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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

พันธุ์ทิพย์ วงศ์ทิพย์ : การปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะฟลาทอกซินรวม
ในข้าวกล้องโดยการปรับภาวะและการตรวจสอบการเจริญของ  Aspergillus flavus ในข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยว 
(PERFORMANCE IMPROVEMENT OF NEAR INFRARED SPECTROSCOPY IN FUNGAL AND AFLATOXIN 
DETECTION IN BROWN RICE BY ADJUSTING CONDITIONS AND INVESTIGATION OF Aspergillus flavus 
GROWTH IN A SINGLE GRAIN OF BROWN RICE) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ชีวานันท์ เดชอุปการ ศิริ
สมบูรณ์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. ปานมนัส ศิริสมบูรณ์{, 147 หน้า. 

งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะฟลาทอก
ซินรวมในข้าวกล้องโดยการปรับภาวะของตัวอยา่ง และเพื่อตรวจสอบการเจริญของ Aspergillus flavus บนเมล็ดข้าวกล้องโดยใช้เนียร์
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ตัวอย่างข้าวกล้องที่ไม่ได้ปรับความชื้นและปรับความชื้นเท่ากับ 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์ ทั้งที่มีการปนเปื้อน
ของราตามธรรมชาติและที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วย A. flavus ถูกจัดเป็น 6 ชุดตัวอย่างเพื่อใช้สร้างแบบจ าลองการวิเคราะห์เชิงปริมาณ
เพื่อท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวม 
แบบจ าลองถูกสร้างโดยใช้วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least square regression, PLSR) จากความสัมพันธ์
ระหว่างข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ (ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา และปริมาณอะฟลาทอกซินรวม) และข้อมูลเชิงแสง (สเปกตรัม) ที่ได้
จากการสแกนตัวอย่างด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรด แบบจ าลองที่ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดได้ดีที่สุดสร้างจากตัวอย่าง
ชุดที ่6 (ตัวอย่างทั้งหมด) โดยใช้สเปกตรัมที่ผ่านการจัดการด้วยวิธีการลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction) ให้ค่าสัมประสิทธิ์
การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการท านาย  (root mean 
square error of prediction, RMSEP) อัตราส่วนระหว่างค่า SD ต่อ SEP (ratio of standard deviation to standard error of 
prediction, RPD) และค่าความผิดพลาดในการท านาย (bias) เท่ากับ 0.92, 3.17 เปอร์เซ็นต์, 3.59 และ 0.03 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
แบบจ าลองที่ดีที่สุดในการท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองสร้างจากสเปกตรัมผ่านการ
จัดการด้วยวิธีการปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scatter correction; MSC) ของตัวอย่างชุดที่ 4 (ตัวอย่างที่ถูกท าให้
ปนเปื้อนด้วยราและปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์) (R2 = 0.84, ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการ
พิสูจน์แบบไขว้ (root mean square error of cross validation, RMSECV) = 6.57 เปอร์เซ็นต์, RPD = 2.53 และ bias = -0.15 
เปอร์เซ็นต)์ และแบบจ าลองที่ดีที่สุดในการท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวมสร้างจากสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการด้วยวิธีการปรับความ
แปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (vector normalization; SNV) ของตัวอย่างชุดที่ 6 (ตัวอย่างทั้งหมด) (R2 = 0.93, RMSEP = 188.00 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม, RPD = 3.77 และ bias = 21.20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ผลการสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 
พบว่า แบบจ าลองเพื่อการแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของราทั้งหมดที่สร้างจากวิธี partial least square-discriminant analysis (PLS-DA) 
ให้ผลการท านายแม่นย าที่สุดด้วยค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม  เท่ากับ 97.18 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับแบบจ าลองเพื่อการ
วิเคราะห์เชิงคุณภาพเพื่อแบ่งกลุ่มข้าวเมล็ดเดี่ยวที่มีและไม่มีราเจริญที่สร้างจากวิธี PLS-DA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม
สูงสุด เท่ากับ 93.75 เปอร์เซ็นต์ และแบบจ าลองเพื่อการแบ่งกลุ่มข้าวเมล็ดเดี่ยวที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 จาก
วิธี PLS-DA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงสุด เท่ากับ 98.15 เปอร์เซ็นต ์งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าความหลากหลายและ
การกระจายของข้อมูลในตัวอย่างเป็นปัจจัยส าคัญต่อสมรรถนะของแบบจ าลองเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 
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PANTHIP WONGTHIP: PERFORMANCE IMPROVEMENT OF NEAR INFRARED SPECTROSCOPY IN FUNGAL 
AND AFLATOXIN DETECTION IN BROWN RICE BY ADJUSTING CONDITIONS AND INVESTIGATION OF 
Aspergillus flavus GROWTH IN A SINGLE GRAIN OF BROWN RICE. ADVISOR: ASST. PROF. CHEEWANUN 
DACHOUPAKAN SIRISOMBOON, CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. PANMANAS SIRISOMBOON {, 147 pp. 

This research aims to improve the performance of the near infrared spectroscopy (NIRS) for the 
detection of fungi infection and aflatoxins in brown rice by adjusting the conditions of samples and to monitoring 
the growth of Aspergillus flavus in brown rice kernels. The brown rice samples with initial moisture and adjusting 
the humidity of 14 and 18% including naturally contaminated samples and artificially A. flavus contaminated 
samples were carried out for 6 sample sets for developing the quantitative models for predicting the percentage 
of total fungal infection, percentage of yellow-green fungal infection and aflatoxins concentration in brown rice 
samples. The models were developed using the method of partial least square regression (PLSR) from the 
correlation between laboratory data (percentage of fungal infection and total aflatoxin concentration) and optical 
data (spectra) from NIR scanning. The best model for predicting percentage of total fungal infection was 
developed using the straight line subtraction pretreated spectra from the sample set NO. 6th (all samples) with 
the coefficient of determination (R2), root mean square error of prediction (RMSEP), ratio of standard deviation to 
standard error of prediction (RPD) and bias of 0.92, 3.17%, 3.59 and 0.03% respectively. The best model for 
predicting percentage of yellow-green fungal infection was developed using the multiplicative scatter correction 
(MSC) pretreated spectra from the sample set NO. 4th (artificially fungal contamination with 14% and 18% of 
moisture content) (R2 = 0.84, root mean square error of cross validation (RMSECV) = 6.57%, RPD = 2.53 and bias = 
-0.15%). The best model for predicting percentage of total aflatoxin concentration was developed using the 
vector normalization (SNV) pretreated spectra from the sample set NO. 6th (all samples) (R2 = 0.93, root mean 
square error of cross validation (RMSEP) = 188.00 µg/kg, RPD = 3.77 and bias = 21.20 µg/kg). For qualitative 
models, the classification model of total fungal contamination in brown rice samples developed using partial 
least square-discriminant analysis (PLS-DA) provided the highest percentage of overall correct classification of 
97.18%. For qualitative models of single kernels, the classification model of fungal growth and non-fungal growth 
on brown rice kernels developed from PLS-DA provided the highest percentage of overall correct classification of 
93.75%. The classification model of aflatoxin B1 contaminated and non-aflatoxin B1 contaminated brown rice 
kernels developed from PLS-DA provided the highest percentage of overall correct classification of 98.15%. This 
study demonstrated that the data variability and distribution in the samples are important factors that affect the 
performance of NIRS models.  
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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) เป็นสารที่เกิดจากการเมแทบอลิซึมชนิดทุติยภูมิ (secondary 
metabolism) ของราสกุล Aspergillus section Flavi เช่น A. flavus, A. parasiticus และ A. 
nomius (Zaboli และคณะ, 2010) โดยเฉพาะ A. flavus เป็นราส าคัญที่ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 
(AFB1) และ อะฟลาทอกซินบี 2 (AFB2) ราชนิดนี้มีโคโลนีสีเขียวอมเหลือง ลักษณะเวซิเคิล (vesicle) 
เป็นรูปทรงรีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 20-45 ไมโครเมตร และโคนิเดีย (conidia) มีรูปร่างกลม
ผนังเรียบขนาดประมาณ 3-6 ไมโครเมตร พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติโดยเฉพาะในดิน เจริญได้ที่อุณหภูมิ 
25-42 องศาเซลเซียส และที่ความชื้นประมาณ 14-30 เปอร์เซ็นต์ (Klich, 2007; Coppock และ
คณะ, 2012; Chase L. E. และคณะ, 2013)  

อะฟลาทอกซินที่พบในธรรมชาติมี 4 ชนิด คือ AFB1, AFB2, AFG1 และ AFG2 (สถาบัน
อาหาร กระทรวงอุตสาหกรรม, 2557) พบปนเปื้อนในผลผลิตทางการเกษตรหลายชนิด โดยเฉพาะ
ธัญพืชต่างๆ รวมทั้งข้าว (Coppock และคณะ, 2012) อะฟลาทอกซินเป็นอันตรายต่อสุขภาพของ
ผู้บริโภค เนื่องจากสารพิษชนิดนี้เป็นพิษต่อตับ ซึ่งโรคที่เกิดจากอะฟลาทอกซิน เรียกว่า อะฟลาทอกซิ
โคซิส (aflatoxicosis) ท าให้เกิดพิษมีทั้งแบบเฉียบพลันซึ่งท าให้เกิดตับวายเฉียบพลันอาจท าให้
เสียชีวิตได้ และเกิดพิษแบบเรื้อรังในคนแสดงอาการคล้ายกับโรคตับอักเสบเรื้อรัง ระบบภูมิคุ้มกัน
ต่ าลง และน าไปสู่มะเร็งตับในที่สุด (บดินทร์ บุตรอินทร์, 2555) 

ข้าวกล้อง คือ ข้าวที่สีเอาเปลือก (แกลบ) ออกไป แต่ยังมีจมูกข้าวและเยื่อหุ้มเมล็ดข้าว (ร า) 
อยู่ ซึ่งท าให้มีสารอาหารมากกว่าข้าวสารหรือข้าวขาว (บรรจบ ชุณหสวัสดิกุล, 2553) ข้าวกล้องมี
ปริมาณธาตุเหล็กมากกว่าข้าวขาว 60 เปอร์เซ็นต์ และมีวิตามินบี 1 มากกว่าข้าวขาว 80 เปอร์เซ็นต์ 
(Babu และคณะ, 2009) สารอาหารในข้าวกล้อง ได้แก่ โปรตีน วิตามิน เช่น วิตามินบีรวม วิตามินอี 
ไนอะซิน และเกลือแร่ต่างๆ เช่น แคลเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส ทองแดง และสังกะสี ซึ่งช่วยให้ร่างกาย
ท างานอย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ ข้าวกล้องมีใยอาหารสูงช่วยป้องกันการเกิดมะเร็งล าไส้ได้อีก
ด้วย (บรรจบ ชุณหสวัสดิกุล, 2553) 

ข้าวกล้องถูกจัดอยู่ในผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรในประเภทข้าว ซึ่งในปี พ.ศ. 2556 ประเทศ
ไทยส่งออกข้าวเป็นอันดับ 3 ของโลก และมีปริมาณการส่งออก 6.6 ล้านตัน มูลค่า 133,842 ล้าน
บาท (ธนาคารแห่งประเทศไทย, 2556) ซึ่งการจะครองส่วนแบ่งการตลาดของข้าวในตลาดโลกและ
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อาเซียนนั้น ประเทศไทยต้องพัฒนาคุณภาพและสายพันธุ์ของข้าว ตลอดจนการลดต้นทุนการผลิตเพ่ือ
แข่งขันกับประเทศที่ส่งออกข้าวรายอ่ืนในตลาดโลก อย่างไรก็ตาม ข้าวกล้องเป็นสินค้าเกษตรชนิด
หนึ่งที่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินได้เช่นเดียวกับธัญพืชชนิดอ่ืนๆ ซึ่งการปนเปื้อนของราและ
สารพิษจากราในข้าวส่งผลกระทบต่อคุณภาพ ท าให้ผลผลิตมีราคาต่ า และอาจถูกปฏิเสธจากประเทศ
ผู้น าเข้า สูญเสียผลประโยชน์ทางเศรษฐกิจต่อประเทศอย่างมาก จึงต้องมีการตรวจสอบคุณภาพของ
ข้าวให้เป็นไปตามมาตรฐาน เช่น ข้าวที่ส่งให้ประเทศในสหภาพยุโรปจะต้องมีระดับการปนเปื้อน
ของอะฟลาทอกซินรวมทุกชนิดในข้าวได้ไม่เกิน 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (European 
Commission, 2010) ส าหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสุขก าหนดไว้ว่าต้องมีอะฟลาทอกซินอยู่
ในอาหารทุกชนิดไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (กระทรวงสาธารณสุข, 2529) 

การตรวจวัดการปนเปื้อนของราในผลผลิตทางการเกษตรเป็นวิธีการหนึ่งที่จะบ่งชี้ความเสี่ยง
ที่จะเกิดการปนเปื้อนของสารพิษจากราตามมา ซึ่งวิธีมาตรฐานในการตรวจหาการปนเปื้อนของราใน
อาหารนั้นนิยมใช้วิธีจุลชีววิทยาทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ การนับจ านวนรา การคัดแยกราจาก
ตัวอย่างอาหาร การจ าแนกและระบุชนิดของราที่คัดแยกได้ โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดย
สังเกตจากลักษณะที่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่า และการสังเกตโครงสร้างของราภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ แม้ว่าจะเป็นวิธีมาตรฐานแต่วิธีดังกล่าวมีข้อจ ากัด คือ ใช้เวลานานและต้องการผู้เชี่ยวชาญ
ในการตรวจวิเคราะห์ (Magan, 1993) ปัจจุบันวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล เช่น ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) ได้รับความนิยมสูง เนื่องจากวิธีนี้มีความจ าเพาะ 
และมีความไวสูง (Konietzny และคณะ, 2003) สามารถใช้จัดจ าแนกและระบุชนิดของรา อีกทั้งยัง
สามารถตรวจสอบราที่ปนเปื้อนในผลผลิตทางการเกษตรได้ (Niessen, 2007) อย่างไรก็ตาม เทคนิคนี้
ยังคงมีข้อจ ากัดในเรื่องความซับซ้อนของวิธีการในการวิเคราะห์ สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ และการ
เลือกใช้ไพร์เมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับราแต่ละชนิด (Santos และคณะ, 2010)  

การวิเคราะห์สารพิษจากราในอาหารมีขั้นตอนการวิเคราะห์ 3 ขั้นตอน ประกอบด้วย (1) 
การสกัดสารพิษจากราในตัวอย่างโดยใช้ตัวท าละลาย เช่น อะซีโทไนไตร์ล  เมทานอล และ
คลอโรฟอร์ม เป็นต้น (2) การก าจัดสิ่งรบกวน (clean up) นิยมใช้ solid phase extraction (SPE) 
และ immunoaffinity column (IAC) เพ่ือก าจัดสิ่งแปลกปลอมออกจากสารสกัด (Roseanu และ
คณะ, 2010) และ (3) การวิเคราะห์สารพิษจากรา โดยทั่วไปนิยมใช้วิธีทางเคมีวิเคราะห์และภูมิคุ้มกัน
วิทยา วิธีทางเคมีวิเคราะห์ เช่น โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography หรือ
TLC), โครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography 
หรือ HPLC) และแก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography หรือ GC) (Rahmani และคณะ, 
2009) วิธีเหล่านี้มีความแม่นย าและความไวสูง แต่มีข้อจ ากัดเนื่องจากใช้สารเคมีปริมาณมาก และ
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อุปกรณ์ในขั้นตอนการก าจัดสิ่งรบกวนไม่สามารถน ากลับมาให้ซ้ าได้ท าให้มีค่าใช้จ่ายสูง อีกทั้งเกิด
ปัญหาสารเคมีตกค้างซึ่งเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม และต้องอาศัยบุคลากรที่มีความช านาญใน 
การวิเคราะห์ (Tripathi และคณะ, 2009) ส่วนวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา เช่น enzyme-linked  
immunosorbent assay (ELISA) นิยมใช้เพื่อการตรวจวิเคราะห์แบบรวดเร็ว ปัจจุบันเทคนิคนี้ได้ถูก
พัฒนาให้ใช้งานง่ายและรวดเร็วขึ้น แต่อย่างไรก็ตามวิธี ELISA ยังคงมีขั้นตอนเตรียมตัวอย่างก่อนการ
วิเคราะห์ มีการใช้สารเคมี และเอนไซม์รวมไปถึงเครื่องมือหรือชุดส าเร็จที่มีความจ าเพาะ ซึ่งท าให้มี
ค่าใช้จ่ายสูง และอาจประสบปัญหาความไม่เสถียรของน้ ายาที่ใช้ทดสอบเมื่อมีการทดสอบเป็นระยะ
เวลานาน (Fernández-Ibañez และคณะ, 2009) 

เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (near infrared spectroscopy, NIRS) เป็นการใช้
ประโยชน์จากคลื่นเนียร์อินฟราเรด ซึ่งเป็นคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า มีความยาวคลื่นระหว่าง 800-2500 นา
โนเมตร (Roggo และคณะ, 2007) เมื่อโมเลกุลของสสารดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดเข้าไป จะมีผล
ต่อระดับการสั่นของพันธะต่างๆ ในโมเลกุล เรียกปฏิกิริยาดังกล่าวว่าการเกิดอันตรกิริยา โดยสสารที่
สามารถเกิดอันตรกิริยาได้นั้นโมเลกุลต้องประกอบด้วยพันธะไฮโดรเจน (X-H อะตอม X ได้แก่ C, O, 
N และ S) สารที่มีองค์ประกอบแตกต่างกันจะดูดกลืนพลังงานแสงเนียร์อินฟราเรดที่ความยาวคลื่น
ต่างๆ ได้แตกต่างกัน ซึ่งจะแสดงในรูปของเส้นสเปกตรัมเพ่ือน าไปใช้วิเคราะห์ในเชิงปริมาณและ
คุณภาพต่อไป (ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552; สนธิสุข ธีระชัยชยุติ, 2554) ข้อเด่นของ NIRS คือ เป็น
เทคนิคที่ไม่ท าลายตัวอย่าง สะดวก รวดเร็ว ไม่สิ้นเปลืองงบประมาณในการวิเคราะห์ เนื่องจากไม่ใช้
สารเคมีท าให้มีต้นทุนการผลิตที่ต่ าลง อีกท้ังเทคโนโลยีนี้ยังเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

เทคนิคเนียร์อินฟราเรดเปกโทรสโกปีได้ถูกน ามาใช้เพ่ือควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น ยา เครื่องส าอาง การเกษตร อาหารและเครื่องดื่ม เป็นต้น ด้าน
อุตสาหกรรมการเกษตรรวมทั้งอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่มใช้ NIRS เพ่ือตรวจไขมัน โปรตีน 
และความชื้นในผลิตภัณฑ์ประเภทเนื้อสัตว์ นม และอาหารทะเล (Prieto และคณะ, 2009; Liu และ
คณะ, 2013) นอกจากนี้ ยังใช้เพ่ือตรวจหาสารเคมีอันตราย ราและสารพิษจากราที่ตกค้างใน 
อาหาร (Teye และคณะ, 2013) ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Fernández-Ibañez และคณะ (2009) 
ศึกษาและประยุกต์ใช้ FT-NIR spectrometer เพ่ือตรวจหาอะฟลาทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าวโพดและ
ข้าวบาร์เลย์ที่มีระดับความชื้นต่างๆ เพ่ือให้ราเจริญและสร้างอะฟลาทอกซินในระดับต่างๆ พบว่า 
เทคนิคนี้สามารถน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์แบบรวดเร็วเพ่ือควบคุมคุณภาพของเมล็ดธัญพืชได้
อย่างมีประสิทธิภาพ แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับข้าวโพดได้จากสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการด้วยวิธี 
standard normal variate and detrending (SNVD) ให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) เท่ากับ 
0.82 และค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (SECV) เท่ากับ 0.200 ส าหรับข้าวบาร์เลย์แบบจ าลองซึ่ง
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พัฒนาโดยใช้วิธี SNVD จัดการกับสเปกตรัมให้ผลการท านายดีที่สุด โดยมีค่า R2 เท่ากับ 0.84 และค่า 
SECV เท่ากับ 0.183 งานวิจัยของ รุ่งนภา ไกลถิ่น และคณะ (2554) ศึกษาการใช้ NIRS เพ่ือตรวจหา
เมล็ดข้าวสารที่ถูกท าลายด้วย A. flavus ที่ผสมอยู่กับข้าวสารปกติในระดับการปนเปื้อนต่างๆ ด้วยวิธี 
การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principle component analysis, PCA) พบว่า NIRS สามารถแยก
เมล็ดข้าวปกติกับเมล็ดข้าวที่มีการปนเปื้อนต่ าสุดตั้งแต่ 5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักขึ้นไป จากตัวอย่าง
การศึกษาดังกล่าวข้างต้น พบว่ามีการปรับภาวะของตัวอย่างเพ่ือให้ได้ค่าองค์ประกอบที่ต้องการวัดที่
หลากหลาย การเลือกกลุ่มตัวอย่างเป็นปัจจัยที่ส าคัญอย่างหนึ่งต่อความคลาดเคลื่อนในการตรวจสอบ
ค่าด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (ศุมาพร เกษมส าราญ, 2545) ดังนั้น การเลือกตัวอย่างที่ดี
จะต้องเป็นตัวแทนที่มีค่าองค์ประกอบที่ต้องการวัดเป็นแบบสม่ าเสมอ (uniform distribution) จะ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพการท านายของแบบจ าลองที่ดีข้ึน (ริณภา พุทธัง, 2556) 

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาการปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีใน
การตรวจหาราและอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องโดยการปรับสภาวะของตัวอย่างโดยใช้วิธี 
ELISA เป็นวิธีมาตรฐาน และการตรวจสอบการเจริญของ A. flavus ที่มีความสามารถในการผลิตอะ 
ฟลาทอกซินบนเมล็ดข้าวกล้องเพ่ือการวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

1.2 วัตถุประสงค์ชองงานวิจัย  

1) เพ่ือปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะฟลา
ทอกซินรวมในข้าวกล้องโดยการปรับภาวะของตัวอย่าง 

2) เพ่ือตรวจสอบการเจริญของ Aspergillus flavus บนเมล็ดข้าวกล้องโดยใช้เนียร์
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

 



 
 

 

บทที ่2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 ข้าวกล้อง 

 ข้าวจัดเป็นพืชตระกูลหญ้า (Family Gramineae) สกุลออริซา (Genus Oryza) ลักษณะ
โดยทั่วไปเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่มีล าต้นเป็นปล้อง สามารถปลูกได้ในทุกทวีปของโลก ยกเว้นทวีปแอน
ตาร์กติกาเนื่องจากมีพ้ืนที่เต็มไปด้วยน้ าแข็ง (เฉลิมวุฒิ สฤษดิกุล, 2549) ข้าวมีประมาณ 23 ชนิด 
(species) สามารถแบ่งข้าวออกได้ 2 จ าพวก คือ ข้าวปลูก (cultivated rice) และข้าวป่า (wild 
rice)  ข้าว Oryza Sativa เป็นข้าวปลูกที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจมาก แบ่งออกได้ 3 พวก ได้แก่ 
อินดิคา (indica type) ปลูกมากในประเทศเขตร้อนของทวีปเอเชียและประเทศไทย จาปอนิคา 
(japonica type) ปลูกมากในประเทศเขตอบอุ่นหรือกึ่งร้อน เช่น จีน เกาหลี ญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา 
และจาวานิคา (javanica type) เป็นข้าวที่ไม่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ปลูกเฉพาะในประเทศ
อินโดนีเซียและพม่า (กล้า เมธากานต์, 2552) 

ข้าวกล้อง (cargo rice, loonzain rice, brown rice, husked rice) หมายถึง ข้าวที่ผ่าน
การกะเทาะเปลือก (hull หรือ husk) ออกเท่านั้น (กระทรวงพาณิชย์, 2556) จึงยังคงมีส่วนของจมูก
ข้าว และเยื่อหุ้มเมล็ดที่เป็นแหล่งของสารอาหารต่างๆ ท าให้ข้าวกล้องยังคงมีคุณค่าทางอาหารอยู่มาก  
ข้าวที่ได้หลังการเก็บเกี่ยว เรียกว่า ข้าวเปลือก ซึ่งต้องมีการแปรสภาพข้าวเปลือกให้เป็นข้าวสารก่อน
จะน าไปหุงให้สุกและบริโภคได้ ในสมัยโบราณมีวิธีการแปรสภาพข้าวเปลือกอย่างง่ายโดยการต า ข้าว
ที่ได้ เรียกว่า ข้าวซ้อมมือ ปัจจุบันเทคโนโลยีได้รับการพัฒนามากขึ้น มนุษย์จึงคิดค้นเครื่องมือเพ่ือทุ่น
แรง และลดระยะเวลาในการแปรสภาพข้าวขึ้นมา โดยวิธีการแปรสภาพข้าวด้วยเครื่องจักร เรียกว่า  
การสีข้าว (rice milling) ซึ่งเป็นกรรมวิธีในการแปรรูปข้าวเปลือกให้เป็นข้าวสารหรือข้าวกล้อง 
หลังจากที่แยกสิ่งแปลกปลอมออกจากข้าวเปลือกแล้ว ข้าวเปลือกจะถูกน ามากะเทาะด้วยเครื่อง  
กะเทาะเพ่ือให้เปลือกหุ้มเมล็ดหรือแกลบ (husk) หลุดออก เครื่องกะเทาะที่นิยมใช้ คือ เครื่อง 
กะเทาะแบบโม่หิน (under runner disc) และเครื่องกะเทาะแบบลูกยาง (rubber rolls) เพ่ือให้เกิด
การเสียดสี กะเทาะให้แกลบหลุดออกจากตัวเมล็ดข้าว ข้าวที่ได้ในขั้นตอนนี้เรียกว่าข้าวกล้อง ซึ่งจะยัง
มีเยื่อหุ้มผล (pericarp) และคัพพะ (embyo) ติดอยู่ จากนั้น จึงแยกแกลบและข้าวเปลือกที่ยังไม่ถูก
กะเทาะออกจากข้าวกล้อง  สีของข้าวกล้องมีตั้งแต่สีน้ าตาลอ่อนไปจนถึงน้ าตาลเข้ม สีแดงอ่อน สีม่วง 
และสีด า ซึ่งสีที่เห็นนั้นเป็นสีของเยื่อหุ้มผล (pericarp) ด้วยเหตุนี้ ข้าวกล้องจึงมีหลายสีขึ้นอยู่กับสาย
พันธุ์ของข้าว  หากน าข้าวกล้องไปขัดเอาชั้นร าออกให้เหลือแต่ชั้นแป้งซึ่งท าให้สูญเสียคุณค่าทาง
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อาหารไป เรียกข้ันตอนนี้ว่า การขัดขาว ข้าวที่ได้ เรียกว่า ข้าวสาร หรือข้าวขาว (ส านักงานพัฒนาการ
วิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน), 2558) 

2.2 ลักษณะทางกายภาพของเมล็ดข้าวกล้อง 

ข้าวกล้องมีผิวเมล็ดไม่เรียบ สีของข้าวกล้องมีสีเดียวกับสีของเยื่อหุ้มผล (pericarp) ซึ่งอยู่ติด
กับเยื่อหุ้มเมล็ด (seed coat) (น้ าทิพย์ เรืองดี, 2555) ลักษณะของเมล็ดข้าวกล้องแสดงดังภาพที่ 2.1 
ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้  

- เยื่อหุ้มผล (pericarp) มีลักษณะเป็นเส้นใยผนังเซลล์ประกอบด้วยโปรตีน  
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส  

- เยื่อหุ้มเมล็ด หรือร าข้าว (seed coat หรือ bran) อยู่ถัดจากเยื่อหุ้มผลเข้าไป 
ประกอบด้วยเนื้อเยื่อสองชั้นเรียงกันเป็นแถว และมีสารประเภทไขมันเป็นส่วนประกอบด้วย 

- จมูกข้าว หรือคัพภะ (germ หรือ embryo) อยู่ติดกับเนื้อเมล็ดทางด้านเปลือก 
ใหญ่ที่หุ้มเมล็ด และเป็นส่วนที่เจริญเป็นต้นต่อไป จึงเป็นส่วนที่มีโปรตีนและไขมันสูง 

- เมล็ดข้าวขาว หรือเมล็ดข้าวสาร (endosperm) เป็นส่วนที่อยู่ชั้นในสุดของเมล็ด  
ซึ่งประกอบด้วยแป้งเป็นส่วนใหญ่ แป้งในเมล็ดข้าวมี 2 ชนิด คือ แอมิโลส (amylose) และ 
แอมิโลเพคติน (amylopectin) ซึ่งสัดส่วนจะแตกต่างกันไปตามชนิดของข้าว นอกจากนี้ ยังประกอบ
ไปด้วยโปรตีน ไขมัน และเส้นใยอีกด้วย 

 
ภาพที่ 2.1 ลักษณะทางกายภาพของเมล็ดข้าวกล้อง (ดัดแปลงจาก อรอนงค์ นัยวิกุล (2556)) 
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2.3 สารอาหารและประโยชน์ของข้าวกล้อง 

 เมล็ดข้าวกล้องมีสารอาหารที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายหลายชนิด ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต 
โปรตีน ไขมัน ใยอาหาร วิตามิน เกลือแร่ และสารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นสารประกอบประเภท
วิตามิน และเกลือแร่ หรือ เอนไซม์ ท าหน้าช่วยป้องกันร่างกายจากอนุมูลอิสระ (free radicals)  
ประโยชน์ของสารอาหารแต่ละชนิดแสดงในตารางที่ 2.1 สารอาหารในข้าวกล้องสามารถช่วยป้องกัน
โรคที่เกิดจากการขาดวิตามินต่างๆ ได้ เช่น โรคเหน็บชาจากการขาดวิตามินบี 1 โรคปากนกกระจอก 
จากการขาดวิตามินบี 2 โรคโลหิตจางที่มีสาเหตุมาจากขาดธาตุเหล็ก วิตามินบี และโปรตีน โรคนิ่วซึ่ง
เกิดจากการได้รับโปรตีนและฟอสฟอรัสไม่เพียงพอ อาการท้องผูกเพราะรับประทานอาหารที่มีเส้นใย
น้อย โรคทางระบบประสาทบางชนิดและโรคปลายประสาทอักเสบจากการขาดวิตามินบีรวม (ส านัก
พัฒนาผลิตภัณฑ์ข้าว กรมการข้าว, 2552) 

ตารางท่ี 2.1 สารอาหารในข้าวกล้องและประโยชน์ 
สารอาหาร (วิตามิน) ประโยชน์ 

วิตามินเอ ช่วยในการเจริญเติบโตและซ่อมแซมเนื้อเยื่อ ป้องกันโรคตาฟางในเวลา
กลางคืน และช่วยในการพัฒนากระดูกและฟัน 

วิตามินบี 1 ช่วยให้กลไกในร่างกายย่อยคาร์โบไฮเดรตได้ดีขึ้น และช่วยสนับสนุนระบบ
การท างานของประสาท หัวใจ และกล้ามเนื้อ 

วิตามินบี 2 ช่วยสร้างสารต้านอนุมลอิสระ และเม็ดเลือดแดง ช่วยรักษาระดับการหายใจ
ของเซลล์ รวมทั้งช่วยในการเผาผลาญคาร์โบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน 

วิตามินบี 3 ช่วยกระตุ้นการหมุนเวียน และลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด ลดความดัน
เลือด ช่วยให้ดูดซึมโปรตีน ไขมัน และน้ าตาล 

วิตามินบี 5 ช่วยสร้างเซลล์ใหม่ และสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ ช่วยพัฒนาระบบประสาท
ส่วนกลาง และช่วยผ่อนคลายความเครียด 

วิตามินบี 6 ช่วยสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ รักษาสมดุลของโซเดียม และฟอสฟอรัสใน
ร่างกาย รวมทั้งมีส่วนในการสร้างกรดอะมิโน 

วิตามินซี ช่วยสมานแผล รักษาฟัน เหงือก กระดูก ช่วยในการดูดซึมธาตุเหล็ก สร้าง
ภูมิคุ้มกันโรค เพ่ิมความแข็งแรงให้เส้นเลือด และช่วยป้องกันการเกิดสาร
มะเร็งจากไนเตรต 

วิตามินดี ช่วยในการดูดซึมแคลเซียม และฟอสฟอรัส ช่วยในการท างานของหัวใจ 
รวมทั้งระบบประสาทส่วนกลาง 
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ตารางท่ี 2.1 สารอาหารในข้าวกล้องและประโยชน์ (ต่อ) 

สารอาหาร (วิตามิน) ประโยชน์ 
วิตามินอี ช่วยชะลอความแก่ของเซลล์ ช่วยในการกระจายออกซิเจนในกระแสเลือด 

ป้องกันการสะสมของแคลเซียมภายในหลอดเลือด ทั้งยังเป็นสารหลักของ
สารต้านอนุมูลอิสระ 

กรดโฟลิค เป็นส่วนส าคัญในนขบวนการสร้าง DNA และ RNA ส าคัญต่อการสร้าง 
เซลล์เม็ดเลือดแดง และต่อการเติบโตของระบบสืบพันธุ์ 

แคลเซียม ใช้สร้างกระดูกและฟัน ควบคุมการเต้นของหัวใจ ลดความดันเลือด ช่วยให้
การท างานของไตเป็นปกติ 

โพแทสเซียม ช่วยรักษาระดับการเต้นของหัวใจให้เป็นปกติ กระตุ้นการท างานของไต ลด
ความดันเลือด และรักษาสุขภาพผิว 

แมกนีเซียม ช่วยให้ร่างกายใช้แคลเซียมและวิตามินซีได้ดี ช่วยในการท างานของ
กล้ามเนื้อหัวใจ และรักษาระดับการเต้นของหัวใจให้เป็นปกติ 

ฟอสฟอรัส ช่วยให้ร่างกายสามารถใช้ออกซิเจนได้ดี 
เหล็ก เป็นส่วนส าคัญของฮีโมโกลบินซึ่งใช้ส่งออกซิเจนจากปอดไปสู่เซลล์ต่างๆ 

ช่วยท าให้เลือดมีควาต้านทานต่อเชื้อโรค 
สังกะสี ช่วยในการสร้างโปรตีน ช่วยในการท างานของกล้ามเนื้อ ช่วยรักษา

เสถียรภาพของเลือด จ าเป็นต่อการพัฒนาระบบสืบพันธุ์และฮอร์โมนเพศ
ชาย ทั้งยังเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

แมงกานีส ช่วยในการย่อยกรดอะมิโน ช่วยในการน าวิตามินบี 1 และ อี ไปใช้ในการ
ย่อยอาหาร ไขมัน และคอเลสเตอรอล ช่วยในการสร้างกระดูก และเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระทีส่ าคัญ 

ทองแดง ช่วยในการดูดซึมธาตุเหล็ก ช่วยให้ร่างกายน าวิตามินซีไปใช้สร้างกล้ามเนื้อ 
เซลล์ เม็ดเลือดแดง และกระดูก 

ไอโอดีน ช่วยในการพัฒนาต่อมไธรอยด์ ช่วยเผาผลาญไขมันส่วนเกิน และควบคุมม
พลังงานในร่างกาย 

ซีลีเนียม เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ช่วยให้การท างานของระบบต่างๆ มีประสิทธิภาพ 
ช่วยปรับสมดุลของฮอร์โมนเอสโตรเจน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก นิดดา หงษ์วิวัฒน์ (2552) 
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 ร าข้าวและจมูกข้าวเป็นส่วนที่มีสารอาหารอยู่มาก แต่ในกระบวนการขัดสีข้าว ร าข้าวและ

จมูกข้าวจะถูกก าจัดออกไปเกือบหมด ท าให้สารอาหารต่างๆ ในเมล็ดข้าวหายไปด้วย ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.2 

ตารางท่ี 2.2 การเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการต่อข้าว 100 กรัม ระหว่างข้าวกล้อง และข้าวขาว 
ค่าโภชนาการต่อข้าว 100 กรัม ข้าวกล้อง ข้าวขาว ปริมาณที่สูญหาย (%) 

โปรตีน (กรัม) 7.0 6.40 19 
วิตามินบีรวม    
วิตามินบี1 (มิลลิกรัม) 0.34 0.07 385 
วิตามินบี2 (มิลลิกรัม) 0.05 0.03 66 
ไนอะซิน (มิลลิกรัม) 0.62 0.11 463 
กรดแพนโทเทนิค (มิลลิกรัม) 1.50 0.25 81 
กรดโฟลิค (มิลลิกรัม) 20.00 3.00 455 
เกลือแร่    
เหล็ก (มิลลิกรัม) 1.6 0.8 100 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) 32.0 24.0 33 
แมกนีเซียม (มิลลิกรัม) 52.0 14.0 271 
แมงกานีส (มิลลิกรัม) 1.5 0.9 67 
สังกะสี (มิลลิกรัม) 1.9 1.5 27 
โคบอลต์ (ไมโครกรัม) 4.2 0.9 367 
ทองแดง (ไมโครกรัม) 360 230 57 
ซีลีเนียม (ไมโครกรัม) 38.8 31.8 22 
ไอโอดีน (ไมโครกรัม) 2.2 2.0 10 

