความยาวคล่ืน 1110-2450 นาโนเมตรเพราะใชวิธีแปลงขอมูลสเปกตรัมนอยกวาชวงความยาวคล่ืน 

1550-2488  นาโนเมตร   เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย   (ภาพ 4.15)  ของสมการทํานาย

การผสมของขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราตามอัตราสวนตางๆ พบวาท่ีความยาวคล่ืน 1470, 1806, 

2144 และ 2176 นาโนเมตรสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา สอดคลองกับ Berardo et al. 

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

นาโนเมตรมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา (fungal infection) ซ่ึงเกี่ยวของกับการส่ัน

ของโมเลกุล OH ของกลูโคส, กลุม NH ของกรดอะมิโน และ CH จะเห็นวามีความแตกตางของ

ตําแหนงพีก ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากการแปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตร                

ท่ีความยาวคล่ืน 1522 นาโนเมตร เปนผลของ OH สัมพันธกับ cutin และ β-glucan (Berardo et al., 

2005) ท่ีความยาวคล่ืน 1898 นาโนเมตรเปนผลของกลุม CH ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของกลุม CH2 และ 

กลุมของ –CH=CH3 ของเบนซีน (benzene), กลุม O-H ท่ีสัมพันธกับ hydroxyl-CH=CH-,                  
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-CH=CH2- และ CH (Berardo et al., 2005) ท่ีความยาวคล่ืน 2110 และ 2362 นาโนเมตร                   

มีความสัมพันธกับไคติน ท่ีเปนองคประกอบหนึ่งของเชื้อรา A. flavus ประกอบดวยพันธะ C-N 

และ N-H (Robert et al., 1987; 1991) 

  เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA พบวาขาวโพดปกติและขาวโพดที่ถูกผสมดวย

ขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราในแตละอัตราสวนสามารถแยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจนดวย 

PC1 และ PC2 (ภาพ 4.16) โดยสามารถแยกอัตราการผสมของขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา          

A. flavus ไดตั้งแตท่ีระดับ 5 % โดยนํ้าหนักข้ึนไปได  

  ดังนั้น เทคนิค VIS/NIR spectroscopy สามารถตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา A. flavus 

ในเมล็ดขาวโพดไดโดยสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR ทํานายปริมาณการผสมเมล็ด

ขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา วัดสเปกตรัมดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting 

cell  แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี 2nd derivative 5  (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวง

ความยาวคลื่น 1110-2450 นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.80,        

4.18 %, 4.08 %, 0.54 % และ 1.74 ตามลําดับ เมล็ดขาวโพดปกติกับเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี

ปนเปอนดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแตระดับ

การผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5 % ข้ึนไป 
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  ภาพ 4.14 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติ (non-infected) และเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี

ปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยน้ําหนัก ดวยอนุพันธอันดับท่ีสอง (2nd derivative)

ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with 

pasting cell 
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ตาราง 4.2 ผลของสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR สําหรับทํานายการผสมของขาวโพด
ท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดสเปกตรัมดวยอุปกรณเสริม 
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 ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติดวยเมล็ดขาวโพดที่ผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 

10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
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ภาพ 4.16 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติ (control) และขาวโพดท่ีปนเปอน
ดวยเชื้อรา A. flavus ท่ี 5 % โดยนํ้าหนักดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting 
cell 
 

4.4 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดบดดวยเทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

4.4.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดบดดวยเทคนิค VIS/NIR 

spectroscopy  ดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 

 เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ีระดับตางๆคือ 

5,10, 15 และ 20 %โดยนํ้าหนักและชุดควบคุม (เมล็ดขาวโพดปกติบด) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 

และชุดอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500       

นาโนเมตร พบวาสเปกตรัมดั้งเดิม (ภาพ 4.17) มีพีกฐานกวางชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1436, 1758 

และ 1930 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ OH ของน้ํา (Iwamoto et al., 1995; Ozaki, 2002; William 

and Norris, 2001; Büning-Pfaue, 2003; Osborne et al.,1993) เนื่องจากน้ําเปนองคประกอบทางเคมี

ของผลผลิตเกษตรที่ดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี แตอยางไรก็ตามก็สามารถพบพีกขององคประกอบ

ทางเคมีหลักของขาวโพดท่ีความยาวคล่ืน 2332 นาโนเมตรซ่ึงสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายใน

โมเลกุลคือ C-H ของกลุม CH2 และแปง ท่ีความยาวคล่ืน 2310 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของ

พันธะภายในโมเลกุล C-H และ C-C ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบในไขมัน และท่ีความยาวคล่ืน 2354 

นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะภายในโมเลกุลของ C-H เปนองคประกอบท่ีพบในเซลลูโลส (วารุณี
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และคณะ, 2552; Osborne et al.,1993b; Shenk et al., 2001; Williams and Norris, 2001) สอดคลอง

กับ Severson (1988) รายงานวา องคประกอบทางเคมีของเมล็ดขาวโพดแสดงจาก 100 กรัม พบวา

พบปริมาณแปงสูงถึง 72.2 กรัม, น้ํา13.8 กรัมและไขมัน 3.9 กรัม เชนเดียวกันกับ Boyer and 

Shanon (1987) รายงานวา องคประกอบทางเคมีท่ีสําคัญของเมล็ดขาวโพดเปนแปงมากถึง 72-73 % 

