
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบท่ีใชในการทดลอง 

  ขาวโพดพันธุ DK 888 จากเกษตรกรอําเภอแมวาง จังหวัดเชียงใหมจํานวน 100 กิโลกรัม

เพื่อใชในการทดลองการศึกษาการเจริญของเช้ือรา A. flavus ท่ีพบในเมล็ดขาวโพด และสเปกตรัมท่ี

วัดไดจากเช้ือรา A. flavus ตอชวงคล่ืน VIS/NIR spectroscopy  การตรวจสอบการปนเปอนของ     

เช้ือรา A. flavus ท่ีพบในเมล็ดขาวโพด และ การตรวจการเขาทําลายของเช้ือรา A. flavus ขาวโพด

ระหวางการเก็บรักษา 

3.2 การเตรียมตัวอยาง 

 เคร่ืองมือและอุปกรณการเตรียมตัวอยาง 

1. ตูอบลดความช้ืน (hot air oven, UM 500 Memmert, Germany) 

2. เคร่ืองแยกเมล็ดโดยใช specific gravity (specific gravity separator, Damas) 

3. เคร่ืองแยกเมล็ดโดยใชลมเปา (aspirated sieve separator, van opstal)  

4. ถุงพลาสติก 

5. ถังพลาสติก 

สารเคมี 

1. สารรมฟอสฟน (phosphine) 

ข้ันตอนการเตรียมตัวอยาง 

นําขาวโพดมาลดความช้ืนในตูอบลดความช้ืน (hot air oven) ท่ีอุณหภูมิ 35 °C เพื่อใหมี 

ความช้ืนประมาณ 14 % จากนั้นคัดแยกส่ิงแปลกปลอมปนออกจากเมล็ดดวยเคร่ืองแยกเมล็ดโดยใช

ลมเปาและนําไปคัดขนาดเมล็ดดวยเคร่ืองแยกเมล็ดโดยใช specific gravity นําเมล็ดขาวโพดท่ีมี

ขนาดเมล็ดสมํ่าเสมอกันมาบรรจุลงในถุงพลาสติกและใสในถังดําใชสารรมฟอสฟนรมภายในถัง

เก็บเมล็ดเปนเวลา 7 วันแลวจึงนํามาใชในการศึกษาวิจัยดังตอไปนี้ 
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3.3 การศึกษาการเจริญของเชื้อราดวยเทคนิคทาง Microbiology 

เคร่ืองมือและอุปกรณในการศึกษาการเจริญของเช้ือรา 

1. กลอง stereomicroscope and accessories ยีห่อ Olympus รุน S2X-12 

2. กระดาษเพาะ 

3. ตูบมเช้ือ (incubator) 

4. หมอนึ่งความดัน (autoclave) 

5. กลองจุลทรรศน (compound microscope) ยีห่อ Olympus รุน CX 31-12L02-SET 

6. ตะเกยีงแอลกอฮอล 

7. ปากคีบ (forcep) 

8. หลอดทดลอง 

9. ถุงมือ 

10. เข็มเข่ียเช้ือ 

11. แผนสไลด และแผนปดสไลด 

12. จานเพาะเชื้อ (petri dish) 

13. มีดผาตัด 

14. couting chamber, brightline (haemacytometer) 

สารเคมี 

1. PDA (potato dextrose agar) 

2. 3% sodium hypochlorite 

 3.3.1 การตรวจสอบหาเชื้อท่ีติดมากับเมล็ด  

 โดยการเพาะเมล็ดบนวุน (agar method) ในอาหารเล้ียงเชื้อ PDA (potato dextrose agar) และ

กระดาษช้ืน (blotter method) (ISTA, 2006) ดังนี ้

3.3.1.1 agar method โดยนําเมล็ดไปฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดดวย 3 % sodium hypochlorite เปน

เวลา  2  นาที แลวลางอีกคร้ังดวยน้ํากล่ันท่ีปราศจากเช้ือแลว จากน้ันนําเมล็ดไปวางบนผิว อาหาร 
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PDA โดยแตละเมล็ดวางหางกันประมาณ 2 เซนติเมตร แลวนําจานเพาะเช้ือไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมตอการเจริญ และการสรางสปอรของเช้ือราท่ีประมาณ 25 °C เปนระยะเวลา 7 วัน 