ที่มา: ดัดแปลงจาก นิดดา หงษ์วิวัฒน์ (2552) 
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2.4 ชนิดและมาตรฐานข้าวกล้อง 

2.4.1 ประกาศกระทรวงพาณิชย์  

ประกาศกระทรวงพาณิชย์ เรื่อง ก าหนดให้ข้าวหอมมะลิไทยเป็นสินค้ามาตรฐาน
และมาตรฐานสินค้าข้าวหอมมะลิไทย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2556 ได้แบ่งสินค้ามาตรฐานข้าวหอมมะลิ 
ออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ ข้าวขาว และข้าวกล้อง และก าหนดให้สินค้ามาตรฐานข้าวหอมมะลิไทยทุกชั้น 
ประเภท และชนิด ต้องมีมาตรฐานดังต่อไปนี้ (กระทรวงพาณิชย์, 2556) 

1) ความชื้นไม่เกินร้อยละ 14.0 

2) มีลักษณะโดยทั่วไปเมื่อผ่านกระบวนการสีแล้ว เป็นข้าวเมล็ดยาว มีความขาว ท้อง
ไข่น้อยโดยธรรมชาติ 

3) ไม่มีแมลงที่ยังมีชีวิตอยู่ 

4) มีขนาดเมล็ด ดังนี้ 

-   ความยาวเฉลี่ยของข้าวเต็มเมล็ด ที่ไม่มีส่วนใดหักต้องไม่ต่ ากว่า 7.0 มิลลิเมตร 
-   อัตราส่วนความยาวเฉลี่ยต่อความกว้างเฉลี่ยของข้าวเต็มเมล็ดที่ไม่มีส่วนใดหัก 
    ต้องไม่ต่ ากว่า 3.2 : 1 

5) มีคุณสมบัติทางเคมีดังนี้ 

-   มีปริมาณอมิโลส ไม่ต่ ากว่าร้อยละ 13.0 และไม่เกินร้อยละ 18.0 ที่ระดับ 
    ความชื้นร้อยละ 14.0 
-   มีค่าการสลายเมล็ดข้าวในด่าง ระดับ 6-7 

2.4.2 ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ได้ประกาศข้อก าหนดมาตรฐานสินค้าเกษตร เรื่อง 
ก าหนดมาตรฐานสินค้าเกษตร: ข้าว มาตรฐานเลขที่ มกษ 4004-2555 ไว้เป็นมาตรฐานทั่วไป 
รายละเอียดมาตรฐานส าหรับข้าวกล้องมีดังต่อไปนี้ (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2555) 

1) ข้าวกล้องแบ่งเป็น 4 ชั้นคุณภาพ ดังนี้ 

1.1)  ข้าวกล้อง 100 เปอร์เซ็นต์ 
1.2)  ข้าวกล้อง 5 เปอร์เซ็นต์ 
1.3)  ข้าวกล้อง 10 เปอร์เซ็นต ์
1.4)  ข้าวกล้อง 15 เปอร์เซ็นต ์
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2) ลักษณะเฉพาะของข้าวกล้อง 

2.1)  ไม่มีกลิ่นผิดปกติ เช่น กลิ่นเหม็นเปรี้ยว 
2.2)  ปราศจากแมลงและไรที่มีชีวิต 
2.3)  ความชื้นไม่เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ 
2.4)  มีข้าวในกลุ่มเดียวกัน ไม่น้อยกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ 

3) ข้อก าหนดด้านสุขลักษณะ 

3.1)  การเก็บรักษา 

         สถานที่เก็บรักษาข้าวกล้องต้องสะอาด ถูกสุขลักษณะ สามารถป้องกันข้าว
จากการเปียกน้ าและป้องกันอันตรายจากการปนเปื้อนสัตว์พาหะน าเชื้อ เช่น หนู แมลง นก ป้องกัน
การเข้าท าลายของแมลงศัตรูข้าว รวมทั้งสัตว์เลี้ยง ที่จะท าให้เกิดอันตรายและไม่เหมาะสมต่อการ
บริโภค สถานที่เก็บรักษาควรมีการหมุนเวียนอากาศที่ดี เพ่ือไม่ให้เกิดความชื้นและความร้อนสะสม 
กรณีที่เก็บรักษาข้าวกล้องในกระสอบควรจัดเรียงกระสอบให้ห่างจากผนังอย่างเพียงพอ เพ่ือให้เกิด
การระบายอากาศได้ดี สะดวกต่อการเข้าไปท าความสะอาด และสามารถตรวจสอบความเรียบร้อยได้ 
ควรตรวจสอบความเรียบร้อยของข้าวกล้องที่เก็บรักษาเป็นระยะ เพ่ือประเมินความเสียหาย และ
ด าเนินการแก้ไขต่อไป 

3.2) การบรรจุข้าวกล้อง 

          ต้องบรรจุในภาชนะท่ีเก็บรักษาเมล็ดข้าวได้เป็นอย่างดี วัสดุที่ใช้ต้องสะอาด 
มีคุณภาพที่สามารถป้องกันการปนเปื้อนจากภายนอก มีคุณสมบัติทนทานต่อการขนส่ง และสามารถ
ป้องกันความเสียหายอันจะมีผลต่อคุณภาพของเมล็ดข้าว การแสดงฉลากต้องไม่ท าให้เกิดการ
ปนเปื้อนของหมึกพิมพ์หรือกาวลงบนข้าวที่ก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้บริโภค  

2.5 สถานการณ์การผลิตและการส่งออกข้าว 

2.5.1 สถานการณ์การผลิตข้าว 

กระทรวงเกษตร ประเทศสหรัฐอเมริกาได้สรุปสถานการณ์การผลิตข้าวของโลกในปี
การผลิต 2556/57 ว่ามีพ้ืนที่เก็บเก่ียวรวม 1009.63 ล้านไร่ ผลผลิตข้าวเปลือกเฉลี่ย 706 กิโลกรัมต่อ
ไร่ ผลผลิตข้าวสารรวม 478.1 ล้านตัน พร้อมทั้งประเมินเบื้องต้นว่าในปีการผลิต 2557/58 มีพ้ืนที่
เก็บเกี่ยวรวม 1001 ล้านไร่ ผลผลิตข้าวเปลือกเฉลี่ย 709 กิโลกรัมต่อไร่ ผลผลิตข้าวสารรวม 476.2 
ล้านตัน โดยรายชื่อประเทศที่มีผลผลิตข้าวมากที่สุด 10 อันดับแรกของโลก ในปี 2557/58 แสดงใน
ตาราง 2.3 จากการพยากรณ์ของกระทรวงเกษตร ประเทศสหรัฐอเมริกา ณ เดือน สิงหาคม ปี พ.ศ 
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2558 คาดว่าในปีการผลิต 2558/59 จะมีพ้ืนที่การเก็บเกี่ยวรวม 1006.38 ล้านไร่ เพ่ิมขึ้นจากปีก่อน 
5.38 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 0.54 และผลผลิตข้าวเปลือกเฉลี่ยที่คาดว่าจะได้รับในปีนี้คือ 709  
กิโลกรัมต่อไร่ เท่ากับผลผลิตข้าวเปลือกเฉลี่ยที่ได้รับในปีที่ผ่านมา และคาดว่าจะมีผลผลิตข้าวสารรวม  
479.65 ล้านตัน เพ่ิมขึ้นจากปีที่แล้ว 2.43 ล้านตันข้าวสาร คิดเป็นร้อยละ 0.51 (กรมการข้าว 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2558)  

ส าหรับประเทศไทยที่ผ่านมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2553-2557 ไทยมีเนื้อที่ส าหรับปลูกข้าว 
เฉลี่ยปีละ 78.97 ล้านไร่ ผลผลิตเฉลี่ย 36.27 ล้านตันข้าวเปลือก ผลผลิตต่อไร่เฉลี่ย 459 กิโลกรัม  
โดยในปี 2557/58 ไทยมีผลผลิตจัดเป็นอันดับที่ 6 ของโลก มีปริมาณผลผลิต 20.50 ล้านตันข้าวสาร 
(ตารางที่ 2.3) และในปี พ.ศ. 2558 ประมาณการโดยส านักเศรษฐกิจการเกษตร ณ เดือนมีนาคม  
พ.ศ. 2558 มีเนื้อที่เพาะปลูกข้าวทั้งหมด 70.61 ล้านไร่ ผลผลิต 32.62 ล้านตันข้าวเปลือก ผลผลิตต่อ
ไร่ 462 กิโลกรัม (ส านักนโยบายและยุทธศาสตร์ข้าว, 2558)  

ตารางท่ี 2.3 รายชื่อประเทศที่มีผลผลิตข้าวมากที่สุด 10 อันดับแรกของโลก ในปี 2557/58 

ประเทศ ผลผลิต (ล้านตันข้าวสาร) 
จีน 144.00 

อินเดีย 102.00 
อินโดนีเซีย 37.00 
บังคลาเทศ 34.60 
เวียดนาม 28.00 

ไทย 20.50 
ฟิลิปปินส์ 12.20 
เมียนมาร์ 12.15 
บราซิล 8.35 
ญี่ปุ่น 7.70 

ที่มา: ดัดแปลงจาก ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (2557) 
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2.5.2 การส่งออกข้าวกล้อง 

ส าหรับการส่งออกข้าวกล้องของไทยในปี พ.ศ. 2557 มีปริมาณการส่งออก 
19,087,653 กิโลกรัม และมูลค่าการส่งออก 709,059,661 บาท (ส านักงานมาตรฐานสินค้า กรมการ
ค้าต่างประเทศ, 2557) ในปี พ.ศ. 2558 ไทยมีปริมาณการส่งออกข้าวกล้อง 20,173,553 กิโลกรัม  
และมีมูลค่าการส่งออก 725,823,567 บาท (ส านักงานมาตรฐานสินค้า กรมการค้าต่างประเทศ, 
2559b) โดยภาพรวมในปี พ.ศ. 2558 ไทยมีการส่งออกข้าวกล้องเพ่ิมขึ้นจากปี พ.ศ. 2557 ทั้งด้าน 
ปริมาณและมูลค่าการส่งออก รายละเอียดสถิติการส่งออกข้าวกล้องในปี พ.ศ. 2557 และ 2558  
แสดงดังตารางที่ 2.4 

ตารางท่ี 2.4 สถิติการส่งออกข้าวกล้องในปี พ.ศ. 2557-2558 ตามใบรับรองมาตรฐานสินค้า 

ชนิดของข้าวกล้อง 
ปี 2557 ปี 2558 

ปริมาณ  
(กิโลกรัม) 

มูลค่า 
(บาท) 

ปริมาณ 
(กิโลกรัม) 

มูลค่า 
(บาท) 

ข้าวกล้อง 100 เปอร์เซ็นต์ ชั้น 1 1,473,100 67,890,381 1,454,400 69,046,135 
ข้าวกล้อง 100 เปอร์เซ็นต์ ชั้น 2 13,496,600 503,190,704 13,542,661 485,874,479 
ข้าวกล้อง 100 เปอร์เซ็นต์ ชั้น 3 276,437 10,099,133 395,305 11,852,078 
ข้าวกล้อง 5 เปอร์เซ็นต์ 3,763,350 125,054,692 3,947,475 128,600,464 
ข้าวกล้อง 10 เปอร์เซ็นต์ 78,166 2,824,751 254,354 9,312,491 
ข้าวกล้อง 15 เปอร์เซ็นต์ 0 0 579,358 21,137,920 

รวม 19,087,653 709,059,661 20,173,553 725,823,567 

ที่มา: ดัดแปลงจาก (ส านักงานมาตรฐานสินค้า กรมการค้าต่างประเทศ, 2559a) 

ข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคัญต่อประเทศไทย โดยประเทศไทยมีคู่แข่งที่
ส าคัญ ได้แก่ เวียดนาม และอินเดีย ปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการส่งออกข้าวไทยขึ้นอยู่กับราคาข้าว 
นโยบายข้าว ผลผลิตและสต็อกข้าวของประเทศคู่แข่ง ภัยธรรมชาติที่ส่งผลกระทบต่อการผลิตข้าวของ
แต่ละประเทศ การระบาดของโรคติดต่อร้ายแรงที่ส่งผลกระทบต่อการขนส่งสินค้าของไทย และค่าเงิน
บาท ท าให้กระทบต่อราคาการส่งออก (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 
2557) 

  



 
 

 

14 

การปนเปื้อนสารพิษจากราในข้าวกล้องเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพของข้าว
กล้อง ท าให้ราคาของผลผลิตตกต่ า และอาจถูกปฏิเสธการน าเข้าสินค้า เนื่องจาก มีการปนเปื้อนของ
สารพิษจากรามากเกินเกณฑ์ที่แต่ละประเทศก าหนด ท าให้สูญเสียรายได้เป็นอย่างมาก เช่น จาก
ข้อมูลของสถาบันอาหาร เรื่อง รายงานสรุปการกักกัน/ปฏิเสธการน าเข้าสินค้าอาหารไทยในตลาด
ญี่ปุ่นปี พ.ศ. 2554 ระบุว่า สินค้ากลุ่มข้าวและธัญพืชถูกกักกันและปฏิเสธการน าเข้า ณ ด่านน าเข้า
ของประเทศญี่ปุ่น เนื่องจาก มีการตรวจพบว่ามีปัญหาด้านสุขอนามัยซึ่งไม่ถูกต้องตามกฎหมาย 
Food Sanitation Law โดยถูกปฏิเสธมากที่สุดจ านวน 51 ครั้ง ปัญหาหลัก คือ พบการปนเปื้อนของ
ราในข้าวสาร และปริมาณอะฟลาทอกซินปนเปื้อนในธัญพืชเกินมาตรฐานที่ญี่ปุ่นก าหนดไว้ (จุรีรัตน์ 
ปาค าสี, 2554) และปี พ.ศ. 2555 สินค้ากลุ่มข้าวและธัญพืชจากไทยถูกปฏิเสธการน าเข้าในตลาด
ญี่ปุ่นจ านวน 29 ครั้ง โดยปัญหาหลักยังคงเป็นการปนเปื้อนของราในข้าวสาร (จุรีรัตน์ ปาค าสี, 2555)  

2.6 ราและสารพิษจากรา 

สารพิษจากรา (mycotoxin) คือ สารที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมทุติยภูมิของรา 
สายใย โดยเฉพาะราในสกุล Aspergillus, Fusarium และ Penicillium สารพิษจากราที่พบ 
โดยทั่วไป ได้แก่ อะฟลาทอกซิน (aflatoxins) โอคราทอกซินเอ (ochratoxin A) ฟูโมนิซิน  
(fumonisin) ดีออกซีนิวาลินอล (deoxynivalenol) ที-2 ทอกซิน (T-2 toxin) และซีราลิโนน  
(zearalenone) (Zheng และคณะ, 2006) ตารางที่ 2.5 แสดงสารพิษจากราและราที่ผลิตที่พบมาก
ในผลผลิตทางการเกษตร สารพิษเหล่านี้มีความเป็นพิษต่อคนและสัตว์ ท าให้เกิดโรค หรือเรียกว่า ไม
คอทอกซิโคซิส (mycotoxicosis) ซึ่งมีทั้งชนิดที่แสดงอาการแบบเฉียบพลัน (acute) และแบบเรื้อรัง 
(chronic) (Pereira และคณะ, 2014) ความรุนแรงของโรคข้ึนอยู่กับชนิด ปริมาณสารพิษที่ได้รับ อายุ 
และสุขภาพของผู้ที่ได้รับสารพิษ (Peraica และคณะ, 1999) สารพิษจากราเหล่านี้มักพบปนเปื้อนใน
ผลผลิตทางการเกษตร โดยเฉพาะในถั่วลิสง และธัญพืช ได้แก่ ข้าวโพด ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ข้าวโอ๊ต 
และข้าว การปนเปื้อนสามารถเกิดได้ทั้งก่อนการเก็บเกี่ยว ระหว่างการเก็บเกี่ยว และในขณะเก็บ
รักษาผลผลิต (Köppen และคณะ, 2010) 
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ตารางท่ี 2.5 สารพิษจากรา ราที่ผลิต และผลผลิตทางการเกษตรที่พบการปนเปื้อน 

สารพิษจากรา ชนิดของรา อาหารที่ปนเปื้อน 
อะฟลาทอกซิน Aspergillus flavus, A. nomius,  

A. parasiticus, A. arachidicola, 
A. bombycis, A. pseudotamarii, A. 
minisclerotigenes, A. ochraceoroseus  

ข้าวโพด ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ 
ข้าว ข้าวฟ่าง เครื่องเทศ ถั่ว 
อัลมอนด ์นม ไข่ เนื้อสัตว์ 

ฟูโมนิซิน Alternaria alternate, Fusarium 
anthophilum, F. moniliforme, 
 F. proliferatum, F. verticiliodes, 
F. diamini, F. napiforme, F. nygamai 

ข้าวโพด ข้าวสาลี ข้าวฟ่าง 
ข้าว นม  

เซราลิโนน F. graminearum, F. culmorum,  
F. equiseti, F. crookwellense,  
F. sporotrichioides 

ข้าวโอ๊ต ข้าวบารเลย์ ข้าวสาลี 
ข้าวฟ่าง ถั่วเหลือง ธัญพืช 

โอคราทอกซิน A. alutaceus, A. alliaceus, A. niger,  
A. carbonarius, A. melleus, A. glaucus 
A albertensis, A. citricus, A. lanosus 
 A ochraceus, A. sclerotiorum 

กาแฟ ข้าวโอ๊ต ข้าวไรน์ ไวน์ 
ผลองุ่น น้ าองุ่น เครื่องเทศ 
ธัญพืช 

ที-2 ทอกซิน F. sporotrichioides, F. poae,  
F. acuminatum, F. culmorum, 
F. equiseti, F. graminearum,  
F. moniliforme, F. myrothecium 
Cephalosporium sp., Trichoderma sp. 

ธัญพืช ผลิตภัณฑ์จากธัญพืช 

ดีออกซีนีวาเลนอล F. graminearum, F. culmorum,  
F. cerealis, F. crookwellense,  
F. sporotrichioides 

ธัญพืช ผลิตภัณฑ์จากธัญพืช 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Köppen และคณะ (2010) 
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2.7 อะฟลาทอกซิน 

อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) เป็นสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิของราสายใยในสกุล Aspergillus 
section Flavi โดยเฉพาะ A. flavus, A. parasiticus และ A. nomius ซึ่งเป็นราที่พบได้ทั่วไปใน
ธรรมชาติทั้งในดิน อากาศ และผลผลิตทางการเกษตรต่างๆ (Liu และคณะ, 2006) สารพิษชนิดนี้ถูก
ค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1961 หลังจากเกิดโรคระบาดในไก่งวงที่ประเทศอังกฤษในปี ค.ศ. 1960 
และเรียกโรคดังกล่าวว่า Turkey X disease (Richard, 2008) และต่อมาได้ตั้งชื่อตามรา A. flavus 
ว่า aflatoxin โดยตัวอักษร “a” มาจาก Aspergillus, “fla” มาจาก flavus และเติมค าว่า toxin ซึ่ง
แปลว่าสารพิษ (Agag, 2004) 

2.7.1 ชนิดและสมบัติของของอะฟลาทอกซิน 

อะฟลาทอกซินที่พบตามธรรมชาติมี 4 ชนิด ได้แก่ อะฟลาทอกซินบี 1, บี 2, จี 1  
และจี 2 โดยอะฟลาทอกซินบี 1 และ บี 2 เรืองแสงเป็นสีน้ าเงินภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต  
ส่วนอะฟลาทอกซินจี 1 และ จี 2 เรืองแสงเป็นสีเขียวภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (Dhanasekaran 
และคณะ, 2011) เมื่อเข้าสู่ร่างกายของคนหรือสัตว์อะฟลาทอกซินบี 1 และ บี 2 จะถูกเปลี่ยนเป็น 
อะฟลาทอกซินเอ็ม 1 และเอ็ม 2 ซึ่งส่วนใหญ่จะพบในน้ านมของสัตว์ที่ได้รับอะฟลาทอกซินบี 1 และ 
บี 2 โครงสร้างทางเคมีของอะฟลาทอกซินแต่ละชนิดมีลักษณะแตกต่างกัน (ตารางที่ 2.6) ซึ่งท าให้
ความรุนแรงของการเกิดพิษแตกต่างกันไป โดยโครงสร้างที่มีพันธะคู่อยู่ในวงแหวนที่ 1 และไม่มีกลุ่ม
แลคโตนอยู่ในวงแหวนที่ 5 จะมีความเป็นพิษสูง (Cousin และคณะ, 2005) ดังนั้น อะฟลาทอกซินบี  
1 จึงมีความเป็นพิษสูงกว่าอะฟลาทอกซินชนิดอ่ืนๆ อะฟลาทอกซินสามารถละลายได้ในน้ า  
แอลกอฮอล์ และละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น เมทานอล เอทานอล คลอโรฟอร์ม เบนซีน 
และอะซิโตน คุณสมบัติทางกายภาพที่ส าคัญของอะฟลาทอกซิน คือ การทนความร้อนได้ที่ระดับ
อุณหภูมิ 260 องศาเซลเซียส ดังนั้น การหุงต้มทั่วไปไม่สามารถท าลายอะฟลาทอกซินได้ แต่สารพิษนี้
เสื่อมสลายได้ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต แสงแดด และรังสีแกมม่า (สถาบันอาหาร กระทรวง
อุตสาหกรรม, 2557)  
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ตารางท่ี 2.6 โครงสร้างและคุณสมบัติของอะฟลาทอกซิน 

ชนิดและโครงสร้าง1 สูตรเคม ี
น้ าหนักโมเลกุล 
(กรัมต่อโมล) 

จุดหลอมเหลว 
(องศาเซลเซียส) 

ช่ือทางเคมี 

อะฟลาทอกซินบี 1 

 

C17H12O6 312.3 268-269 (6aR,9aS)-2,3,6a,9a-Tetrahydro-
4-methoxycyclo 
penta[c]furo-(3′,2′:4,5)furo[2,3-
h][l]benzopyran-1,11-dione 

อะฟลาทอกซินบี 2 

 

C17H14O6 314.3 286-289 (6aR,9aS)-2,3,6a,8,9,9a-
Hexahydro-4-methoxycyclo 
penta[c]- furo[3′,2′:4,5]furo[2,3-
h][l]benzopyran-1,11-dione 

อะฟลาทอกซินจี 1 

 

C17H12O7 328.3 244-246 (7aR,10aS)-3,4,7a,10a-
Tetrahydro-5-methoxy-1H, 
12H-furo- [3′,2′:4,5]furo[2,3-h] 
pyrano[3,4-c][l]benzopyran-
1,12-dione 

อะฟลาทอกซินจี 2 

 

C17H14O7 330.3 237-240 (7aR,10aS)-3,4,7a,9,10,10a-
Hexahydro-5-methoxy-
1H,12Hfuro[3′,2′:4,5]furo[2,3-
h]pyrano[3,4-c][l]benzopyran-
1,12-dione 

อะฟลาทอกซินเอ็ม 1 

 

C17H12O7 328.3 299 (6aR,9aR)-2,3,6a,9a-Tetrahydro-
9a-hydroxy-4-methoxycyclo-
penta[c]furo[3’,2’:4,5]furo[2,3-
h][l]benzopyran-1,11-dione 

อะฟลาทอกซินเอ็ม 2 

 

C17H14O7 330.3 293 2,3,6a,8,9,9a-Hexahydro-9a-
hydroxy-4-methoxycyclopenta 
[c]furo-(3′,2′:4,5)furo[2,3-h][l] 
benzopyran-1,11-dione 
 

ที่มา : 1 ดัดแปลงจาก IARC (2002); Yunus และคณะ (2011) 
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2.7.2 ความเป็นพิษของอะฟลาทอกซิน 

  โรคที่เกิดจากอะฟลาทอกซินเรียกว่า อะฟลาทอกซิโคซิส (aflatoxicosis) ความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยู่กับ อายุ เพศ ภาวะของการบริโภคอาหาร ปริมาณและเวลาที่ได้รับสารพิษ  
(ชุติมา ภูมิวณิชชา, 2549) องค์การอนามัยโลกจัดให้อะฟลาทอกซินเป็นสารก่อมะเร็งที่ร้ายแรงที่สุด
ชนิดหนึ่ง (potent carcinogen) อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นชนิดที่มีความเป็นพิษรุนแรงมากที่สุดใน
สัตว์ รองลงมา คือ อะฟลาทอกซินจี 1, บี 2 และจี 2 ตามล าดับ (อนงค์ บิณฑวิหค, 2546) องค์การ  
International Agency for Research on Cancer (IARC) จัดอะฟลาทอกซินรวม (บี 1 บี 2 จี 1  
และจี 2) เป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ (กลุ่มที่ 1) (IARC, 2012) และอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 อาจเป็นสาร 
ก่อมะเร็งในมนุษย์ (กลุ่ม 2บี) (IARC, 2002) โรคที่เกิดจากอะฟลาทอกซินที่ตรวจพบในคน ได้แก่  
โรคมะเร็งตับ โรคตับอักเสบ โรคตับแข็ง และโรคสมองอักเสบ (บดินทร์ บุตรอินทร์, 2555) นอกจากนี้  
อะฟลาทอกซินยังส่งผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้มกัน ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์  และเกิดความบกพร่อง 
ของตัวอ่อนในครรภ์ทั้งในคนและสัตว์ (Kamkar และคณะ, 2011) 

อาการของโรคอะฟลาทอกซิโคสิสที่พบในคนมี 2 แบบ คือ การเกิดพิษแบบ 
เฉียบพลัน (acute aflatoxicosis) และการเกิดพิษแบบเรื้อรัง (chronic aflatoxicosis) ซึ่งการเกิด 
พิษแบบเฉียบพลันมักเกิดในเด็กมากกว่าผู้ใหญ่ โดยจะมีอาการชักและหมดสติเนื่องจากความผิดปกติ
ของตับและสมอง น้ าตาลในเลือดลดลงต่ า สมองบวม มีอาการคั่งของไขมันในอวัยวะภายใน เช่น ตับ 
ไต หัวใจ และปอด บางครั้งอาจตรวจพบอะฟลาทอกซินในตับของผู้ป่วยด้วย ซึ่งอาการที่เกิดในเด็กจะ
คล้ายกับอาการของเด็กที่เป็นโรค Reye’s syndrome ในผู้ใหญ่หากได้รับอะฟลาทอกซินในปริมาณ 
มากจะเกิดพยาธิสภาพที่ตับ และอวัยวะภายในอย่างเฉียบพลัน เกิดอาการตับวายเฉียบพลัน มีการตก
เลือดภายใน เนื้อตายที่ตับ มีอาการบวมน้ า หายใจล าบาก และเข้าสู่ภาวะหมดสติ หากไม่ได้รับการ
รักษาอย่างทันท่วงทีจะเสียชีวิตในที่สุด (ดุจดาว ชูน้อย, 2555) ส่วนการเกิดพิษแบบเรื้อรัง เกิดจาก
การได้รับสารพิษในปริมาณน้อยแต่ได้รับเป็นเวลานาน ส่งผลให้เซลล์ตับเปลี่ยนเป็นเซลล์มะเร็ง ผู้ป่วย
จะมีอาการคล้ายโรคตับอักเสบเรื้อรัง ระบบภูมิคุ้มกันต่ าลง ท าให้เจ็บป่วยได้ง่าย โปรตีนในเลือดต่ า 
หลังจากนั้นจะถูกพัฒนาไปสู่โรคมะเร็งตับในที่สุด (บดินทร์ บุตรอินทร์, 2555) 

  จากรายงานของ Verma (2004) ระบุว่าอะฟลาทอกซินสามารถท าให้เกิดการกลาย
พันธุ์ของดีเอ็นเอและน าไปสู่การเป็นมะเร็งตับในมนุษย์ และในปี ค.ศ. 2004 พบการเกิดพิษแบบ
เฉียบพลันของอะฟลาทอกซินในเคนย่า มีผู้ป่วยด้วยอาการตับวายเฉียบพลันจ านวน 317 คน และมี
ผู้เสียชีวิต 125 คน (Barrett, 2005) และก่อนหน้านี้ เกิดการระบาดของโรคตับอักเสบ ในปี ค.ศ.  
1974 ที่ประเทศอินเดีย ท าให้มีผู้เสียชีวิตจ านวน 100 คน สาเหตุมาจากการบริโภคข้าวโพดที่ 
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ปนเปื้อนอะฟลาทอกซิน (Santini และคณะ, 2013) จากเหตุการณ์เหล่านี้ ท าให้เห็นว่าการบริโภค 
อาหารที่ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินเป็นอันตรายต่อสุขภาพและอาจถึงแก่ชีวิตได้  

2.7.3 ราที่ผลิตอะฟลาทอกซิน 

การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในผลผลิตทางการเกษตรเกิดขึ้นเมื่อมีความชื้นสูง 
ซึ่งเป็นภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตสารพิษของราท าให้เกิดอันตรายต่อผู้บริโภค ราที่มี
ความสามารถผลิตอะฟลาทอกซิน คือ ราในสกุล Aspergillus section Flavi ราในกลุ่มนี้ส่วนมากมี
โคนิเดียรูปร่างกลมผนังขรุขระ สีของโคโลนีและโคนิเดียลเฮด (conidial heads) มีตั้งแต่สีเขียวอม
เหลืองไปจนถึงสีน้ าตาล (Rigó และคณะ, 2002; Varga และคณะ, 2011) สายพันธุ์ที่ส าคัญของรา
กลุ่มนี้ ได้แก่ A. flavus ซึ่งผลิตอะฟลาทอกซินบี A. parasiticus และ A. nomius สามารถผลิตได้ 
ทั้งอะฟลาทอกซินบีและจี (IARC, 2002) นอกจากราที่กล่าวมาข้างต้นแล้ว ยังพบว่า มีราในสกุล  
Aspergillus หลายชนิดที่ผลิตอะฟลาทอกซินได้ เช่น A. psuedotamarii, A. bombycis, A.  
toxicarius, A. parvisclerotigenus และ A. minisclerotigenes (Varga และคณะ, 2011) 

A. flavus เป็นหนึ่งในรามีความส าคัญต่อเศรษฐกิจ พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ และมัก
พบการปนเปื้อนมากในธัญพืชต่างๆ A. flavus มีความสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบีที่มีความเป็นพิษ
สูง (Zhuang และคณะ, 2016) ลักษณะโคโลนีเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose  
Agar (PDA) มีสีเขียวอมเหลือง โคนิเดียรูปร่างกลมไปจนถึงรูปไข่ ผนังขรุขระ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
3-6 ไมโครเมตร (Klich และคณะ, 1988; Klich, 2007) (ภาพที่ 2.2) เจริญได้ที่อุณหภูมิ 6-45 องศา 
เซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการสร้างสารพิษ คือ 12-40 องศาเซลเซียส (Piotrowska 
และคณะ, 2013) 

 
ภาพที่ 2.2 A. flavus บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA [ก], ลักษณะโคนิเดียลเฮดและโคนิเดียของ A. 
flavus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สเกล =10 ไมโครเมตร ก าลังขยาย 40X [ข] 

[ก] [ข] 
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2.7.4 การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในอาหาร 

อะฟลาทอกซินปนเปื้อนในอาหารหลายชนิด เช่น ถั่วลิสง พริก ข้าวโพด ข้าวสาลี 
ข้าวบาร์เลย์ และข้าว สาเหตุหลักของการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในอาหาร คือ การที่อาหารนั้นถูก
ปนเปื้อนด้วยราที่มีความสามารถผลิตอะฟลาทอกซิน ซึ่งสามารถเกิดการปนเปื้อนได้ในทุกขั้นตอน 
ตั้งแต่ระหว่างการปลูก การเก็บเกี่ยว การขนส่ง และการเก็บรักษา (Piotrowska และคณะ, 2013)  
ในบริเวณประเทศที่มีภูมิอากาศแบบเขตร้อน (tropical) และเขตกึ่งร้อน (subtropical) มักพบปัญหา
การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินสูงกว่าบริเวณอ่ืนๆ (Miller, 1995) 

ตารางที่ 2.7 แสดงรายงานการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในอาหารจากประเทศ
ต่างๆ จากการศึกษาของ Waenlor และคณะ (2003) ซึ่งรวบรวมงานวิจัยต่างๆ ที่ส ารวจการปนเปื้อน 
ของอะฟลาทอกซินในอาหารที่ขายในตลาดของประเทศไทยระหว่างปี ค.ศ. 1967-2001 พบว่า  
ตัวอย่างจ านวน 1,248 ตัวอย่าง (คิดเป็น 38.9 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด) มีการปนเปื้อน 
ของอะฟลาทอกซินในปริมาณสูง และตัวอย่างที่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินสูง คือ ถั่วลิสง  
นม และเนื้อไก่ จากการศึกษาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในสมุนไพรไทยจ านวน 28 ตัวอย่าง  
พบตัวอย่างสมุนไพรมีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินจ านวน 5 ตัวอย่าง โดยปริมาณอะ 
ฟลาทอกซินที่พบอยู่ในช่วง 1.7-14.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Tassaneeyakul และคณะ, 2004) จาก 
การส ารวจการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมในอาหารที่ถูกน าเข้ามาในประเทศอิตาลี ได้แก่ ถั่ว
และผลิตภัณฑ์จากถ่ัว องุ่น ธัญพืชต่างๆ และกาแฟ ทั้งหมด 345 ตัวอย่าง พบว่า มีตัวอย่างที่ปนเปื้อน
อะฟลาทอกซิน 7 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด และมี 1.2 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด ที่
ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินเกินกว่าข้อก าหนดของคณะกรรมาธิการยุโรป โดยพบปนเปื้อนสูงสุดในผล  
แอปริคอต เท่ากับ 70.69 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Imperato และคณะ, 2011) จากการส ารวจ 
ผลิตภัณฑ์แปรรูปจากข้าวสาลี จ านวน 147 ตัวอย่างจากประเทศปากีสถาน พบว่า ตัวอย่างส่วนใหญ่มี
การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินเกินกว่าเกณฑ์มาตรฐานที่สหภาพยุโรปก าหนด (4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
โดยปริมาณอะฟลาทอกซินสูงสุดที่ตรวจพบ คือ 9.61 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Iqbal และคณะ, 2014)  
และจากงานวิจัยของ Schwartzbord และคณะ (2015) พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในถั่ว 
ลิสง ผลิตภัณฑ์จากถั่วลิสง และข้าวโพดในประเทศเฮติ ปริมาณอะฟลาทอกซินสูงสุดพบในถั่วลิสง 
(2,720.00 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
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ตารางท่ี 2.7 การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในอาหาร 

ประเทศ อาหาร 
ปริมาณการปนเปื้อน 

(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
อ้างอิง 

ไทย นม >0.05 Waenlor และคณะ (2003) 
ไทย สมุนไพรไทย 1.70-14.30 Tassaneeyakul และคณะ (2004) 
อิตาล ี แอปริคอต 70.69 Imperato และคณะ (2011)  
กรีซ ถั่วพิตาชิโอ >1000.00 Georgiadou และคณะ (2012) 
อิตาล ี เกาลัด 188.78 Pietri และคณะ (2012) 
ไต้หวัน ผลิตภณัฑ์จากถั่วลสิง 0.20-513.40 Chen และคณะ (2013) 
อิหร่าน แป้งข้าวสาล ี 1.99 Ghasemi-Kebria และคณะ (2013) 
บราซิล ถั่วลิสง 0.05-36.70 Jager และคณะ (2013) 
 ข้าวโพด 0.05-8.30 
กาตาร ์ พริก 71.01 Hammami และคณะ (2014) 
ปากีสถาน ผลิตภณัฑ์แปรรูปจากข้าวสาล ี 9.61 Iqbal และคณะ (2014) 
ปากีสถาน เมลด็แตงโมอบแห้ง 2.45±0.11 Masood และคณะ (2015) 
เฮต ิ ถั่วลิสง 2720.00 Schwartzbord และคณะ (2015) 
 ถั่ว 7.89±0.99 

2.7.5 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในข้าว 

ข้าวเป็นแหล่งอาหารที่เหมาะสมส าหรับการเจริญของรา (Babu และคณะ, 2011) 
โดยเฉพาะข้าวกล้องซึ่งอุดมไปด้วยสารอาหารที่ราสามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโต ราที่ 
สามารถพบได้ในข้าว ได้แก่ ราในสกุล Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium,  
Curvularia, Cladosporium และ Alternaria (Gautam และคณะ, 2012) ข้าวจึงมีโอกาสปนเปื้อน
ด้วยสารพิษจากราหลายชนิดรวมทั้งอะฟลาทอกซินด้วย ตัวอย่างงานวิจัยที่ตรวจพบการปนเปื้อน
ของอะฟลาทอกซินในข้าวแสดงดังตารางที่ 2.8 