ของน้ําหนักเมล็ด สําหรับสวนประกอบของคารโบไฮเดรตอ่ืนๆเชน กลูโคส, ซูโครส และฟรุกโตส 

มีปริมาณท่ีแตกตางกันประมาณ 1-3 % ของนํ้าหนักเมล็ด นอกจากนี้ FAO. (1992) รายงานวา 

ปริมาณองคประกอบของไขมันสวนใหญมาจากสวนท่ีเจริญเปนตนออน มีการควบคุมโดยลักษณะ

ทางพันธุกรรมท่ีแตกตางกันไปตามสายพันธุ พบประมาณ 3-18%  รวมท้ัง Sandstead et al. (1987); 

Van Soest et al. (1979) รายงานวาใยอาหาร (dietary fibre) เปนองคประกอบทางเคมีท่ีพบมาก

เชนเดียวกันในเมล็ดขาวโพดโดยประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) 25 % เม่ือวัดดวยน้ําหนักแหง 

 นอกจากนี้ยังพบการเล่ือนตัวของสเปกตรัมในแนวแกน Y (base line shift) ซ่ึงมีความสัมพันธ

โดยตรงกับการกระเจิงของแสงเปนปรากฏการณท่ีทําใหแสงเปล่ียนทิศทาง สงผลกระทบตอการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแตกตางกัน และมีความเกี่ยวของกับขนาดหรือรูปรางของตัวอยาง 

(Manley et al., 1994) โดยพบวาคา Log (1/R) ของการวัดแบบบดมีคาตํ่ากวาการวัดแบบท้ังเมล็ด 

กรณีนี้เกิดจากการอัดตัวของตัวอยางเมล็ดขาวโพดบดในถุงบรรจุตัวอยางไดแนนกวามีชองวาง

ระหวางอนุภาคของตัวอยางนอย ทําใหระยะทางท่ีแสงผานเขาไปในตัวอยางส้ันกวาตัวอยางของ

การวัดสเปกตรัมแบบท้ังเมล็ด และอนุภาคขนาดเล็กยังมีผลทําใหตัวอยางดูขาวหรือสวางกวา

ตัวอยางท่ีมีอนุภาคขนาดใหญมีการสะทอนแสงกลับไดมากกวาจึงเกิดการดูดกลืนแสง NIR ได      

ต่ํากวา (Osborne et al., 1993b) เชนเดียวกันกับ อนุพันธ (2545) รายงานวา ขนาดอนุภาคที่แตกตาง

กันเปนสาเหตุใหปริมาณการกระเจิงของแสงตางกันดวย ซ่ึงอนุภาคขนาดเล็กจะมีการกระเจิงของ

แสงมาก ทําใหระยะทางที่แสงผานตัวอยางส้ันกวาตัวอยางท่ีมีอนุภาคขนาดใหญ คาการดูดกลืนแสง

จึงนอยตามไปดวย สอดคลองกับการทดลองของ Norris and Williams (1984) ไดรายงานถึงผลของ

ขนาดอนุภาคของเมล็ดโดยวัดสเปกตรัมของเมล็ดขาวสาลีแบบสะทอนกลับของเมล็ดปกติ และ

เมล็ดบดพบวา เมล็ดปกติมีคาการดูดกลืนแสง (Log 1/R) สูงกวาเมล็ดบดท้ังนี้เนื่องจากอนุภาค   

ขนาดใหญ (เมล็ดปกติ) สามารถสะทอนแสงไดต่ํากวาอนุภาคขนาดเล็ก (เมล็ดบด) นอกจากนั้น         

Manley et al. (1994) รายงานวาคาการดูดกลืนแสง (Log 1/R) ของเมล็ดปกติมีคาสูงกวาเมล็ดบด 
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 จากสเปกตรัมดั้งเดิมพบวาไมสามารถพบพีกท่ีเปนองคประกอบของเช้ือรา A. flavus ได 

อาจเนื่องมาจากสเปกตรัมดั้งเดิม มีการซอนทับกันของพีก มีพีกฐานกวางและคาของสเปกตรัมหรือ

คา Log (1/R) แตกตางกัน สาเหตุหลักมาจากการกระเจิงของแสงและเปนผลมาจากลักษณะทาง

กายภาพของตัวอยาง มากกวาความแตกตางขององคประกอบทางเคมีภายในตัวอยาง (อนุพันธ, 

2552) ดังนั้นเม่ือแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับท่ีสอง ทําใหพบพีกอ่ืนๆ ไดชัดเจนขึ้นท่ีความยาว

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

ความยาวคลื่น 502 นาโนเมตรสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา A. flavus ท่ีทําใหสีของเมล็ด

เปล่ียนไป สอดคลองกับ Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวาท่ีความยาวคล่ืน                     

480-600 นาโนเมตรสัมพันธกับการเปล่ียนสีของเมล็ดธัญพืชท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา       

ท่ีความยาวคล่ืน 820, 948, 1080 และ 1168 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุล

ของกลุม NH amino acid และ aromatic rings ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งของผนังเซลล ของเช้ือรา

โดยประกอบดวยสารประกอบฟูรานิก (furanic) หรือ ฟโนลิก (phenolic) มีสวนท่ีทําใหเมล็ดเกิด

การเส่ือมสภาพเน่ืองจากการเขาทําลายของเช้ือรา  (Fernández-lbañez et al., 2009) นอกจากนี้ 

Osborne and Fearn (1986) รายงานวาความเสียหายของเมล็ดท่ีเกิดจากเขาทําลายของเช้ือรายังพบท่ี