  3.3.1.2 blotter method  โดยนํากระดาษซับท่ีคอนขางหนาซอนกัน 2-3 ช้ัน จุมลงในน้ํา

กล่ันใหเปยกท้ังหมด ยกข้ึนใหน้ําสวนเกินไหลออกไป จากน้ันนํา กระดาษบรรจุลงในถุงพลาสติก

นําไปนึ่งฆาเช้ือ ท้ิงใหเย็น แลวจึงนํากระดาษซับดังกลาวมาวางลงในจานเพาะเชื้อ ซ่ึงทุกข้ันตอน

ตองเตรียมภายใตสภาวะที่ปลอดเช้ือ นําเมล็ดท่ีตองการแยกเชื้อวางลงไปบนกระดาษช้ืน โดยวาง

เมล็ดหางกันประมาณ 2 เซนติเมตร และนําจานเพาะเช้ือไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญ

และการสรางสปอรของเช้ือราท่ีประมาณ  25 °C เปนระยะเวลา 7 วัน ซ่ึงเม่ือครบกําหนด 7 วันจะ

สามารถสังเกตเห็นเช้ือราท่ีเจริญบริเวณผิวของเมล็ดไดชัดเจนข้ึน 

 3.3.2 การจําแนกเชื้อราท่ีเจริญบริเวณผิวของเมล็ด   

  โดยนําเมล็ดท่ีมีเช้ือราเจริญอยูมาตรวจหาเช้ือ A. flavus ดวยกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 

ศึกษาลักษณะการเจริญของเชื้อบนผิวเมล็ด การตรวจดูสี การเจริญของเสนใย การสรางโคนิเดีย 

รวมถึงนําเช้ือมาเล้ียงบนอาหาร PDA ท้ังสังเกตลักษณะการเจริญของโคโลนี การชูโคนิเดีย เวสสิ

เคิล และสีของโคนิเดียเปรียบเทียบกับหนังสือโรคหลังเก็บเกี่ยวของเมล็ดพืช (สมบัติ, 2535)  เพื่อ

จําแนกชนิดของเช้ือรา 

 3.3.3 การแยกเชื้อบริสุทธ์ิ  

  ใชเข็มเข่ียเช้ือ ตัดบริเวณปลายเสนใยของเช้ือรา A. flavus และ A. niger นํามาเล้ียงบน

อาหาร PDA ในจานเพาะเช้ือ (petri dish) บมเช้ือท่ี 25 °C เปนระยะเวลา 7 วัน จากน้ันใชเข็มเข่ียตัด

ปลายเสนใยของเช้ือราท้ังสองมาเล้ียงในอาหาร PDA ท่ีบรรจุในหลอดทดลองมีลักษณะเอียง เม่ือ

เช้ือเจริญเต็มผิวหนาอาหารจึงนําไปเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิประมาณ 5 °C เพื่อนําไปใชในการ

ทดลองตอไป 

 3.3.4 การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus และ A. niger 

  นําจานเพาะเช้ือ แผนสไลดและแผนปดสไลด โดยนํามาทําใหปราศจากเช้ือ และนําจาน

อาหาร PDA มา 1 จาน ตัด PDA เปนช้ินเล็ก ๆ ส่ีเหล่ียม ขนาดประมาณ 1×1 เซนติเมตร ยายช้ินสวน 

PDA วางตรงกลางแผนสไลด ใชเข็มเข่ียเช้ือ ยายเช้ือราท่ีเตรียมไวไปแตะขอบอาหาร PDA ท้ัง         
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4 ดาน แลวปดทับดวยแผนปดสไลด โดยทุกข้ันตอนตองเตรียมภายใตสภาวะปลอดเช้ือ รวมท้ัง

ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือรา A. flavus และ A. niger ตลอดระยะเวลา 7 วัน  

        3.3.5 ศึกษาสเปกตรัมท่ีวัดไดจากเชื้อรา A. flavus  ตอชวงคล่ืน VIS/NIR spectroscopy  
เคร่ืองมือและอุปกรณการวัดสเปกตรัม 

1. เคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, Silver Spring, USA) 