  จากการศึกษาของ Reiter และคณะ (2010) ที่ตรวจอะฟลาทอกซินในข้าวที่ขายใน
ประเทศออสเตรีย ได้แก่ ข้าวบาสมาติ ข้าวหอมมะลิ และข้าวกล้อง รวมทั้งหมด 81 ตัวอย่าง พบ 
ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินจ านวน 24 ตัวอย่าง และปริมาณของอะฟลาทอกซินที่พบอยู่ 
ในช่วง 0.45-11.36 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และงานวิจัยในประเทศปากีสถานตรวจพบการปนเปื้อน 
ของอะฟลาทอกซินในข้าวกล้อง 250 ตัวอย่าง จากตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมด 262 ตัวอย่าง โดย 
ปริมาณของอะฟลาทอกซินที่พบอยู่ในช่วง 1.07-27.27 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และมีปริมาณเฉลี่ย 
เท่ากับ 3.89 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Asghar และคณะ, 2014)  
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  Bansal และคณะ (2011) ได้ส ารวจการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในข้าวที่ขายใน 
ประเทศแคนาดา ได้แก่ ข้าวขาว ข้าวบาสมาติ ข้าวกล้องบาสมาติ ข้าวกล้องแดง ข้าวกล้องด า และ 
ข้าวหอมมะลิ รวมทั้งหมด 200 ตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่างทั้งหมดมีปริมาณอะฟลาทอกซินเฉลี่ย เท่ากับ  
0.19 นาโนกรัมต่อกรัม โดยตัวอย่างที่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินสูง ได้แก่ ข้าวบาสมาติที่  
น าเข้าจากประเทศอินเดียและปากีสถาน ข้าวกล้องด า และข้าวกล้องแดงจากประเทศไทย โดยข้าว
กล้องบาสมาติมีปริมาณอะฟลาทอกซินมากที่สุด คือ 7.10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

  จากการตรวจอะฟลาทอกซินในข้าวกล้องที่ขายในประเทศไทยจ านวน 25 ตัวอย่าง 
พบว่า มีจ านวนตัวอย่างที่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซิน 4 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างข้าวกล้อง 
ทั้งหมด และปริมาณอะฟลาทอกซินเฉลี่ยเท่ากับ 0.16 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Tansakul และคณะ, 
2013) และจากการศึกษาของอมรา ชินภูติ และคณะ (2552) ตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอก 
ซินในข้าวกล้องและข้าวขาวในกรุงเทพมหานคร รวม 50 ตัวอย่าง พบว่า ข้าวกล้องมีปริมาณการ 
ปนเปื้อนมากกว่าข้าวขาว โดยมีค่าเฉลี่ยของปริมาณอะฟลาทอกซินที่พบในข้าวกล้องและข้าวขาว 
เท่ากับ 2.91 และ 0.70 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ  

ตารางท่ี 2.8 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในข้าว 

ประเทศ ประเภทข้าว 
ปริมาณการปนเปื้อน 

(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
อ้างอิง 

ไทย ข้าวกล้อง และข้าวขาว 2.91 และ 0.70 อมรา ชินภูติ และคณะ (2552) 
จีน ข้าวกล้อง 0.88 Liu และคณะ (2006) 
สวีเดน ข้าว 8.00-25.30 Fredlund และคณะ (2009) 
ออสเตรีย ข้าวกล้อง และข้าวขาว 0.45-11.36 Reiter และคณะ (2010) 
ตุรก ี ข้าว <0.05-21.40 Aydin และคณะ (2011) 
แคนาดา ข้าวกล้องบาสมาต ิ 7.10 Bansal และคณะ (2011) 
อินเดีย ข้าว <15.00 Siruguri และคณะ (2012) 
ปากีสถาน ข้าวกล้อง 8.23 Majeed และคณะ (2013) 
ไทย ข้าวกล้อง 0.16 Tansakul และคณะ (2013) 
ปากีสถาน ข้าวกล้อง 1.07-27.27 Asghar และคณะ (2014) 
เกาหลี ข้าว 0.16 Ok และคณะ (2014) 
จีน ข้าว 0.65 Lai และคณะ (2015) 
บราซิล ร าข้าว >25.00 Prietto และคณะ (2015) 
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2.7.6 ข้อก าหนดการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในอาหาร 

เนื่องจากการปนเปื้อนของราที่มีความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินในผลผลิต
ทางการเกษตร โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ข้าว ข้าวโพด และข้าวสาลี ซึ่งน าไปสู่การปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินในอาหาร และส่งผลให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจต่อประเทศที่ส่งออกอาหารเหล่านั้น 
นอกจากนี้ อะฟลาทอกซินยังเป็นพิษร้ายแรงต่อสุขภาพของผู้บริโภคด้วย ดังนั้น หลายประเทศและ
หน่วยงานที่เกี่ยวข้องกับการรักษามาตรฐานความปลอดภัยของอาหารจึงตระหนักถึงความอันตราย
ของอะฟลาทอกซินที่ปนเปื้อนในอาหาร จึงได้มีมาตรการและข้อก าหนดต่างๆ เพ่ือควบคุมปริมาณ 
อะฟลาทอกซินในอาหาร เช่น คณะกรรมาธิการยุโรป (European commission) (ตารางที่ 2.9)  
ก าหนดให้ระดับการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมสูงสุดในธัญพืชไม่เกิน 4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
และระดับการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินสูงสุดในข้าวโพด และข้าวไม่เกิน 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
(European Commission, 2010) ส าหรับประเทศไทยมีประกาศจากกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 98  
พ.ศ. 2529 เรื่องมารตฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน ข้อ 4(2) ระบุไว้ว่าสามารถพบอะฟลาทอกซินอยู่ใน 
อาหารทุกชนิดได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (กระทรวงสาธารณสุข, 2529) 

ตารางที่  2.9 ตัวอย่างข้อก าหนดระดับการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมในอาหารของ 
คณะกรรมาธิการยุโรป 
ชนิดอาหาร ปริมาณการปนเปื้อนสูงสุดของอะฟลาทอกซินรวม 

(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
ธัญพืช และผลิตภัณฑ์แปรรูป 4 
ข้าวโพด ข้าว 10 
อัลมอนด์ ถั่วพิสตาชิโอ 10 
เกาลัด ถั่วบราซิล 10 
ถั่วลิสง 4 
ผลไม้แห้ง 4 
เครื่องเทศ 10 

ที่มา: ดัดแปลงจาก European Commission (2010) 
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2.8 การตรวจหาการปนเปื้อนของราในอาหาร 

แนวทางในการจัดการด้านความปลอดภัยของอาหารจากปัญหาการปนเปื้อนของสารพิษจาก
ราสามารถท าได้โดยการป้องกันและการลดความเสี่ยงของการปนเปื้อนของราซึ่งเป็นสาเหตุหลักที่ท า
ให้อาหารเสื่อมคุณภาพและน าไปสู่การเกิดปัญหาด้านสุขภาพของผู้บริโภค วิธี การตรวจหาราใน
อาหารสามารถท าได้หลายวิธี ทั้งวิธีพ้ืนฐานทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา เช่น การนับจ านวน คัด
แยก และระบุชนิดของรา และวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล  

2.8.1 วิธีพื้นฐานทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

1) Direct examination 

เป็นวิธีการตรวจสอบการเจริญของราที่ปนเปื้อนในอาหารด้วยตาเปล่า หรือตรวจ
ติดตามการเจริญของราด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo microscope) ในการสังเกตและ
ติดตามการเจริญของราจะต้องท าโดยทันที หากมีการเคลื่อนย้ายตัวอย่างอาหารอาจท าให้โครงสร้าง
ของราที่ต้องการสังเกตหลุดออกไป หลังจากตรวจสอบการเจริญของราแล้วจึงท าการคัดแยกราไป
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อไป (Samson และคณะ, 2004) 

2) Direct plating 

เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและได้รับความนิยมใช้ส าหรับการตรวจหา นับจ านวน และ
คัดแยกราที่ปนเปื้อนในอาหาร โดยเฉพาะอาหารที่ลักษณะเป็นชิ้นเล็กๆ เช่น เมล็ดธัญพืช และเมล็ด
ถั่ว เป็นต้น โดยการวางตัวอย่างอาหารที่ต้องการวิเคราะห์ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งโดยส่วนใหญ่
ตัวอย่างอาหารจะถูกฆ่าเชื้อบริเวณผิวก่อนน ามาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือก าจัดฝุ่นผงหรือจุลินทรีย์
ชนิดอ่ืนที่ปนเปื้อนอยู่บริเวณผิวของตัวอย่าง ท าให้ทราบถึงปริมาณราที่ปนเปื้อนในอาหารนั้นอย่าง
แท้จริง การฆ่าเชื้อบริเวณผิวท าได้โดยแช่ตัวอย่างอาหารที่ต้องการวิเคราะห์ลงในสารละลายคลอรีน  
0.4 เปอร์เซ็นต์ ในปริมาณและระยะเวลาที่เหมาะสม หลังจากนั้นล้างด้วยน้ าปลอดเชื้อ แล้วจึงน า 
ตัวอย่างอาหารนั้นไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีปลอดเชื้อจ านวน 6-20 เมล็ดต่อ 1 จานเพาะเชื้อ  
บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้น นับเมล็ดที่มีการติดเชื้อราแล้วรายงานผล 
เป็นค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อรา (Pitt และคณะ, 2009) 
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3) Dilution plating 

เป็นวิธีที่เหมาะส าหรับการตรวจหาราที่ปนเปื้อนในอาหารที่เป็นของเหลวหรือเป็นผง 
หรือใช้ในกรณีที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ปริมาณราทั้งหมดที่ปนเปื้อนในอาหารนั้นๆ การเตรียม
ตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ท าโดยการผสมตัวอย่างกับสารละลายเพปโทนความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์  
แล้วน าไปตีบดด้วยเครื่องตีบดอาหาร (stomacher) เพ่ือให้รากระจายออกจากอาหารได้ดี กรณีที่ 
ตัวอย่างอาหารเป็นเมล็ดและแข็ง เช่น เมล็ดธัญพืชหรือเมล็ดถั่ว ควรแช่ตัวอย่างอาหารในสารละลาย  
เพปโทนก่อนเป็นเวลา 30-60 นาที แล้วจึงน าไปตีบด จากนั้น จึงเจือจางตัวอย่างจนมีระดับความเจือ 
จางที่เหมาะสม แล้วดูดตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เกลี่ยตัวอย่างให้ทั่ว 
อาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช้แท่งแก้วที่ปราศจากเชื้อ แล้วน าตัวอย่างไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 5 วัน นับโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจ านวนโคโลนี 10-150 โคโลนี แล้วรายงานผลในหน่วย 
ของ Colony Forming Units (CFU) ต่อมิลลิลิตร หรือต่อกรัม (Samson และคณะ, 2004) 

4) การจัดจ าแนกและระบุชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

วิธีการจัดจ าแนกและระบุชนิดของราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
(morphological characteristic) ได้แก่ ลักษณะที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (macroscopic  
characters) เช่น ลักษณะ ขนาด และสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และลักษณะโครงสร้างของรา  
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic characters) เช่น ลักษณะโคนีเดีย โคนิดิโอฟอร์ และโค 
นิเดียลเฮด (Samson และคณะ, 2004; Pitt และคณะ, 2009)  

การตรวจหาการปนเปื้อนของราในอาหารโดยใช้วิธีพ้ืนฐานทางห้องปฏิบัติการจุล
ชีววิทยาท าได้โดยไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่ซับซ้อน แต่วิธีการเหล่านี้ใช้ระยะเวลานานในการวิเคราะห์ 
และต้องอาศัยเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการที่มีความช านาญ นอกจากนี้ ยังพบปัญหาเกี่ยวกับมาตรฐาน
การทดสอบและข้อผิดพลาดที่เกิดจากการปนเปื้อนระหว่างการทดสอบ (Atkins และคณะ, 2004) 

2.8.2 วิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

ปัจจุบันการตรวจหาราด้วยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล เช่น วิธีการท าปฏิกิริยา  
ลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ซึ่งเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมสูง เนื่องจาก 
เป็นวิธีที่รวดเร็ว มีความจ าเพาะและความไวสูง สามารถจ าแนก ระบุชนิด และปริมาณราที่ปนเปื้อน
ในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรได้ (Mostafa และคณะ, 2012) แม้ว่าการตรวจหาราด้วยวิธีการ
ท าปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจะมีประสิทธิภาพสูง แต่วิธีนี้ยังคงมีข้อจ ากัดอยู่บ้าง เช่น วิธีการที่
ซับซ้อน การเลือกใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับราแต่ละชนิด และค่าใช้จ่ายที่สูงเนื่องจากเครื่องมือ
และสารเคมีท่ีใช้วิเคราะห์มีราคาแพง (Konietzny และคณะ, 2003) 
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2.9 การตรวจหาการปนเปื้อนของสารพิษจากราในอาหาร 

การตรวจหาสารพิษจากราในอาหารประกอบด้วยขั้นตอนหลัก 3 ขั้นตอน ได้แก่ การสกัด 
สารพิษจากตัวอย่าง โดยใช้สารเคมีเป็นตัวท าละลาย การก าจัดสิ่งรบกวนที่ไม่ต้องการออกจากสาร 
สกัด และการตรวจและวัดปริมาณสารพิษ รายละเอียดของขั้นตอนที่ส าคัญ มีดังนี ้

 การสกัดสารพิษจากราออกจากตัวอย่าง (Mycotoxin extraction) 

 โดยทั่วไปสารพิษจากราจะถูกสกัดออกจากตัวอย่างที่เป็นของแข็ง เช่น ธัญพืชต่างๆ โดยใช้น้ า
หรือตัวท าละลายที่มีขั้วอ่ืนๆ เช่น เมทานอล หรือ อะซิโตรไนไตรล์ เรียกการสกัดลักษณะนี้ว่า solid- 
liqiud extraction (Turner และคณะ, 2009) ซึ่งวิธีการสกัดขึ้นอยู่กับลักษณะโครงสร้างของสารพิษ 
และคุณสมบัติการมีขั้วของสารพิษที่ต้องการสกัด จึงนิยมใช้สารเคมีประเภทตัวท าละลายอินทรีย์ใน 
การสกัดเพ่ือให้การสกัดมีประสิทธิภาพ ในกรณีที่ตัวอย่างเป็นของเหลว เช่น นม หรือน้ าผลไม้ นิยมใช้
วิธีการสกัดแบบ liquid-liquid extraction (Razzazi-Fazeli และคณะ, 2011)) 

 การก าจัดสิ่งรบกวน (clean up) 

 เป็นขั้นตอนที่ท าหลังจากการสกัดสารพิษจากราออกจากตัวอย่าง เนื่องจากในตัวอย่างที่
น ามาวิเคราะห์มักมีปริมาณของสารพิษจากราอยู่ต่ า ดังนั้น จึงต้องเพ่ิมความบริสุทธิ์ของสารสกัดที่ได้
ด้วยการก าจัดสิ่งรบกวนอ่ืนๆ ที่ไม่ต้องการออกไปก่อนที่จะน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีทางโครมาโตกราฟี 
ในปัจจุบันนิยมใช้วิธี solid-phase extraction (SPE) และ immunoaffinity column (IAC) ในการ
ก าจัดสิ่งรบการที่ไม่ต้องการออกจากสารสกัด (Razzazi-Fazeli และคณะ, 2011) หลักการของ SPE 
เกี่ยวข้องกับการแยกส่วนระหว่างของแข็งกับของเหลวซึ่งจะท าให้สารสกัดเข้มข้นและบริสุทธิ์ขึ้น โดย
การใส่ตัวอย่างให้ไหลผ่านตัวดูดซับที่เป็นของแข็ง เช่น ซิลิกา (silica) หรือ อะลูมินา (alumina) ซึ่งถูก
บรรจุอยู่ในคอลัมน์ สารที่สนใจจะถูกดูดซับไว้ในตัวดูดซับ จากนั้น ล้างสารที่จับกับตัวดูดซับได้น้อย
ออก แล้วเติมตัวท าละลายเพ่ือชะสารที่สนใจออกจากตัวดูดซับ แล้วน าสารที่ได้ไปวิเคราะห์ต่อไป  
(Zwir-Ferenc และคณะ, 2006) ส่วนวิธี IAC เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะสูงเนื่องจากอาศัยการจับกัน 
อย่างจ าเพาะระหว่างแอนติบอดี้และแอนติเจน โดยในคอลัมน์จะบรรจุด้วยแอนติบอดี้ที่มี
ความจ าเพาะต่อสารพิษจากรา ซึ่งแอนติบอดี้จะถูกตรึงอยู่บนสารที่เป็นของแข็ง (solid support)  
เช่น อะกาโรส (agarose) หรือ ซิลิกา (silica) สิ่งรบกวนจะไหลผ่านคอลัมน์ออกไป เหลือเพียงสารพิษ
จากราที่จับกับแอนติบอดี้อยู่ในคอลัมน์ จากนั้น ใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสมชะสารพิษจากราออกจาก 
คอลัมน์เพ่ือน าสารดังกล่าวไปวิเคราะห์ต่อไป (Wacoo และคณะ, 2014) อย่างไรก็ตาม ทั้งวิธี SPE  
และ IAC มีขั้นตอนที่ยุ่งยาก และต้องมีการก าจัดสารเคมีที่เป็นของเสียจากการวิเคราะห์ นอกจากนี้  
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วิธี IAC มีราคาแพง และไม่สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ เนื่องจาก แอนติบอดี้จะเสียสภาพจากตัวท า 
ละลายที่ใช้ชะสารพิษจากราออกจากคอลัมน์ (Kralj Cigić และคณะ, 2009) 

 การวิเคราะห์สารพิษจากรา (Analysis) 

 สารพิษจากราส่วนใหญ่เป็นสารที่มีขั้วซึ่งละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีขั้ว ดังนั้น จึง 
สามารถใช้วิธีทางโครมาโทกราฟี (chromatographic techniques) มาวิเคราะห์สารพิษจากราได้   
วิธีที่นิยมใช้ ได้แก่ โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography หรือ TLC) แก๊สโคร 
มาโทกราฟี (gas chromatography หรือ GC) และโครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (high  
performance liquid chromatography หรือ HPLC) เป็นต้น (Shephard และคณะ, 2011)  
นอกจากนี้ การตรวจวิเคราะห์โดยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunochemical method) เป็นวิธีที่ 
ได้รับความนิยมมากในปัจจุบัน เช่น enzyme-link immunosrbance assay (ELISA) เนื่องจาก 
สามารถให้ผลการวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว (Goryacheva และคณะ, 2011) 

  โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางเป็นเทคนิคแรกที่ใช้ในการวิเคราะห์สารพิษจากรา และ
ยังคงได้รับความนิยมในการใช้วิเคราะห์สารพิษจากราอยู่ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ในประเทศก าลังพัฒนา 
เพราะราคาถูก (Shephard และคณะ, 2011) เทคนิคนี้ประกอบด้วยเฟสหยุดนิ่งที่ท าจากซิลิกาเจล 
อะลูมินาหรือ ผงเซลลูโลส ซึ่งจะท าหน้าที่เป็นตัวดูดซับและเคลือบอยู่บนแผ่นแก้วหรือพลาสติก และ
เฟสเคลื่อนที่ คือ ตัวท าละลาย ได้แก่ เมทานอล หรือ อะซีโทไนไตร์ล เฟสเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ผ่านตัว
ดูดซับ สามารถสังเกตต าแหน่งของสารที่ต้องการวิเคราะห์ได้ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ข้อดีของวิธีนี้ 
คือ สามารถตรวจวิเคราะห์สารพิษจากราได้หลายๆ ชนิดในเวลาเดียวกัน ใช้คัดกรองตัวอย่างจ านวน
มากได้ ราคาถูก สะดวกและง่ายต่อการอ่านผล แต่วิธีนี้มีข้อด้อย คือ ต้องอาศัยผู้วิเคราะห์ที่มีความ
ช านาญ ไม่เหมาะกับการแยกสารในปริมาณมาก และเหมาะส าหรับการคัดกรองอย่างรวดเร็ว 
(Wacoo และคณะ, 2014) 

  วิธีแก๊สโครมาโทกราฟีจะเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์สารพิษจากราใน
อาหาร แต่ไม่นิยมน ามาใช้วิเคราะห์สารพิษจากรา เนื่องจากสารพิษจากราส่วนใหญ่เป็นสารที่มีขั้วและ
เป็นสารที่ไม่ระเหยจึงต้องมีการเตรียมปฏิกิริยาอนุพันธ์ (derivatization) ก่อนที่จะฉีดลงไปในแก๊ส
โครมาโทกราฟีคอลัมน์ (Shephard และคณะ, 2011)  
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  โครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมมากที่สุดในการ
น ามาตรวจวิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ (Wacoo และคณะ, 2014) และเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูง
ในการวิเคราะห์สารพิษจากรา เนื่องจาก วิธีนี้ให้ผลการวิเคราะห์ที่แม่นย า และได้รับการพัฒนาให้
สามารถวิเคราะห์สารพิษจากราที่มีความเข้มข้นต่ าๆ ได้ (Pittet, 2005; Roseanu และคณะ, 2010) 
แต่ข้อเสียของวิธีนี้ คือ ต้องใช้ตัวอย่างที่มีความบริสุทธิ์มากใช้การตรวจวิเคราะห์ ดังนั้น ตัวอย่างที่
น ามาวิเคราะห์ต้องผ่านขั้นตอนการก าจัดสิ่งรบกวน เช่น immunoaffinity column เครื่องมือที่ใช้ใน
การวิเคราะห์มีราคาสูง อีกท้ังการวิเคราะห์ผลโดยวิธี HPLC นั้นต้องใช้ผู้วิเคราะห์ที่มีความช านาญ วิธี
นี้จึงเหมาะกับการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการเท่านั้น (Wacoo และคณะ, 2014) 

  Enzyme-link immunosrbance assay (ELISA) อาศัยหลักการเกิดปฏิกิริยาที่ 
จ าเพาะระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีหรือท่ีเรียกว่า immunoassays มี 2 แบบ คือ วิธีแบบแข่งขัน  
(competitive) และวิธีแบบไม่แข่งขัน (non-competitive) ส าหรับชุดทดสอบที่ใช้ในการตรวจหา 
สารพิษจากราในอาหารมักใช้วิธีแบบแข่งขัน (Wacoo และคณะ, 2014) ซึ่งแบ่งออกเป็นแข่งขันแบบ 
อ้อม (indirect competitive immunoassay) และแข่งขันแบบตรง (direct competitive  
immunoassay)  

  หลักการของวิธีแข่งขันแบบอ้อม คือ สารพิษมาตรฐานจะติดฉลากกับโปรตีนและถูก
เคลือบอยู่บนผิวของหลุมทดสอบ แอนติบอดีตัวแรกที่จ าเพาะต่อสารพิษจะถูกแข่งขันท าปฏิกิริยา
ระหว่างสารพิษจากราในตัวอย่างที่เรียกว่าสารพิษอิสระและสารพิษที่เคลือบอยู่ในหลุมทดสอบ เมื่อใส่
แอนติบอดีตัวที่สองที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์บ่งชี้ ซึ่งมีความจ าเพาะต่อแอนติบอดีตัวแรกลงไปในหลุม
ทดสอบ จะสามารถตรวจวัดปฏิกิริยาของแอนติบอดีตัวที่สองกับแอนติบอดีตัวแรก โดยสังเกตจาก
ความเข้มของหลุมทดสอบ หากของเหลวในหลุมมีสีเข้มแสดงว่าตัวอย่างที่น ามาทดสอบมีปริมาณ
สารพิษอยู่น้อย (Contreras-Medina และคณะ, 2013) 

  วิธีการแข่งขันแบบตรงมีหลักการ คือ สารพิษจากราในตัวอย่าง ที่เรียกว่า สารพิษ
อิสระ จะถูกน าไปแข่งขันกับสารพิษจากราที่ติดฉลากกับเอนไซม์ที่จะบ่งชี้เมื่อไปจับกับแอนติบอดีที่
เคลือบอยู่ในหลุมทดสอบ หลังจากบ่มแล้วเทของเหลวในหลุมทิ้ง สารพิษอิสระและสารพิษที่ติดกับ
เอนไซม์ที่ไม่ได้จับกับแอนติบอดีจะถูกล้างออกไป เมื่อเติมสารตั้งต้นลงไปเพ่ือให้ท าปฏิกิริยากับ
เอนไซม์แล้วท าให้เกิดการเปลี่ยนสีขึ้น หากในหลุมทดสอบมีสีเข้มแสดงว่าสารพิษอิสระในตัวอย่างนั้น
มีปริมาณน้อย และหากมีสีจางแสดงว่าในตัวอย่างมีสารพิษอิสระอยู่ในปริมาณมาก (Contreras-
Medina และคณะ, 2013) 
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  ปัจจุบันได้มีการพัฒนา ELISA เป็นชุดทดสอบส าเร็จรูปส าหรับตรวจสารพิษจากรา  
(ELISA kits) ผลิตและจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์อย่างกว้างขวาง เนื่องจากใช้งานง่าย สะดวกรวดเร็ว   
สามารถตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างได้หลายตัวอย่างในเวลาเดียวกัน ไม่ต้องมีขั้นตอนการก าจัดสิ่งรบกวน
ออกจากตัวอย่าง และเอนไซม์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ไม่เป็นอันตรายต่อสุขภาพของผู้วิเคราะห์ และได้รับ
การยอมรับจากองค์การ Association of Analytical Communities (AOAC International) ว่า 
เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับใช้วิเคราะห์สารพิษจากราหลายชนิดที่ปนเปื้อนในธัญพืช ได้แก่ อะฟลาทอก  
ซินรวม อะฟลาทอกซินบี 1 เซราลิโนน และฟูโมนิซินรวม (Pascale, 2009) อย่างไรก็ตาม ชุดทดสอบ 
สามารถวิเคราะห์สารพิษจากราได้อย่างแม่นย าในช่วงของความเข้มข้นที่จ ากัด มีราคาสูง (Contreras-
Medina และคณะ, 2013) นอกจากนี้ วิธีนี้เป็นวิธีที่ใช้แรงงานมาก และมีข้ันตอนการล้างหลุมทดสอบ  
อาจท าให้ต้องใช้เวลานานในการวิเคราะห์ (Wacoo และคณะ, 2014) 

2.10 เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Near Infrared Spectroscopy; NIRS) 

เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิควิเคราะห์การดูดกลืนพลังงานแสงของสาร
ต่างๆ ในช่วงเนียร์อินฟราเรด เทคนิคนี้ได้ถูกน ามาใช้เพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น ยา เครื่องส าอาง สินค้าเกษตร อาหารและเครื่องดื่ม (Teye และคณะ, 2013)  
เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถวิเคราะห์ได้ในเวลาอันรวดเร็ว มีวิธีการที่ไม่ซับซ้อน และไม่ท าให้ตัวอย่าง
เสียหายหรือไม่ท าลายตัวอย่าง จึงเหมาะส าหรับน าไปใช้วิ เคราะห์แบบไม่ท าลายตัวอย่าง  
(nondestructive technique) (สนธิสุข ธีระชัยชยุติ, 2554) 

รังสีเนียร์อินฟราเรด (near infrared radiation) เป็นรังสีที่อยู่ในกลุ่มของรังสีอินฟราเรด ถูก
พบครั้งแรกเมื่อ ค.ศ. 1800 โดย William Herschel (Roggo และคณะ, 2007) ซึ่งได้อธิบายไว้ว่ารังสี 
อินฟราเรดเป็นรังสีที่มองไม่เห็น (invisible) อยู่หลังจากแสงสีแดงในช่วงการมองเห็น (visible red  
light) โดยเขาได้ทดลองให้แสงส่องผ่านปริซึมแล้วใช้เทอร์โมมิเตอร์วัดอุณหภูมิบริเวณนอกช่วงแสงที่  
มองเห็นและอยู่ใกล้กับสีแดง พบว่ามีอุณหภูมิสูงขึ้น ซึ่งช่วงแสงดังกล่าว  คือ ช่วงแสงของรังสี 
อินฟราเรด (Infrared (IR) region) ย่านของรังสีอินฟราเรดจะอยู่ในช่วงระหว่างย่านวิซิเบิล (visible)  
และย่านไมโครเวฟ (microwave) (ภาพที่ 2.3) รังสีอินฟราเรดถูกแบ่งย่อยเป็น 3 ช่วง ได้แก่  
อินฟราเรดย่านใกล้ (near infrared radiation) มีความยาวคลื่นระหว่าง 800-2,500 นาโนเมตร  
อินฟราเรดย่านกลาง (mid infrared radiation) มีความยาวคลื่นระหว่าง 2,500-25,000 นาโนเมตร  
และอินฟราเรดย่านไกล (far infrared radiation) ซึ่งมีความยาวคลื่นระหว่าง 25,000-100,000  
นาโนเมตร (Jamrógiewicz, 2012)  



 
 

 

30 

 
ภาพที่ 2.3 ต าแหน่งรังสีเนียร์อินฟราเรดในแถบแม่เหล็กไฟฟ้า (Singh และคณะ, 2011) 

2.10.1 หลักการพื้นฐานของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเป็นการศึกษาอันตรกิริยา (interaction) ระหว่าง
รังสีเนียร์อินฟาเรดกับสสารที่มีโมเลกุลประกอบด้วยพันธะไฮโดรเจน (X-H) อะตอม X ได้แก่ C, O, N,  
S อันตรกิริยา คือ การที่โมเลกุลดูดกลืนรังสีเนียร์อินฟราเรดเข้าไปท าให้เกิดการสั่นของพันธะต่างๆ ใน
โมเลกุล เมื่อรังสีเนียร์อินฟราเรดถูกส่องไปยังตัวอย่าง รังสีบางส่วนถูกดูดกลืนไว้ (absorption)  
บางส่วนผ่านออกมา (transmission) และบางส่วนเกิดการสะท้อน (reflection) ซึ่งเหตุการณ์เหล่านี้ 
อาจเกิดพร้อมกัน หรืออาจเกิดเพียงเหตุการณ์เดียว ดังแสดงในภาพที่ 2.4 (ศุมาพร เกษมส าราญ, 
2552) 

 
ภาพที่ 2.4 รูปแบบการเกิดอันตรกิริยาระหว่างรังสีเนียร์อินฟราเรดกับสสาร (ศุมาพร เกษมส าราญ, 
2552) 

จากทฤษฎีกลศาสตร์ควอนตัม อธิบายว่าโมเลกุลของสสารประกอบด้วยอะตอมที่
เชื่อมกันด้วยพันธะเคมี พันธะในโมเลกุลจะเกิดการสั่นอยู่ตลอดเวลา เรียกว่า การสั่นในสถานะพ้ืน 
(vibrational ground state) ซึ่งจะสั่นด้วยความถี่ที่มีค่าเฉพาะ ถ้าโมเลกุลเกิดอันตรกิริยากับรังสี
เนียร์อินฟราเรดจะดูดกลืนรังสีที่มีความถี่ตรงกับความถี่ค่าเฉพาะ จนท าให้เกิดการสั่นในสถานะ
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กระตุ้น (vibration excited state) ระดับโอเวอร์โทน แต่โมเลกุลไม่สามารถอยู่ในสถานะกระตุ้นได้ 
จึงต้องมีการคายพลังงานออกมาในรูปความร้อน เพ่ือให้กลับไปอยู่ในสถานะพ้ืนตามเดิม เรียก 
ปรากฎการณ์นี้ว่าแทรนซิชั่น (transition) (ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552) ผลของการดูดกลืนรังสีเนียร์ 
อินฟราเรดของสสารที่ความยาวคลื่นต่างๆ จะปรากฏในสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด ซึ่งนิยมแสดงในรูป 
ของกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) หรือ log (1/R) ในแนวแกนตั้ง และความยาว 
คลื่น (wavelength) หรือจ านวนคลื่น (wavenumber) ในแนวแกนนอน ดังแสดงในภาพที่ 2.5 

 
ภาพที่ 2.5 สเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดของพริกหยวกแดง แกนนอนแสดงความยาวคลื่นในหน่วยนาโน
เมตรและแกนตั้งแสดงค่าการดูดกลืนแสงเมื่อวัดแสงที่สะท้อน (reflectance) (ดัดแปลงจาก
Hernández Hierro และคณะ (2008)) 

รังสีเนียร์อินฟราเรดที่ส่องไปยังตัวอย่างสามารถเกิดปฏิกิริยากับตัวอย่างได้หลาย
รูปแบบ ท าให้มีวิธีการวัดได้หลายรูปแบบ ดังนี้ การส่องผ่าน (transmittance) การส่องผ่านสะท้อน  
(transflectance) การสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) อินเทอร์แอกแทนซ์ (interactance)  
และการส่องผ่านตัวอย่างที่มีการกระเจิงแสง (transmittance through scattering medium) (ศิว
ลักษณ์ ปฐวีรัตน์ และคณะ, 2552) 

กฎของการดูดกลืนแสงที่ส าคัญท่ีเกี่ยวข้องกับสเปกโทรสโกปีมี 2 กฎ 

1) กฎของแลมเบิร์ต (Lambert’s law) กล่าวว่า เมื่อแสงสีเดียวหรือแสงที่มีความ 
ยาวคลื่นเดียวผ่านตัวกลางเนื้อเดียว เป็นสัดส่วนของความเข้มแสงที่ถูกตัวกลางนั้นดูดกลืนไว้ โดยไม่
ขึ้นอยู่กับความเข้มแสงเริ่มต้นที่กระทบตัวกลางนั้น และความเข้มแสงจะถูกแต่ละชั้นของตัวกลาง
ดูดกลืนไว้ในสัดส่วนที่เท่ากัน ดังนั้น ตัวกลางชนิดเดียวกันที่มีความหนาเท่ากันจะดูดกลืนพลังงานแสง 
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ได้เท่ากัน และเมื่อแสงความยาวคลื่นเดียวผ่านตัวกลางเนื้อเดียวกัน ความเข้มของล าแสงจะลดลง  
ขึ้นอยู่กับความหนาของตัวกลาง (Osborne และคณะ, 1993; นิพนธ์ ตังคณานุรักษ์, 2545) 

2) กฎของเบียร์ (Beer’s law) กล่าวว่า เมื่อแสงที่มีความยาวคลื่นเดียวผ่านตัวกลาง 
เนื้อเดียว สัดส่วนของความเข้มของแสงที่ถูกตัวกลางดูดกลืนไว้จะแปรโดยตรงกับปริมาณของตัวกลาง 
ที่ดูดกลืนแสงนั้น ดังนั้น เมื่อโมเลกุลของสารแต่ละตัวเป็นอิสระต่อกัน และไม่มีอิทธิพลจากตัวท า  
ละลายจะท าให้สารดูดกลืนความเข้มแสงได้เท่ากัน (Osborne และคณะ, 1993; นิพนธ์ ตังคณานุรักษ์
, 2545) 

ปริมาณความเข้มข้นของแสงที่ถูกดูดกลืนจะข้ึนอยู่กับทั้งความเข้มข้นของสารละลาย
และความหนาของสารละลายที่ล าแสงส่องผ่าน จึงมีการรวมกฎของทั้งสองเข้าด้วยกันเรียกว่า กฎของ
เบียร์-แลมเบิร์ต (Beer-Lambert’s law) เขียนในรูปสมการได้ดังนี้ 

     
  
 

     

 
เนื่องจาก    (transmittance) เท่ากับ     

  

 
 

ดังนั้น 

กรณีวัดแสงส่องผ่าน (transmittance)      
  

 
        

 

 
 

เมื่อ 

  = ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 

  = ค่าการส่องผ่านของแสง (transmittance) 

  = ค่าสัมประสิทธ์ของการดูดกลืนแสง ปกติเปลี่ยนแปลงตามความยาวคลื่นและอุณหภูมิ 
   (โมลต่อลิตร) 

  = ความหนาของตัวอย่าง (เซนติเมตร) 

  = ความเข้มของสาร (โมลต่อลิตร) 

   = ความเข้มแสงเริ่มต้น หรือความเข้มแสงก่อนผ่านตัวอย่าง 

  = ความเข้มแสงสุดท้าย หรือความเข้มแสงเมื่อผ่านตัวอย่าง 
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  ทั้งนี้ กฏของเบียร์-แลมเบิร์ต ตั้งอยู่บนสมมติฐานที่ไม่มีแสงสะท้อนจากสารละลาย  
(reflectance เป็นศูนย์) จึงไม่สามารถน ามาประยุกต์ใช้หาความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง  
(absobance) และค่าความเข้มแสงที่สะท้อนจากตัวอย่าง (reflectance) ได้โดยตรง  

  จากทฤษฎีของ Kubelka และ Munk (Kubelka-munk theory) พบว่าวัสดุที่มี 
ความหนาเป็นอนันต์ (ไม่มีแสงทะลุผ่าน) ค่าความเข้มแสงที่สะท้อนจากตัวอย่างขึ้นอยู่กับ 
ความสามารถในการดูดซับแสงและการกระเจิงแสงของวัสดุนั้น  (Osborne และคณะ, 1986) ดัง 
สมการ 

       

   
 

 

 
  

  

 
 

  ต่อมา Norris ทดลองวัดค่าการสะท้อนแสงของสารละลายและเปรียบเทียบกับค่า 
การสะท้อนแสงของวัสดุมาตรฐานที่ไม่มีการดูดซับแสง (non-absorbing standard) พบว่ามี 
ความสัมพันธ์ที่ดีกับค่าความเข้มข้นของสารละลาย (Osborne และคณะ, 1986) 

ดังสมการ      (
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  เนื่องจากวัสดุมาตรฐานไม่มีการดูดซับแสง ท าให้ค่าการสะท้อนแสงของวัสดุ
มาตรฐานเข้าใกล้ 1 และท าให้ค่า         (Osborne และคณะ, 1986) 