ความยาวคล่ืน 1750-1800 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของกลุม CH 

เหมือนกับกลุมของ CH2  และท่ีความยาวคล่ืน 2020-2190 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะ

ภายในโมเลกุลของ NH และ OH ตรงกันขามกับแถบความยาวคล่ืนของ C=O สอดคลองกับ         

การทดลองท่ีพบพีกหัวกลับท่ีความยาวคล่ืน 1772, 2062 และ 2130 นาโนเมตรตามลําดับ                

ท่ีความยาวคล่ืน 1728 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของกลุม CH2 

เกี่ยวของกับ ergosterol โดยเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลลของเช้ือรา (Berardo et al., 

2005) และท่ีความยาวคล่ืน 2354 นาโนเมตรมีความสัมพันธกับกลูโคซามีน (glucosamine) ซ่ึงเปน

องคประกอบของไคตินท่ีพบไดในผนังเซลลของเช้ือรา (Robert et al., 1987; 1991) 

 เม่ือนําตัวอยางขาวโพดบดทุกกรรมวิธีมาสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR สราง

สมการถดถอยเชิงเสนเพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราและแปลง

ขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตรดวยวิธีตางๆโดยเลือกตัดชวงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม

คือต้ังแตชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตรพบวา เทคนิคทางคณิตศาสตรท่ีสามารถใชแปลง
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ขอมูลสเปกตรัมและใหผลดีของสมการเทียบมาตรฐานมี 2 วิธีคือ Savitzky-Golay second 

derivative และ multiplicative scatter correction (MSC) (ตาราง 4.3)โดยไดสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูล

สมการทางคณิตศาสตรท่ีเหมาะสม 3 สมการคือ MSC, 2nd derivative 10 ( 10 nm averaging for left 

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

อยางไรก็ตามพบวาวิธี MSC รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)  ใหคา 

RPD สูงท่ีสุดคือ 5.36 สอดคลองกับเกณฑการพิจารณาคา RPD ของ Williams (2007) รายงานวา 

ระดับคา RPD ตั้งแต 5.0-6.4 อยูในระดับดีและสามารถนําไปประยุกตใชไดในสวนของการควบคุม

คุณภาพ (quality control) ดังนั้นจึงเลือกเปนสมการสําหรับใชในการทํานายท่ีชวงความยาวคล่ืน 

1110-2450 นาโนเมตร โดยใหคา R เทากับ 0.98 มีคา SEC เทากับ 1.17 % และคา SEP มีคาเทากับ 

1.32 % เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (ภาพ 4.19)  ของสมการทํานายการผสมของ

ขาวโพดบดที่ปนเปอนดวยเชื้อราตามอัตราสวนตางๆ ซ่ึงแปลงขอมูลดวยวิธี MSC รวมกับ 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 

สัมพันธกับปริมาณขององคประกอบท่ีพบในเช้ือรา (Robert et al., 1987; 1991) ท่ีความยาวคล่ืน 

1820, 2146 และ 2174 นาโนเมตรสัมพันธกับกับการเขาทําลายของเช้ือราสอดคลองกับ Berardo et 

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

นาโนเมตรมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา ซ่ึงเกี่ยวของกับการส่ันของโมเลกุลของ

กลูโคส, กลุม NH ของกรดอะมิโน และ CH จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ท้ังนี้อาจเปน

ผลมาจากการแปลงขอมูลดวยสเปกตรัมทางคณิตศาสตร ท่ีความยาวคล่ืน 1900, 1954 และ 2378          

นาโนเมตรสัมพันธกับกลุม CH ซ่ึงเปนสวนหน่ึงของกลุม CH2 กับกลุม  –CH=CH3 ของเบนซีน 

(benzene), กลุม O-H ท่ีสัมพันธกับ hydroxyl-CH=CH-, -CH=CH2- และ CH (Berardo et al., 2005) 

และท่ีความยาวคล่ืน 2096 และ 2360 นาโนเมตรสัมพันธกับ กลูโคซามีน ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่ง

ของไคตินท่ีพบไดใน  เช้ือรา ( Robert et al., 1987; 1991) 

 การใชเทคนิค PCA เปนการวิเคราะหผลโดยการลดจํานวนตัวแปรอิสระหรือตัวแปรท่ีได

จากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวย NIRS โดยการแบงกลุมตัวแปรอิสระเดิมท่ีมีความสัมพันธกันเพื่อ

สรางตัวแปรใหมท่ีเรียกวา principle component (PC) เปนการวิเคราะหขอมูลท้ังสเปกตรัมของ
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ขาวโพดบด เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA พบวาขาวโพดบดปกติและขาวโพดบดท่ีถูกผสม

ดวยขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราในแตละอัตราสวนสามารถแยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจน

ดวย PC1 และ PC2 (ภาพ 4.20) สวนใหญแลว PC1 ใชอธิบายความแปรปรวนท่ีเกิดจากขนาด

อนุภาคของตัวอยางท่ีแตกตางกัน (Osborne et al., 1993a) มักไมนิยมใช PC1 ในการแยก

องคประกอบทางเคมีในตัวอยาง จากผลการทดลองพบวาสามารถแยกอัตราการผสมของ      

ขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อรา  A. flavus ไดตั้งแตท่ีระดับ 5 % โดยน้ําหนักข้ึนไปได ท้ังนี้