2. อุปกรณเสริมชุดวัดตัวอยาง spinning module with standard cup 

3. กระดาษกรองชนิด Whatman Glass Microfibre filters (Whatman,GF/C) ขนาด

เสนผาศูนยกลาง 37 มิลลิเมตร 

4. โปรแกรม The unscrambler ® version 7.6 (Camo, Oslo, Norway) 
วิธีการ 

นําสวนของเสนใยและสปอรเช้ือรา A. flavus และ A. niger ไปลดความช้ืนใน hot air oven 
ท่ีอุณหภูมิ 60 °C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลววางบนกระดาษกรองชนิด whatman glass microfibre 
filters ขนาดเสนผาศูนยกลาง 37 มิลลิเมตร นํามาบรรจุใน standard cup โดยใหมีความหนาของเสน
ใยและสปอรเช้ือราประมาณ 1 มิลลิเมตร ใชจํานวนตัวอยางของเช้ือราจํานวน 30 ตัวอยางตอชนิด
ของเช้ือ วัดสเปกตรัมดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร โดย
วัดการสะทอนกลับของแสงดวยอุปกรณเสริม spinning module with standard cup จากน้ันนําขอมูล
สเปกตรัม (spectrum) ท่ีไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 7.6  
3.4 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อรา A. flavus ท่ีพบในเมล็ดขาวโพด 

เคร่ืองมือและอุปกรณในการตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือรา 
1. เคร่ือง NIRSystem6500  

2. อุปกรณเสริมชุดวัดตัวอยาง transportation module with coarse sample cell, 

transportation module with pasting cell และ spinning module with standard cup 

3. โปรแกรม The unscrambler ® version 7.6  
4. ถาดอลูมิเนียม 
5. ขวดพนน้ําขนาดเล็ก 
6. plastic wrap ชนิด polyvinyl chloride 
7. เคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง 
8. เคร่ืองบดเมล็ด (sample mill, Cemotect Foss Testor, Sweden) 
9. ถุงมือ 
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สารเคมี 
1. สารละลาย sodium hypochlorite เขมขน 0.1 % 

 
  3.4.1 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวโพดดวยเทคนิค VIS/NIR 

spectroscopy 

วิธีการ 

นําตัวอยางเมล็ดขาวโพดเลี้ยงสัตวพันธุ DK 888 จํานวน 70 กิโลกรัม แบงตัวอยางเมล็ด
ออกเปนสองสวน โดยสวนแรกนําเมล็ดมาเกล่ียในถาดอลูมิเนียม และปลูกเช้ือดวยการฉีดพนสาร
แขวนลอยสปอรของเช้ือรา A. flavus ความเขมขน 0.4×106 สปอรตอมิลลิลิตร จํานวน 4 มิลลิลิตร 
ใหกระจายอยางท่ัวถึงทุกเมล็ด ปดถาดดวย plastic wrap ชนิด polyvinyl chloride บมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 4 วัน เม่ือสังเกตเห็นการเจริญของเช้ือรา จึงนําเมล็ดท่ีไดมาทดลอง ใน 4 
กรรมวิธี คือ กรรมวิธีท่ี 1, 2, 3 และ 4 โดยผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีเช้ือเขาทําลายมาผสมกับเมล็ด
ขาวโพดปกติ ในอัตราสวน 5, 10, 15 และ 20 % โดยน้ําหนักตามลําดับ สําหรับชุดควบคุมจะใช
เมล็ดขาวโพดท่ีไมไดปลูกเช้ือและผานการฆาเช้ือท่ีผิวดวยสารละลาย sodium hypochlorite เขมขน 
0.1 % นาน 1 นาที ทุกกรรมวิธีใชเมล็ดขาวโพดน้ําหนัก  200 กรัมตอตัวอยาง และใช 30 ตัวอยางตอ
กรรมวิธี จากน้ันนําเมล็ดในแตกรรมวิธีไปวัดสเปกตรัม ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ในชวงความ
ยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตรดวยอุปกรณเสริม transportation module with coarse sample cell 
และ transportation module with pasting cell โดยวัดการสะทอนกลับของแสง แลวนําขอมูล
สเปกตรัมท่ีไดมาวิเคราะหเพื่อหาความสัมพันธกับปริมาณการปนเปอนดวยโปรแกรม The 
unscrambler ® version 7.6  