จึงได้สมการ       
 

 
 

  

 
 

ดังนั้น กรณีวัดแสงสะท้อนจะประมาณค่าการดูดกลืนแสงว่าใกล้เคียงกับค่าที่ได้จากสมการ     

 
 

เมื่อ    = ค่าสะท้อนแสงที่มีความหนาของตัวกลางเป็นอนันต์ 

  = สัมประสิทธิ์การดูดซับแสง 

  = สัมประสิทธิ์การกระเจงิแสง 

  = ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง 

  = ค่าความเข้มข้นของสารตัวกลาง 

   = ค่าสะท้อนแสงของวัสดุมาตรฐาน 

  = ค่าสะท้อนแสงของตัวอย่าง 
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2.10.2 เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 

เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ประกอบด้วย แหล่งก าเนิดแสง (light  
source) อุปกรณ์แยกแสง (beam splitter system) อุปกรณ์ใส่ตัวอย่าง (sample holder) ตัวรับ 
แสง (optical detector หรือ senser) และเครื่องจะต่อเข้ากับคอมพิวเตอร์ (computer) ซึ่งมี 
โปรแกรมส าหรับเก็บข้อมูลและแสดงผลการวัดบนหน้าจอ (ภาพที่ 2.6) 

 
ภาพที่ 2.6 องค์ประกอบพื้นฐานของเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (ดัดแปลงจาก Reich 
(2005)) 

- แหล่งก าเนิดแสง (light source) เป็นแหล่งให้พลังงานแสง โดยปกติใช้หลอด 
ทังสเตนฮาโลเจน (tungsten halogen lamp) เนื่องจาก มีขนาดเล็ก ราคาถูก และแข็งแรง แต่ 
ข้อเสียของหลอดทังสเตน คือ มีอายุการใช้งานสั้น ท าให้เกิดความแปรปรวนของต าแหน่งแสงและมุม 
ตกกระทบ นอกจากนี้ หลอดแบบแอลอีดี (laser emission diode; LED) ได้ถูกน ามาใช้กับเครื่อง 
เนียร์อินฟราเรด ข้อดีของหลอดแบบแอลอีดี คือ สามารถปรับความเข้มแสงให้สอดคล้องกับช่วงความ 
ยาวคลื่นต่างๆ ได้ แต่ไม่เป็นที่นิยม เนื่องจาก มีราคาแพง (Reich, 2005; Cen และคณะ, 2007) 

- อุปกรณ์แยกแสง (beam splitter system) ท าหน้าที่แยกแสงหลายความยาว 
คลื่นออกเป็นความยาวคลื่นเดียว เพ่ือควบคุมให้อยู่ในความยาวคลื่นที่ต้องการ อุปกรณ์แยกแสงมี 
หลายชนิด เช่น ไลท์ฟิลเตอร์ (light filter) อินเตอร์เฟอโรมิเตอร์ (interferometer) และเกรตติ้ง  
(grating) (Reich, 2005; Osborne, 2006)  

- อุปกรณ์ใส่ตัวอย่าง (sample holder) อุปกรณ์ใส่ตัวอย่างมีหลายแบบ ทั้งแบบอยู่ 
นิ่ง เคลื่อนที่ และหมุนขณะสแกนตัวอย่าง ซึ่งอุปกรณ์ใส่ตัวอย่างแบบต่างๆ ที่กล่าวมาข้างต้นจะมี 
รูปร่างและขนาดต่างกัน และอาจจะมีฝากระจกปิดตัวอย่างหรือไม่ก็ได้ ขึ้นอยู่กับวิธีการฉายแสงซึ่งมี
ทั้งฉายแสงจากด้านบนและด้านล่าง ส าหรับอุปกรณ์ใส่ตัวอย่างหลายๆ แบบ แสงจะส่องผ่านกระจกใส
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ก่อนถึงตัวอย่าง ซึ่งกระจกดังกล่าวอาจท าจากแก้วหรือควอทช์ โดยวัสดุทั้งสองชนิดมีองค์ประกอบ
ต่างกันท าให้มีอิทธิพลต่อสเปกตรัมของตัวอย่างด้วย การเลือกใช้อุปกรณ์ใส่ตัวอย่างควรเลือกให้
เหมาะสมกับชนิดของตัวอย่าง เนื่องจากอุปกรณ์เหล่านี้มีอิทธิพลต่อการดูดกลืนแสงของตัวอย่างและ
ส่งผลกระทบถึงสเปกตรัมท่ีได้ (Cen และคณะ, 2007; ศิวลักษณ์ ปฐวีรัตน์ และคณะ, 2552)  

- ตัวรับแสง (optical detector หรือ sensor) เป็นอุปกรณ์ที่วัดความเข้มของแสง
หรือค่าการดูดกลืนแสง โดยต าแหน่งของตัวรับแสงจะขึ้นอยู่กับรูปแบบของการวัด  เช่น การส่องผ่าน  
(transmittance) การส่องผ่านสะท้อน (transflectance) การสะท้อนแบบแพร่ (diffuse  
reflectance) การสะท้อนกลับจากด้านใน (interactance) และการส่องผ่านตัวอย่างที่มีการกระเจิง 
แสง (transmittance through scattering medium) (ศิวลักษณ์ ปฐวีรัตน์ และคณะ, 2552) 

- คอมพิวเตอร์ (computer) เมื่อระบบอ่านสัญญาณออกมาแล้ว จะแสดงผลในรูป 
ของกราฟ ซึ่งจะถูกบันทึกไว้ในคอมพิวเตอร์ (Cen และคณะ, 2007) 

หลักการท างานของเครื่อง คือ เมื่อแสงที่มีความยาวคลื่นเนียร์อินฟราเรดจาก
แหล่งก าเนิดแสงที่มีการกระจายแสงควบคุมด้วยอุปกรณ์แยกแสงให้อยู่ในความยาวคลื่นที่ต้องการ 
แล้วส่องไปยังตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ เพ่ือให้เกิดการดูดกลืนแสง แล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
พันธะไฮโดรเจนในโมเลกุลของตัวอย่าง โดยเกิดการบิด-งอ หรือยืด-หดในรูปแบบต่างๆ และท าการ
ตรวจวัดคลื่นแสงที่ไม่ถูดดูดกลืน สะท้อน หรือส่องผ่านออกมา โดยสามารถตรวจวัดด้วยตัวรับแสง 
แล้วประมวลผลเป็นค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆ เกิดเป็นสเปกตรัมซึ่งถูกบันทึกและแสดง
ไว้ในคอมพิวเตอร์ (รุ่งนภา ไกลถิ่น, 2555) 

2.11 การวิเคราะห์ข้อมูลโดยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

 2.11.1 การปรับแต่งสเปกตรัมก่อนการวิเคราะห์ด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

การถูกบดบังโดยสเปกตรัมของน้ า และการที่สเปกตรัมมีความซับซ้อนเนื่องจากการ
รวมกันของโอเวอร์โทนและคอมบิเนชั่นของกลุ่มฟังก์ชั่นต่างๆ สัญญาณรบกวนในเครื่องมือ 
สภาพแวดล้อม และแหล่งความแปรปรวนอ่ืนๆ ส่งผลให้การระบุความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสง
ของกลุ่มของฟังก์ชั่นเฉพาะเป็นไปได้ยาก ดังนั้น ก่อนน าสเปกตรัมไปวิเคราะห์ควรมีการดึงข้อมูลที่ไม่
เกี่ยวข้องออกจากสเปกตรัมก่อน โดยการปรับแต่งสเปกตรัม ซึ่งใช้เทคนิคทางสถิติแบบตัวแปรพหุ 
(multivariate statistic technique) หรือที่เรียกว่า เคโมเมทริกซ์ (chemometrics) (อนุพันธ์ เทอด
วงศ์วรกุล, 2552) การปรับแต่งสเปกตรัมมีด้วยกันหลายวิธี เช่น 
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  1) การแปลงค่าด้วยวิธีอนุพันธ์ (derivative transformation) การหาค่าอนุพันธ์  
(derivative) เป็นวิธีที่ใช้แก้ปัญหาการทับซ้อนกันของจุดยอดของสเปกตรัมและการเลื่อนขึ้นของ  
สเปกตรัม การแปลงค่าเป็นอนุพันธ์อันดับหนึ่ง (first derivative) ช่วยแก้ปัญหาที่สเปกตรัมมีค่า 
เพ่ิมขึ้นคงที่ตลอดช่วงความยาวคลื่น (เบสไลน์ออฟเซ็ต) โดยการหาค่าความชัน (slope) ของ 
สเปกตรัมที่แต่ละความยาวคลื่น ซึ่งท าให้เส้นสเปกตรัมเลื่อนมาชิดติดกัน แต่ยังไม่สามารถแยกพีคที่
ซ้อนทับกันออกจากกันได้อย่างชัดเจน ดังนั้น จึงต้องมีการแปลงค่าเป็นอนุพันธ์อันดับสอง (second  
derivative) จะท าให้เกิดการแยกกันของจุดยอดที่เหลื่อมซ้อนกันออกมา สเปกตรัมที่ได้จะมีจุดยอด 
ตรงกับจุดยอดของสเปกตรัมดั้งเดิมแต่เป็นจุดยอดที่กลับหัวลงมาด้านล่าง  (อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 
2552) 

2) การปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scatter correction;  
MSC) เป็นเทคนิคทางคณิตศาสตร์ที่สร้างขึ้นมาเพ่ือลดผลที่เกิดจากการกระเจิงแสง  (scattered  
light) ต่อสเปกตรัมที่ได้จากการวัดแบบการสะท้อนแพร่ (diffuse reflectance) และแบบส่องผ่าน  
(transmittance) การท า MSC คือ การหมุนสเปกตรัมของแต่ละตัวอย่างให้มาตรงกับสเปกตรัมเฉลี่ย  
รูปร่างของสเปกตรัมหลังจากท า MSC แล้วจะมีรูปร่างไม่แตกต่างจากสเปกตรัมก่อนการปรับแก้มาก 
ในขณะที่การท าอนุพันธ์อันดับสองจะให้สปกตรัมที่ต่างจากสเปกตรัมดั้งเดิมอย่างชัดเจน (อนุพันธ์ 
เทอดวงศ์วรกุล, 2552) 

3) การปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐานและการปรับแนวโน้ม (standard  
normal variate; SNV และ detrending) วิธี SNV เป็นวิธีที่ใช้ส าหรับก าจัดอิทธิพลของการกระเจิง 
แสงออกจากสเปกตรัม โดยมักเป็นวิธีที่ใช้คู่กับการปรับแนวโน้มของเส้นสเปกตรัม (detrending) ซึ่ง 
จะช่วยให้ยอดของสเปกตรัมเด่นขึ้น กระบวนการปรับแก้แบบ SNV จะแตกต่างกันกับวิธีปรับแก้แบบ  
MSC แต่ผลที่ได้จากการปรับแก้ด้วยวิธีดังกล่าวจะคล้ายคลึงกับวิธีปรับแก้แบบ MSC (อนุพันธ์ เทอด
วงศ์วรกุล, 2552) 

4) การปรับเป็นค่ามาตรฐาน (normalization) เป็นการปรับแก้กลุ่มของสเปกตรัม 
เพ่ือให้ได้สเปกตรัมที่มีจุดส าคัญที่เด่นขึ้น และเป็นการก าจัดความแปรปรวนจากปัจจัยต่างๆ ที่ไม่  
ต้องการออกไป ช่วยลดความซับซ้อนของข้อมูลและน าข้อมูลสเปกตรัมไปท าสมการเปรียบเทียบได้
ง่ายขึ้น (อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 2552) 

5) การลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction) วิธีนี้ใช้แก้ปัญหาความเอียงเชิง
เส้นของการขยับขึ้นของเบสไลน์ โดยในแต่ละช่วงความถี่เส้นตรงเส้นหนึ่งจะถูกฟิตเส้นสเปกตรัมด้วย
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน แล้วลบเส้นตรงนี้ออกจากเส้นสเปกตรัม (Conzen, 2006)  
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 2.11.2 ขั้นตอนการวิเคราะห์ด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

การสร้างแบบจ าลองส าหรับท านายองค์ประกอบของตัวอย่างด้วยเทคนิคเนียร์ 
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ต้องใช้ข้อมูลสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด (optical data หรือ NIR data)  
และข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ (reference data) ของกลุ่มตัวอย่างที่ต้องการท านาย การสร้าง 
แบบจ าลองจะประกอบด้วย 2 ขั้นตอนหลัก ได้แก่ การสร้างแบบจ าลองที่ใช้ท านาย (calibration)  
และการตรวจสอบความถูกต้องของแบบจ าลองที่ใช้ท านาย (validation) ก่อนน าแบบจ าลองไปใช้ 
เพ่ือการวิเคราะห์ในชีวิตประจ าวัน (ภาพที่ 2.7) แต่ละข้ันตอนมีรายละเอียดดังนี้ 

 
ภาพที่ 2.7 ขั้นตอนการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

  2.11.2.1 การสร้างแบบจ าลองที่ใช้ท านาย หรือ การท าแคลิเบรชั่น (calibration)  

 ก าหนดให้ข้อมูลสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด (optical data หรือ NIR  
data) เป็นตัวแปรอิสระ (independent variable) หรือ ตัวแปร X ซึ่งอาจเป็นค่าที่ได้จากความยาว 
คลื่นทั้งหมด (full-spectrum) ความยาวคลื่นใดคลื่นหนึ่ง (fixed wavelength) หรือบางความยาว 
คลื่นที่เกี่ยวข้องกับสารที่จะท าการวิเคราะห์ (selected wavelength) ทั้งนี้ ข้อมูลสเปกตรัมที่ 
น ามาใช้อาจเป็นสเปกตรัมที่ไม่ผ่านการปรับแต่ง (raw spectral data) หรือถูกปรับแต่งด้วยวิธีทาง 
คณิตศาสตร์ (pretreated spectral data) ซ่ึงเป็นการน าเทคนิคทางคณิตศาสตร์มาใช้ในการแปลง 
ข้อมูลก่อนน าไปวิเคราะห์เพ่ือท าให้ข้อมูลของตัวแปรอิสระมีความสัมพันธ์กับตัวแปรตามมากขึ้น ส่วน 
ค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน (reference data) ก าหนดให้เป็นตัวแปรตาม  
(dependent variable) หรือ ตัวแปร Y (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) แล้วสร้าง 
แบบจ าลองแคลิเบรชั่นโดยอาศัยหลักการและวิธีทางสถิติมาช่วยในการสร้างแบบจ าลอง ได้แก่ การ 
ถดถอยโดยใช้องค์ประกอบหลัก (principle components regression; PCR) และวิธีการถดถอย 
ก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least square; PLS)  

ข้อมูลสเปกตรมัเนียร์อินฟราเรด ข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ 

การสร้างแบบจ าลองที่ใช้ท านายองค์ประกอบของตัวอย่าง 

การตรวจสอบความถูกต้องของแบบจ าลอง

ท่ีใช้ท านายValidation 
แบบจ าลอง NIR เพื่อการวิเคราะห์ในชีวิตประจ าวัน 
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 การถดถอยโดยใช้องค์ประกอบหลักเป็นวิธีการลดจ านวนตัวแปรอิสระ (X) 
เดิมลงแล้วสร้างองค์ประกอบหรือตัวแปรใหม่ (new factors) ขึ้นมาก่อน แล้วจึงน าค่าของตัวแปรใหม่ 
มาหาความสัมพันธ์กับตัวแปรตาม (Y) ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน เพื่อสร้างแบบจ าลองแค 
ลิเบรชั่นโดยการวิเคราะห์การถดถอยพหุคูณ (multiple regression analysis) เริ่มโดยการวิเคราะห์ 
องค์ประกอบหลัก (principle component analysis; PCA) ซึ่งเป็นวิธีทางสถิติในการการวิเคราะห์ 
ตัวแปรหลายตัว (multivariate analysis) โดยใช้เทคนิคการลดจ านวนตัวแปรอิสระด้วยการแบ่งกลุ่ม 
ตัวแปรที่มีความสัมพันธ์กันเพ่ือสร้างตัวแปรใหม่ที่เรียกว่าปัจจัย หรือ องค์ประกอบ (factors หรือ  
principle components; PC) (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

 วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วนเป็นเทคนิคการวิเคราะห์หลาย 
ตัวแปร (multivariate analysis) และเป็นเทคนิคที่ใช้การลดจ านวนตัวแปรลงเช่นเดียวกันกับวิธี  
PCR แต่แตกต่างกันที่ ข้อมูลตัวแปรตาม (Y) จะถูกน าเข้ามาร่วมในการสร้างตัวแปรใหม่ส าหรับการจัด 
กลุ่มเพ่ือลดจ านวนตัวแปร ตัวแปรใหม่ที่ได้เรียกว่า ค่าคะแนนปัจจัย (factors loading) จะเห็นว่าวิธี  
PLS ไม่ต้องสร้างแบบจ าลองด้วยวิธีทางสถิติการถดถอย (regression) อีก เนื่องจากค่าปัจจัยที่สร้าง
ขึ้นมาใหม่มีความสัมพันธ์กับตัวแปรตามอยู่แล้ว การน าเทคนิค PLS มาใช้สร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่น 
สามารถท าได้ 2 วิธี คือ การสร้างสมการถดถอยแบบ PLS1 และ PLS2 โดยวิธีการถดถอยแบบ PLS1  
คือการสร้างแบบจ าลอง 1 แบบจ าลอง ส าหรับท านายตัวแปรเพียง 1 ตัว ในขณะที่วิธีการถดถอยแบบ  
PLS2 คือ การใช้แบบจ าลองเดียวมาท านายค่าตัวแปรตามหลายตัว ซึ่งแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิ ธี  
PLS1 จะให้ค่าความถูกต้องของการท านายที่ดีกว่าวิธี PLS2 (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

 การใช้ full spectrum ในการสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่นจะให้ความ 
แม่นย ามากกว่าการเลือกช่วงความยาวคลื่นบางช่วง โดยในการสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่นด้วยการ 
ถดถอยเชิงเส้นพหุคูณ (multiple linear regression; MLR) การเลือกความยาวคลื่นจะเป็นปัจจัย 
หลักที่มีความส าคัญต่อแบบจ าลองแคลิเบรชั่น แต่จะมีผลกระทบน้อยเมื่อใช้วิธีการถดถอยก าลังสอง
น้อยที่สุดบางส่วน (partial least square; PLS) (รุ่งนภา ไกลถิ่น, 2555) 
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  2.11.2.2 การตรวจสอบความถูกต้องของแบบจ าลองที่สร้างขึ้นมา หรือ การท าแวลิ
เดชั่น (validation) หรือ การทวนสอบ (verification)  

 หลังจากได้แบบจ าลองแคลิเบรชั่นที่เหมาะสมแล้ว ต้องมีการทวนสอบว่า
แบบจ าลองที่สร้างขึ้นนั้นสามารถท านายข้อมูลชุดอ่ืนๆ ที่เป็นกลุ่มเดียวกันได้หรือไม่ วิธีนิยมใช้ ได้แก่  
การทวนสอบแบบไขว้ (full cross validation) และการทวนสอบแบบชุดทดสอบ (test set  
validation) เมื่อได้ผลการตรวจสอบที่น่าเชื่อถือแล้ว จึงจะน าแบบจ าลองที่ได้ไปใช้ท านายค่า 
องค์ประกอบที่ต้องการศึกษาจากสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดที่วัดมาได้ 

 การทวนสอบแบบไขว้เป็นการทดสอบแบบจ าลองภายใน (internal  
validation) ตัวอย่างที่น ามาทดสอบแบบจ าลองเป็นตัวอย่างชุดเดียวกับตัวอย่างที่ใช้สร้างแบบจ าลอง 
แคลิเบรชั่น ขั้นตอนการทดสอบเริ่มจากการตัดตัวอย่างตัวที่ 1 ออกจากชุดตัวอย่างที่ใช้สร้าง
แบบจ าลองแคลิเบรชั่น แล้วน าตัวอย่างที่เหลือมาสร้างแบบจ าลองแวลิเดชั่น น าแบบจ าลองที่ได้มา
ประเมินค่าทางองค์ประกอบของตัวอย่างที่ 1 ที่ถูกตัดออก จากนั้น ใส่ตัวอย่างตัวที่ 1 กลับคืน แล้วตัด
ตัวอย่างตัวที่ 2 ออกจากชุดตัวอย่าง ท าขั้นตอนซ้ าจนครบทุกตัวอย่าง ดังนั้น ตัวอย่างทุกตัวอย่างจะ
ถูกตัดออกจากชุดตัวอย่าง 1 ครั้งเท่ากัน แล้วพิจารณาค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลัง
สองของการพิสูจน์แบบไขว้ (root mean square error of cross validation; RMSECV) วิธีนี้ 
เหมาะสมกับการใช้ทดสอบกลุ่มตัวอย่างที่มีจ านวนน้อย เช่น น้อยกว่า 100 ตัวอย่าง (Williams, 
2007) 

 การทวนสอบแบบชุดทดสอบเป็นการทดสอบแบบจ าลองภายนอก 
(external validation) โดยการน ากลุ่มตัวอย่างชุดใหม่ (testing set) มาทดสอบค่าจากแบบจ าลองที่
ได้ ตัวอย่างชุดใหม่ที่น ามาทดสอบ ต้องมีวิธีการเตรียมตัวอย่าง การวัดสปกตรัม ปัจจัยต่าง ๆ ใน
ระหว่างการวิเคราะห์ และการปรับแต่งข้อมูลสเปกตรัมเหมือนกับกลุ่มตัวอย่างที่ใช้สร้างแบบจ าลอง
แคลิเบรชั่น ตัวอย่างที่น ามาทดสอบจะถูกสแกนเพื่อให้ได้ค่าสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด แล้วน าไปแทน 
ค่าในแบบจ าลองที่สร้างขึ้นเพ่ือท านายค่าองค์ประกอบที่ต้องการทราบ (predicted value) จากนั้น 
จึงน าตัวอย่างที่ผ่านการสแกนแล้วไปทดสอบด้วยวิธีมาตรฐานได้เป็นค่าวัดจริง (actual value) แล้ว 
เปรียบเทียบค่าที่วัดได้จริงกับค่าท านาย ว่ามีความถูกต้องเพียงใด โดยพิจารณาความแม่นย าจาก  
ค่าสถิติ ได้แก่ ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (coefficient of determination; R2) ค่าความ 
ผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias) และค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการ 
ท านาย (root mean square error of prediction; RMSEP) ถ้าผลของการท านายค่าองค์ประกอบ 
ใกล้เคียงกับผลของค่าที่ได้จากวิธีมาตรฐานและมีค่าทางสถิติที่ดี แสดงว่าแบบจ าลองสามารถน าไปใช้
วิเคราะห์ปริมาณตัวอย่างต่อๆ ไปได้ถูกต้อง (รุ่งนภา ไกลถิ่น, 2555) 
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 2.11.3 ค่าทางสถิติที่ใช้พิจารณาความแม่นย าของแบบจ าลอง 

1) ค่าสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (coefficient of determination; R2)  

เป็นค่าที่แสดงสัดส่วนของความแปรปรวนในข้อมูล X ที่สามารถอธิบายโดยความ 
แปรปรวนในข้อมูล Y ค่าของ R2 จะเป็นบวกเสมอ เช่น R2 = 0.941 หมายถึง 94.1 เปอร์เซ็นต์ของ 
ความแปรปรวนในข้อมูล X และ 5.9 เปอร์เซ็นต์ของความแปรปรวนในข้อมูล X เกิดขึ้นจากตัวแปร 
อ่ืน เช่น การเตรียมตัวอย่าง วิธีการทดลองอ้างอิง และอ่ืนๆ ค่า R2 เป็นบวกเสมอ (ตารางที่ 2.10) 

ตารางท่ี 2.10 แนวทางในการอธิบายความสามารถของแบบจ าลองแคลิเบรชั่นด้วยค่า R2 
R2 ความหมาย 

0-0.25 ไม่ควรใช้ใน NIRS calibration 
0.26-0.49 ความสัมพันธ์ไม่ดีพอ ควรหาเหตุผล 
0.50-0.64 ความสามารถน าไปใช้ได้ในการแบ่งกลุ่มแบบหยาบ 
0.66-0.81 ความสามารถน าไปใช้ได้ในการแบ่งกลุ่มแบบหยาบและประมาณค่าเบื้องต้น 
0.83-0.90 ควรใช้งานอย่างระมัดระวังในการน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัย 
0.92-0.96 ใช้ได้ในงานประยุกต์ส่วนใหญ่ รวมถึงการประกันคุณภาพ 
0.98 ขึ้นไป ดีเยี่ยม สามารถน าไปใช้ได้กับทุกงาน 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Williams (2007) 

2) ค่าความผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias)  

หมายถึงความแตกต่างระหว่างค่าจากการวัดด้วยวิธีมาตรฐาน หรือค่าวัดจริง 
(actual value) และค่าที่ท านายโดยเทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (predicted value) ซึ่ง 
เป็นค่าที่ใช้วัดความแม่นย าโดยรวมของแบบจ าลอง ดังนั้น แบบจ าลองที่ดีควรมีค่า bias ต่ า 

3) ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการท านาย (root mean 
square error of prediction; RMSEP)  

เป็นค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) ของความแตกต่าง 
ระหว่างค่าวัดจริงและค่าท านาย การค านวณค่า RMSEP มีการน าค่า bias มาค านวณด้วย ซึ่งค่า  
RMSEP เป็นค่าที่แสดงประสิทธิภาพของแบบจ าลองที่มีการทวนสอบแบบชุดทดสอบ (test set  
validation) แบบจ าลองที่ดีควรมีค่า RMSEP ต่ า (Williams, 2007) 
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4) ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการพิสูจน์แบบไขว้ (root 
mean square error of cross validation; RMSECV)  

เป็นการหาค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างระหว่างค่าที่วัดได้จริงและ 
ค่าท านายในกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ส าหรับทดสอบแบบจ าลองที่มีการทวนสอบแบบ cross validation ที ่
ใช้กลุ่มตัวอย่างในการทดสอบชุดเดียวกันกับกลุ่มที่น ามาสร้างแบบจ าลอง ค่า RMSECV เกิดจากการ 
น าค่า bias มาใช้ค านวณร่วมด้วย ดังนั้น เมื่อรายงานผลจึงไม่จ าเป็นต้องรายงานค่า bias และค่าที่ได้ 
ควรมีค่าน้อยเช่นเดียวกัน (Williams, 2007) 

5) อัตราส่วนระหว่าง SEP กับ SD (ratio of SEP to the SD; RPD)  

เป็นอัตราส่วนระหว่างค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าที่วัดได้จริงของข้อมูลกลุ่ม
ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบแบบจ าลองกับค่าความผิดพลาดมาตรฐานในกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (standard  
error of prediction ; SEP) โดยค่า SEP คือค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างระหว่าง 
ค่าที่วัดได้จริงและค่าท านายในกลุ่มตัวอย่างส าหรับทดสอบแบบจ าลอง ดังนั้น ค่า RPD เป็นค่าที่บ่ง 
บอกถึงประสิทธิภาพของแบบจ าลองที่ได้ และค่าที่ได้ควรมีค่ามาก (Williams, 2007) (ตารางที่ 2.11) 

6) อัตราส่วนระหว่าง SEP ต่อช่วงกว้างของข้อมูล (ratio of standard error of 
prediction validation to range; RER)  

เป็นอัตราส่วนระหว่างช่วงกว้างของค่าที่วัดได้จริงของข้อมูลในกลุ่มตัวอย่างที่ใช้
ทดสอบแบบจ าลองกับค่า SEP ซึ่งค่าที่ได้ควรมีค่ามาก (Williams, 2007) (ตารางที่ 2.11) 

ตารางที่ 2.11 แนวทางในการอธิบายประสิทธิภาพและการน าแบบจ าลองไปใช้ด้วยค่า RPD และ  
RER 

ค่า RPD ค่า RER การแบ่งกลุ่มตัวอย่าง การน าไปประยุกต์ใช้ 

0.0-2.3 0-6 ไม่ดีมาก ไม่แนะน า 
2.4-3.0 6-12 ไม่ดีพอ แบ่งกลุ่มแบบหยาบ 
3.1-4.9 13-20 พอใช้ แบ่งกลุ่ม 
5.0-6.4 21-30 ดี ประกันคุณภาพ 
6.5-8.0 31-40 ดีมาก ควบคุมกระบวนการ 
8.1 ขึ้นไป 41 ขึ้นไป ดีเยี่ยม ใช้ได้กับทุกงาน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Williams (2007) 
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   วิธีที่กล่าวมาข้างต้นเป็นวิธีที่ใช้เพ่ือวิเคราะห์เชิงปริมาณ (qualitative  
analysis) ส าหรับการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ (quantitative analysis) คือ การวิเคราะห์จ าแนก 
ประเภท (discriminant analysis) เป็นการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระ 1 ตัวขึ้นไป กับ 
ตัวแปรตามที่เป็นตัวแปรเชิงคุณภาพ 1 ตัว ซึ่งหลักการของการวิเคราะห์จ าแนกประเภทคล้ายกับการ 
วิเคราะห์แบบถดถอย แต่ต่างกันที่ประเภทของตัวแปรตาม (กัลยา วานิชย์บัญชา, 2552) เทคนิคที่
นิยมน ามาใช้วิเคราะห์จ าแนกประเภท ได้แก่ การวิเคราะห์จ าแนกกลุ่มด้วยการถดถอยก าลังสองน้อย
ที่สุดบางส่วน (partial least square-discriminant analysis; PLS-DA) และวิธีซอฟอินดิเพนเดนต์ 
โมเดลลิ่งออฟคลาสอนาล็อก (soft independent modeling of class analog; SIMCA) (Frank 
และคณะ, 1989; Brereton และคณะ, 2014) ความแม่นย าของแบบจ าลองพิจารณาจากค่า
เปอร์เซ็นต์ความถูกต้องในการแบ่งกลุ่ม 

2.12 ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการวิเคราะห์ด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

ความคลาดเคลื่อน คือ ความแตกต่างระหว่างค่าที่วัดได้จริงกับค่าที่วัดได้จากการท านายโดย
เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ซึ่งความคลาดเคลื่อนสามารถเกิดขึ้นได้ทุกเมื่อ ดังนั้น จึงต้องมีการ
ควบคุมปัจจัยที่จะท าให้เกิดความคลาดเคลื่อนต่อการวิเคราะห์ด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี  
โดยปัจจัยที่ท าให้เกิดความคลาดเคลื่อน แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ดังนี้ (วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 
2552) 

2.12.1 ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับเครื่องมือ 

  การใช้เครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์จะท าให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่ 
แม่นย า เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ที่ดีต้องสามารถก าหนดระยะความยาวคลื่นได้อย่าง
ถูกต้องและแม่นย า ซึ่งประสิทธิภาพของเครื่องมือขึ้นอยู่กับความสมบูรณ์ของชิ้นส่วนประกอบ หรือ
อะไหล่ นอกจากนี้ อุณหภูมิภายในตัวเครื่อง และความสะอาดของส่วนประกอบที่เกี่ยวข้องกับการให้
แสงก็มีผลกระทบต่อระบบแสงเช่นเดียวกัน หากปัจจัยเหล่านี้เปลี่ยนไปจะมีผลต่อความบริสุทธิ์และ
ความเสถียรของแสง โดยแสงที่ออกจากแหล่งก าเนิดแสงมีผลต่อระยะความยาวคลื่นและระดับความ
เข้มแสง นอกจากนี้ ความชื้นสัมพัทธ์ในอากาศเกี่ยวข้องกับต าแหน่งพีคที่เกี่ยวข้องกับน้ า ถ้าความชื้น
สัมพัทธ์เปลี่ยนไปก็จะท าให้ต าแหน่งที่เกิดพีคของน้ าคลาดเคลื่อนไปด้วย และจะท าให้ผลการวิเคราะห์
ไม่แม่นย า การตรวจสอบประสิทธิภาพของเครื่องมืออย่างสม่ าเสมอเป็นสิ่งจ าเป็น  เพราะเมื่อชิ้นส่วน
ประกอบของเครื่องมือช ารุดและต้องมีการเปลี่ยนชิ้นส่วนใหม่ แม้ว่าจะเป็นรุ่นเดียวกันก็อาจจะให้
ได้ผลการวิเคราะห์ที่แตกต่างกันได้ (วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 2552) 
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2.12.2 ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับตัวอย่าง  

1) องค์ประกอบทางเคมี 

การเกิดปฏิกิริยาระหว่างกันขององค์ประกอบของตัวอย่างและหมู่ฟังก์ชั่นที่
ดูดกลืนคลื่นแสงมีผลกระทบต่อความแม่นย าในการวิเคราะห์ ซึ่งมักจะเกิดกับผลิตผลทางการเกษตร  
และอาหาร การเกิดปฏิกิริยาระหว่างองค์ประกอบทางเคมีภายในตัวอย่างแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ การ 
เกิดปฏิกิริยาระหว่างองค์ประกอบทางเคมีของตัวอย่าง อิทธิพลขององค์ประกอบทางเคมีต่อลักษณะ
ทางกายภาพของตัวอย่าง และสถานภาพความชื้นในตัวอย่าง 

 องค์ประกอบทางเคมีที่มักจะเกิดปฏิกิริยากันในตัวอย่างที่เป็นอาหาร 
ได้แก่ น้ ามันกับโปรตีน แป้งกับโปรตีน เส้นใยกับโปรตีน  น้ ามันกับเส้นใย และแป้งกับเส้นใย 
องค์ประกอบเหล่านี้สามารถดูดกลืนคลื่นแสงได้สูงแม้ว่าจะมีปริมาณเพียงเล็กน้อยก็ตาม และหากมีใน
ปริมาณมากจะท าให้เกิดการบดบังการดูดกลืนแสงขององค์ประกอบอ่ืนที่มีปริมาณน้อยกว่า ดังนั้น 
ควรเลือกใช้เครื่องมือที่สามารถเลือกช่วงคลื่นได้  เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีที่มี
ปริมาณและความเข้มข้นน้อยกว่าได้ (วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 2552) 

 เมื่อบดตัวอย่างให้มีขนาดเล็กลงเพ่ือความสม่ าเสมอของขนาดก่อนการ
วิเคราะห์ แต่องค์ประกอบทางเคมีในตัวอย่างอาจจะส่งผลให้เกิดความไม่สม่ าเสมอของตัวอย่างที่บด
แล้ว เช่น  
 - ตัวอย่างที่มีโปรตีนสูง เมื่อบดแล้วจะเกิดการจับกันของโปรตีน ท าให้เกิด
อนุภาคของตัวอย่างที่ไม่สม่ าเสมอกัน 
 - ตัวอย่างที่น้ ามันสูง เมื่อบดแล้วจะจับกันเป็นก้อนไปจนถึงมีลักษณะ
คล้ายแป้งเปียก ขึ้นอยู่กันปริมาณน้ ามันที่มีในตัวอย่าง โดยมากปริมาณน้ ามันจะมีอิทธิพลต่อการวัด
แบบสะท้อนแสงแบบแพร่ เนื่องจาก ลักษณะทางกายภาพมีผลต่อพ้ืนผิวของตัวอย่าง เมื่อบดตัวอย่าง
ที่มีน้ ามันสูงจึงไม่ควรเก็บไว้เป็นเวลานาน ควรวิเคราะห์ตัวอย่างภายใน 1-2 วัน  
 - องค์ประกอบที่เป็นเส้นใยส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปแบบและความ 
หนาแน่น (bulk density) ท าให้พ้ืนผิวเปลี่ยนไป ดังนั้น การก าหนดทิศทางของแสง และขนาดอนุ 
ภาพของตัวอย่างที่เป็นเส้นใย มีผลอย่างมากในการวัดแบบสะท้อนแบบแพร่ 
 - การวัดตัวอย่างที่มีองค์ประกอบทางเคมีที่มีความสัมพันธ์กันสูง ท าให้ผล
การวัดไม่เป็นอิสระต่อกัน เช่น การวัดกรดอะมิโนในตัวอย่างที่มีปริมาณโปรตีนอยู่ด้วย การท านายจะ
สะท้อนถึงปริมาณโปรตีนมากกว่าปริมาณกรดอะมิโน ซึ่งสามารถแก้ไขโดยการเลือกช่วงความยาวคลื่น
ที่มีความเก่ียวข้องกับองค์ประกอบที่สนใจ 
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 นอกจากนี้ ความชื้นของตัวอย่างมีผลต่อความแม่นย าของการวิเคราะห์ 
จึงไม่ควรบดตัวอย่างที่มีความชื้นสูง เพราะหลังจากบดตัวอย่างที่มีความชื้นสูงแล้วเป็นเรื่องยากที่จะ
ท าตัวอย่างดังกล่าวให้เกิดความสม่ าเสมอทั้งขนาด รูปร่าง และการกระจาย (วารุณี ธนะแพสย์ และ
คณะ, 2552) 