เนื่องจากขนาดและรูปรางของตัวอยางเปนปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการเปล่ียนแปลงคาการดูดกลืนแสง 

NIR ซ่ึงเกี่ยวของกับการกระเจิงแสงของตัวอยาง (Manley et al., 1994; Pasikatan et al., 2001)  

ดังนั้นเทคนิค VIS/NIR spectroscopy สามารถตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา A. flavus 

ในเมล็ดขาวโพดบดไดโดยสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR ทํานายปริมาณการผสม

เมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell แปลง

ขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี MSC รวมกับ 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side)       

ท่ีชวงความยาวคล่ืน 1110-2480 นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.98, 

1.17%, 1.32%, 0.38% และ 5.36 ตามลําดับเมล็ดขาวโพดบดปกติกับเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวย

เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแต

ระดับการผสมดวยเมล็ดบดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5 % ข้ึนไป 
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ภาพ 4.17 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสม
ดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 
นาโนเมตรวดัดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
 

-0.0010 

-0.0008 

-0.0006 

-0.0004 

-0.0002 

0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500

Wavelength (nm)

D
2 

L
o

g
 (

1
/R

)

control mix 5% mix 10% mix 15% mix 20%  
   ภาพ 4.18 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวย
เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ดวยอนุพนัธอันดับท่ีสอง (2nd 

derivative) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module 
with pasting cell 
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ตาราง 4.3 ผลของสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR สําหรับทํานายการผสมของขาวโพด
บดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนกั วัดสเปกตรัมดวยอุปกรณเสริม 
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 ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติบดดวยเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรา

ท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell 
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ภาพ 4.20 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติบด (control) และขาวโพดบดท่ี
ปนเปอนดวย เช้ือรา A. flavus ท่ี 5 % โดยนํ้าหนักดวยชุดอุปกรณเสริม transportation module with 
pasting cell 
 
 
4.4.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดบดดวยเทคนิค VIS/NIR 

spectroscopy ดวยชุดอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 

  เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ีระดับ 5,10, 

15 และ 20 % โดยนํ้าหนักและชุดควบคุม (เมล็ดขาวโพดปกติบด) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ดวย

ชุดอุปกรณเสริม spinning module with standard cupในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร 

พบวาสเปกตรัมดั้งเดิม  (ภาพ 4.21) มีพีกฐานกวางชัดเจนท่ีความยาวคล่ืน 1930 นาโนเมตร สัมพันธ

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

Ozaki, 2002; Büning-Pfaue, 2003) เนื่องจากนํ้าเปนองคประกอบทางเคมีของผลผลิตเกษตรท่ี

ดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี แตอยางไรก็ตามก็สามารถพบพีกขององคประกอบทางเคมีหลักของ

ขาวโพดท่ีความยาวคล่ืน 990 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ O-H 

ของแปง ท่ีความยาวคล่ืน 2100 นาโนเมตร สัมพันธกับการสั่นของพันธะภายในโมเลกุลของ O-H 

และ C-O ของแปง และ การสั่นของพันธะภายในโมเลกุลของ C-O-O ของแปงและเซลลูโลส          
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ท่ีความยาวคล่ืน 2352 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ C-H ของ

เซลลูโลส และท่ีความยาวคล่ืน 2310 นาโนเมตร สัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ 

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

จากสเปกตรัมดั้งเดิมพบวาไมสามารถพบพีกท่ีเปนองคประกอบของเช้ือรา A. flavus ได อาจ

เนื่องมาจากมีการซอนทับกันของพีก มีพีกฐานกวางและคาของสเปกตรัมหรือคา Log (1/R) 

แตกตางกัน (อนุพันธ, 2552) 

 ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับท่ีสองเพื่อลดอิทธิพลการซอนทับของพีก 

ในสเปกตรัมและการเล่ือนข้ึนของสเปกตรัม รวมท้ังชวยลดผลกระทบจากการกระเจิงของแสง ท้ังท่ี

เปนผลบวก (additive effect) ท่ีทําใหขนาดสเปกตรัมเพ่ิมข้ึนคงท่ีตลอดชวงความยาวคล่ืนใน

ลักษณะท่ีเปนการบวกเพิ่มดวยคาบนเสนตรงท่ีเปนมุมเอียง ซ่ึงคาบวกเพ่ิมจะนอยท่ีความยาวคล่ืน

ส้ัน และคาบวกเพิ่มจะสูงท่ีความยาวคล่ืนสูง และผลเชิงคูณ (multiplicative effect) ท่ีทําใหขนาด

สเปกตรัมเพิ่มข้ึนตามความยาวคล่ืน ในลักษณะท่ีมีคาคงที่มาคูณคาการดูดกลืนแสง ในแตละความ

ยาวคล่ืนโดยจะลดผลกระทบหลังจากผลเชิงบวก เพื่อแยกจุดยอดท่ีเหล่ือมซอนกันในสเปกตรัมออก

จากกัน และการลดผลกระทบท่ีทําใหสเปกตรัมมีขนาดเพ่ิมข้ึนตลอดชวงความยาวคล่ืนจะทําใหได

พีกหัวกลับ (อนุพันธ, 2552) ทําใหพบพีกอ่ืนๆ ไดชัดเจนข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 504, 914, 982, 1092, 

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

นาโนเมตรสัมพันธกับลักษณะสีท่ีเปล่ียนไปเนื่องจากการเขาทําลายของเช้ือรา สอดคลองกับ 

Fernández-lbañez et al. (2009) รายงานวา ชวงความยาวคล่ืน 480-600 นาโนเมตรเกี่ยวของกับ