 
  3.4.2 การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อรา A. flavus ในเมล็ดขาวโพดบด 

วิธีการ 

นําเมล็ดขาวโพดมาทดลองดังการทดลองท่ี 3.4.1 กอนทําการวัดสเปกตรัม นําเมล็ดมาบด
ในเคร่ืองบดเมล็ด แบงตัวอยางเมล็ดออกเปนสองสวน และทําการทดลองเหมือนการทดลองที่ 3.4.1 
แลวนําเมล็ดในแตละกรรมวิธีไปวัดสเปกตรัม ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ในชวงความยาวคล่ืน 
400-2500 นาโนเมตรดวยอุปกรณเสริม transportation module with pasting cell และ spinning 
module with standard cup โดยวัดการสะทอนกลับของแสง แลวนําขอมูลสเปกตรัมท่ีไดมา
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วิเคราะหเพื่อหาความสัมพันธกับปริมาณการปนเปอนดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 
7.6  
3.5 การตรวจการเขาทําลายของเชื้อรา A. flavus ขาวโพดระหวางการเก็บรักษา 

เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. ชุดตรวจสอบ DOA-Aflatoxin ELISA Test Kit ประกอบดวย 

- microELISA plate แบบตางๆ ท่ีเคลือบดวยแอนตีบอดีตอสารอะฟลาทอกซิน B1 
บรรจุในถุงฟอยด 

- สาร AFB1 มาตรฐานท่ีระดับความเขมขน 0, 0.2, 0.5, 1, 2 และ 5 ng/ml (ppb) 

- substrate (TMB) 12 มิลลิลิตร 

- stopping solution (0.3 M Ohosphoric acid) 12 มิลลิลิตร 

- conjugate buffer ปริมาณ 8 มิลลิลิตร 

- washing buffer 100 มิลลิลิตร (10 เทา 0.01 M PBS + 0.05% tween 20) 

2. เคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, Silver Spring, USA) 

3. อุปกรณเสริมชุดวัดตัวอยาง transportation module with pasting cell  

4. โปรแกรม The unscrambler ® version 7.6 (Camo, Oslo, Norway) 

5. เคร่ืองบดเมล็ด (sample mill, Cemotec) 

6. เคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง 

7. เคร่ืองเขยา 

8. เคร่ืองแกวสําหรับกรอง และเจือจางสารสกัด 

9. กระดาษกรองเบอร 4  

10. ไมโครปเปตขนาด 50-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตรพรอมปเปตทิป 

11. เคร่ือง microELISA reader อานที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

12. ตูบมเช้ือ (incubator) 

13. เคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตําแหนง 
14. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 
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15. ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 

16. จานเพาะเชื้อ (petri dish) 

สารเคมี 

1. เมทานอล 70 % 

วิธีการ 

  นําเมล็ดขาวโพด นํามาผานกรรมวิธีดังนี้ 

   กรรมวิธีท่ี 1 เมล็ดท่ีไมไดปลูกเช้ือรา A. flavus  (ชุดควบคุม) 

   กรรมวิธีท่ี 2 เมล็ดท่ีไดรับการปลูกเช้ือรา A. flavus 

จากน้ันนําเมล็ดขาวโพดท่ีผานกรรมวิธีท้ัง 2 กรรมวิธี มาเก็บรักษาในสภาพปกติ 
(อุณหภูมิหอง) เปนระยะเวลา 0, 1, 2, 3 เดือน นําเมล็ดขาวโพดท่ี ผานการเก็บรักษามาวัดสเปกตรัม
ดวย NIRSystem6500 ดวยชุดอุปกรณเสริมท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 แลวนํามาตรวจการ
เขาทําลายของเช้ือราดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (DOA-Aflatoxin ELISA Test Kit) จากสํานักวิจัย
และพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปรรูปผลิตผลเกษตร กรมวิชาการเกษตร  

3.5.1 วิธีวิเคราะหของชุดตรวจสอบสารอะฟลาทอกซินสําเร็จรูป 

1. การเตรียมตัวอยาง สุมตัวอยางเมล็ดขาวโพดอยางนอย 1 กิโลกรัม ตัวอยางท่ีสุมมาตอง
เปนตัวแทนท่ีดีของตัวอยางนั้นๆ ทําการบดตัวอยางใหละเอียดและผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน 