  2) ความหนาแน่นจ าเพาะ 

มีผลกับปริมาณและการปรับตัวของตัวอย่างที่มีลักษณะเป็นผง หรือ เมล็ด 
เมื่อถูกบรรจุลงในอุปกรณ์ใส่ตัวอย่าง หากตัวอย่างมีความหนาแน่นจ าเพาะต่ าจะส่งผลให้พ้ืนผิวของ
ตัวอย่างมีความเรียบไม่สม่ าเสมอ ท าให้มีผลต่อสัญญาณแสงจากผิวหน้าเมื่อวัดด้วยการสะท้อนแสง
แบบแพร่และอาจเกดิความคลาดเคลื่อนในการวัดได้ (Shah และคณะ, 2016; วารุณี ธนะแพสย์ และ
คณะ, 2552) 

  3) ลักษณะทางกายภาพของตัวอย่าง 

เป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการสะท้อนแสงแบบแพร่ ซึ่งลักษณะทาง
กายภาพ หมายถึง องค์ประกอบและโครงสร้างของตัวอย่าง ลักษณะเนื้อสัมผัสที่ส่งผลต่อสัญญาณแสง 
เช่น ตัวอย่างมีขนาดใหญ่เกินไปสามารถแก้ไขโดยการลดขนาดตัวอย่างลง นอกจากนี้ ปัจจัยเสริมอ่ืนๆ 
ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างในกรณีที่ตัวอย่างเป็นผลผลิตทางการเกษตร ได้แก่ 
สายพันธุ์ สภาพอากาศระหว่างการเก็บเกี่ยว และการเก็บรักษา ควรเก็บรักษาไว้ในที่ อุณภูมิต่ า และมี
อากาศถ่ายเทได้ดี เพ่ือป้องกันความเสียหายที่เกิดจากเชื้อราและแบคทีเรีย (วารุณี ธนะแพสย์ และ
คณะ, 2552) 

  4) อุณหภูมิ 

อุณหภูมิของตัวอย่างและอุณหภูมิของห้องขณะวัดมีผลกระทบต่อความ
แม่นย าของวิธีเนียร์อิฟราเรดสเปกโทรสโกปีทั้งสิ้น เนื่องจาก อุปกรณ์ภายในตัวเครื่องมีความไวต่อ 
อุณหภูมิ ถ้าอุณหภูมิของตัวอย่างและอุณหภูมิห้องขณะท าการวัดตัวอย่างด้วยวิธีเนียร์อินฟราเรด 
สเปกโทรสโกปีในแต่ละครั้งไม่เท่ากัน อาจท าให้ผลการวิเคราะห์คลาดเคลื่อนได้  (Shah และคณะ, 
2016; วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 2552) 
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  5) แฟกเตอร์ส าหรับการแปรผกผัน 

ควรเลือกใช้วิธีมาตรฐานที่เหมาะสมในการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีที่
สนใจ เพื่อให้ได้ค่าท่ีต้องการวัดอย่างแท้จริง และเป็นการลดความคลาดเคลื่อนในการวิเคราะห์ด้วยวิธี
เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 2552) 

 การสแกนเมล็ดธัญพืชด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีควรให้ความส าคัญกับ
ปัจจัยที่เก่ียวข้องกับตัวอย่าง รวมไปถึงปัจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลต่อการวิเคราะห์ในธัญพืช ได้แก่ ขนาดเมล็ด 
สิ่งปนเปื้อน ความหนาของตัวอย่าง การบรรจุตัวอย่าง สี ปริมาณความชื้น และอุณหภูมิ หากปัจจัย
เหล่านี้มีการเปลี่ยนแปลงไปจะส่งผลต่อการสแกนตัวอย่าง และอาจท าให้สเปกตรัมที่ได้มีลักษณะ
ต่างกัน (วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 2552) 

2.12.3 ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่ 

  เจ้าหน้าที่ซึ่งมีหน้าที่ด าเนินการวิเคราะห์มีส่วนส าคัญต่อความแม่นย าของการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี เพ่ือให้การวิเคราะห์มีประสิทธิภาพเจ้าหน้าที่ควร
ระมัดระวังเรื่องต่างๆ ได้แก่ แนวทางปฏิบัติการสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่นทั้งการเลือกใช้จ านวน
ตัวอย่างมีมากเพียงพอ ควรเลือกวิธีส าหรับวิเคราะห์ค่าอ้างอิงที่เหมาะสมกับตัวอย่างเพ่ือให้ได้
แบบจ าลองที่ดีเยี่ยม ตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์ควรเป็นตัวแทนอย่างที่แท้จริงของประชากรทั้งหมด ดังนั้น
จึงต้องมีการผสมตัวอย่างให้ทั่วถึงและแบ่งแยกอีกครั้งก่อนการวิเคราะห์ ส าหรับตัวอย่างที่มีขนาดใหญ่
อาจต้องมีข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ โดยการบดตัวอย่างให้เล็กลงและผสมตัวอย่าง 
ให้เข้ากันก่อนน าไปทดสอบ (Shah และคณะ, 2016) ในการสแกนตัวอย่างควรบรรจุตัวอย่างลงใน 
อุปกรณ์ใส่ตัวอย่างให้เต็มแน่นพอดี เพ่ือให้ไม่เกิดช่องว่างระหว่างตัวอย่างเมื่อสแกนด้วยระบบหมุน 
(Workman, 2008) หากจ าเป็นต้องมีการเก็บตัวอย่างเพ่ือการวิเคราะห์ในครั้งต่อไป ควรเลือกวิธีเก็บ
รักษาที่เหมาะสมกับสภาพอากาศและชนิดของตัวอย่าง เช่น ในพ้ืนที่อบอุ่นควรเก็บรักษาตัวอย่างใน
ถุงพลาสติกที่ปิดสนิท ซึ่งจะช่วยป้องกันการสูญเสียน้ าของตัวอย่าง (วารุณี ธนะแพสย์ และคณะ, 
2552) 
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2.13 การประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในผลผลิตทางการเกษตร 

ปัจจุบันเทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีได้รับความสนใจมากขึ้นในการน ามาวิเคราะห์
องค์ประกอบของผลผลิตทางการเกษตร โดยมีจุดประสงค์เพ่ือการควบคุมคุณภาพของสินค้าใน
โรงงานอุตสาหกรรม เช่น เนื้อสัตว์ ผัก ผลไม้ ธัญพืช เครื่องดื่มต่างๆ นมและผลิตภัณฑ์จากนม 
(Huang และคณะ, 2008) องค์ประกอบที่วิเคราะห์ ได้แก่ โปรตีน ไขมัน ขนาด สี รูปร่าง ความหวาน  
และค่าความชื้นของตัวอย่าง (Porep และคณะ, 2015a) ตัวอย่างการประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรด 
สเปกโทรสโกปีในผลผลิตทางการเกษตรแสดงในตารางที่ 2.12 

ตารางที่ 2.12 การประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือการวิเคราะห์องค์ประกอบใน
ผลผลิตทางการเกษตร 
ตัวอย่าง องค์ประกอบที่วิเคราะห์ อ้างอิง 

ข้าวสาล ี โปรตีน Long และคณะ (2008) 
มันฝรั่ง ไขมัน Pedreschi และคณะ (2010) 
ลูกแพร ์ ความหวาน Xu และคณะ (2012) 
ข้าวกล้อง โปรตีนและความชื้น Li และคณะ (2013) 
น้ านมดิบ ไขมัน โปรตีน น้ าตาลแลคโตส Melfsen และคณะ (2013) 
โอลีฟ ไขมัน Salguero-Chaparro และคณะ (2014) 
แตงโม ความหวาน Jie และคณะ (2014) 
องุ่น ปริมาณน้ าตาล Porep และคณะ (2015b) 

 
2.14 การประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพื่อตรวจหาการปนเปื้อนของราและ
สารพิษจากราในธัญพืช 

ตัวอย่างการประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของราและ
สารพิษจากราในธัญพืชในเชิงปริมาณ มีดังนี้ 

Mirghani และคณะ (2001) ศึกษาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 บี 2 จี 1 และ จี 2  
ในถั่วลิสงโดยการท าให้ตัวอย่างเกิดการปนเปื้อนในช่วงความเข้มข้น 0-1200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
โดยใช้ฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-NIR) วัดในระบบสะท้อน  
(reflectance) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 750-4000 ต่อเซนติเมตร และใช้วิธีโครมาโตกราฟีแผ่นบางเป็นวิธี 
มาตรฐาน ตัวอย่างกลุ่มสร้างแบบจ าลองมีปริมาณเฉลี่ยของอะฟลาทอกซินบี 1 บี 2 จี 1 และ จี 2  
เท่ากับ 476.55, 461.26, 439.58 และ 430.92 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ได้แบบจ าลองที่มี 
ค่า R2 เท่ากับ 0.9911, 0.9859, 0.9986 และ 0.9789 ตามล าดับ 
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Berardo และคณะ (2005) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหารา และสารพิษ 
จากรา (เออโกสเตอรอล และฟูโมนิซิน) ในเมล็ดข้าวโพดและแป้งข้าวโพดที่ปนเปื้อนตามธรรมชาติ  
และถูกท าให้ปนเปื้อน โดยใช้วิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และ ELISA เป็นวิธีมาตรฐาน 
ส าหรับการวิเคราะห์สารพิษจากรา และวิธี direct plating ในการตรวจหารา โดยสแกนในระบบ 
สะท้อน (reflectance) ที่ความยาวคลื่น 400-2500 นาโนเมตร ผลการทดลองพบการปนเปื้อนของ 
เออโกสเตอรอลและฟูโมนิซินเฉลี่ยเท่ากับ 7.7 และ 5.9 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ แบบจ าลองที่ 
ดีที่สุดที่ท านายการปนเปื้อนของ F. verticilloides ในตัวอย่างเมล็ดข้าวโพด มีค่า R2 เท่ากับ 0.80 

Fernández-Ibañez และคณะ (2009) ใช้ฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโก
ปี (FT-NIR) ในช่วงจ านวนคลื่น 9000-4000 ต่อเซนติเมตร (1112-2500 นาโนเมตร) ตรวจหาอะฟลา 
ทอกซินบี 1 ในข้าวโพด 66 ตัวอย่าง และข้าวบาร์เลย์ 76 ตัวอย่าง โดยใช้วิธี ELISA และ lateral  
flow immunochromatographic assay เป็นวิธีมาตรฐาน ได้แบบจ าลองที่ดีที่สุดมีค่า R2 เท่ากับ  
0.80 และ 0.85 ซึ่งแบบจ าลองสามารถใช้แบ่งกลุ่มอย่างหยาบ 

Shenderey และคณะ (2010) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราก่อโรคใน 
แอปเปิ้ล จ านวน 955 ผล โดยการวัดแบบส่องผ่าน (transmittance) ที่ช่วงวิซิเบิล (visible)  
และเนียร์อินฟราเรดในช่วงความยาวคลื่น 400-1000 นาโนเมตร จากการทดลองได้ค่าความผิดพลาด 
มาตรฐานในกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (SEP) และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.036 และ  
0.71 ตามล าดับ 

Porep และคณะ (2015c) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจวัดเออโกสเตอรอล  
(ergosterol) ในองุ่นทั้งหมด 177 ตัวอย่าง สแกนที่ช่วงความยาวคลื่นซึ่งอยู่ในช่วงวิซิเบิลและเนียร์ 
อินฟราเรด (400-1800 นาโนเมตร) ในระบบสะท้อน (reflectance mode) และใช้วิธีโครมาโตกราฟี 
ของเหลวสมรรถนะสูงเป็นวิธีมาตรฐาน จากผลการทดลองแสดงค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ค่า 
รากที่สองของความผิดพลาดยกก าลังสองเฉลี่ยของการท านาย (RMSEP) และอัตราส่วนระหว่าง SD  
ต่อ SEP (RPD) เท่ากับ 0.726, 0.84 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ 2.0 ตามล าดับ  
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ส าหรับการประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทสโกปีเพ่ือการวิเคราะห์เชิงคุณภาพในธัญพืช 
มีดังนี ้

Wang และคณะ (2003) แบ่งกลุ่มเมล็ดถั่วเหลืองที่มีคุณภาพดีกับเมล็ดที่ถูกราเข้าท าลาย 
ต่างกัน 4 กลุ่ม ด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในระบบสะท้อน (reflectance) ด้วยเครื่องแบบ 
ไดโอด-อาร์เรย์ (diode-array NIR spectrometer) ที่ช่วงความยาวคลื่น 400-1700 นาโนเมตร  
แบบจ าลองจากการวิเคราะห์จ าแนกกลุ่มด้วยวิธีการก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least  
square, PLS) ได้จากการแบ่งกลุ่มของถั่วเหลืองออกเป็น 2 กลุ่ม มีค่าการท านายที่แม่นย าสูงที่สุด 
มากกว่า 99 เปอร์เซ็นต์ 

Shahin และคณะ (2012) ประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีร่วมกับช่วงวิซิเบิล  
(400-1000 นาโนเมตร) และ hyperspectral imaging ในระบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse  
reflectance mode) เพ่ือจ าแนกกลุ่มเมล็ดข้าวสาลีจ านวน 7 สายพันธุ์ ระหว่างเมล็ดปกติและที่มี 
การปนเปื้อนรา Fusarium sp. รวม 5,221 เมล็ด พบว่า แบบจ าลองด้วยวิธี PLS-DA สามารถจ าแนก 
กลุ่มข้าวสาลีดังกล่าวอย่างถูกต้อง โดยมีค่าการท านายถูกต้องเท่ากับ 90 เปอร์เซ็นต ์

Moscetti และคณะ (2013) จ าแนกกลุ่มเมล็ดถั่วเฮเซลนัทที่ปกติกับเมล็ดที่มีต าหนิจากการ 
ปนเปื้อนของราและที่ถูกแมลงเข้าท าลาย โดยใช้วิส/เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Vis/NIR  
spectroscopy) สแกนโดยใช้เครื่องชนิดไดโอดอาร์เรย์และวัดแบบสะท้อน (reflectane) ในช่วง  
944.5-1710.9 นาโนเมตร แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA รายงานเป็นค่า 
เปอร์เซ็นต์การท านายผิดพลาด เท่ากับ 5.2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าแบบจ าลองสามารถ 
น าไปใช้ในการวิเคราะห์แบบรวดเร็วได้ 

Wang และคณะ (2014) สร้างแบบจ าลองเชิงคุณภาพโดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทร 
สโกปีโดยใช้ระบบ hyperspectral imaging สแกนที่ช่วงความยาวคลื่นระหว่าง 1000-2500 นาโน 
เมตร ในเมล็ดข้าวโพดที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 10, 20, 100  
และ 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ได้แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มสามารถจ าแนกกลุ่มตัวอย่างได้ ค่า 
การท านายเท่ากับ 88 เปอร์เซ็นต์ โดยค่าต่ าสุดที่สามารถจ าแนกได้ คือ 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

Wang และคณะ (2015) ประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีร่วมกับ  
hyperspectral imaging ในการตรวจวัดเชิงคุณภาพของอะฟลาทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าวโพดที่ถูกท า 
ให้ปนเปื้อนด้วย A. flavus ในช่วงความยาวคลื่นระหว่าง 1729 และ 2344 นาโนเมตร พบว่ามีค่า 
เปอร์เซ็นต์ความถูกต้องมากที่สุดเท่ากับ 92.3 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองแสดงในเห็นว่าเทคนิค 
เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีสามารถใช้ในวิเคราะห์เชิงคุณภาพในเมล็ดข้าวโพดได้ 
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บทที ่3 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. กรวยแก้วขนาด 50 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

2. กระจกปิดสไลด์ ขนาด 22 x 28 มิลลิเมมตร ยี่ห้อ Manzel-Glaser, Germany 

3. กระดาษกรอง ขนาด 110 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Whatman No.1, England 

4. กระทงฟอยล์บรรจุอาหาร บริษัท ยูเนียน อินตา จ ากัด, Thailand 

5.  กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบธรรมดา ยี่ห้อ Olympus บริษัท อีฟอร์แอล อินเตอร์เนชั่นแนล 
จ ากัด, Japan  

6.  กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ ยี่ห้อ Olympus บริษัท อีฟอร์แอล อินเตอร์เนชั่นแนล 
จ ากัด, Japan  

7. ขวดใส่สารละลาย ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท Duran, Germany 

8. ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

9. ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

10. ขวดแก้ว ขนาด 20 มิลลิลิตร 

11. เครื่องชั่ง รุ่น PG6002-5 และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

12. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า รุ่น SS-325 และ ES-315 ยี่ห้อ Tomy, Japan 

13. เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform-Near 
infrared spectrometer; FT-NIR) รุ่น MPA บริษัท Bruker optik, Germany  

14. เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform-Near 
infrared spectrometer; FT-NIR) รุ่น NIRFlex N-500 บริษัท Buchi, Switzerland 

15. เครื่องปั่นผสม (Vortex) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

16. เครื่องปั่นอเนกประสงค์ รุ่น HR-2001 ยี่ห้อ Philips, Indonesia 
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17. เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (micro plate reader) บริษัท Neogen, 
USA/Canada 

18. จานเพาะเชื้อแก้ว บริษัท Pyrex, England 

19. จานเพาะเชื้อพลาสติก บริษัท Greiner bio – one, Thailand 

20. ตู้เขี่ยเชื้อ รุ่น Mark II ยี่ห้อ Clean บริษัท Lab Service 

21. ตู้เขี่ยเชื้อ รุ่น V6-T ขนาด 2 x 4 ฟุต บริษัท Lab Micro, Thailand 

22. ตู้แช่จุดเยื่อกแข็งต่ า อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

23. ตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประกอบในประเทศไทย 

24. ตู้เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sandenintercool, Thailand 

25. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany 

26. ตู้อบแห้ง บริษัท Conthem Scintific, New Zealand 

27. ถุงมือยาง ยี่ห้อ SemperGuard บริษัท สยามแซมเพอร์เมจ จ ากัด, Thialand 

28. โถดูดความชื้น บริษัท เบคไทย กรุงเทพอุปกรณ์เคมีภัณฑ์ จ ากัด, Thailand 

29. บีกเกอร์ ขนาด 200, 600 และ 100 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

30. แผ่นพาราฟิล์ม บริษัท Menasha, Thailand 

31. ไมโครปิเปตต์ ขนาด 2.5, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf, Germany 

32. ไมโครปิเปตต์ ขนาด 5000 ไมโครลิตร บริษัท Mettler, Thailand 

33. สไลด์ ขนาด 25.6 x 76.2 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Sali Brand, China 

34. ฮีมาไซโทมิเตอร์ ยี่ห้อ Boeco, Germany 
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เคมีภัณฑ์ 

1. กลีเซอรอล 85% (glycerol 85%) บริษัท Merck, Germany 

2. ชุดวิเคราะห์อะฟลาทอกซิน (Veratox Aflatoxin Quantitative test kit) บริษัท 
Neogen, USA ในชุดวิเคราะห์อะฟลาทอกซิน ประกอบด้วย 

  - อะฟลาทอกซินกับเอนไซม์ (conjugate solution) 
  - สารละลายสับสเตรต (substrate solution) 
  - สารละลายหยุดปฏิกิริยา (stop solution) 
  - สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินรวมที่ความเข้มข้น 0, 5, 15 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

4. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

5. สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 จาก Aspergillus flavus บริษัท Sigma, USA. 

6. สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ บริษัท Kao Industrial, Thailand  

7. อะซีโทไนไตร์ล (CH3CN) บริษัท Labscan, Thialand 

8. เอทานอล (C2H5OH) บริษัท J.T. Baker, USA 

9. Potato Dextrose Agar (PDA Agar) บริษัท Difco Laboratories, USA 

10. Tween 80 บริษัท Merck, Germany 
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วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 การเก็บตัวอย่าง 

สุ่มเก็บตัวอย่างข้าวกล้องหอมมะลิจากตลาดสด ห้างสรรพสินค้า ร้านสะดวกซื้อ และโรงสี ใน
พ้ืนที่กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกล้เคียง (ภาคผนวก ง) ในช่วงปี พ.ศ. 2556-2557 จ านวน 20 
ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 5 กิโลกรัม ตัวอย่างทั้งหมดถูกเก็บรักษาไว้ในถุงซิบพลาสติก แล้วใส่กล่อง
พลาสติกที่มีฝาปิดสนิท เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องเพ่ือรักษาความชื้นส าหรับการทดสอบขั้นต่อไป 

3.2 การปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะฟลา
ทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องโดยการปรับภาวะของตัวอย่าง 

ขั้นตอนการปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะ 
ฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องโดยการปรับภาวะของตัวอย่างแสดงในภาพที่ 3.1 โดยหลังจาก 
เก็บตัวอย่างและปรับภาวะของตัวอย่างแล้ว ตัวอย่างทุกชนิดจะถูกน าไปสแกนด้วยเนียร์อินฟราเรด  
สเปกโตรมิเตอร์เพ่ือให้ได้ข้อมูลเชิงแสงหรือสเปกตรัม ตัวอย่างที่สแกนแล้วจะถูกน าไปวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการเพ่ือให้ได้ข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ จากนั้น ตรวจสอบข้อมูลผิดปกติของข้อมูลเชิงแสง
และข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ แล้วน าข้อมูลทั้งสองชนิดไปสร้างแบบจ าลองและทดสอบแบบจ าลองที่
ได้เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

3.2.1 การปรับภาวะข้าวกล้อง 

การปรับภาวะข้าวกล้อง ประกอบด้วย การปรับความชื้น และการปรับการปนเปื้อน
ของราที่สามารถผลิตอะฟลาทอกซินในข้าวกล้อง เพ่ือกระตุ้นการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซิน  
ของรา ท าให้มีความหลากหลายและการกระจายตัวที่สม่ าเสมอของการปนเปื้อนราและอะฟลาทอก  
ซินในตัวอย่าง เริ่มจากน าตัวอย่างข้าวกล้องในข้อ 3.1 หนึ่งตัวอย่าง แยกเป็น 2 ชุด ชุดแรกเป็น 
ตัวอย่างข้าวกล้องที่ไม่มีการปรับความชื้น ชุดที่สองเป็นตัวอย่างข้าวกล้องที่ปรับความชื้นเท่ากับ 14  
และ 18 เปอร์เซ็นต์ จากนั้น ตัวอย่างแต่ละชุดถูกแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มตัวอย่างที่มีการปนเปื้อน 
ตามธรรมชาติ (natural infection) และกลุ่มตัวอย่างที่ท าให้ปนเปื้อนด้วยรา (artificial infection)  
ท าให้ได้จ านวนตัวอย่างในแต่ละภาวะ 20 ตัวอย่าง และจ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ใช้ในการทดลอง คือ  
120 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง 

ตัวอย่าง ไม่ปรับความชื้น 
ปรับความชื้น 

 14 เปอร์เซ็นต์  18 เปอร์เซ็นต์ 

ปนเปื้อนราตามธรรมชาติ 20 20 20 

ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา 20 20 20 

รวม 40 40 40 

 
  3.2.1.1 การปรับความชื้น 

  1) การวิเคราะห์ความชื้นของข้าวเริ่มต้น (moisture content initial, MCi) 

  น าถ้วยอะลูมิเนียมที่มีฝาปิดมาชั่งน้ าหนัก จากนั้น น าข้าวกล้องหอมมะลิ 5±1 กรัม  
ใส่ในถ้วยอะลูมิเนียมดังกล่าว แล้วน าไปชั่งน้ าหนักก่อนอบ (E) จากนั้น น าไปอบที่อุณหภูมิ 130±3  
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แล้วจึงน าไปใส่ในโถดูดความชื้น เป็นเวลา 45 นาที ชั่งน้ าหนักข้าวหลัง 
ผ่านการอบ (m) แล้วน าค่าที่ได้ไปค านวณหาค่าความชื้นของข้าวเริ่มต้น (Mci) ตามสูตร (กระทรวง
เกษตรและสหกรณ,์ 2555) 

   i 
(    m)      

 
 

 
เมื่อ Mci คือ ความชื้นของข้าวเริ่มต้น (เปอร์เซ็นต์ฐานเปียก) 

    E คือ น้ าหนักข้าวก่อนอบ (กรัม) 

    m คือ น้ าหนักข้าวหลังอบ (กรัม) 

2) การปรับความชื้นของข้าว  

  น าค่าความชื้นเริ่มต้นของตัวอย่างข้าว (Mci) มาค านวณหาปริมาณน้ าที่ต้องการเติม  
(Ww) ลงในตัวอย่างข้าวกล้อง 130 กรัม เพ่ือให้ได้ความชื้นตามที่ต้องการ (Mcf) คือ 14 และ 18  
เปอร์เซ็นต์ ตามสูตร (Mahjoub และคณะ, 2014) 

 w     f    i  

และ 

 f  (
      i

      f
)  i 
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เมื่อ Ww คือ ปริมาณน้ าที่ต้องเตรียมลงไป (กรัม) 
         Wf คือ น้ าหนักข้าวรวมกับน้ าหนักน้ า (กรัม) 
         Mci คือ ความชื้นของข้าวเริ่มต้น (เปอร์เซ็นต์ฐานเปียก) 
   Mcf คือ ความชื้นของข้าวที่ต้องการ (เปอร์เซ็นต์ฐานเปียก) 

Wi คือ น้ าหนักเมล็ดข้าวเริ่มต้น (กรัม) 

จากนั้น เติมน้ าตามปริมาตรที่ค านวณได้ลงในตัวอย่างข้าวกล้อง คลุกเคล้าให้น้ า
กระจายอย่างทั่วถึงภายในกล่องที่ปิดสนิท น าไปเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7  
วัน คลุกข้าวให้เข้ากันทุกวัน เมื่อครบ 7 วัน แบ่งข้าวใส่จานเพาะเชื้อ เพ่ือน าไปปรับการปนเปื้อนของ 
ราในการทดลองขั้นต่อไป  

3.2.1.2 การปรับการปนเปื้อนของรา 

1) การเตรียมสารแขวนลอยสปอร์รา 

  น ารา A. flavus M3T8R4G3 ที่แยกได้จากข้าวและมีความสามารถในการผลิตอะ 
ฟลาทอกซิน (โนทัย กิตติก าแหง, 2554) มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA)  
(ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้น เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ โดย 
เก็บสปอร์ราด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ผสมกับ Tween 80 0.01 เปอร์เซ็นต์ ที่ปลอดเชื้อ  
(ภาคผนวก ข หมายเลข 1) เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยใช้ฮีมาไซโทมิเตอร์ 
ในการนับจ านวนสปอร์ 

2) การเติมสปอร์ของ A. flavus ลงในข้าว 

  น าข้าวกล้องกลุ่มที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราใส่ในจานเพาะเชื้อ จากนั้น ฉีดพ่นสปอร์ 
แขวนลอยของ A. flavus M3T8R4G3 ความเข้มข้น 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ให้ 
กระจายทั่วทุกเมล็ด โดยน าข้าวใส่ลงไปในจานเพาะเชื้อทีละชั้น แล้วฉีดพ่นสารแขวนลอยสปอร์ลงไป 
ให้ทั่วทั้งชั้น ท าเช่นนี้จนข้าวเต็มจานเพาะเชื้อ 

เมื่อปรับภาวะของตัวอย่างแล้วจะมีตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่าง (ตารางที่ 3.1)  
ตัวอย่างทุกภาวะถูกบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ก่อนน าไปสแกนด้วยคลื่นเนียร์
อินฟราเรดทันท ี
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ภาพที่ 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนการปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการ
ตรวจหาราและอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องโดยการปรับภาวะของตัวอย่าง 

ตัวอย่างข้าวกล้อง 

สแกนตัวอย่างด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรด 

(ข้อมูลเชิงแสงหรือสเปกตรัม) 

การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
(ข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ) 

1. ตรวจหาการปนเปื้อนของราด้วยวิธี direct plating 
2. วิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซนิรวมด้วยวิธี ELISA  

ตรวจสอบข้อมลูผิดปกติ (outlier) 

สร้างแบบจ าลอง 

วิเคราะห์ผลการทดลองและ
สรุปผลการทดลอง 

ทดสอบแบบจ าลอง 

ไม่ปรับความช้ืน 
ตัวอย่างทีถู่กท าให้ปนเปื้อนด้วยรา 

ตัวอย่างทีป่นเปื้อนราตามธรรมชาติ 

ปรับความชื้น 
- ความช้ืน 14 เปอร์เซ็นต ์
- ความช้ืน 18 เปอร์เซ็นต ์ ตัวอย่างทีถู่กท าให้ปนเปื้อนด้วยรา 

ตัวอย่างทีป่นเปื้อนราตามธรรมชาติ 
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3.2.2 การสแกนตัวอย่างด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรด 

บรรจุตัวอย่างข้าวจากจานเลี้ยงเชื้อจ านวน 130 กรัม ลงในถ้วยเปิดส าหรับสแกน 
ตัวอย่างที่ก้นภาชนะท าด้วยควอตซ์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 85 มิลลิเมตร ลึก 89 มิลลิเมตร จากนั้น  
น าไปสแกนด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform- 
Near infrared spectrometer; FT-NIR) (MPA, Bruker, Germany) (ภาพที่ 3.2) ที่ช่วงจ านวน 
คลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร (cm-1) (ความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร) ในระบบสะท้อน 
แบบแพร่ (diffuse reflectance) ที่ความละเอียด 16 จ านวนคลื่นต่อเซนติเมตร ตัวอย่างถูกสแกน 
ภายใต้อุณหภูมิห้องที่ 25±2 องศาเซลเซียส โดยตัวอย่างข้าวกล้อง 1 ตัวอย่าง ถูกแบ่งเป็น 2 ตัวอย่าง
ย่อย แต่ละตัวอย่างย่อยถูกน ามาสแกน 3 ครั้ง ดังนั้น จะได้เส้นสเปกตรัม 3 เส้นต่อหนึ่งตัวอย่างย่อย 
จากตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) ท าให้ได้ข้อมูลเชิงแสง (สเปกตรัม) ทั้งหมด 
720 เส้น เก็บข้อมูลค่าการดูดกลืนแสง หรือข้อมูลเชิงแสง (สเปกตรัม) ด้วยโปรแกรม OPUS 7.0.129 
(Bruker optik GmbH, Germany) เพ่ือการวิเคราะห์ทางเคโมเมทริกซ์ (chemometrics) แล้วจึงน า
ตัวอย่างที่สแกนแล้วไปตรวจหาการปนเปื้อนของราและอะฟลาทอกซินรวมในขั้นต่อไป 
 

 
 

 

 

 

  

[ก] [ข] 

ภาพที่ 3.2 ตัวอย่างข้าวกล้องที่บรรจุในภาชนะส าหรับสแกนตัวอย่าง [ก], การสแกนตัวอย่างข้าว
กล้องด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียรร์อินฟราเรดสเปกโทรมิเตอร์ (Fourier Transform-Near 
infrared spectrometer; FT-NIR) รุ่น MPA [ข] 
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3.2.3 การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

  3.2.3.1 การตรวจหาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้องโดยวิธี  direct 
plating………… 

วิธี direct plating เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมใช้เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อน 
ของราในอาหารประเภทธัญพืช (Samson และคณะ, 2004; Pitt และคณะ, 2009) ท าได้โดยการสุ่ม 
หยิบเมล็ดข้าวที่สแกนแล้วบริเวณก้นภาชนะที่ใช้สแกน จ านวน 50 เมล็ด ต่อ 1 ตัวอย่าง วางบน 
อาหารแข็ง PDA ด้วยวิธีการปลอดเชื้อ โดยวางเมล็ดข้าว 10 เมล็ด ต่อจานเลี้ยงเชื้อ แล้วบ่มที่ 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน นับจ านวนเมล็ดข้าวที่พบการเจริญของราทั้งหมดและ 
ราเขียวอมเหลืองที่คาดว่าจะเป็นราในสกุล Aspergillus section Flavi ที่มีความสามารถในการ 
สร้างอะฟลาทอกซิน เพ่ือน าไปค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

3.2.3.2 การสกัดอะฟลาทอกซินและวิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซินรวมโดยวิธี 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

น าข้าวกล้องที่อยู่บริเวณก้นภาชนะซึ่งผ่านการแสกนด้วยเครื่องเนียร์ 
อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์แล้ว มาสกัดตามวิธีการของ AOAC Official Method (990.32) (Lupo 
และคณะ, 2010) โดยปั่นข้าวกล้องให้ละเอียด จากนั้น น าตัวอย่างที่ปั่นแล้วปริมาณ 10 กรัม ไปสกัด 
ด้วยเมทานอลและน้ าในอัตราส่วน 7:3 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในภาชนะที่มีฝาปิดสนิท เขย่าด้วยมือ 
เป็นเวลา 5 นาที กรองสารสกัดที่ได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 น าสารสกัดที่ได้ไป 
วิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซินรวมด้วยวิธี ELISA โดยใช้ชุดวิเคราะห์อะฟลาทอกซิน (Neogen’s  
Veratox® for aflatoxin, USA) ที่ได้รับการยอมรับจาก AOAC Reserch Institute (AOAC-RI  
050901) (Lupo และคณะ, 2010) โดยน าสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาผสมกับสารคอนจูเกต 
ระหว่างอะฟลาทอกซินกับเอนไซม์ (horseradish peroxidase, HRP) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้ว 
ดูดสารผสมปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลุมที่ถูกเคลือบด้วยแอนติบอดี้ท่ีจ าเพาะกับอะฟลาทอก 
ซิน จากนั้น บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่น 5 ครั้ง เคาะน้ าที่อยู่ในหลุมออก 
จนหมดแล้วเติมสารละลายสับสเตรตที่จะท าปฏิกิริยาเฉพาะกับเอนไซม์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
เขย่านาน 10-20 วินาที บ่มที่อุณหภูมิห้อง 3 นาที แล้วเติมสารละลายหยุดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ 
กับสับสเตรตปริมาตร 100 ไมโครลิตร อ่านค่าความเข้มข้นของแสงผ่านเครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโคร 
เพลท (micro plate reader) (Neogen, USA/Canada) ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร  
เปรียบเทียบค่าความเข้มข้นของแสงของตัวอย่างกับชุดควบคุม (สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินรวมที่  
ความเข้มข้น 0, 5, 15 และ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ขีดความสามารถในการตรวจวัดของชุด 
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ทดสอบอยู่ในช่วง 2-50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม หากความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินในตัวอย่างสูงเกิน 
ช่วงดังกล่าวจ าเป็นต้องท าการเจือจางก่อนการวิเคราะห์ 

3.2.4 การทดสอบสมรรถนะการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าว
กล้องปรับภาวะของผู้วิจัย (Laboratory performance) 

  การทดสอบความสามารถและประสิทธิภาพการท างานในห้องปฏิบัติการเพ่ือ 
วิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องปรับภาวะของผู้วิจัย สามารถวัดได้จากค่า 
ความสามารถในการวัดซ้ า (repeatability) และค่าความสามารถในการวัดเหมือน (reproducibility)  
ซึ่งการเลือกกลุ่มตัวอย่างส าหรับการทดสอบท าโดยอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์สุ่มตัวอย่างข้าวกล้อง
มาแทรกในระหว่างท าการทดลองปกติเป็นระยะ เพ่ือให้ผู้วิจัยวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวม 
โดยที่ผู้วิจัยไม่ทราบว่าเป็นตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินรวมอยู่ในระดับใด 

  ค่าความสามารถในการวัดซ้ า โดยใช้ตัวอย่างที่ซ้ ากับตัวอย่างในการทดลองปกติ  
(กลุ่มตัวอย่าง duplication) จ านวน 6 คู่ มาวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวม จากนั้น ค านวณค่า 
ความสามารถในการวัดซ้ า โดยการหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าความแตกต่างของผลการ
วิเคราะห์ในกลุ่มตัวอย่างชุด duplication  

  ส าหรับค่าความสามารถในการวัดเหมือน ซึ่งใช้ตัวอย่างที่ผู้วิจัยไม่ทราบเลยว่าเป็น 
ตัวอย่างใด (กลุ่มตัวอย่าง blind) จ านวน 6 ตัวอย่างในการทดสอบ จากนั้น ค านวณค่าความสามารถ 
ในการวัดเหมือน โดยหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ในชุด
ตัวอย่าง bilnd กับชุดตัวอย่างจริง 

3.2.5 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

3.2.5.1 การตรวจสอบข้อมูลผิดปกติ (outliers) 

ตรวจสอบค่าผิดปกติจากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (ค่าเปอร์เซ็นต์
การติดเชื้อของรา และความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินรวม) โดยใช้เงื่อนไข 

     ̅

  
   3 

เมื่อ   คือ ค่าที่ได้จากผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

  ̅ คือ ค่าเฉลี่ยของผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของตัวอย่างทั้งหมด 

   คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของตัวอย่างทั้งหมด 
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   ตรวจสอบค่าผิดปกติของข้อมูลเชิงแสง (optical data) โดยใช้การสังเกต
สเปกตรัมด้วยตาเปล่า 

3.2.5.2 การสร้างแบบจ าลองจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลจากการ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

น าข้อมูลค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (เปอร์เซ็นต์การติด
เชื้อของรา และปริมาณอะฟลาทอกซิน) มาแบ่งออกเป็น 6 ชุดตัวอย่าง ตามภาวะต่างๆ ดังนี้ 

   ชุดตัวอย่างที่ 1 คือ ตัวอย่างที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ไม่ปรับความชื้น  
 จ านวน 20 ตัวอย่าง (จ านวนสเปกตรัม 120 เส้น) 