ลักษณะสีของเมล็ดท่ีเปล่ียนแปลงไปเนื่องจากการเขาทําลายของเชื้อรา ท่ีความยาวคล่ืน 914, 982, 

1092, 1164 นาโนเมตรสัมพันธกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของกลุม NH amino acid และ 

aromatic rings ซ่ึงเปนองคประกอบหนึ่งของผนังเซลล ของเช้ือราโดยประกอบดวยสารประกอบ    

ฟูรานิก (furanic) หรือ ฟโนลิก (phenolic) มีสวนท่ีทําใหเมล็ดเกิดการเส่ือมสภาพเนื่องจากการเขา

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

และ 2180 นาโนเมตรเกี่ยวของกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ OH ของกลูโคส, กลุม NH 

ของกรดอะมิโน และ CH ซึ่งสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา (Berardo et al., 2005) 
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 เม่ือนําตัวอยางขาวโพดบดทุกกรรมวิธีมาสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR 

สรางสมการถดถอยเชิงเสนเพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ดขาวโพดที่ปนเปอนดวยเช้ือราโดย

แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตรวิธีตางๆ เลือกตัดชวงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม

สอดคลองกับ Bruce et al. (1991) กลาววา ลักษณะสเปกตรัมของคล่ืนแสง NIR พบวามีสเปกตรัมท่ี

ซอนทับกันและมีพีกท่ีกวาง   การสรางสมการทํานายองคประกอบทางเคมีถาพิจารณาเพียง       

ความยาวคลื่นเดียวหรือความยาวคล่ืนนอยๆ จะใหผลการวิเคราะหท่ีไมถูกตองเม่ือเทียบกับการ

พิจารณาทั้งสเปกตรัม หรือบางชวงของสเปกตรัม วิธีการพิจารณาดังกลาวจะชวยใหเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการประเมินคาทางเคมีไดถูกตองมากข้ึน ดังนั้นจึงเลือกตัดเฉพาะชวงคล่ืนยาว      

คือต้ังแตชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตรพบวา เทคนิคทางคณิตศาสตรท่ีสามารถใชแปลง

ขอมูลสเปกตรัมและใหผลดีมี 2 วิธีคือ Savitzky-Golay second derivative และ multiplicative 

scatter correction (MSC) (ตาราง 4.4)โดยไดสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูลสมการทางคณิตศาสตรท่ีดี

ท่ีสุด 1 สมการคือ 2nd derivative 5 เพราะเปนวิธีการปรับแตงสมการท่ีมีวิธีแปลงขอมูลนอยท่ีสุด ซ่ึง

ถาหากมีการปรับแตงสมการมากไปจะทําใหเกิดความคลาดเคล่ือนของขอมูลจากความเปนจริงได 

  ดังนั้นจึงเลือกเปนสมการเทียบมาตรฐานท่ีสรางดวยวิธี PLSR โดยใชขอมูลสเปกตรัม

ในชวงความยาวคล่ืน 1110-2488 นาโนเมตร แปลงขอมูลดวยวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging 

for left and right side) โดยใหคา RPD สูงท่ีสุดคือ 4.21 คา R เทากับ 0.97 มีคา SEC เทากับ 1.52 % 

และคา SEP มีคาเทากับ  1.64 % เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธ์ิการถดถอย (ภาพ 4.23) ของสมการ

ทํานายการผสมของขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราตามอัตราสวนตางๆ พบท่ีความยาวคล่ืน 

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

และ 2388 นาโนเมตรสัมพันธกับ ergosterol ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลลของเช้ือรา 

(Seitz et al., 1979; Pasanen et al., 1999) สอดคลองกับ Berardo et al. (2005) รายงานวาท่ีความยาว

คล่ืน 1240 และ 1738 นาโนเมตรเกี่ยวของกับการส่ันของพันธะภายในโมเลกุลของ C-H, กลุมของ 

C-H และ CH3, กลุมของ CH2 ของ –CH=; -CH2; CH ตามลําดับ โดยสัมพันธกับ ergosterol ท่ีความ

ยาวคล่ืน 1410, 1516 และ 1812 นาโนเมตร สัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือราสอดคลองกับ 

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

1820 นาโนเมตรมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือรา (fungal infection) ซ่ึงเกี่ยวของกับการ
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ส่ันของโมเลกุล OH ของกลูโคส, กลุม NH ของกรดอะมิโน และ CH ท่ีความยาวคลื่น 2364           

นาโนเมตรสัมพันธกับกลูโคซามีน  ซ่ึงเปนองคประกอบหน่ึงของไคตินท่ีพบไดในเช้ือรา  

สอดคลองกับ Robert et al. (1987; 1991) รายงานวาพบ พีกกลูโคซามีนท่ีความยาวคลื่น 2356       

นาโนเมตร จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากการแปลงขอมูลดวย

สเปกตรัมทางคณิตศาสตร และท่ีความยาวคล่ืน 1900 นาโนเมตรสัมพันธกับกลุม CH ซ่ึงเปนสวน

หนึ่งของกลุม CH2 กับกลุมของ –CH=CH3 ของเบนซีน, กลุม O-H ท่ีสัมพันธกับ hydroxyl-

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

 การวิเคราะหดวยเทคนิค PCA เปนวิธีการหนึ่งทางสถิติในการวิเคราะหตัวแปรหลายตัว 

(multivariate analysis) โดยใชเทคนิคท่ีอาศัยการลดจํานวนตัวแปรอิสระ (X) จึงไมจําเปนตองทํา