2. วิธีการสกัดสารพิษจากตัวอยาง 

- ช่ังตัวอยางท่ีบดละเอียดแลวปริมาณ 20 กรัมใสใน flask 

- เติม 100 มิลลิลิตร ของ 70% เมทานอล ลงใน flask (อัตราสวนของตัวอยางตอ 
70% เมทานอล เทากับ 1:5) 

- ปดปาก flask ดวยจุกยางหรือแผนพาราฟลม แลวนําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยาท่ี
ความเร็ว 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 นาที 

3. การเตรียมสารสกัดจากตัวอยางสําหรับวิเคราะห 

- นําตัวอยางท่ีเขยาแลวตั้งท้ิงไวประมาณ 5-10 นาที 

- นําสวนใสมากรองผานกระดาษกรองเบอร 4  
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- เก็บสวนท่ีกรองไดไวในหลอดแกวท่ีสะอาดปดสนิท สารสกัดท่ีกรองไดนี้จะมี
ความเขมขนเปน 1:5 เทา 

- ใหทําการเจือจางสารสกัดเปน 1:20 เทา โดยใชสารละลาย 0.01 M PBS-T กอน
นําไปวิเคราะหโดยเจือจางในอัตราสวน 1:3  (สารสกัดตัวอยาง 1 มิลลิลิตร + 
สารละลาย 0.01  M PBS-T 3 มิลลิลิตร) 

4. ข้ันตอนการวิเคราะห 

- หยดสารพิษอะฟลาทอกซินมาตรฐาน ระดับความเขมขนตางๆ (4-5 ความเขมขน) 
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร/หลุมทดสอบ/ความเขมขน และหยดสารสกัดตัวอยางท่ีเจือ
จางเปน 1:20 แลว ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบท่ีเหลือ 

- หยดเอ็นไซมคอนจูเกต (AFB1 – HRP conjugate) ท่ีเจือจางใน conjugate buffer 
แลว ปริมาณ 50 ไมโครลิตร/หลุมทดสอบตามลงไปทุกหลุม เขยาเล็กนอย แลวบม
ไวในท่ีมืดที่อุณหภูมิหอง เปนเวลาประมาณ 20-30 นาที 

- หลังจากครบเวลาการบมแลว เทสารในหลุมทดสอบสอบท้ิงโดยการคว่ําหลุม 

- ลางหลุมทดสอบ โดยเติม washing buffer (PBS-T) ลงในหลุมใหเต็มทุกหลุม แลว
คว่ําท้ิง ควรทําการลางอยางนอย 3 คร้ัง 

- คว่ําหลุมทดสอบบนกระดาษซับแลวเคาะใหแหง 

- หยด substrate ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบจากทุกหลุม แลวบมไว
ท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืดเปนเวลา 5-10 นาที จะเกิดปฏิกิริยาเปนสีฟา ตามลําดับ 
ความเขมขนของสารพิษตัวอยางท่ีมีสีฟาเขมแสดงวาไมมีสารพิษหรือมีนอย และ
ตัวอยางท่ีมีสีฟาจางหรือขาวแสดงวามีสารพิษมาก 

- หยุดปฏิกิริยาโดยเติม stopping solution (0.5 M phosphoric acid) ปริมาณ 100 
ไมโครลิตร ปฏิกิริยาจะเปล่ียนจากสีฟาเปนสีเหลือง และอานคาความเขมขนของสี
ดวย microELISA reader ท่ีชวงความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ควรอานปฏิกิริยา
ภายใน 60 นาทีหลังจากหยุดปฏิกิริยา 

รวมท้ังทดสอบหาการปนเปอนของเช้ือ A. flavus ท่ีติดมากับเมล็ดโดยวิธีเพาะเล้ียงบน
อาหาร PDA 

 



81 
 

จํานวนเมล็ดท้ังหมด 

3.5.2 ตรวจสอบการเกิดเชื้อรา (fungi infect)  

สุมเมล็ดมาจํานวน 400 เมล็ด จานละ10 เมล็ด ท่ีอุณหภูมิ 25 °C ในตู incubator นาน  7 วัน 
บันทึกภาพ ตรวจวัดผลการทดลอง 