   ชุดตัวอย่างที่ 2 คือ ตัวอย่างที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ถูกปรับความชื้น 
 เป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 40 ตัวอย่าง  
 (จ านวนสเปกตรัม 240 เส้น) 

   ชุดตัวอย่างที่ 3 คือ ตัวอย่างที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ไม่ปรับความชื้น  
 และถูกปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต ์ 
 จ านวน 60 ตัวอย่าง (จ านวนสเปกตรัม 360 เส้น) 

   ชุดตัวอย่างที่ 4 คือ ตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราและปรับความชื้น 
 เป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 40 ตัวอย่าง  
 (จ านวนสเปกตรัม 240 เส้น) 

   ชุดตัวอย่างที่ 5 คือ ตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราที่ไม่ปรับความชื้น  
 และถูกปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต ์ 
 จ านวน 60 ตัวอย่าง (จ านวนสเปกตรัม 360 เส้น) 

   ชุดตัวอย่างที่ 6 คือ ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมด จ านวน 120 ตัวอย่าง  
 (จ านวนสเปกตรัม 720 เส้น) 

จากนั้น น าค่าจากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ 
ของรา และปริมาณอะฟลาทอกซิน) กับข้อมูลเชิงแสง (สเปกตรัม) ของตัวอย่างแต่ละชุดที่ตัดข้อมูล 
ผิดปกติออกแล้ว มาสร้างแบบจ าลองด้วยโปรแกรม OPUS 7.0.129 ด้วยวิธีการถดถอยก าลังสองน้อย 
ที่สุดบางส่วน (partial least square regression, PLSR) ซึ่งข้อมูลที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองมีทั้ง 
ข้อมูลเชิงแสงที่ไม่มีการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นและที่มีการจัดการเบื้องต้นโดยวิธีทางคณิตศาสตร์  
ดังนี้   
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- การปรับลบโดยค่าคงที่ (constant offset elimination)  

- การปรับลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction)  

- การปรับแก้ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (vector normalization;  

SNV)  

- การปรับเป็นค่ามาตรฐาน (min-max normalization)  

- การปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scatter correction;  

MSC)  

- การแปลงค่าอนุพันธุ์ อันดับที่หนึ่ง  ท าอนุพันธ์ทุกๆ 17 จุด (first  

derivative, 17 points)  

- การแปลงค่าอนุพันธุ์อันดับที่สอง ท าอนุพันธ์ทุกๆ 17 จุด (second  

derivative, 17 points)  

- การแปลงค่าอนุพันธุ์อันดับที่หนึ่ง ท าอนุพันธ์ทุกๆ 17 จุด และการปรับแก้ 

ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (first derivative, 17 points + SNV)  

- การแปลงค่าอนุพันธุ์อันดับที่หนึ่ง ท าอนุพันธ์ทุกๆ 17 จุด และการปรับแก้ 

การกระเจิงแบบผลคูณ (first derivative, 17 points + MSC)  

ทดสอบแบบจ าลองของชุดตัวอย่างที่มีจ านวนน้อยกว่า 100 ตัวอย่าง ด้วย 
วิธีการทวนสอบแบบไขว้ (cross validation) และวิธีการทวนสอบแบบชุดทดสอบ (test set  
validation) ส าหรับชุดตัวอย่างที่มีจ านวนมากกว่า 100 ตัวอย่าง โดยแบ่งข้อมูลเป็นกลุ่มสร้าง 
แบบจ าลอง (calibration set) และกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (test set) ในอัตราส่วน 1:1 ส าหรับ 
แบบจ าลองของอะฟลาทอกซิน และ 16:9 ส าหรับแบบจ าลองของราทั้งหมดและราเขียวอมเหลือง  
หลังจากทดสอบแบบจ าลองแล้วเลือกแบบจ าลองที่ดีที่สุดโดยพิจารณาจากค่าทางสถิติ ได้แก่ ค่า 
สัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) สูงที่สุด ค่ารากที่สองของความ 
ผิดพลาดเฉลี่ยของการพิสูจน์แบบไขว้ (root mean square error of cross validation, RMSECV)  
ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการท านาย (root mean square error of  
prediction, RMSEP) และค่าความผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias) ที่มีค่าต่ าที่สุด 
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3.2.6 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

สร้างแบบจ าลองเชิงคุณภาพเพ่ือการแบ่งกลุ่ม (classification model) 3 
แบบจ าลอง ได้แก่ 

1) แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของราทั้งหมด 

2) แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

3) แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามปริมาณอะฟลาทอกซินรวม 

ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Unscrammbler 9.8 (Camo, Norway) โดยใช้วิธีซอฟ 
อินดิเพนเดนต์โมเดลลิ่งออฟคลาสอนาล็อก (soft independent modeling of class analogy,  
SIMCA) การวิเคราะห์จ าแนกกลุ่มด้วยการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least square  
– discriminant analysis, PLS-DA) และการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principle component  
analysis, PCA) เมื่อได้แบบจ าลองแล้วน าข้อมูลกลุ่มท านายมาทดสอบความแม่นย าของแบบจ าลอง  
แล้วคัดเลือกแบบจ าลองที่ได้จากวิธีที่ดีที่สุดด้วยเงื่อนไขค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องที่สุด 

3.3 การตรวจสอบการเจริญของ A. flavus และปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 บนข้าวกล้อง
เมล็ดเดี่ยวเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

 3.3.1 การเตรียมตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวเพื่อตรวจสอบการเจริญของรา 

  น าตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง จ านวน 20 เมล็ด มาฆ่าเชื้อบริเวณผิวตามวิธีของ Pitt  
และคณะ (2009) โดยน าเมล็ดข้าวกล้องแช่ในแอลกอฮอล์เข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 นาที  
จากนั้น น ามาแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์เข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข หมายเลข  
2) เป็นเวลา 2 นาที แล้วจุ่มเมล็ดข้าวกล้องดังกล่าวลงในสารแขวนลอยสปอร์ที่มีความเข้มข้น 106  
สปอร์ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 2 นาที น าตัวอย่างไปวางบนอาหารแข็ง PDA จานละ 10 เมล็ด จากนั้น 
เตรียมเมล็ดข้าวอีก 20 เมล็ด ท าการทดลองเช่นเดียวกันแต่ไม่จุ่มในสารแขวนลอยสปอร์ราเพ่ือใช้เป็น 
กลุ่มตัวอย่างที่ไม่มีการปนเปื้อนรา ตัวอย่างทั้งหมดถูกบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แล้วน าไป 
สแกนด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรดตั้งแต่วันที่ 1 ถึง 5 ของการบ่ม 
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 3.3.2 การเตรียมตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวเพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ………………….. 

น าสารละลายอะฟลาทอกซินบี 1 จากสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความ 
เข้มข้น 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0, 5, 20,  
50 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) ความเข้มข้นละ 50 มิลลิลิตร  
จากนั้น น าเมล็ดข้าวกล้องจุ่มลงในสารละลายอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ  
100 เมล็ด เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งไว้ให้แห้งเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนน าไปสแกนด้วยคลื่นเนียร์ 
อินฟราเรด 

 3.3.3 การสแกนตัวอย่างด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรด 

น าตัวอย่างข้าวเมล็ดเดี่ยวไปสแกนด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรด 
สเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) รุ่น NIRFlex N-500 (Buchi, Switzerland) ที่สถาบัน 
ค้นคว้าและพัฒนาผลผลิตทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดย  
บรรจุตัวอย่างลงในถาดใส่ข้าวแบบ 6 หลุม ที่มีฝาครอบท าจากโลหะเคลือบด้วยทองค า วางตัวอย่าง 
บนต าแหน่งรับคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 10000-4000 ต่อเซนติเมตร (cm-1) (ความยาว 
คลื่น 1000–2500 นาโนเมตร) ดังภาพที่ 3.3 วัดในระบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance  
mode) ที่ความละเอียด 16 จ านวนคลื่นต่อเซนติเมตร (cm-1) ตัวอย่างที่ใช้เพ่ือการวิเคราะห์การ 
ปนเปื้อนของรา 1 เมล็ด สแกน 1 ครั้ง ต่อ 1 วัน ท าการสแกนตัวอย่างเป็นเวลา 5 วัน ดังนั้น จะได้ 
เส้นสเปกตรัมทั้งหมด 200 เส้น ส าหรับตัวอย่างที่ใช้เพื่อการวิเคราะห์การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซิน 
บี 1 (AFB1) 1 เมล็ด สแกน 1 ครั้ง โดยตัวอย่าง 1 ความเข้มข้นมีจ านวน 100 เมล็ด ดังนั้น จะได้เส้น 
สเปกตรัม 500 เส้น เก็บข้อมูลด้วยโปรแกรม NIRWare Operator และตรวจสอบข้อมูลผิดปกติ  
(outlier) ของข้อมูลสเปกตรัม จากนั้น น าข้อมูลทั้งหมดไปวิเคราะห์ทางเคโมเมทริกซ์  
(chemometrics) ต่อไป 
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 3.3.4 การติดตามการเจริญของราโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ 

ติดตามการเจริญของราสกุล A. section Flavi โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสง 
แบบสเตอริโอ โดยการสังเกตความหนาแน่นของราดังกล่าวบนผิวเมล็ดข้าวกล้องด้วยตาโดยใช้กล้อง  
จุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ (Olympus, Japan) สังเกตการเจริญของราทุกวันหลังจากที่สแกน 
ตัวอย่างด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแล้ว อ่านผลโดยก าหนดให้ 

+ หมายถึง มีความหนาแน่นของราน้อย 
++ หมายถึง มีความหนาแน่นของราปานกลาง 
+++ หมายถึง มีความหนาแน่นของรามาก 
++++ หมายถึง มีความหนาแน่นของรามากที่สุด 

 3.3.5 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

สร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวเมล็ดเดี่ยว 2 แบบจ าลอง ได้แก่ 

1) แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวตามการปนเปื้อนของรา  
A. flavus 

  2) แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวตามปริมาณอะฟลา 
ทอกซินบี 1  

จากนั้น สร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่างตามวิธีในข้อที่ 3.2.6 

 

[ก] [ข] 

ภาพที่ 3.3 ตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่บรรจุในภาชนะส าหรับใส่ตัวอย่าง [ก], เครื่องฟูเรียร์
ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรมิเตอร์ (FT-NIR) รุ่น NIRFlex N-500 [ข] 



 
 

 

บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1 การปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะฟลา
ทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องโดยการปรับภาวะข้าวกล้อง 

4.1.1 ผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

4.1.1.1 การปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง 

จากการตรวจสอบการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง รวมทั้งหมด  
120 ตัวอย่าง ด้วยวิธี direct plating (ภาพที่ 4.1) พบว่า เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด (total  
fungi infection) อยู่ในช่วง 2-100 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าเพ่ิมมากขึ้นเมื่อความชื้นของตัวอย่างสูงขึ้น 
ทั้งในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติ และตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้  
ปนเปื้อนด้วยรา (ตารางที่ 4.1) ตัวอย่างข้าวกล้องที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ไม่ได้ปรับความชื้น  
และที่ถูกน ามาปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อราทั้งหมดเฉลี่ย 
เท่ากับ 75.30±29.62, 88.80±20.43 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  ตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ 
ปนเปื้อนด้วยราที่ไม่ได้ปรับความชื้น และที่ถูกปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเฉลี่ย 
ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดเท่ากับ 95.35±6.03, 99.70±1.40 และ 100 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดับ  ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดจ านวน 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) มีค่าเปอร์เซ็นต์การ 
ติดเชื้อของราทั้งหมดเฉลี่ยเท่ากับ 93.19±17.23 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.1) 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.1 การตรวจสอบการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง ด้วยวิธี direct plating บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง PDA บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน โดยภาพ [ก] แสดงการติดเชื้อ
ของราทั้งหมด และภาพ [ข] แสดงการติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง  

[ข] [ก] 
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ตารางท่ี 4.1 เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง 

ตัวอย่าง ความช้ืน  
จ านวนตัวอย่าง 
(ตัวอย่างย่อย) 

ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อราทั้งหมด 
ค่าต่ าสดุ ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย 

ปนเปื้อนราตามธรรมชาต ิ ไม่ได้ปรับความชื้น 20 (40) 2.00 100.00 75.30±29.62 
ความช้ืน 14 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 20.00 100.00 88.80±20.43 
ความช้ืน 18 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 100.00 100.00 100.00±0.00 

ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา ไม่ได้ปรับความชื้น 20 (40) 80.00 100.00 95.35±6.03 
ความช้ืน 14 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 92.00 100.00 99.70±1.40 
ความช้ืน 18 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 100.00 100.00 100.00±0.00 

รวม  120 (240) 2.00 100.00 93.19±17.23 

 
ภาพที่ 4.2 แสดงการแจกแจงความถี่ของเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 

ทั้งหมด ในตัวอย่างข้าวกล้องจ านวน 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) พบว่า การกระจายตัวของค่า 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดไม่สม่ าเสมอ ตัวอย่างส่วนใหญ่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสูง  
172 ตัวอย่างย่อย มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 71.66 เปอร์เซ็นต์ 
ของตัวอย่างทั้งหมด ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราอยู่ในช่วง 90-99 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวน  
28 ตัวอย่างย่อย คิดเป็น 11.67 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด และตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติด 
เชื้อของราต่ ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวน 8 ตัวอย่างย่อย คิดเป็น 3.33 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง 
ทั้งหมด 

 
ภาพที่ 4.2 การแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้องปรับ
ภาวะ 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) 
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  ส าหรับค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง  
ของตัวอย่างทั้งหมด 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) มีค่าอยู่ในช่วง 0-100 เปอร์เซ็นต์ ค่าเฉลี่ย 
เท่ากับ 56.02±40.23 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.2) ตัวอย่างข้าวกล้องที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ไม่ได้ 
ปรับความชื้น และปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราเฉลี่ย 
เท่ากับ 15.55±23.12, 9.30±14.80 และ 44.85±29.17 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับตัวอย่างที่ถูก 
ท าให้ปนเปื้อนด้วยรา พบว่า ตัวอย่างที่ปรับความชื้นเป็น 14 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเปอร์เซ็นต์ การติดเชื้อ 
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองสูงที่สุดเท่ากับ 97.90±8.31 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา  
คือ ตัวอย่างที่ปรับความชื้นเป็น 18 เปอร์เซ็นต์ (92.45±21.97 เปอร์เซ็นต์) และที่ไม่ได้ปรับความชื้น  
(76.05±13.03 เปอร์เซ็นต์) 

ตารางที่ 4.2 เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าว
กล้อง 

ตัวอย่าง ความช้ืน 
จ านวนตัวอย่าง 
(ตัวอย่างย่อย) 

ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อรา 

ค่าต่ าสดุ ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย 
ปนเปื้อนราตามธรรมชาต ิ ไม่ปรับความช้ืน 20 (40) 0.00 100.00 15.55±23.12 

14 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 0.00 74.00 9.30±14.80 
18 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 0.00 96.00 44.85±29.17 

ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา ไม่ปรับความช้ืน 20 (40) 48.00 96.00 76.05±13.03 
14 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 54.00 100.00 97.90±8.31 
18 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 4.00 100.00 92.45±21.97 

รวม  120 (240) 0.00 100.00 56.02±40.23 

 

การแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี 
เขียวอมเหลืองที่พบในตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดจ านวน 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) แสดงใน 
ภาพที่ 4.3 พบว่า ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองมีการ 
กระจายตัวที่ดีกว่าค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
น้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวน 103 ตัวอย่างย่อย ใกล้เคียงกับจ านวนตัวอย่างที่มีเปอร์เซ็นต์การ 
ติดเชื้อของรามากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีจ านวน 137 ตัวอย่างย่อย และพบค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
สูงสุด (100 เปอร์เซ็นต์) ในตัวอย่างข้าวกล้องจ านวน 67 ตัวอย่างย่อย 
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ภาพที่ 4.3 การแจกแจงความถี่ของเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 
จากตัวอย่างข้าวกล้องที่ปรับภาวะ จ านวน 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) 

4.1.1.2 ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  จากการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธี enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA) พบว่า ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดมีการปนเปื้อนอะฟลา 
ทอกซินรวม ในช่วง 0.00-18,300.00 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และมีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ย 
เท่ากับ 459.27±1,869.20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตัวอย่างข้าวกล้องที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติมีการ 
ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินรวมต่ า ตัวอย่างที่ไม่ได้ปรับความชื้นมีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ยเท่ากับ  
4.35±4.93 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับตัวอย่างที่ปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์ มี 
ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ยเท่ากับ 1.06±1.04 และ 3.71±4.93 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
ตามล าดับ (ตารางที่ 4.3) 

ส าหรับตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราที่ไม่ได้ปรับความชื้นมีปริมาณ 
อะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ยใกล้เคียงกับตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติ เท่ากับ  
1.47±1.86 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในขณะทีต่ัวอย่างที่ถูกปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์ มี 
ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ยสูงขึ้นเป็น 30.22±33.35 และ 2,714.80±3,892.08 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัม ตามล าดับ (ตารางที่ 4.3) 
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ตารางท่ี 4.3 ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมที่พบในตัวอย่างข้าวกล้อง 

ตัวอย่าง ความช้ืน 
จ านวนตัวอย่าง 
(ตัวอย่างย่อย) 

จ านวน
ตัวอย่างย่อย 
ที่ปนเปื้อน 

ปริมาณอะฟลาทอกซินรวม  
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

ช่วง เฉลี่ย 

ปนเปื้อนรา ไม่ปรับความช้ืน 20 (40) 37 0.00-25.80 4.35±4.93 
ตามธรรมชาต ิ 14 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 35 0.00-4.20 1.06±1.04 
 18 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 38 0.00-18.85 3.71±4.93 

ถูกท าให้ปน ไม่ปรับความช้ืน 20 (40) 34 0.00-10.90 1.47±1.86 
เปื้อนด้วยรา 14 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 37 0.00-88.45 30.22±33.35 
 18 เปอร์เซ็นต ์ 20 (40) 40 101.00-18,300.00 2,714.80±3,892.08 

รวม 120 120 (240) 221 0.00-18,300.00 459.27±1,869.20 

  จากภาพที่ 4.4 แสดงการแจกแจงความถี่ของปริมาณอะฟลาทอกซินรวมที่พบใน 
ตัวอย่างข้าวกล้องที่ปรับภาวะ จ านวน 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย) พบว่า มีการกระจายตัวที่ไม่ 
สม่ าเสมอ โดยตัวอย่างส่วนใหญ่มีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมต่ า (0.1-1.9 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)  
ตัวอย่างที่ไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมมีจ านวน 19 ตัวอย่างย่อย คิดเป็น 7.92  
เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด ตัวอย่างที่มีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมต่ ากว่า 20 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัม มีจ านวน 160 ตัวอย่างย่อย คิดเป็น 66.67 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด และตัวอย่างที่มี 
ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมมากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีจ านวน 61 ตัวอย่างย่อย คิดเป็น  
25.42 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด 

 
ภาพที่ 4.4 การแจกแจงความถี่ของปริมาณอะฟลาทอกซินรวมที่พบในตัวอย่างข้าวกล้องที่ปรับภาวะ 
จ านวน 120 ตัวอย่าง (240 ตัวอย่างย่อย)  
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4.1.1.3 ผลการทดสอบสมรรถนะการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมใน
ตัวอย่างข้าวกล้องปรับภาวะของผู้วิจัย (Laboratory performance) 

ผลการทดสอบแสดงเป็นค่าความสามารถในการวัดซ้ า (repeatability)  
และ ค่าความสามารถในการวัดเหมือน (reproducibility) ของการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอก 
ซินรวมในข้าวกล้องปรับภาวะของผู้วิจัย (ตารางที่ 4.4 และ 4.5) โดยมีค่าความสามารถในการวัดซ้ า  
ซึ่งหมายถึง ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างของการท าซ้ า เท่ากับ 0.91 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัม และมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.41 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับค่าความสามารถในการวัดเหมือน  
ของผู้วิจัย หรือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างของการท าซ้ าตัวอย่างที่ไม่รู้ และค่าเฉลี่ย
เท่ากับ 1.27 และ 1.79 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ 

ตารางท่ี 4.4 ค่าความสามารถในการวัดซ้ า (Repeatability) ของผู้วิจัย 

ตัวอย่างที่ ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ความแตกต่างระหว่างซ้ า 
1,2 0.90 0.60 0.30 
51,52 46.80 44.60 2.20 
83,84 0.00 0.00 0.00 
109,110 0.00 0.00 0.00 
205,206 2.05 2.40 -0.35 
259,260 3.30 3.00 0.30 
  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.91 
  ค่าเฉลี่ย 0.41 

 
ตารางท่ี 4.5 ค่าความสามารถในการวัดเหมือน (Reproducibility) ของผู้วิจัย 

ตัวอย่างที่ ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ความแตกต่างระหว่างซ้ า 
R1,58 0.00 1.55 -1.55 
R2,103 0.00 0.00 0.00 
R3,151 0.00 0.85 -0.85 
R4,158 0.00 2.45 -2.45 
R5,211 0.00 2.3 -2.3 
R6,223 0.00 3.6 -3.6 
  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.27 
  ค่าเฉลี่ย -1.79 
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4.1.2 ลักษณะสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด 

จากการศึกษาค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าว
กล้องที่ปรับภาวะ ในช่วงจ านวนคลื่น 12500-3500 ต่อเซนติเมตร ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม 
เนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR) (MPA, Bruker, Germany) ในระบบสะท้อนแบบแพร่  
(diffuse reflectance) ได้สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ย (raw spectra) ดังแสดงในภาพที่ 4.5 ซึ่งเป็นกราฟ 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนคลื่น (ต่อเซนติเมตร) ในแนวแกน X กับค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์ 
อินฟราเรด (log (1/R)) ในแนวแกน Y ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติ 
และท่ีถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราที่มีปริมาณความชื้นต่างกัน จากกราฟพบว่า ลักษณะเส้นสเปกตรัมของ
ตัวอย่างแต่ละชนิดมีรูปแบบที่คล้ายกัน แต่มีการลดลงของ log (1/R) เมื่อปริมาณการปนเปื้อนของรา
และค่าความชื้นของตัวอย่างเพ่ิมข้ึน 

การปรับแต่งสเปกตรัมเบื้องต้นด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ เช่น การท าอนุพันธ์อันดับที่
สอง เป็นวิธีที่ท าให้เห็นพีคและลักษณะของสเปกตรัมได้ชัดเจนขึ้น โดยปรับเส้นสเปกตรัมให้เรียบมาก
ขึ้น เพื่อแก้ปัญหาพีคของเส้นสเปกตรัมถูกบดบังด้วยพีคอ่ืนๆ ที่มาจากสิ่งรบกวน (noise) ซึ่งเป็นพีคที่ 
ไม่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบของตัวอย่าง ซึ่งการเกิดสิ่งรบกวนอาจเกิดขึ้นได้ในขั้นตอนการเตรียม
ตัวอย่างหรือขณะสแกนตัวอย่าง (อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 2552) ดังนั้น เพ่ือให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่ 
แม่นย าขึ้นจึงต้องมีการก าจัดพีคที่ไม่ต้องการออกจากสเปกตรัมของตัวอย่าง ผลการปรับแต่ง 
สเปกตรัมเบื้องต้นด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด  
(second derivative, 17 points) ในช่วงจ านวนคลื่น 9500-3500 ต่อเซนติเมตร ของเส้นสเปกตรัม 
ดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติและที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา
ที่ปริมาณความชื้นต่างกันแสดงในภาพที่ 4.6 พบว่า พีคที่ปรากฏบนเส้นสเปกตรัมที่ผ่านการท า
อนุพันธ์อันดับที่สองชัดเจนกว่าในสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ย โดยมีพีคที่เด่นชัดทั้งหมด 12 พีค ที่อยู่ใน 
ต าแหน่งของจ านวนคลื่นประมาณ 8620, 8268, 7360, 7068, 6296, 5883, 5619, 5482, 5239,  
4860, 4354 และ 4025 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะของ 
องค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 พีคที่พบส่วนใหญ่เป็นองค์ประกอบทางเคมีที่พบ
มากในข้าว เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 5619 และ 5482 ต่อเซนติเมตร เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะ  
C-H, O-H และ C-O ในเซลลูโลส พีคที่จ านวนคลื่น 5239 ต่อเซนติเมตร เป็นการสั่นสะเทือนของ 
พันธะ O-H ในโมเลกุลของน้ า พีคที่จ านวนคลื่น 4860 ต่อเซนติเมตร เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะ  
O-H และ C-H ในโมเลกุลของซูโครสและแป้ง และพีคที่จ านวนคลื่น 4025 ต่อเซนติเมตร เป็นการ 
สั่นสะเทือนของพันธะ C-H และ C-C ในโมเลกุลของแป้ง (Osborne และคณะ, 1993) 
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ภาพที่ 4.5 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดในช่วงจ านวนคลื่น 12500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติ (natural) และที่ถูก
ท าให้ปนเปื้อนด้วยรา (artificial) ที่ความชื้นต่างกัน (initial = ไม่ปรับความชื้น, ปรับความชื้น 14 
และ 18 เปอร์เซ็นต)์ 

 
ภาพที่ 4.6 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด ในช่วงจ านวนคลื่น 9500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของเส้นสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตาม
ธรรมชาติ (natural) และที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา (artificial) ที่ความชื้นต่างกัน (initial = ไม่ปรับ
ความชื้น, ปรับความชื้น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต)์ 
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ตารางที่ 4.6 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละความยาวคลื่นที่พบ
จากสเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด ของตัวอย่างข้าวกล้องที่ปรับ
ภาวะ (ภาพที่ 4.6) 
จ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลืน่ 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลืน่* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

8620 1160 1170 C-H str. second overtone HC=CH 
8268 1209 1215 C-H str. second overtone CH2 
7360 1359 1360 2 x C-H str. + C-H def. CH3 
7068 1415 1415 2 x C-H str. + C-H def. CH2 
6296 1588 1580 O-H str. first overtone แป้ง กลูโคส 
5883 1700 1705 C-H str. first overtone CH3 
5619 1780 1780 C-H str. first overtone เซลลูโลส 
5482 1824 1820 O-H str. + 2 x C-O str. เซลลูโลส 
5239 1909 1940 O-H str. +O-H def. น้ า 
4860 2058 2080 O-H str.C-H def. ROH ซูโครส แป้ง 
4354 2297 2294 N-H str. + C=O str. กรดอะมิโน 
4025 2485 2488 C-H str. + C-C str. แป้ง 

* Osborne และคณะ (1993)  def. = deformation  str. = stretching 

  ภาพที่ 4.7, 4.9 และ 4.11 แสดงสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ย (raw spectra) ของตัวอย่าง
ข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อราสกุล Aspergillus 
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และมีปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมต่างกัน ตามล าดับ และผล
การปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีการท าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด (second derivative, 17 
points) แสดงในภาพที่ 4.8, 4.10 และ 4.12 ตามล าดับ พบว่า ลักษณะของเส้นสเปกตรัมของดั้งเดิม
เฉลี่ยมีรูปแบบที่เหมือนกัน เช่นเดียวกับในภาพที่ 4.5 และค่า log (1/R) มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นหรือลดลง
ชัดเจนเมื่อค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราและปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเพ่ิมข้ึน 

  ส าหรับผลการปรับแต่งสเปกตรัมพบพีคที่เด่นชัดจ านวน 12 พีค ที่ต าแหน่งของ
จ านวนคลื่น 8614, 8270, 7361, 7064, 6298, 5883, 5618, 5482, 5238, 4855, 4358 และ 
4024 ต่อเซนติเมตร สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ใกล้เคีย ง
กับที่ปรากฏในภาพที่ 4.6 และตารางที่ 4.6 เช่น การสั่นของพันธะที่อยู่ในโครงสร้างของ CH2, CH3, 
ROH ซูโครส กลูโคส แป้ง เซลลูโลส น้ า และกรดอะมิโน ซึ่งพบได้ในข้าวกล้อง 
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ภาพที่ 4.7 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดในช่วงจ านวนคลื่น 12500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อยกว่า 50 
เปอร์เซ็นต ์และเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต ์ 

 
ภาพที่ 4.8 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด ในช่วงจ านวนคลื่น 9500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของเส้นสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราทั้งหมดน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต ์

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3500 4500 5500 6500 7500 8500 9500 10500 11500 12500 

lo
g (

1/
R)

 

Wavenumber (cm-1) 

< 50% 100% 

-0.00003

-0.00002

-0.00001

0

0.00001

0.00002

0.00003

3500 4500 5500 6500 7500 8500 9500 

d2 lo
g (

1/
R)

 

Wavenumber (cm-1) 

< 50% 100% 

73
61

 

70
64

 82
70

 

62
98

 

58
83

 
56

18
 54

82
 

52
38

 
48

55
 

43
58

 

40
24

 

86
14

 



 
 

 

74 

 
ภาพที่ 4.9 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดในช่วงจ านวนคลื่น 12500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus 
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง เท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต ์

 
ภาพที่ 4.10 สเปกตรัมท่ีได้จากการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด ในช่วงจ านวนคลื่น 9500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของเส้นสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง เท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต์ 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3500 4500 5500 6500 7500 8500 9500 10500 11500 12500 

lo
g (

1/
R)

 

Wavenumber (cm-1) 

0% 100% 

-0.00003

-0.00002

-0.00001

0

0.00001

0.00002

0.00003

3500 4500 5500 6500 7500 8500 9500 

d2 lo
g (

1/
R)

 

Wavenumber (cm-1) 

0% 100% 

86
14

 

82
70

 

73
61

 

70
64

 62
98

 

58
83

 56
18

 
54

82
 

52
38

 

48
55

 

43
58

 

40
24

 



 
 

 

75 

 
ภาพที่ 4.11 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดในช่วงจ านวนคลื่น 12500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมเท่ากับ 0, 0.1-50 
และมากกว่า 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 
ภาพที่ 4.12 สเปกตรัมท่ีได้จากการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด ในช่วงจ านวนคลื่น 9500-
3500 ต่อเซนติเมตร ของเส้นสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลา
ทอกซินรวมเท่ากับ 0, 0.1-50 และมากกว่า 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
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4.1.3 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

  น าข้อมูลสเปกตรัมซึ่งได้จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องด้วยเครื่องฟูเรียร์ทราน 
สฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) (MPA, Bruker, Germany)  
ในช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ที่ไม่มีการจัดการเบื้องต้น (raw spectra) และที่มี 
การจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ (pretreated spectra) ตามวิธีการทดลองในข้อที่ 3.2.5.2  
และข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ  
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมมาสร้างแบบจ าลอง  
3 แบบจ าลอง ดังนี้ 

  1) แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของราทั้งหมด 
2) แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม 

เหลือง 
3) แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวม 

  โดยการหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลสเปกตรัมกับข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ ด้วย 
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) จาก 
โปรแกรม OPUS 7.0.129 (Bruker optic GmbH, Germany) โดยทดลองสร้างแบบจ าลองจากชุด 
ตัวอย่างที่แตกต่างกันดังแสดงในตารางที่ 4.7 

ตารางท่ี 4.7 ชุดตัวอย่างที่น ามาทดลองสร้างแบบจ าลอง 

ชุดตัว 
อย่างที่ 

ตัวอย่าง 
จ านวนตัวอย่าง 
(ตัวอย่างย่อย) 

1 ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ไม่ปรับความชื้น 20 (40) 
2 ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ถูกปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต ์ 40 (80) 
3 ปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่ไม่ปรับความชื้นและปรับความชื้นเป็น 14 

และ 18 เปอร์เซ็นต์ (ตัวอย่างชุดที่ 1+ ตัวอย่างชุดที่ 2) 
60 (120) 

4 ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราและปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต ์ 40 (80) 
5 ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราที่ไม่ปรับความชื้นและปรับความชื้นเป็น 14 

และ 18 เปอร์เซ็นต์ (ตัวอย่างชุดที่ 4 + ตัวอย่างชุดที่ 5) 
60 (120) 

6 ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมด 120 (240) 
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ชุดตัวอย่างที่มีจ านวนตัวอย่างน้อยกว่า 100 ตัวอย่างย่อย (ชุดตัวอย่างที่ 1-5) สร้าง 
แบบจ าลองด้วยวิธีการทวนสอบแบบไขว้ (cross validation) โดยใช้ตัวอย่างที่น ามาทดสอบกลุ่ม 
เดียวกับที่น ามาสร้างแบบจ าลอง การทวนสอบแบบไขว้ท าได้โดยตัดตัวอย่างออกจากกลุ่มสร้าง 
แบบจ าลอง 1 ตัวอย่าง แล้วใช้ตัวอย่างที่เหลือสร้างแบบจ าลองมาท านายตัวอย่างดังกล่าว จากนั้นใส่  
ตัวอย่างที่ถูกตัดออกกลับคืนแล้วท าขั้นตอนข้างต้นซ้ าจนกว่าจะครบทุกตัวอย่าง ดังนั้น ตัวอย่างที่ใช้  
สร้างแบบจ าลองจะถูกตัดออก 1 ครั้ง เท่ากัน ข้อมูลทางสถิติของผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
ของแบบจ าลองที่สร้างโดยชุดตัวอย่างที่ 1-5 ซึ่งประกอบด้วย แบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์ 
การติดเชื้อของราทั้งหมด ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง  
และปริมาณอะฟลาทอกซินรวม (ตารางที่ 4.8) ส าหรับชุดตัวอย่างที่ 6 ซึ่งมีตัวอย่างมากกว่า 100  
ตัวอย่างย่อย สร้างแบบจ าลองด้วยวิธีการทวนสอบแบบชุดทดสอบ (test set validation) สร้าง 
แบบจ าลองจากชุดข้อมูลดังกล่าวโดยแบ่งกลุ่มข้อมูลออกเป็นสองกลุ่ม คือ กลุ่มสร้างแบบจ าลอง  
(calibration set) และกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (test set) ส าหรับข้อมูลทางสถิติของผลวิเคราะห์ 
ทางห้องปฏิบัติการของชุดตัวอย่างที่ใช้สร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา  
ทั้งหมด ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลา 
ทอกซินรวม แสดงดังตารางที่ 4.9 ซึ่งประกอบด้วยค่าทางสถิติของข้อมูลกลุ่มสร้างแบบจ าลอง และ 
กลุ่มท านายของข้อมูลแต่ละแบบจ าลอง 

จากการตรวจสอบค่าผิดปกติของข้อมูลทางห้องปฏิบัติการพบว่า ค่าเปอร์เซ็นต์การ
ติดเชื้อของราทั้งหมดมีข้อมูลผิดปกติจ านวน 8 ตัวอย่างย่อย เป็นตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราต่ าจึงไม่ตัดค่าผิดปกติออก เนื่องจาก ตัวอย่างส่วนใหญ่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด
สูง และต้องการข้อมูลในการสร้างแบบจ าลองที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งต่ าและสูง ส าหรับ
ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองไม่พบข้อมูลผิดปกติจึงน า 
ข้อมูลทั้งหมดมาสร้างแบบจ าลอง ส าหรับปริมาณอะฟลาทอกซินรวมพบค่าผิดปกติจ านวน 4 ตัวอย่าง 
ย่อย จึงตัดข้อมูลผิดปกติออกก่อนน าไปสร้างแบบจ าลอง 
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ตารางที่ 4.8 ข้อมูลทางสถิติที่ได้จากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของชุดตัวอย่างที่ใช้สร้าง
แบบจ าลองด้วยวิธีการทวนสอบแบบไขว้ (cross validation) 
แบบจ าลองเพื่อท านาย ชุดตัวอย่าง จ านวน ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย SD 
ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด
(หน่วย: เปอร์เซ็นต์) 

1 120 2.00 100.00 75.30 29.37 
2 240 20.00 100.00 94.40 15.35 
3 360 2.00 100.00 88.03 22.89 
4 240 92.00 100.00 99.85 0.99 
5 360 80.00 100.00 98.35 4.13 

ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 
(หน่วย: เปอร์เซ็นต์) 

1 120 0.00 100.00 15.55 22.92 
2 240 0.00 96.00 27.08 29.00 
3 360 0.00 100.00 23.23 27.63 
4 240 4.00 100.00 95.18 16.66 
5 360 4.00 100.00 88.80 17.93 

ปริมาณอะฟลาทอกซินรวม  
(หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

1 120 0.00 25.80 4.35 4.89 
2 240 0.00 18.85 2.39 3.77 
3 360 0.00 25.80 3.04 4.27 
4 228 0.00 4,960.00 785.54 1,266.68 
5 348 0.00 4,960.00 515.17 1,090.37 

 

ตารางที่ 4.9 ข้อมูลทางสถิติที่ได้จากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของชุดตัวอย่างที่ใช้สร้าง
แบบจ าลองด้วยวิธีการทวนสอบแบบชุดทดสอบ (test set validation) 
แบบ 
จ าลอง 

กลุ่มสร้างแบบจ าลอง  กลุ่มท านาย 

จ านวน ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย SD  จ านวน ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย SD 

a 413 2.00 100.00 95.14 10.12  232 4.00 100.00 97.47 11.40 

b 450 0.00 100.00 54.00 40.78  253 0.00 100.00 59.95 39.91 

c 347 0.00 4,960.00 198.02 689.07  339 0.00 4,605.00 202.11 706.04 

a = แบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด (หน่วย: เปอร์เซ็นต์) 
b = แบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 
 (หน่วย: เปอร์เซ็นต์) 
c = แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวม (หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
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   การเลือกแบบจ าลองส าหรับท านายค่าองค์ประกอบที่ต้องการวิเคราะห์ 
แบบจ าลองที่ดีควรพิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2)  
และค่า RPD ซึ่งเป็นอัตราส่วนระหว่างค่า SD ต่อ SEP (ratio of standard deviation to standard  
error of prediction) ที่สูง ร่วมกับการมีจ านวนปัจจัย (rank หรือ PLS factor) ค่ารากที่สองของ 
ความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการพิสูจน์แบบไขว้ (root mean square error of cross  
validation, RMSECV) ส าหรับแบบจ าลองที่มีการทวนสอบแบบไขว้ หรือ ค่ารากที่สองของความ 
ผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการท านาย (root mean square error of prediction, RMSEP)  
ส าหรับแบบจ าลองท่ีมีการทวนสอบแบบชุดทดสอบ และค่าความผิดพลาดในการท านาย (bias) ที่ต่ า 

  4.1.3.1 แบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด 
   ตารางที่ 4.10 แสดงแบบจ าลองที่ดีที่สุดที่สร้างจากตัวอย่างทั้ง 6 ชุด เพ่ือ 
ท านายการติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง จากตารางพบว่า แบบจ าลองที่สร้างจากชุด
ตัวอย่างที่ 6 ให้ผลการท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดได้ดีที่สุด โดยพิจารณาจากค่า R2  
และค่า RPD ที่สูงที่สุด ประกอบกับแบบจ าลองมีค่า RMSEP ต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับแบบจ าลองที่ 
มีค่า R2 ใกล้เคียงกัน (แบบจ าลองจากชุดตัวอย่างที่ 2) แบบจ าลองดังกล่าวสร้างจากสเปกตรัมที่ผ่าน 
การจัดการด้วยวิธีการลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction) มีสเปกตรัมที่ถูกพิจารณาว่าเป็น 
ค่าผิดปกติโดยโปรแกรมจ านวน 75 เส้น (จากทั้งหมด 720 เส้น คิดเป็น 10.42 เปอร์เซ็นต์) ถูกตัด 
ออกจากแบบจ าลอง มีจ านวนปัจจัย เท่ากับ 10 ค่า R2, RMSEP, RPD และ bias เท่ากับ 0.92, 3.17  
เปอร์เซ็นต์, 3.59 และ 0.03 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ภาพที่ 4.13 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดท่ีได้จากวิธี direct plating กับค่าท านายจากแบบจ าลองท่ีดีที่สุด 
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ตารางท่ี 4.10 แบบจ าลอง PLSR ที่ใช้ในการท านายการปนเปื้อนของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง  
Sample 
set No. 