การปรับแตงสเปกตรัมกอน (Evans et al., 1993a) ดวยการแบงกลุมตัวแปรท่ีมีความสัมพันธกันเพื่อ

สรางตัวแปรข้ึนมาใหมท่ีเรียกวา ปจจัย หรือองคประกอบ (factors or principle components: PC) 

PC ท่ีถูกสรางข้ึนเปนการสรางโดยอาศัยความสัมพันธเชิงเสนของขอมูลเดิม แลวนําความสัมพันธ

จากขอมูลมาสราง PC (Osborne et al., 1993a) เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค PCA พบวาขาวโพด

บดปกติและขาวโพดบดท่ีถูกผสมดวยขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราในแตละอัตราสวนสามารถ

แยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจนดวย PC2 และ PC1 (ภาพ 4.24) โดยระดับ 5% เปนระดับตํ่าสุดท่ี

สามารถแยกความแตกตางได สอดคลองกับอนุพันธ (2552) กลาววา เม่ือพิจารณาจากคาน้ําหนัก

ปจจัยโดยทิศทางของความสัมพันธข้ึนกับเคร่ืองหมายของคาน้ําหนัก โดยถามีเคร่ืองหมายบวก

แสดงวามีความสัมพันธในทิศทางเดียวกัน และถามีเคร่ืองหมายลบแสดงวามีความสัมพันธในทิศ

ทางตรงขามกันและคาคะแนนปจจัยโดยตัวอยางท่ีมีคาคะแนนใกลเคียงกันในแกน PC เดียวกันจะมี

ความคลายกัน ในทางกลับกันตัวอยางท่ีมีคาคะแนนแตกตางกันมากจะมีคาของตัวแปรเดิมแตกตาง

กันดวย  

ดังนั้นเทคนิค VIS/NIR spectroscopy สามารถตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา A. flavus 

ในเมล็ดขาวโพดบดไดโดยสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค PLSR ทํานายปริมาณการผสม

เมล็ดขาวโพดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup แปลง

ขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี 2nd derivative 5 (5 nm averaging for left and right side) ท่ีชวงความยาว

คล่ืน 1110-2488 นาโนเมตร พบวามีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ  0.97 , 1.52 %, 1.64 
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% , 0.10 % และ 4.21 ตามลําดับเมล็ดขาวโพดบดปกติกับเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ี

ปนเปอนดวยเชื้อราสามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดตั้งแตระดับ

การผสมดวยเมล็ดบดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5 % ข้ึนไป 
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ภาพ 4.21 สเปกตรัมดั้งเดิมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสม
ดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเชื้อราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 
นาโนเมตรวัดดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 
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    ภาพ 4.22 สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติบด (non-infected) และเมล็ดขาวโพดบดที่ผสมดวย
เมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก ดวยอนุพันธอันดับท่ีสอง               
(2nd derivative) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร วัดดวยอุปกรณเสริม spinning module 
with standard cup 
 

 

 

ตาราง 4.4 คาทางสถิติท่ีไดจากการสรางสมการทํานายการผสมของขาวโพดบดท่ีปนเปอนดวยเช้ือ
ราท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยน้ําหนกั ดวยอุปกรณเสริม 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 ท่ีสรางดวย PLSR สําหรับทํานาย

ระดับการผสมของเมล็ดขาวโพดปกติบดดวยเมล็ดขาวโพดบดท่ีผสมดวยเมล็ดท่ีปนเปอนดวยเช้ือรา

ท่ี 5, 10, 15 และ 20% โดยนํ้าหนัก วัดดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 4.24 การวิเคราะห PCA ของสเปกตรัมของขาวโพดปกติบด (control) และขาวโพดบดท่ี
ปนเปอนดวย เช้ือรา A. flavus ท่ี 5 % โดยน้ําหนักดวยชุดอุปกรณเสริม spinning module with 
standard cup 
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4.5 การตรวจการเขาทําลายของเชื้อรา A. flavus ขาวโพดระหวางการเก็บรักษา 
 
4.5.1 การตรวจการเขาทําลายของเชื้อราดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test 
Kit) 

จากตาราง 4.6 พบวาปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซินของขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูก
สปอรเช้ือรา A. flavus ของการเก็บรักษาไวในสภาพอุณหภูมิหองของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 ไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยระยะเวลาในการเก็บรักษาและอัตราสวนการผสมเมล็ด
ขาวโพดไมมีผลตอปริมาณ สารพิษอะฟลาทอกซิน ท้ังนี้เปนผลมาจากความช้ืนของเมล็ดขาวโพด 
โดยความช้ืนฐานเปยกของเมล็ดสําหรับชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus ในเดือนท่ี 0, 
1, 2 และ 3 เทากับ 14.21 %,13.92 %, 9.56 %, 9.30 % และ 13.24 %, 12.95 %, 10.43 %, 9.80 % 
ตามลําดับ จะเห็นไดอยางชัดเจนวาความช้ืนหลังจากเก็บรักษาเมล็ดท่ีระยะเร่ิมตน มีแนวโนมลดลง
และเปนความช้ืนท่ีไมเหมาะสมตอการผลิตสารอะฟลาทอกซินโดย Diener and Davis (1970); 
Rambo et al. (1975) รายงานวาระดับความชื้นท่ีเหมาะสมสําหรับการสรางสารพิษอะฟลาทอกซิน
ในขาวโพดคือ 25% นอกจากนี้ กรมวิชาการเกษตร (2535) กลาววา การปนเปอนของ           
สารอะฟลาทอกซินในโรงเก็บหรือขณะเก็บรักษาไมไดมีความสัมพันธกับระยะเวลาการเก็บรักษา
เพียงอยางเดียว แตยังเกี่ยวของกับความช้ืนเร่ิมตน ดังนั้นผลการตรวจการเขาทําลายของเช้ือราดวย
ชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test Kit) ของขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูก
สปอรเช้ือรา A. flavus ของการเก็บรักษาไวในสภาพอุณหภูมิหองของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 ไม
แตกตางกัน แตอยางไรก็ตามจะเห็นวา ปริมาณอะฟลาทอกซินของขาวโพดในชุดปลูกเช้ือมี
แนวโนมเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน 