% การปนเปอนเช้ือ =     จํานวนเมล็ดท่ีเกิดเช้ือรา    x 100 

    

3.6 การวิเคราะหขอมูลและการสรางสมการ 

 สรางสมการเทียบมาตรฐานโดยหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมและปริมาณ
สารพิษอะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหไดจากวิธีเคมี โดยการสรางสมการถดถอยเชิงเสนดวยเทคนิค 
partial least squares regression (PLSR) โดยหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมกับคาทางเคมี
ดวยโปรแกรม The unscrambler ® และสรางสมการโดยใชวิธี test set โดยแบงออกเปน 2 กลุม คือ 
กลุมสรางสมการ (calibration set) เปนกลุมตัวอยางท่ีใชในการสรางสมการถดถอยเชิงเสนระหวาง
ขอมูลทางเคมีท่ีวัดไดดวยวิธีมาตรฐานกับขอมูลคาการดูดกลืนแสงของขาวโพดในชวงความยาว
คล่ืน 400-2500 นาโนเมตร และกลุมทดสอบสมการ (validation set) เปนกลุมตัวอยางท่ีใชทดสอบ
ประสิทธิภาพของสมการทํานายคาทางเคมีท่ีได ซ่ึงมีจํานวนตัวอยางท่ีใชในการสรางและทดสอบ
สมการทํานายปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซิน แปลงขอมูลสเปกตรัมดั้งเดิม (original spectrum หรือ 
Log (1/R)) ดวยเทคนิคทางคณิตศาสตร คือ smooting, first derivative, second derivative และ 
multiplicative scatter correction (MSC) และทําการเลือกชวงความยาวคล่ืนท่ีสัมพันธกับปริมาณ
สารพิษอะฟลาทอกซินท่ีวิเคราะหได โดยพิจารณาคาสถิติท่ีวิเคราะหไดจากการสรางสมการถดถอย
เชิงเสนของตัวอยางในกลุม calibration set และกลุม validation set ไดแก คา R คาผิดพลาด
มาตรฐานในกลุมสรางสมการ (standard error of calibration, SEC), คาผิดพลาดมาตรฐานในกลุม
ทดสอบสมการ (standard error of prediction, SEP) และคาเฉล่ียของผลตางระหวางคาท่ีไดจากวิธี
อางอิงกับคาท่ีไดจาก NIR (bias) ของแตละสมการ เพ่ือจะไดเลือกสมการท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยมี
ข้ันตอนดังแผนภาพ 3.1  
3.8 สถานท่ีดําเนินงานวิจัยและรวบรวมขอมูล 

หองปฏิบัติการ สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

3.9 ระยะเวลาท่ีทํางานวิจัย 

ตั้งแตเดือน ตุลาคม 2552- ตุลาคม 2553 
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ตัวอยางขาวโพดพันธุ DK 888 กรรมวิธีท่ี 1 เมล็ดท่ีไมไดปลูกเช้ือรา A. flavus  (ชุดควบคุม) และ

กรรมวิธีท่ี 2 เมล็ดที่ไดรับการปลูกเช้ือรา A. flavus กรรมวิธีละ 30 ตัวอยาง ตัวอยางละ 60 กรัม 

 
วัดสเปกตรัมดวยเคร่ือง NIR ท่ีชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร (ตัวแปรอิสระ (X)) 

 
นําตัวอยางขาวโพดท่ีวัดสเปกตรัมแลวมาวเิคราะหปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซิน (ตวัแปรตาม (Y)) 
 

แบงกลุมตัวอยางออกเปน 2 กลุม กลุมสรางสมการทํานาย และกลุมทดสอบสมการ 
 

แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิคทางคณิตศาสตร 
 
ใชโปรแกรม The unscrambler สรางสมการดวยเทคนิค PLSR ซ่ึงเปนการหาความสัมพันธระหวาง
ขอมูลสเปกตรัม (ตัวแปรอิสระ (x)) และขอมูลวิเคราะหทางเคมี (ตัวแปรตาม (Y)) 
 

สมการทํานาย 
 

ภาพ 3.1 ข้ันตอนการใชโปรแกรม The unscrambler ® สรางสมการดวยเทคนิค PLSR 