ตาราง 4.5 ความช้ืนฐานเปยกในเมล็ดขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus ใน
ระหวางการเก็บรักษา 

ความช้ืนฐานเปยก (%) 
 ระยะเวลา (เดอืน)        ชุดควบคุม                      ชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus  
 0                                         14.21                                                   13.24             
 1                                         13.92                                                   12.95             
 2                                           9.56                                                   10.43             
 3                                           9.30                                                     9.80             
 คาเฉล่ีย                               11.74                                                   11.60            
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ตาราง 4.6 ปริมาณอะฟลาทอกซินในเมล็ดขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus 
ตรวจดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test Kit)  

ปริมาณอะฟลาทอกซิน 
 ระยะเวลา (เดอืน)        ชุดควบคุม (ppb.)                   ชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus (ppb.)   
 0                                         11.19                                                   4.92                                 
 1                                         11.14                                                   5.24                                 
 2                                         12.94                                                  10.39                                
 3                                         10.48                                                  11.94                                
 คาเฉล่ีย                               11.43                                                    8.12                                
                                            F-test                                                  

 เดือน                                      ns                                                          
กรรมวิธี                                  ns                                                          
เดือน × กรรมวิธี                     ns                                                          

 
 
4.5.2 ตรวจสอบการเกิดเชื้อรา (fungi infect) 

จากการตรวจสอบเปอรเซ็นตการปนเปอนของเช้ือราดังแสดงในตาราง 4.7 พบวา อายกุาร
เก็บรักษามีผลตอการปนเปอนของเชื้อราอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยยิ่งเก็บรักษาเมล็ดขาวโพดไว
นานข้ึนจนถึงระยะเวลา 3 เดือน ของชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus มีเปอรเซ็นตการ
ปนเปอนท่ีเพิม่ข้ึนในชุดควบคุมมีเปอรเซ็นตการปนเปอน 55.75 %, 58 %, 87.25 % และ 99.75 % 
ตามลําดับโดยเฉพาะในชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus พบเปอรเซ็นตการปนเปอน 100 % ตั้งแตการ
เก็บรักษาเมล็ดขาวโพดต้ังแตเดือนท่ี 1 สอดคลองกับ สมบัติ (2535) รายงานวา ระยะเวลาการเก็บ
รักษามีผลตอการปนเปอนของเช้ือรา ดังนัน้ ระยะเวลาการเก็บรักษามีผลตอการปนเปอนของเช้ือรา  
A. flavus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



118 
 

ตาราง 4.7 เปอรเซ็นตการปนเปอนของเช้ือราในเมล็ดขาวโพดชุดควบคุมและชุดปลูกสปอรเช้ือรา 
A. flavus 
 
เดือน                             ชุดควบคุม (%)                                   ชุดปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus (%)       
     0                                     55.75Db                                                           99.75Aa                               
     1                                     58Cb                                                              100 Aa                                    
     2                                     87.25Bb                                                        100 Aa                                     
     3                                     99.75Aa                                                        100 Aa                                     
คาเฉล่ีย                                75.18                                                           99.93                                     
                                          F-test                                                            LSD 
เดือน                                  ***                                                                0.025 
กรรมวิธี                             ***                                                                0.018 
เดือน × กรรมวิธี                ***                                                                0.036 

หมายเหตุ: *** แทนความแตกตางทางสถิติ (p < 0.01)  
                  อักษรพิมพใหญ, เล็ก แทนความแตกตางภายในคอลัมนและแถวตามลําดบั 
 
4.6 การวิเคราะหขอมูลและการสรางสมการ 
 สรางสมการโดยหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมและปริมาณสารพิษ                
อะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหไดจากวิธีเคมีของตัวอยางขาวโพดท่ีเก็บรักษาในระยะเวลา 3 เดือน       
ของตัวอยางท้ัง 2 กรรมวิธีโดยไมบดและบด เดือนละ 30 ตัวอยางดังนั้นตัวอยางท่ีใชสรางสมการ
ท้ังหมด 120 ตัวอยางโดยการสรางสมการถดถอยเชิงเสนดวยเทคนิค PLSR หาความสัมพันธ
ระหวางขอมูลสเปกตรัมกับปริมาณอะฟลาทอกซิน ดวยโปรแกรม The unscrambler ® และทดสอบ
สมการโดยใชวิธี test set โดยแบงตัวอยางออกเปน 2 กลุม คือ กลุมสรางสมการทํานาย และกลุม
ทดสอบสมการ มีจํานวนตัวอยางท่ีใชในการสรางและทดสอบสมการทํานายปริมาณสารพิษ        
อะฟลาทอกซิน แลวแปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตร และเลือกชวงความยาวคล่ืน
ท่ีสัมพันธกับปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหได โดยพิจารณาคาสถิติท่ีวิเคราะหไดจาก
การสรางสมการถดถอยเชิงเสนของตัวอยางในกลุมสรางสมการและกลุมทดสอบสมการ พบวา 
สมการการเขาทําลายของเช้ือรา  A. flavus ชุดตัวอยางขาวโพดไมบด โดยเลือกเฉพาะชวง           
ความยาวคล่ืน คือ 1100-2500 นาโนเมตร แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยวิธี MSC รวมกับ 1st derivative 
10 (10 nm averaging for left and right side)   
 สมการท่ีใหผลดีท่ีสุดสําหรับใชในการทํานายคือความยาวคล่ืน 1350-2478 นาโนเมตร โดย
ใหคา RPD สูงท่ีสุดคือ 0.28 คา R เทากับ 0.30 มีคา SEC เทากับ 13.98 % และคา SEP มีคาเทากับ 
14.78 %  
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เม่ือพิจารณาชุดตัวอยางของขาวโพดบดโดยเลือกตัดชวงความยาวคล่ืนเฉพาะชวงคล่ืนยาว 
คือต้ังแตชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตรพบวา ไดสเปกตรัมท่ีแปลงขอมูลสมการทาง
คณิตศาสตรท่ีดีท่ีสุด 1 สมการคือ วิธี MSC รวมกับ 1st derivative 10 (10 nm averaging for left and 
right side) ดังนั้นจึงเลือกเปนสมการสําหรับใชในการทํานายท่ีชวงความยาวคล่ืน 1150-2478         
นาโนเมตร โดยใหคา RPD สูงท่ีสุดคือ 0.40 คา R เทากับ 0.44 มีคา SEC เทากับ 13.04 % และคา 
SEP มีคาเทากับ 15.86 %  

จากเกณฑการพิจารณาคา RPD และคา R ของ Williams (2007) รายงานวา คา RPD ตั้งแต
ระดับ 0.0 - 2.3 และคา R นอยกวาหรือเทากับ 0.5 ไมควรนํามาใชในการทํานาย เม่ือนําขอมูลของ
ปริมาณอะฟลาทอกซินของขาวโพดกรรมวิธีท่ี 1 และ 2 ของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 มาสรางแผนภูมิ
ฮิสโตแกรม (ภาพ 4.25 และ 4.26) เพื่อดูการกระจายตัวของขอมูลพบวาการกระจายตัวของคาทาง
เคมีปริมาณอะฟลาทอกซิน ของขาวโพดทั้งสองกรรมวิธีพบวามีการกระจายตัวท่ีไมสมํ่าเสมอกัน 
ดังนั้นจึงไมสามารถทํานายปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซินได นอกจากนี้ยังไมสามารถทดสอบ
สมการท่ีสรางข้ึนดวยขาวโพดจากแหลงอ่ืนได เพราะไมสามารถเปรียบเทียบคา SEP ท่ีไดจากกลุม
ตัวอยางการทดสอบสมการท่ีสรางข้ึน (validation sample set) และกลุมตัวอยาง unknown ท่ีใช
ทดสอบสมการท่ีสรางข้ึน (validation unknown sample set)ได             
  ดังนั้นการสรางสมการโดยหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมและปริมาณ
สารพิษอะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหไดจากวิธีเคมีของตัวอยางขาวโพดท่ีเก็บรักษาไว 3 เดือนโดยมี
ตัวอยางไมบดและบด แปลงขอมูลสเปกตรัมของตัวอยางไมบดและบด ดวยวิธี วิธี MSC รวมกับ 1st 
derivative 10 (10 nm averaging for left and right side) สําหรับตัวอยางไมบดท่ีชวงความยาวคล่ืน 
1350-2478 นาโนเมตร พบวา มีคา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.30, 13.98 %, 14.88 %, 
0.91 % และ 0.28 ตามลําดับ สําหรับตัวอยางบดท่ีชวงความยาวคล่ืน 1150-2488 นาโนเมตร พบวามี
คา R, SEC, SEP, Bias และ RPD เทากับ 0.44, 13.04 %, 15.86 %, -0.70 % และ 0.40 ตามลําดับ 
นอกจากนี้ยังพบวาคา RPD และ คา R ของสมการปริมาณอะฟลาทอกซินของขาวโพดกรรมวิธีท่ี 1 
และ 2 ของเดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 อยูในระดับตํ่า ไมสามารถทํานายปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซิน
ได รวมท้ังไมสามารถทดสอบสมการท่ีสรางข้ึนดวยขาวโพดจากแหลงอ่ืนได 
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ภาพ 4.25 แผนภูมิฮิสโตแกรมการกระจายตัวของคาทางเคมีปริมาณอะฟลาทอกซินในขาวโพดท่ี
ไมไดรับการปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus (ชุดควบคุม) เดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 
 
 
 

 
ภาพ 4.26 แผนภูมิฮิสโตแกรมการกระจายตัวของคาทางเคมีปริมาณอะฟลาทอกซินในขาวโพดท่ี
ไดรับการปลูกสปอรเช้ือรา A. flavus เดือนท่ี 0, 1, 2 และ 3 