Wavenumber 
range (cm-1) 

Preprocessing method Rank R2 RMSECV* RPD Bias* 

Cross validation      

1 9403.8-5446.3 First derivative 17 point 6 0.71 15.70 1.87 0.53 
2 9403.8-4242.9 First derivative 17 point 10 0.84 6.11 2.51 -0.19 
3 9403.8-5446.3 First derivative 17 point 8 0.60 14.40 1.59 -0.01 
4 9403.8-5446.3 First derivative 17 point  8 0.56 0.66 1.50 -0.00 
 4605.4-4242.9 +Straight line subtraction      
5 9403.8-7498.3 Constant offset  10 0.42 3.13 1.32 -0.07 
 6102.0-4242.9 elimination      
Test set validation    RMSEP*   
6.  9064.3-6094.3 Straight line  10 0.92 3.17 3.59 0.03 
 5454.0-4242.9 subtraction      

* หน่วย: เปอร์เซ็นต์ 

 
ภาพที่ 4.13 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดของตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้
จากวิธี direct plating (แกนนอน) กับค่าท านายจากแบบจ าลองที่สร้างจากสเปกตรัมที่ผ่านการ
จัดการด้วยวิธีการลบโดยเส้นตรงของชุดตัวอย่างที่ 6 (ตัวอย่างข้าวกล้องปรับภาวะทั้งหมด) (แกนตั้ง) 
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  4.1.3.2 แบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus 
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

   แบบจ าลองที่ดีที่สุดที่สร้างจากชุดตัวอย่างทั้ง 6 ชุด เพ่ือท านายการติดเชื้อ 
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธี PLSR แสดงดังตารางที่  
4.11 แบบจ าลองที่ดีที่สุดได้จากการน าชุดตัวอย่างที่ 4 มาสร้างแบบจ าลองและทดสอบแบบจ าลอง 
ด้วยวิธีการทวนสอบแบบไขว้ โดยใช้สเปกตรัมผ่านการจัดการด้วยวิธีการปรับแก้การกระเจิงแบบผล 
คูณ (multiplicative scatter correction; MSC) และไม่มีการตัดข้อมูลผิดปกติออก แบบจ าลองที่ได้ 
มีจ านวนปัจจัย เท่ากับ 9 ค่า R2, RMSECV, RPD และ bias เท่ากับ 0.84, 6.57 เปอร์เซ็นต์, 2.53  
และ -0.15 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ กราฟความสัมพันธ์ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่ได้จากวิธี direct plating กับค่าท านายจากแบบจ าลองที่ดีที่สุด  
แสดงในภาพที่ 4.14 

ตารางที่ 4.11 แบบจ าลอง PLSR ที่ใช้ในการท านายการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี
เขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้อง  

* หน่วย: เปอร์เซ็นต์ 

Sample 
set No. 

Wavenumber 
range (cm-1) 

Preprocessing method Rank R2 RMSECV* RPD Bias* 

Cross validation      
1  9403.8-7498.3 First derivative 17 point + 10 0.82 9.75 2.34 -0.09 
 5454.0-4242.9 Vector normalization (SNV)      
2  9403.8-4597.7 First derivative 17 point + 9 0.76 14.10 2.05 -0.37 
  Vector normalization (SNV)      
3  9403.8-7498.3 Min-max normalization 9 0.69 15.40 1.79 -0.01 
 6102.0-5446.3       
4  9403.8-7498.3 Multiplicative scattering  9 0.84 6.57 2.53 -0.15 
 6102.0-4242.9 correlation (MSC)      
5  9403.8-7498.3 Multiplicative scattering  10 0.71 9.67 1.85 0.08 
 6102.0-4242.9 correlation (MSC)      

Test set validation    RMSEP*   

6  9033.5-7498.3 Constant offset  10 0.54 27.10 1.47 -0.00 
 6102.0-5446.3 elimination      
 4605.4-4242.6       
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ภาพที่ 4.14 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลืองของตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากวิธี direct plating (แกนนอน) กับค่าท านายจากแบบจ าลองที่
สร้างจากสเปกตรัมผ่านการจัดการด้วยวิธีการปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณของชุดตัวอย่างที่ 4 
(ตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราและปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์) (แกนตั้ง) 

  4.1.3.3 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวม 

   ตารางที่ 4.12 แสดงแบบจ าลองที่ดีที่สุดที่สร้างจากชุดตัวอย่างทั้ง 6 ชุด  
จากตารางพบว่า แบบจ าลองที่สร้างจากชุดตัวอย่างที่ 6 ให้ผลการท านายปริมาณอะฟลาทอกซิน 
รวมได้ดีที่สุด แบบจ าลองที่สร้างจากชุดตัวอย่างที่ 4, 5 และ 6 ให้ผลการท านายปริมาณอะฟลาทอก 
ซินรวมที่มีค่า R2 สูง (0.90-0.93) แบบจ าลองดังกล่าวสร้างจากสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการด้วยวิธีการ 
ปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (vector normalization; SNV) มีสเปกตรัมที่ถูกพิจารณาว่า 
เป็นค่าผิดปกติโดยโปรแกรมจ านวน 22 เส้น (จากทั้งหมด 708 เส้น คิดเป็น 3.11 เปอร์เซ็นต์) ถูกตัด 
ออกจากแบบจ าลอง มีจ านวนปัจจัย เท่ากับ 8 ค่า R2, RMSEP, RPD และ bias เท่ากับ 0.93,  
188.00 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม, 3.77 และ 21.20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ภาพที่ 4.15  
แสดงความสัมพันธ์ของค่าปริมาณอะฟลาทอกซินรวมที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA กับค่า 
ท านายจากแบบจ าลองท่ีดีที่สุด 
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ตารางท่ี 4.12 แบบจ าลอง PLSR ที่ใช้ในการท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวมที่ปนเปื้อนในตัวอย่าง
ข้าวกล้อง  
Sample 
set No. 

Wavenumber 
range (cm-1) 

Preprocessing method Rank R2 RMSECV* RPD Bias* 

cross validation      
1  9403.8-7498.3 Constant offset  10 0.45 3.61 1.35 0.16 
 6102.0-4242.9 elimination      
2  7506.0-4242.9 Vector normalization 

(SNV) 
9 0.40 2.92 1.29 0.03 

3  9403.8-4242.9 First derivative 17 point  8 0.20 3.81 1.12 0.05 
  + Vector normalization       
4  9403.8-6094.3 Vector normalization  10 0.92 368.00 3.44 -9.41 
 5454.0 -4242.9 (SNV)      
5  9403.8-6094.3 Vector normalization  10 0.90 347.00 3.14 2.95 
 5454.0-4597.7 (SNV)      
Test set validation    RMSEP*   
6 9403.8-6094.3 Vector normalization  8 0.93 188.00 3.77 21.20 
 4605.4-4242.9 (SNV)      

* หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 
ภาพที่ 4.15 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณอะฟลาทอกซินที่ปนเปื้อนในตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA (แกนนอน) กับค่าท านายจากแบบจ าลองที่สร้างจากสเปกตรัมที่ผ่านการ
จัดการด้วยวิธีการปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐานของชุดตัวอย่างที่ 6 (ตัวอย่างข้าวกล้องปรับ
ภาวะทั้งหมด) (แกนตั้ง) 
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  4.1.3.4 การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของแบบจ าลอง (Regression  
coefficient plot) 

   ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ถูกใช้เป็นพ้ืนฐาน 
แรกในการตรวจผลกระทบของความยาวคลื่นค่าต่างๆ (X-variable) ในการท านายตัวแปรตาม (Y- 
variable) และค่าสัมบูรณ์ของค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีค่าสูงชี้ได้ถึงความส าคัญของอิทธิพลของ  
ความยาวคลื่นนั้นต่อแบบจ าลองอย่างมีนัยส าคัญ (เจษฎา โพธิ์สม, 2556) ภาพที่ 4.16 แสดงกราฟ 
สัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient plot) ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายการปนเปื้อนของ 
ราทั้งหมด พบพีคที่มีความส าคัญแบบจ าลองที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 8437, 7185, 5451, 5232,  
5289, 4896 และ 4376 ต่อเซนติเมตร (1185, 1392, 1834, 1911, 1891, 2043 และ 2285 นาโน 
เมตร) รายละเอียดของแต่ละพีคแสดงดังตารางที่ 4.13 เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 5451 ต่อเซนติเมตร  
(1834 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของเซลลูโลส (O-H stretch + 2 × C- 
O stretch) พีคท่ีจ านวนคลื่น 5232 ต่อเซนติเมตร (1911 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะ 
ในโครงสร้างของน้ า (O-H stretch + O-H deformation) พีคที่จ านวนคลื่น 5289 ต่อเซนติเมตร  
(1891 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของแป้ง (O-H stretch + 2 × C-O  
stretch) (Osborne และคณะ, 1993) 

 

ภาพที่ 4.16 กราฟสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient plot) ของแบบจ าลองที่ใช้
ท านายการปนเปื้อนของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง 
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   ภาพที่ 4.17 เป็นกราฟสัมประสิทธิ์การถดถอยของแบบจ าลองที่ใช้ท านาย 
การปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้อง พบพีคที่มี 
ความส าคัญต่อแบบจ าลองที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 8910, 8409, 7500, 5985, 5442, 5346, 5302,  
5201 และ 4977 ต่อเซนติเมตร (1122, 1189, 1333, 1671, 1838, 1871, 1886, 1923 และ 2009  
นาโนเมตร) แต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดังตารางที่ 4.13 เช่น  
พีคท่ีจ านวนคลื่น 5442 ต่อเซนติเมตร (1838 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้าง 
ของเซลลูโลส (O-H stretch + 2 × C-O stretch) พีคที่จ านวนคลื่น 5346 และ 4977 ต่อเซนติเมตร  
(1871 และ 2009 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของแป้ง (O-H stretch +  
2 × C-O stretch และ 2 × O-H deformation + C-O deformation) พีคที่จ านวนคลื่น 5302 ต่อ 
เซนติเมตร (1886 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะที่อยู่ในโครงสร้างของหมู่ CONH ใน 
กรดอะมิโน (C-O stretch second overtone) และพีคที่จ านวนคลื่น 5201 ต่อเซนติเมตร (1923  
นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของน้ า (O-H stretch + O-H deformation)  
(Osborne และคณะ, 1993) 

 

ภาพที่ 4.17 กราฟสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient plot) ของแบบจ าลองที่ใช้
ท านายการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้อง 
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   ส าหรับกราฟสัมประสิทธิ์การถดถอยของแบบจ าลองที่ใช้เพ่ือท านายการ 
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องแสดงดังภาพที่ 4.18 จากภาพพบพีคที่มี 
ความส าคัญต่อแบบจ าลองที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 8679, 7348, 7195, 7098, 4390 และ 4487 ต่อ 
เซนติเมตร (1152, 1361, 1390, 1409, 2278, และ 2229 นาโนเมตร) แต่ละพีคสัมพันธ์กับการ 
สั่นสะเทือนขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ (ตารางที่ 4.13) เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 7195 ต่อ 
เซนติเมตร (1390 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของแอลกอฮอล์ (ROH) พีค 
ที่จ านวนคลื่น 4390 ต่อเซนติเมตร (2278 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้าง 
ของแป้ง พีคที่จ านวนคลื่น 6797 ต่อเซนติเมตร (1471 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะใน 
โครงสร้างของน้ า และพีคที่จ านวนคลื่น 4487 ต่อเซนติเมตร (2229 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือน 
ของพันธะในโครงสร้างของกรดอะมิโน (Osborne และคณะ, 1993) 

 

ภาพที่ 4.18 กราฟสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient plot) ของแบบจ าลองที่ใช้
ท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง 
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ตารางที่ 4.13 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่พบในกราฟสัมประสิทธิ์
การถดถอย (regression coefficient) ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมด ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าว
กล้อง (ภาพที่ 4.16, 4.17 และ 4.18 ตามล าดับ)  

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลืน่ 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลืน่* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

8910b, 9051c 1122b, 1105c 1080 2 x C-H str.+ 2 x C-C str. เบนซีน 
8817b 1134b 1097 2 x C-H str.+ 2 x C-C str. cyclopropane 
8728b, 8898c 1146b, 1124c 1143 C-H str. second overtone อะโรมาติก 
8681a, 8578b, 
8679c 

1152a, 1166b, 
1152c 

1152 C-H str. second overtone CH3 

8500a 1177a 1170 C-H str. second overtone HC=CH 
8437a, 8409b, 
8322c 

1185a, 1189b, 
1202c 

1195 C-H str. second overtone CH3 

8164a, 8013b, 
7538a 

1225a, 1248b, 
1327a 

1225 C-H str. second overtone CH 

7338a, 7500b, 
7348c 

1363a, 1333b, 
1361c 

1360 2 x C-H str.+ C-H def. CH3 

7185a, 7271c 1392a, 1375c 1395 2 x C-H str.+C-H def. CH2 
7195c 1390c 1410 O-H str. first overtone ROH 
7098c 1409c 1415 2 x C-H str.+ C-H def. CH2 
7040a 1420a 1420 O-H str. first overtone ArOH 
6909a 1447a 1440 O-H str. first overtone ซูโครส แป้ง 
6797c 1471c 1450 O-H str. first overtone แป้ง น้ า 
6752a 1481a 1480 O-H str. first overtone 

(intramol, H-bond) 
กลูโคส 

6559a 1525a 1528 O-H str. first overtone 
(intramol, H-bond) 

แป้ง 

a ภาพที่ 4.16 b ภาพที่ 4.17 c ภาพที่ 4.18 
def. = deformation str. = stretching sym. = symmetrical 
* Osborne และคณะ (1993) 
  



 
 

 

88 

ตารางที่ 4.13 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่พบในกราฟสัมประสิทธิ์
การถดถอย (regression coefficient) ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมด ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าว
กล้อง (ภาพที่ 4.16, 4.17 และ 4.18 ตามล าดับ) (ต่อ) 

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลืน่ 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลืน่* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

6356a 1573a 1580 O-H str. first overtone 
(intermol, H-bond) 

แป้ง กลูโคส 

6114c 1636c 1620 C-H str. first overtone CH2 
5985b 1671b 1685 C-H str. first overtone อะโรมาติก 
5888b 1698b 1695 C-H str. first overtone CH3 
5714b 1750b 1765 C-H str. first overtone CH2 
5451a, 5442b 1834a, 1838b 1820 O-H str. + 2 × C-O str. เซลลูโลส 
5289a, 5346b 1891a, 1871b 1900 O-H str. + 2 x C-O str. แป้ง 
5302bc 1886b 1920 C-O str. second overtone CONH 
5232a, 5201b 1911a, 1923b 1940 O-H str.+ O-H def. น้ า 
5001a, 4977b 2000a, 2009b  2000 2 x O-H def. + C-O def. แป้ง 
4896a, 4859c 2043a, 2058c 2050 N-H sym. str. + amide II โปรตีน 
4703a 2126a 2132 N-H str. + C=O str. กรดอะมิโน 
4610c 2169c 2160 2 x amide I + amide III CONHR 
4461a, 4499b, 
4487c 

2242a, 2223b, 
2229c 

2242 N-H str. + N 3
  def. กรดอะมิโน 

4390c 2278c 2276 O-H str. + C-C str. แป้ง 
4376a, 4374b 2285a, 2286b 2280 C-H str.+ C-H def. CH3 
a ภาพที่ 4.16 b ภาพที่ 4.17 c ภาพที่ 4.18 
def. = deformation str. = stretching sym. = symmetrical 
* (Osborne และคณะ (1993)) 
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ส าหรับค่า X-loading weight คือ ค่าที่ชี้ถึงอิทธิพลของความยาวคลื่นต่อ 
ค่าปัจจัย (factor) หรือองค์ประกอบ (principal components, PC) ต่างๆ ที่ใช้ในการสร้าง 
แบบจ าลอง ซึ่งแต่ละปัจจัย (factor) มีผลกระทบต่อค่าตัวแปรตาม ดังนั้น หากความยาวคลื่นใดมีค่า  
X-loading weight สูงแสดงถึงความส าคัญของความยาวคลื่นนั้นต่อการท านายตัวแปรตาม หรือค่าที่ 
ต้องการท านาย 

ภาพที่ 4.19 เป็นกราฟแสดง X-loading weight plot ของแบบจ าลองที่ 
ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง ซึ่งมีจ านวน 3 ปัจจัย ส าหรับ 
ปัจจัยที่ 1 (PC 1) พบพีคที่มีความส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 7530, 6906 และ 5353 ต่อ 
เซนติเมตร (1328, 1148 และ 1868 นาโนเมตร) ปัจจัยที่ 2 (PC 2) พบพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น  
เท่ากับ 7121, 5334 และ 5177 ต่อเซนติเมตร (1404, 1875 และ 1932 นาโนเมตร) ปัจจัยที่ 3 (PC  
3) พบพีคที่มีความส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 7092, 5453 และ 5158 ต่อเซนติเมตร (1410, 1834  
และ 1868 นาโนเมตร) แต่ละพีคมีความสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างต่างๆ เช่น  
พีคท่ีจ านวนคลื่น 5353 และ 5334 ต่อเซนติเมตร (1868 และ 1875 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือน 
ของพันธะในโครงสร้างของแป้ง (O-H stretch + 2 x C-O stretch) พีคที่จ านวนคลื่น 5177 และ  
5158 ต่อเซนติเมตร (1932 และ 1939 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของ 
น้ า (O-H stretch + O-H deformation) (ตารางที่ 4.14) 

 

ภาพที่ 4.19 ค่า X-loading weight ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง 
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ภาพที่ 4.20 เป็นกราฟแสดง X-loading weight plot ของแบบจ าลองที่ 
ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าว 
กล้อง จ านวน 3 ปัจจัย ส าหรับปัจจัยที่ 1 (PC 1) พบพีคที่มีความส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 8379  
และ 7711 ต่อเซนติเมตร (1193 และ 1297 นาโนเมตร) ปัจจัยที่ 2 (PC 2) พบพีคส าคัญที่จ านวน 
คลื่น เท่ากับ 5441, 5258 และ 4462 ต่อเซนติเมตร (1838, 1902 และ 2241 นาโนเมตร) ปัจจัยที่ 3  
(PC 3) พบพีคที่มีความส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 5997, 5656 และ 5171 ต่อเซนติเมตร (1667,  
1768 และ 1934 นาโนเมตร) แต่ละพีคมีความสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้าง 
ต่างๆ เช่น พีคท่ีจ านวนคลื่น 5441 และ 5656 ต่อเซนติเมตร (1838 และ 1768 นาโนเมตร) เป็นการ 
สั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของเซลลูโลส (O-H stretch + 2 x C-O stretch และ C-H str.  
first overtone) พีคที่จ านวนคลื่น 5258 ต่อเซนติเมตร (1902 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของ 
พันธะในโครงสร้างของแป้ง (O-H stretch + 2 x C-O stretch) และพีคที่จ านวนคลื่น 5171 ต่อ 
เซนติเมตร (1934 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของน้ า (O-H stretch +  
O-H deformation) (ตารางที่ 4.14) 

 

ภาพที่ 4.20 ค่า X-loading weight ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้อง 
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ภาพที่ 4.21 เป็นกราฟแสดง X-loading weight plot ของแบบจ าลองที่ 
ใช้ท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง จ านวน 3 ปัจจัย ส าหรับปัจจัยที่ 1 (PC 1)  
พบพีคที่มีความส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 6227 ต่อเซนติเมตร (1606 นาโนเมตร) ปัจจัยที่ 2 (PC  
2) พบพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 8353, 7063 และ 6252 ต่อเซนติเมตร (1197, 1416 และ  
1599 นาโนเมตร) ปัจจัยที่ 3 (PC 3) พบพีคที่มีความส าคัญที่จ านวนคลื่น เท่ากับ 8358, 7527 และ  
6951 ต่อเซนติเมตร (1196, 1329 และ 1439 นาโนเมตร) แต่ละพีคมีความสัมพันธ์กับการ 
สั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างต่างๆ เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 6951 ต่อเซนติเมตร (1439 นาโน 
เมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของแป้งและน้ า พีคที่จ านวนคลื่น 6252 ต่อ 
เซนติเมตร (1599 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างของแป้งและกลูโคส พีคที่ 
จ านวนคลื่น 8385 และ 8353 ต่อเซนติเมตร (1197 และ 1196 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของ 
พันธะในโครงสร้างของ CH3 (ตารางที่ 4.14) 

 

ภาพที่ 4.21 ค่า X-loading weight ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวมใน
ตัวอย่างข้าวกล้อง 
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ตารางที่ 4.14 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่พบในกราฟ X-loading  
weight plot ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา ราสกุล Aspergillus โคโลนี 
สีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง (ภาพที่ 4.19, 4.20 และ 4.21  
ตามล าดับ)  

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลืน่ 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลืน่* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

8914b 1122b 1080 2 x C-H str.+ 2 x C-C str. benzene 
8822b 1133b 1097 2 x C-H str.+ 2 x C-C str. cyclopropane 
8736a 1145 1143 C-H str. second overtone อะโรมาติก 
8654b 1156b 1152 C-H str. second overtone CH3 
8583b 1165b 1170 C-H str. second overtone HC=CH 
8379b, 8353c 1193b, 1197c 1195 C-H str. second overtone CH3 
8316a, 8307b 1202a, 1204b 1215 C-H str. second overtone CH2 
7966b 1255b 1225 C-H str. second overtone CH 
7530a, 7711b,  
7527c 

1328a, 1297b,  
1329c 

1360 2 x C-H str.+ C-H def. CH3 

7121a, 7502b,  
7063c 

1404a, 1333b,  
1416c 

1395 2 x C-H str.+ C-H def. CH2 

7092a 1410a 1410 O-H str. first overtone ROH 
6906a, 6951c 1448a, 1439c 1450 O-H str. first overtone แป้ง น้ า 
6311a, 6227c 1585a, 1606c 1580 O-H str. first overtone 

(intermol, H bond) 
แป้ง กลูโคส 

6096a 1640a 1620 C-H str. first overtone =CH2 
5997b 1667b 1685 C-H str. first overtone อะโรมาติก 
5656b 1768b 1780 C-H str. first overtone เซลลูโลส 
8914b 1122b 1820 O-H str.+ 2 x C-O str. เซลลูโลส 

a ภาพที่ 4.19 b ภาพที่ 4.20 c ภาพที่ 4.21 
def. = deformation str. = stretching sym. = symmetrical 
* Osborne และคณะ (1993)  
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ตารางที่ 4.14 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่พบในกราฟ X-loading  
weight plot ของแบบจ าลองที่ใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด ราสกุล Aspergillus  
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง (ภาพที่ 4.19, 4.20 และ  
4.21 ตามล าดับ) (ต่อ) 

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลืน่ 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลืน่* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

5353a, 5334a,  
5258b 

1868a, 1875a,  
1902b 

1900 O-H str.+ 2 x C-O str. แป้ง 

5177a, 5158a 

5171b 
1932a, 1939a,  

1934b 
1940 O-H str.+ O-H def. น้ า 

4796a 2085a 2080 O-H str.+ O-H def. ROH ซูโครส แป้ง 
4691a 2132a 2132 N-H str.+ C=O str. กรดอะมิโน 
4477a, 4462b 2234a, 2241b 2242 N-H str. + N 2

  def. กรดอะมิโน 
a ภาพที่ 4.19 b ภาพที่ 4.20 c ภาพที่ 4.21 
def. = deformation str. = stretching sym. = symmetrical 
* Osborne และคณะ (1993) 
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4.1.4 การสร้างแบบจ าลองเพื่อวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

  4.1.4.1 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของรา
ทั้งหมด…………………… 

จากผลการตรวจสอบการปนเปื้อนของราทั้งหมดด้วยวิธี direct plating  
เมื่อพิจารณากราฟการแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง 
ปรับภาวะพบว่า 71.66 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด  
100 เปอร์เซ็นต์ จึงพิจารณาสร้างแบบจ าลองที่ใช้ในการแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของราทั้งหมด 2  
แบบจ าลอง โดยแบ่งตามค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา ได้แก่ 

แบบจ าลองที่ 1 

-  กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดเท่ากับ 0-50  
 เปอร์เซ็นต ์

-  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดเท่ากับ 51- 
 100 เปอร์เซ็นต์ 

แบบจ าลองที่ 2 

-  กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อยกว่า  
 100 เปอร์เซ็นต์ 

-  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดเท่ากับ 100 
 เปอร์เซ็นต ์

ตารางที่ 4.15 แสดงผลท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่า 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี  
SIMCA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 90.61-91.08 เปอร์เซ็นต์ แบบจ าลองที่ 
สร้างจากตัวอย่างกลุ่มที่ 1 (0-50%) สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างกลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 2 ได้อย่างแม่นย า  
โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องสูง (100 และ 90.08 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) ในขณะที่ 
แบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างในกลุ่มที่ 2 (51-100%) ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องสูงเฉพาะ 
ตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มที่ 2 เท่านั้น (92.27 เปอร์เซ็นต์) ส าหรับผลการท านายการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS- 
DA แสดงในตารางที่ 4.16 มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 97.18 เปอร์เซ็นต์  
โดยแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากตัวอย่างทั้งสองกลุ่มสามารถท านายตัวอย่างในกลุ่มที่ 2 ได้อย่างแม่นย า  
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แต่ไม่สามารถท านายตัวอย่างกลุ่มที่ 1 ได้ถูกต้องเลย เนื่องจาก ตัวอย่างในกลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 2 ที ่
น ามาสร้างแบบจ าลองมีจ านวนต่างกันมากเกินไป 

จากผลการสร้างแบบจ าลองการแบ่งกลุ่มชี้ให้เห็นว่า แบบจ าลองจากวิธี  
SIMCA ที่สร้างโดยตัวอย่างกลุ่มใดก็จะท านายตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มนั้นแม่นย ากว่าตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่ม 
อ่ืน ส าหรับวิธี PLS-DA จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองมีผลต่อความสามารถในการ 
แบ่งกลุ่มตัวอย่าง ถ้าในแบบจ าลองมีจ านวนตัวอย่างที่เป็นตัวแทนของกลุ่มใดมากก็จะสามารถท านาย
ตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มนั้นได้อย่างแม่นย า 

ตารางที่ 4.15 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (0-50%) กลุ่มท่ี 2 (51-100%) 

กลุ่มท่ี 1 (0-50%) 6 100 50 
กลุ่มท่ี 2 (51-100%) 207 90.82 92.27 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 91.08 90.61 
 

ตารางที่ 4.16 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (0-50%) 6 0 
กลุ่มท่ี 2 (51-100%) 207 98.55 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 97.18 
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   ตารางที่ 4.17 และ 4.18 แสดงผลของแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่ม 
ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อยกว่าและเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ด้วย 
วิธี SIMCA และ PLS-DA ตามล าดับ ซึ่งผลที่ได้จากการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี SIMCA มีค่า 
เปอร์เซ็นต์การท านายเท่ากับ 71.80-81.64 เปอร์เซ็นต์ และผลจากการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLS- 
DA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 86.96 เปอร์เซ็นต์ แบบจ าลองที่ได้ให้ผลการ 
ท านายในลักษณะเดียวกันกับผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติด
เชื้อของราทั้งหมดเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ คือ แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี  
SIMCA จากตัวอย่างกลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 2 ให้ค่าการท านายตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มเดียวกันสูงกว่าค่า 
การท านายตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มอ่ืน ส าหรับผลการท านายของแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA กลุ่ม 
ตัวอย่างที่มีจ านวนมากกว่าจะมีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องสูงกว่า 

ตารางที่ 4.17 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดน้อยกว่าและเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต ์ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (<100%) กลุ่มท่ี 2 (100%) 

กลุ่มท่ี 1 (<100%) 54 85.19 3.70 
กลุ่มท่ี 2 (100%) 153 80.39 95.42 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 81.64 71.50 

ตารางที่ 4.18 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดน้อยกว่าและเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
กลุ่มท่ี 1 (<100%) 54 75.93 
กลุ่มท่ี 2 (100%) 153 90.85 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 86.96 
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4.1.4.2 แบบจ าลองที่ใช้ในการแบ่งกลุ่มราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลือง………………………………….. 

 จากการพิจารณากราฟการแจกแจงความท่ีของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของ
ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่พบในตัวอย่างข้าวกล้องปรับภาวะ (ภาพที่ 4.3) พบว่า 
มีการกระจายของตัวอย่างดีกว่าการกระจายของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด ตัวอย่างที่มี
ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวน 
ใกล้เคียงกัน จึงพิจารณาสร้างแบบจ าลองที่ใช้ในการแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus  
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 2 แบบจ าลอง ได้แก่ 

แบบจ าลองที่ 1 

 -  กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่ไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี 
 เขียวอมเหลือง 

-  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มกีารปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี 
 เขียวอมเหลือง 

แบบจ าลองที่ 2 

-  กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus  
  โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ 

-  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus  
  โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 51-100 เปอร์เซ็นต์ 

   ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของ 
ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองด้วยวิธี SIMCA แสดงดังตารางที่ 4.19 โดยมีค่า 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 72.86-86.67 เปอร์เซ็นต์ และการสร้างแบบจ าลอง 
ด้วยวิธี PLS-DA ให้ผลการท านายที่แม่นย ากว่าวิธี SIMCA โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
โดยรวมเท่ากับ 95.71 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที ่4.20)  
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ตารางที่ 4.19 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการปนเปื้อน) กลุ่มท่ี 2 (มีการปนเปื้อน) 
กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการปนเปื้อน) 9 100 0 
กลุ่มท่ี 2 (มีการปนเปื้อน) 201 71.64 90.53 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 72.86 86.67 

 

ตารางที่ 4.20 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการปนเปื้อน) 9 0 
กลุ่มท่ี 2 (มีการปนเปื้อน) 201 100 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 95.71 

 

   ตารางที่ 4.21 และ 4.22 เป็นผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้อง
ที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์  
และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
โดยรวมเท่ากับ 54.29-57.14 และ 74.29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

ตารางที่ 4.21 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี 
SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (0-50%) กลุ่มท่ี 2 (51-100%) 
กลุ่มท่ี 1 (0-50%) 92 94.54 2.17 
กลุ่มท่ี 2 (51-100%) 118 27.97 94.92 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 57.14 54.29 
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ตารางที่ 4.22 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี  
PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
กลุ่มท่ี 1 (0-50%) 92 64.13 
กลุ่มท่ี 2 (51-100%) 118 82.20 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 74.29 

 
   จากผลการทดลองพบว่า ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายการแบ่งกลุ่ม
ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองให้ผล 
ในลักษณะเช่นเดียวกับแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตามค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด และ  
ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมที่ได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA จะสูงกว่าวิธี  
SIMCA เนื่องจาก แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี SIMCA ได้จากการน าตัวอย่างแต่ละกลุ่มมาสร้าง 
แบบจ าลองได้เป็น 2 แบบจ าลอง แล้วจึงน าแบบจ าลองทั้งสองไปท านายตัวอย่างกลุ่มท านายที่อยู่ใน 
กลุ่มตนเองและกลุ่มอ่ืน ในขณะที่ แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA ได้จากการน าตัวอย่างทั้งสอง 
กลุ่มมาสร้างแบบจ าลอง 1 แบบจ าลอง แล้วน าแบบจ าลองดังกล่าวไปท านายตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม 

  4.1.4.3 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินรวม 

   จากการพิจารณาข้อก าหนดการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมในอาหาร 
ของประเทศไทย ซึ่งระบุไว้ว่าสามารถพบอะฟลาทอกซินอยู่ในอาหารทุกชนิดได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัม 
ต่ออาหาร 1 กิโลกรัม (กระทรวงสาธารณสุข, 2529) ผู้วิจัยจึงพิจารณาสร้างแบบจ าลองที่ใช้ในการ 
แบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมทั้งหมด 2 แบบจ าลอง ได้แก่  

แบบจ าลองที่ 1  

-  กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างข้าวกล้องที่ไม่มีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินรวม 
-  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินรวม 
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แบบจ าลองที่ 2  

 -  กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมน้อย 
  กว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

-  กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมมาก 
 กว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

   ตารางที่ 4.23 และ 4.24 แสดงผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือใช้แบ่งกลุ่ม 
ระหว่างตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมด้วยวิธี SIMCA และ PLS- 
DA ตามล าดับ พบว่า แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี SIMCA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดย 
รวมอยู่ในช่วง 37.46-87.79 เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมของ 
แบบจ าลองที่สร้างโดยวิธี PLS-DA เท่ากับ 94.84 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 4.23 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลา  
ทอกซินรวม ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
กลุ่มท่ี 1 

(ไม่มีการปนเปื้อน) 
กลุ่มท่ี 2 

(มีการปนเปื้อน) 
กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการปนเปื้อน) 15 80.00 20.00 
กลุ่มท่ี 2 (มีการปนเปื้อน) 198 27.78 92.93 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 31.46 87.79 
 

ตารางที่ 4.24 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลา  
ทอกซินรวม ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการปนเปื้อน) 15 26.67 
กลุ่มท่ี 2 (มีการปนเปื้อน) 198 100.00 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 94.84 
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   ผลของการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อน
ของอะฟลาทอกซินรวมน้อยกว่า และมากกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเปอร์เซ็นต์
การท านายอยู่ในช่วง 27.70-82.16 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี SIMCA (ตารางที่ 
4.25) และ 87.79 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLS-DA (ตารางที่ 4.26)  

ตารางที่ 4.25 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซิน  
รวมน้อยกว่า และมากกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 
(<20 µg/kg) 

กลุ่มท่ี 2 
(≥20 µg/kg) 

กลุ่มท่ี 1 (<20 µg/kg) 159 89.31 6.29 
กลุ่มท่ี 2 (≥20 µg/kg) 54 61.11 90.74 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 82.16 27.70 
 

ตารางที่ 4.26 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซิน  
รวมน้อยกว่า และมากกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (<20 µg/kg) 159 96.23 
กลุ่มท่ี 2 (≥20 µg/kg) 54 62.96 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 87.79 
 

   ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของอะฟลา 
ทอกซินรวมมีลักษณะเดียวกับผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านมา คือ แบบจ าลอง 
ที่สร้างโดยวิธี SIMCA มีค่าการท านายที่สูงเมื่อใช้ท านายตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มเดียวกับกลุ่มที่สร้าง 
แบบจ าลอง และค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมจากแบบจ าลองที่สร้างโดยวิธี PLS-DA มี 
ค่าการท านายถูกสูงกว่าวิธี SIMCA อย่างไรก็ตาม ในแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA ถ้าจ านวน 
ตัวอย่างแต่ละกลุ่มที่ใช้สร้างแบบจ าลองมีมากขึ้นก็จะท าให้ค่าการท านายตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มนั้ น
สูงขึ้นด้วย 
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4.2 การตรวจสอบการเจริญของ A. flavus และปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 บนข้าวกล้อง
เมล็ดเดี่ยวเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

 4.2.1 การตรวจสอบการเจริญของ A.flavus บนเมล็ดข้าวกล้อง 

  4.2.1.1 ลักษณะเมล็ดข้าวกล้องท่ีใช้ส าหรับตรวจสอบการเจริญของรา 

  จากการเตรียมตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการปนเปื้อนและที่ถูกปนเปื้อน
ด้วยรา A. flavus โดยการจุ่มเมล็ดข้าวกล้องลงในสารแขวนลอยสปอร์ของราที่ความเข้มข้น 106  
สปอร์ต่อมิลลิลิตร แล้วน าไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 1-5 วัน พบลักษณะการเจริญของราบนเมล็ดข้าวกล้องแสดงดังภาพที่ 4.22  
 

 

ภาพที่ 4.22 ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA ในวันที่ 1-5 ของการบ่ม ภาพ [ก]-
[ง] แสดงลักษณะของเมล็ดข้าวกล้องที่ไม่มีการเจริญของรา และภาพ [จ]-[ฎ] แสดงลักษณะของเมล็ด
ข้าวกล้องที่มีการเจริญของรา 

  

5 วัน 4 วัน 3 วัน 2 วัน 1 วัน 

4 วัน 3 วัน 2 วัน 1 วัน 5 วัน 

[ก] [ข] [ค] [ฆ] [ง] 

[จ] [ฉ] [ซ] [ฎ] [ช] 
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  4.2.1.2 ลักษณะสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ใช้
ส าหรับตรวจสอบการเจริญของรา 

   จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม 
เนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) รุ่น NIRFlex N-500 (Buchi,  
Switzerland) วัดในระบบสะท้อนแบบแพร่ ในช่วงจ านวนคลื่น 10000-4000 ต่อเซนติเมตร ได้ 
สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการเจริญของราและมีการเจริญของราบน 
เมล็ดในแต่ละวันของการบ่ม ดังภาพ 4.23 ซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างช่วงจ านวนคลื่น (ต่อ 
เซนติเมตร) ในแนวแกน X กับค่า log (1/R) ในแนวแกน Y พบว่า เส้นสเปกตรัมแต่ละเส้นมีรูปแบบที่ 
เหมือนกัน แต่ค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดมีการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงที่ชัดเจนเมื่อมีการเจริญของ
ราเพิ่มขึ้นบนเมล็ดข้าวกล้อง 

ผลของการปรับแต่งสเปกตรัมเบื้องต้นด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ด้วยวิธีการ 
แปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด (second derivative, 11 points) ในช่วงจ านวนคลื่น  
9000-4000 ต่อเซนติเมตร ของสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการเจริญ 
ของราต่างกัน แสดงดังภาพที่ 4.24 พบว่า มีพีคที่เด่นชัดจ านวน 10 พีค ได้แก่ ที่จ านวนคลื่นเท่ากับ  
7100, 6288, 5880, 5784, 5712, 5672, 5620, 4384, 4336 และ 4260 ต่อเซนติเมตร (1408,  
1590, 1701, 1729, 1751, 1763, 1779, 2281, 2306 และ 2347 นาโนเมตร) ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์ 
กับการสั่นสะเทือนของพันธะในองค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 4.27 

จากภาพที่ 4.24 พบพีคที่มีความแตกต่างกันอย่างชัดเจนระหว่างตัวอย่างที่ 
ไม่มีการเจริญของราและมีการเจริญของราสูงสุดบนเมล็ดข้าวกล้อง ได้แก่ พีคที่จ านวนคลื่น 7100 ต่อ 
เซนติเมตร (1408 นาโนเมตร) ซึ่งเป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้าง ROH พีคที่จ านวนคลื่น  
5880 และ 4384 ต่อเซนติเมตร (1701 และ 2281 นาโนเมตร) สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของ 
โครงสร้าง CH3 พีคที่จ านวนคลื่น 5712 ต่อเซนติเมตร (1751 นาโนเมตร) โดยเฉพาะที่จ านวนคลื่น  
5620 เซนติเมตร (1779 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างเซลลูโลส (ตารางที่  
4.27) สังเกตได้ว่าในข้าวเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการเจริญของรามีการดูดซับของคลื่นที่พีคดังกล่าวสูง 
ในขณะที่ข้าวเมล็ดเดี่ยวที่มีการเจริญของรามีการดูดซับของพีคดังกล่าวต่ าลง ผลการทดลองแสดงถึง
การลดลงของปริมาณเซลลูโลสในเมล็ดข้าวที่มีการเจริญของรา ซึ่งมีหลายงานวิจัยที่ระบุว่า A. flavus 
สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือช่วยให้ราเจริญในแหล่งอาหารที่มีเซลลูโลสได้ (Olutiola, 1976; 
Ojumu และคณะ, 2003; Murad และคณะ, 2013) 
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ภาพที่ 4.23 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดในช่วงจ านวนคลื่น 10000-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการเจริญของรา และมีการเจริญของรา
บนเมล็ด ในวันที่ 1-5 ของการบ่ม  

 
ภาพที่ 4.24 สเปกตรัมที่ได้จากวิธีการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด ในช่วงจ านวนคลื่น 
9000-4000 ต่อเซนติเมตร ของสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการเจริญ
ของรา และมีการเจริญของราบนเมล็ด ในวันที่ 1-5 ของการบ่ม 
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ตารางที่ 4.27 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละความยาวคลื่นที่พบ
จากสเปกตรัมที่ได้จากวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด ของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ด
เดี่ยวที่มีการเจริญของราต่างกัน (ภาพที่ 4.24)  

จ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

7100 1408 1410 O-H str. first overtone ROH 
6288 1590 1580 O-H str. first overtone 

(intermol, H-bond) 
แป้ง กลูโคส 

5880 1701 1705 C-H str. first overtone CH3 
5784 1729 1725 C-H str. first overtone CH2 
5712 1751 1740 S-H str. first overtone -SH 
5672 1763 1765 C-H str. first overtone CH2 
5620 1779 1780 C-H str. first overtone เซลลูโลส 
4384 2281 2280 C-H str. + C-H def. CH3 
4336 2306 2310 C-H str. + C-H def. CH2 
4260 2347 2347 CH2 sym. str.+=CH2 def HC=CHCH2 

str. = stretching  def. = deformation  sym. = symmetrical 
* Osborne และคณะ (1993) 
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  4.2.1.3 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวตามการเจริญของ
รา………………………… 

   เมื่อได้เส้นสเปกตรัม 200 เส้น จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยว 
ด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรดแล้ว จึงน าสเปกตรัมทั้งหมดมาสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่าง
ข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวตามการเจริญของรา โดยแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 

   - กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่ไม่มีการเจริญของรา 
   - กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีการเจริญของรา 

   ผลของการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่
มีและไม่มีการเจริญของราด้วยวิธี SIMCA แสดงดังตารางที่ 4.28 มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
โดยรวมในช่วง 62.96-75.93 เปอร์เซ็นต์ และตารางที่ 4.29 เป็นผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการ 
แบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีและไม่มีการเจริญของราด้วยวิธี PLS-DA ซึ่งได้ผลการท านาย 
ที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงกว่าการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี SIMCA เท่ากับ  
85.19 เปอร์เซ็นต์ และแบบจ าลองที่ได้จากวิธี PLS-DA สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างในแต่ละกลุ่มได้ 
แม่นย าด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความถูกต้อง 88.89 และ 81.48 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับตัวอย่างกลุ่มที่ 1 และ  
กลุ่มที่ 2 ตามล าดับ จากผลการท านายจะเห็นว่า แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี SIMCA ยังคงมีค่า 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องของกลุ่มตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มเดียวกันกับกลุ่มที่ใช้สร้างแบบจ าลองสูง
กว่ากลุ่มอ่ืน ถึงแม้ว่าจ านวนตัวอย่างในแต่ละกลุ่มจะเท่ากัน 

ตารางที่ 4.28 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีและไม่มีการเจริญของรา
ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 
(ไม่มีการเจริญ) 

กลุ่มท่ี 2 
(มีการเจริญ) 

กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการเจริญ) 27 92.59 29.63 
กลุ่มท่ี 2 (มีการเจริญ) 27 59.26 96.30 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 75.93 62.96 
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ตารางที่ 4.29 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีและไม่มีการเจริญของรา
ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (ไม่มีการเจริญ) 27 88.89 
กลุ่มท่ี 2 (มีการเจริญ) 27 81.48 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 85.19 
  

 4.2.2 การตรวจหาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 บนเมล็ดข้าวกล้อง 

4.2.2.1 ลักษณะสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ใช้
ส าหรับวิเคราะห์การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

   เมื่อน าตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1  
ที่ความเข้มข้นต่างๆ ไปสแกนด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR  
spectrometer) รุ่น NIRFlex N-500 (Buchi, Switzerland) ในระบบสะท้อนแบบแพร่ ที่ช่วงจ านวน 
คลื่น 10000-4000 ต่อเซนติเมตร ได้สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยดังภาพที่ 4.25 ซึ่งเป็นกราฟแสดง 
ความสัมพันธ์ระหว่างช่วงจ านวนคลื่น (ต่อเซนติเมตร) ในแนวแกน X กับค่า log (1/R) ในแนวแกน Y  
พบว่า สเปกตรัมมีรูปแบบที่เหมือนกัน และเหมือนกับรูปแบบของสเปกตรัมดั้งเดิมของข้าวกล้องใน
ภาพที่ปรากฏก่อนหน้านี้ แต่ค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดไม่มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นหรือลดลงที่
ชัดเจนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 

   ส าหรับผลของการปรับแต่งสเปกตรัมเบื้องต้นด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ด้วย 
วิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด (second derivative, 11 points) ในช่วงจ านวน 
คลื่น 9000-4000 ต่อเซนติเมตร ของสเปกตรั้มดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มี 
ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ต่างกัน แสดงดังภาพที่ 4.26 พบว่า มีพีคที่เด่นชัดจ านวน 11 พีค ซึ่งเป็น 
พีคที่พบในภาพที่ 4.21 จ านวน 7 พีค ได้แก่ ที่ช่วงจ านวนคลื่น 6296, 5884, 5712, 5620, 4384,  
4328 และ 4260 ต่อเซนติเมตร (1588, 1700, 1751, 1779, 2281, 2311 และ 2347 นาโนเมตร)  
และพีคอ่ืนที่นอกเหนือจากนี้จ านวน 4 พีค ได้แก่ ที่ช่วงจ านวนคลื่น 7004, 5488, 5252 และ 4860  
ต่อเซนติเมตร (1428, 1822, 1904 และ 2058 นาโนเมตร) (ตารางที่ 4.30) 
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ภาพที่ 4.25 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดในช่วงจ านวนคลื่น 10000-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความ
เข้มข้น 0, 5, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 
ภาพที่ 4.26 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองท าอนุพันธ์ทุกๆ 11 จุด ในช่วงจ านวน
คลื่น 9000-4000 ต่อเซนติเมตร ของสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการ
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 0, 5, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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ตารางที่ 4.30 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละความยาวคลื่นที่พบ
จากสเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองท าอนุพันธ์ทุกๆ 11 จุด ของตัวอย่างข้าวกล้อง
เมล็ดเดี่ยวที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 (ภาพที่ 4.26)  

จ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น* 
(นาโนเมตร) 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

7004 1428 1430 N-H str. first overtone CONH2 

6296 1588 1580 
O-H str. first overtone 
(intermol, H-bond) 

แป้ง กลูโคส 

5884 1700 1705 C-H str. first overtone CH3 
5712 1751 1740 S-H str. first overtone -SH 
5620 1779 1780 C-H str. first overtone เซลลูโลส 
5488 1822 1820 O-H str. + 2 × C-O str. เซลลูโลส 
5252 1904 1900 O-H str. + 2 × C-O str. แป้ง 
4860 2058 2050 N-H sym. str. + amide II โปรตีน 
4384 2281 2280 C-H str. + C-H def. CH3 
4328 2311 2310 C-H str. + C-H def. CH2 
4260 2347 2347 CH2 sym. Str.+=CH2 def HC=CHCH2 

def. = deformation  str. = stretching  sym. = symmetrical 
* Osborne และคณะ (1993) 
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4.2.2.2 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวตามการปนเปื้อน
ของอะฟลาทอกซินบี 1 

   ส าหรับสเปกตรัมที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าว 
กล้องเมล็ดเดี่ยวตามระดับการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 มีทั้งหมด 500 เส้น เป็นตัวอย่างที่มี 
ความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ตามท่ีก าหนด คือ 0, 5, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
โดยตัวอย่างทุกความเข้มข้นมีจ านวนของเส้นสเปกตรัมเท่ากัน จึงพิจารณาสร้างแบบจ าลอง 2  
แบบจ าลอง ดังนี้ 

   แบบจ าลองที่ 1 

- กลุ่มที่ 1 ตัวอย่างที่ไม่มีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 
- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น  
             เท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

   แบบจ าลองที่ 2 

- กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น  
                น้อยกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น  
                มากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

   ตารางที่ 4.31 แสดงผลการท านายของแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่ม
ตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0 และ  
100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี SIMCA โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมอยู่ในช่วง  
50.00-53.70 เปอร์เซ็นต์ และแบบจ าลองจากวิธี PLS-DA สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ด 
ดังกล่าวได้อย่างแม่นย ากว่า โดยค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม เท่ากับ 98.15 เปอร์เซ็นต์  
และสามารถท านายสมาชิกของแต่ละกลุ่มได้อย่างแม่นย าด้วยค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 100  
เปอร์เซน็ต์ ส าหรับกลุ่มที่ 1 และ 96.30 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับกลุ่มที่ 2 (ตารางที่ 4.32)  
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ตารางที่ 4.31 ผลท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะฟลา 
ทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 
(0 µg/kg) 

กลุ่มท่ี 2 
(100 µg/kg) 

กลุ่มท่ี 1 (0 µg/kg) 27 100.00 0.00 
กลุ่มท่ี 2 (100 µg/kg) 27 7.41 100.00 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 53.70 50.00 

 
ตารางที่ 4.32 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี 1 (0 µg/kg) 27 100.00 
กลุ่มท่ี 2 (100 µg/kg) 27 96.30 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 98.15 
 

   แบบจ าลองที่สร้างจากวิธี SIMCA ให้ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่าง 
ข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นน้อยกว่าหรือเท่ากับ และ 
มากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมอยู่ในช่วง 41.67-61.11  
เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.33) ส าหรับแบบจ าลองที่สร้างจากวิธี PLS-DA ให้ค่าการท านายสูงกว่า 
แบบจ าลองที่สร้างโดยวิธี SIMCA เช่นเดียวกับผลการท านายที่ผ่านมา โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การ 
แบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม เท่ากับ 93.75 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.34)  
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ตารางที่ 4.33 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นน้อยกว่าหรือเท่ากับ และมากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี 
SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
กลุ่มท่ี 1 

(≤20 µg/kg) 
กลุ่มท่ี 2 

(>20 µg/kg) 
กลุ่มท่ี 1 (≤2  µg/kg) 87 94.25 4.60 
กลุ่มท่ี 2 (>20 µg/kg) 57 10.53 98.25 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 61.11 41.67 

 
ตารางที่ 4.34 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นน้อยกว่าหรือเท่ากับ และมากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยวิธี 
PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 

กลุ่มท่ี   (≤2  µg/kg) 87 98.85 
กลุ่มท่ี 2 (>20 µg/kg) 57 85.96 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม  93.75 
 
 



 
 

 

บทที ่5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

5.1 การปรับปรุงสมรรถนะของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและอะฟลา  
ทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องโดยการปรับภาวะข้าวกล้อง 

 การเลือกตัวอย่างที่ดีเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญต่อประสิทธิภาพการท านายของแบบจ าลองเนียร์
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ผลของการปรับภาวะข้าวกล้องด้วยการปรับความชื้นและปรับการปนเปื้อน
ของราที่สามารถผลิตอะฟลาทอกซินเพ่ือกระตุ้นการเจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินของรา เพ่ือท า
ให้มีความหลากหลายและการกระจายตัวที่สม่ าเสมอของการปนเปื้อนราและอะฟลาทอกซินใน
ตัวอย่าง สรุปได้ดังนี้ 

5.1.1 ผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

  5.1.1.1 การปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง 

   จากการตรวจสอบการปนเปื้อนของราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus  
โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธี direct plating พบว่า การปรับความชื้นท าให้การ 
ปนเปื้อนของราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเพ่ิมขึ้นทั้งในตัวอย่างที่มีการ 
ปนเปื้อนของราตามธรรมชาติและตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราที่ความชื้น 18 เปอร์เซ็นต์ มีการ 
ปนเปื้อนของราทั้งหมดเฉลี่ยสูงสุด เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และที่ความชื้นเป็น 14 เปอร์เซ็นต์ มีค่า 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเฉลี่ยเท่ากับ 97.90±8.31  
เปอร์เซ็นต ์

   จากผลการทดลองพบว่า ความชื้นในข้าวกล้องมีผลช่วยส่งเสริมการ 
ปนเปื้อนของรา ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Abdullah และคณะ (2000) ที่ระบุว่าราสามารถ 
เจริญได้ในข้าวมีความชื้นสูงกว่า 13 เปอรเซ็นต ์ซึ่งการปนเปื้อนของราในข้าวสามารถเกิดขึ้นได้ในช่วง 
หลังการเก็บเกี่ยว และระหว่างการเก็บรักษา เมื่อมีการเก็บรักษาที่ไม่เหมาะสมจะท าให้เกิดการเข้า
ท าลายของราในข้าวได้ โดยเฉพาะข้าวกล้องซึ่งอุดมไปด้วยสารอาหารที่ราสามารถน าไปใช้ในการ
เจริญและสร้างสารพิษได้ (Leslie และคณะ, 2014) จึงควรเก็บรักษาข้าวไว้ที่ความชื้นต่ ากว่า 14  
เปอร์เซ็นต์ และที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส (Fanse และคณะ, 1970) เพ่ือป้องกันการติดเชื้อของรา 
ในข้าว Trung และคณะ (2001) ศึกษาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวจากเวียดนาม พบราในกลุ่ม  
Aspergillus มากที่สุด (43.75 เปอร์เซ็นต์ของจ านวนไอโซเลตทั้งหมด) รองลงมา คือ Fusarium และ  
Penicillium (21.8 และ 10.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) ซึ่งการปนเปื้อนของราดังกล่าวอาจเกี่ยวข้อง 
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กับการเก็บรักษาที่ไม่ถูกต้องและการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศ เช่นเดียวกับ Shanakht และ
คณะ (2014) ที่ได้ส ารวจการปนเปื้อนของราในข้าวที่ปากีสถาน พบการปนเปื้อนของ A. flavus มาก 
ที่สุด คิดเป็น 35 เปอร์เซ็นต์ของราที่พบจากตัวอย่างข้าว และความชื้นของเมล็ดข้าวมีความสัมพันธ์ใน 
เชิงบวกกับการถูกปนเปื้อนด้วยรา การเก็บข้าวในบรรจุภัณฑ์ที่ไม่เหมาะสมและเก็บในสถานที่ที่มีการ
ระบายอากาศไม่ดีจะท าให้ความชื้นในข้าวสูงขึ้นและส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนของราตามมา 

   จากกราฟการแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด  
(ภาพที่ 4.2) พบว่า การปรับความชื้นของตัวอย่างข้าวกล้องและการปรับปริมาณของเชื้อท าให้ราเจริญ 
ได้ดีและเพ่ิมจ านวนมากขึ้นจากเดิมที่มีสูงอยู่แล้ว จึงท าให้ตัวอย่างส่วนใหญ่ (71.66 เปอร์เซ็นต์ของ 
ตัวอย่างทั้งหมด) มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด 100 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่มีตัวอย่างข้าว 
กล้องเพียง 3.33 เปอร์เซ็นต์ ที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อต่ ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ค่าเปอร์เซ็นต์ 
การติดเชื้อที่ได้มีการกระจายเป็นแบบไม่สม่ าเสมอ แต่ส าหรับราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม 
เหลือง การปรับภาวะของตัวอย่างข้าวกล้องท าให้ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราดังกล่าวมีการ  
กระจายตัวดีขึ้น (ภาพที่ 4.3) เนื่องจาก มีการปนเปื้อนของราชนิดนี้ต่ าในตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนตาม 
ธรรมชาติ เมื่อปรับความชื้นและปริมาณของราให้เพ่ิมมากขึ้น จึงท าให้ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ดังกล่าวเพ่ิมมากข้ึนและได้ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อที่หลากหลาย 

  5.1.1.2 ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง 

   จากการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธี  
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) พบว่า ในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของ 
ราตามธรรมชาติที่ไม่ได้ปรับความชื้นมีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ยสูงสุด เท่ากับ 4.35±4.93  
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราและปรับความชื้ นเป็น 18  
เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมเฉลี่ยสูงสุด เท่ากับ 2,714.80±3,892.08 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัม แสดงให้เห็นว่าการปรับความชื้นและการเพ่ิมปริมาณราท าให้ปริมาณอะฟลาทอกซินรวมใน
ตัวอย่างมากขึ้น โดยปริมาณของอะฟลาทอกซินรวมสูงสุด (18,300.00 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) พบใน 
ตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราและมีความชื้น 18 เปอร์เซ็นต์  

   ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่า ปริมาณอะฟลาทอกซินที่เพ่ิมสูงขึ้นในตัวอย่าง
ข้าวกล้องมีความสัมพันธ์กับความชื้นและค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี 
เขียวอมเหลือง เมื่อปริมาณความชื้นสูงขึ้นท าให้ราสามารถเจริญได้ดี ซึ่งราดังกล่าวมีความสามารถใน
การสร้างอะฟลาทอกซินจึงท าให้พบปริมาณอะฟลาทอกซินในตัวอย่างข้าวกล้องปรับภาวะสูงขึ้น  ซึ่ง
สอดคล้องกับข้อสนับสนุนของ Hussain และคณะ (2011) ที่กล่าวว่า เมื่อมีความชื้นเพ่ิมขึ้นในข้าวซึ่ง 



 
 

 

115 

มีสารอาหารอยู่มากท าให้เกิดการเจริญของราและเกิดการปนเปื้อนสารพิษจากราด้วย ถ้าราที่เจริญ  
เป็นสายพันธุ์ที่สามารถสร้างสารพิษได้ และยังมีปัจจัยอ่ืนๆ ที่ช่วยท าให้เกิดการปนเปื้อนของราและ  
สารพิษจากราเพ่ิมขึ้น เช่น อุณหภูมิ ความสามารถในการสร้างสารพิษของรา และระยะเวลาในการ
เก็บรักษาข้าว (Nisa และคณะ, 2014) 

   จากกราฟการแจกแจงความถี่ของอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างข้าวกล้อง
ปรับภาวะ (ภาพที่ 4.4) พบว่า การกระจายเป็นแบบไม่สม่ าเสมอ ตัวอย่างส่วนใหญ่มีปริมาณอะฟลา 
ทอกซินรวมต่ า (0.1-1.9 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) คิดเป็น 37.50 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด  
รองลงมาเป็นตัวอย่างที่มีปริมาณอะฟลาทอกซินรวมมากกว่า 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม คิดเป็น  
21.67 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างทั้งหมด เนื่องจาก ปริมาณอะฟลาทอกซินที่พบในตัวอย่างขึ้นอยู่กับ  
ปริมาณเชื้อและปริมาณอะฟลาทอกซินเริ่มต้น ซึ่งในตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติมี
การปนเปื้อนของราชนิดนี้ต่ าจึงพบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมต่ าด้วย เมื่อปรับความชื้นและ
เพ่ิมปริมาณราที่มีความสามารถผลิตอะฟลาทอกซินท าให้พบการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในข้าวที่ถูก
ท าให้ปนเปื้อนด้วยราสูงขึ้นและพบในปริมาณสูงมาก ท าให้ตัวอย่างมีปริมาณของอะฟลาทอกซินใน
ช่วงกว้าง (0.00-18,300.00 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และมีการกระจายแบบไม่สม่ าเสมอ 

  จากผลการปรับภาวะของข้าวกล้องทั้งหมดพบว่า การกระจายตัวของค่าเปอร์เซ็นต์
การติดเชื้อของราและปริมาณอะฟลาทอกซินเป็นแบบไม่สม่ าเสมอ เนื่องจาก ค่าดังกล่าวขึ้นอยู่กับ  
ปริมาณเชื้อและอะฟลาทอกซินเริ่มต้น ซึ่งในตัวอย่างธรรมชาติมีการปนเปื้อนของราทั้งหมดสูง แต่มี 
การปนเปื้อนของรา Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองและปริมาณอะฟลาทอกซินรวมต่ า เมื่อราถูก 
กระตุ้นให้มีการเจริญและสร้างอะฟลาทอกซินโดยการปรับภาวะของตัวอย่างจึงพบการปนเปื้อนของ
ราและอะฟลาทอกซินในปริมาณที่สูงข้ึน แต่เนื่องจากการเจริญของราและการผลิตอะฟลาทอกซินของ
ราเป็นสิ่งที่ควบคุมได้ยาก จ านวนตัวอย่างที่มีค่าอยู่ระหว่างค่าต่ าสุดและสูงสุดของค่าเปอร์เซ็นต์การ
ติดเชื้อของราและปริมาณอะฟลาทอกซินมีเพียงเล็กน้อยตัวอย่างส่วนใหญ่จะมีค่าสูงหรือค่าต่ าจึงท าให้
ค่าท่ีต้องการวิเคราะห์มีการกระจายตัวที่ไม่ดี  
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5.1.2 ลักษณะสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด 

  จากการศึกษาค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าว
กล้องที่ปรับภาวะด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR) (MPA,  
Bruker, Germany) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-3500 ต่อเซนติเมตร และท าการวัดในระบบสะท้อน 
แบบแพร่พบว่า ลักษณะสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีปริมาณความชื้นและการ
ปนเปื้อนของรา (ภาพที่ 4.5) ค่าเปอร์เซ็นต์ติดเชื้อของราทั้งหมด (ภาพที่ 4.7) ค่าเปอร์เซ็นต์ติดเชื้อ
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง (ภาพที่ 4.9) และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมใน
ระดับท่ีต่างกัน (ภาพที่ 4.11) มีรูปแบบที่คล้ายกัน และมีการลดลงของค่า log (1/R) เมื่อปริมาณของ
ราที่ปนเปื้อนในตัวอย่าง ค่าความชื้น และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างเพ่ิมขึ้น  

  เมื่อปรับแต่งสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 17 จุด  
ท าให้เห็นพีคบนเส้นสเปกตรัมได้ชัดเจนขึ้น ดังภาพที่ 4.6, 4.8, 4.10 และ 4.12 ซึ่งลักษณะของ
สเปกตรัมที่ปรากฏในทั้ง 4 ภาพ มีรูปแบบที่คล้ายกัน และมีพีคที่เด่นชัดจ านวน 12 พีค ซึ่งเกี่ยวกับ
องค์ประกอบที่พบได้ในข้าวกล้อง เช่น ที่จ านวนคลื่นเท่ากับ 6296, 5619, 5482, 5239, 4860, 4354 
และ 4025 ต่อเซนติเมตร พีคข้างต้นสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะที่อยู่ในโครงสร้างของ แป้ง 
กลูโคส ซูโครส เซลลูโลส น้ า และกรดอะมิโน (Osborne และคณะ, 1993) 

  จากการสังเกตลักษณะของสเปกตรัมของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีปริมาณความชื้นและ
การปนเปื้อนของราต่างกัน (ภาพที่ 4.5 และ 4.6) พบว่า ตัวอย่างที่ถูกปรับความชื้นเป็น 14 และ 18 
เปอร์เซ็นต์ มีการดูดซับคลื่นที่สัมพันธ์กับโครงสร้างของน้ า (ที่ช่วงจ านวนคลื่น 5239 ต่อเซนติเมตร) 
ต่ ากว่าตัวอย่างที่ไม่ถูกปรับความชื้น ซึ่งไม่เป็นไปตามทฤษฎี เนื่องจาก ความชื้นดังกล่าวเป็นความชื้น
เริ่มต้นก่อนการบ่ม เมื่อบ่มให้ราเจริญเป็นระยะเวลา 14 วัน ราจะใช้น้ าในการเจริญเติบโตและเกิดการ
ระเหยของน้ าตลอดระยะเวลาของการบ่มจึงท าให้ปริมาณน้ าในตัวอย่างลดลง จึงท าให้พบการดูดซับ
ของน้ าต่ าลง 

5.1.3 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

  จากการแบ่งตัวอย่างออกเป็น 6 ชุด ตามภาวะต่างๆ ดังตารางที่ 4.17 แล้วน าชุด 
ตัวอย่างทั้ง 6 ชุด มาสร้างแบบจ าลองเพ่ือการท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด ราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในข้าวกล้องโดยการหา 
ความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลสเปกตรัมกับข้อมูลทางห้องปฏิบัติการด้วยวิธีการถดถอยก าลังสองน้อย 
ที่สุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) โดยใช้โปรแกรม OPUS 7.0.129  
(Bruker optic GmbH, Germany) สรุปได้ดังนี้ 
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  5.1.3.1 แบบจ าลองเพ่ือการท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด 

   แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับการท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 
ทั้งหมดได้จากชุดตัวอย่างที่ 6 (ตัวอย่างทั้งหมด) จากสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการด้วยวิธีการลบโดย 
เส้นตรง (straight line subtraction) โดยแบบจ าลองมีค่า R2 ซึ่งเป็นค่าที่ใช้อธิบายถึงประสิทธิภาพ 
ของแบบจ าลอง เท่ากับ 0.92 จาก Williams (2007) ค่า R2 ในช่วง 0.92-0.96 หมายถึง สามารถใช้ 
แบบจ าลองในการประยุกต์ส่วนใหญ่ รวมถึงการประกันคุณภาพ ส าหรับอัตราส่วนระหว่างค่า SD ต่อ  
SEP (ratio of standard deviation to standard error of prediction, RPD) เท่ากับ 3.59 อยู่ 
ในช่วง 3.1-4.9 หมายถึง แบบจ าลองมีประสิทธิภาพพอใช้ และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการ 
แบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ (Williams, 2007) ประกอบกับแบบจ าลองมีค่า RMSEP ต่ าที่สุด (3.17  
เปอร์เซ็นต์) เมื่อเทียบกับแบบจ าลองที่สร้างจากชุดตัวอย่างที่ 2 (ค่า RMSECV เท่ากับ 6.11  
เปอร์เซ็นต)์ แม้ว่าค่าสัมประสิทธ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ของแบบจ าลอง 
ทั้งสองจะใกล้เคียงกัน ค่า RMSECV หรือ RMSEP เป็นค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่าง 
ระหว่างค่าที่แบบจ าลองท านายได้กับค่าจริงจากห้องปฏิบัติการ ถ้ามีค่าความแตกต่างน้อยแสดงถึง
ความมีประสิทธิภาพของแบบจ าลอง  

  5.1.3.2 แบบจ าลองเ พ่ือการท านายค่า เปอร์ เซ็นต์การติด เชื้ อของราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

   จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง แบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างชุดที่ 4 ให้ค่าการท านายที่ดีที่สุด 
โดยใช้ที่สเปกตรัมผ่านการจัดการด้วยวิธีการปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scatter  
correction; MSC) แบบจ าลองที่ได้มีค่า R2 เท่ากับ 0.84 ซึ่งอยู่ในช่วง 0.83-0.90 หมายความว่าควร 
ใช้แบบจ าลองด้วยความระมัดระวัง รวมถึงสามารถใช้ในงานวิจัยได้ (Williams, 2007) ค่า RPD ของ 
แบบจ าลอง เท่ากับ 2.53 อยู่ในช่วง 2.4-3.0 หมายถึง สามารถน าแบบจ าลองไปใช้ในการแบ่งกลุ่ม 
ตัวอย่างแบบหยาบๆ ได้ (Williams, 2007) แบบจ าลองมีค่า RMSECV ต่ าที่สุด เท่ากับ 6.57  
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งค่าดังกล่าวสามารถบอกได้ถึงประสิทธิภาพของแบบจ าลอง ค่า RMSECV เป็นค่า 
เบี่ยงเบนของความแตกต่างระหว่างค่าที่แบบจ าลองท านายได้กับค่าจริงที่ได้จากวิธีทางห้องปฏิบัติการ 
แบบจ าลองที่ดีควรมีค่าดังกล่าวต่ า  
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  5.1.3.3 แบบจ าลองเพ่ือการท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวม 

   แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับการท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวมใน
ตัวอย่างข้าวกล้องปรับภาวะสร้างจากตัวอย่างชุดที่ 6 จากสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการด้วยวิธีการปรับ 
ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (vector normalization; SNV) ค่า R2 และ RPD เท่ากับ 0.93  
และ 3.77 ตามล าดับ ซึ่งค่า R2 ในช่วง 0.92-0.96 หมายถึง สามารถน าไปใช้ในการประยุกต์ส่วนใหญ่  
รวมถึงการประกันคุณภาพได้ และค่า RPD ที่ได้อยู่ในช่วง 3.1-4.9 หมายความว่าแบบจ าลองมี 
ประสิทธิภาพพอใช้ และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ (Williams, 2007)  
แบบจ าลองมีค่า RMSEP ต่ าที่สุดในกลุ่มแบบจ าลองที่มีค่า R2 สูง เท่ากับ 188.00 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัม 

  ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) และค่า X-loading  
weight เป็นค่าที่ชี้ถึงผลกระทบของความยาวคลื่นต่อแบบจ าลอง ความยาวคลื่นที่มีค่าดังกล่าวสูง  
แสดงถึงความส าคัญและความมีอิทธิพลของความยาวคลื่นนั้นต่อแบบจ าลอง จากกราฟสัมประสิทธิ์ 
การถดถอย (regression coefficient plot) และกราฟแสดงค่า X-loading weight ของแบบจ าลอง 
เพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณทั้งหมด พบว่า พีคที่มีความส าคัญต่อแบบจ าลองส่วนใหญ่เป็นพีคที่มี
ความสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของโครงสร้างของเซลลูโลส น้ า แป้ง และกรดอะมิโน ซึ่งพบได้ในข้าว
กล้อง 

  จากผลการทดลองพบว่า แบบจ าลองที่ดีที่สุดทั้งสามแบบจ าลองได้จากชุดตัวอย่างที่
ถูกปรับภาวะ โดยแบบจ าลองเพ่ือการท านายค่าเปอร์ เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด และ 
แบบจ าลองเพ่ือการท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวมซึ่งได้จากชุดตัวอย่างที่ 6 (ตัวอย่างข้าวกล้อง 
ปรับภาวะทั้งหมด) ให้ค่าการท านายอยู่ในเกณฑ์ดี สามารถน าไปประยุกต์และใช้ในงานประกัน
คุณภาพได้ ส าหรับแบบจ าลองที่ดีที่สุดเพ่ือการท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง สร้างจากชุดตัวอย่างที่ 4 (ตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อน 
ด้วยราที่ความชื้น 14 และ 18 เปอร์เซ็นต์) สามารถน ามาใช้ในงานวิจัยและควรใช้อย่างระมัดระวัง  
ดังนั้น สรุปได้ว่า การปรับภาวะของตัวอย่างท าให้ค่าที่ต้องการวิเคราะห์มีความหลากหลายและการ  
กระจายตัวมากยิ่งขึ้น ส่งผลให้ได้แบบจ าลองที่มีค่า R2 และ RPD ที่สูงขึ้น ซึ่งเห็นได้ชัดเจนจาก 
แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณอะฟลาทอกซินรวม ชุดตัวอย่างที่ 1-3 ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีการปนเปื้อน 
ของราตามธรรมชาติ มีค่า R2 (0.20-0.45) และ RPD (1.12-1.35) ซึ่งต่ ากว่าแบบจ าลองที่สร้างจาก 
ชุดตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา (ชุดตัวอย่างที่ 4-6) ซึ่งมีค่า R2 และค่า RPD อยู่ในช่วง 0.90- 
0.93 และ 3.14-3.77 ตามล าดับ เนื่องจาก การปรับภาวะของตัวอย่างท าให้ได้ค่าปริมาณอะฟลาทอก
ซินที่หลายหลาย และมีการกระจายของจ านวนตัวอย่างที่ดีขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม การกระจายตัวของ
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ข้อมูลยังคงเป็นแบบไม่สม่ าเสมอ เนื่องจาก การปรับภาวะของตัวอย่างท าให้การติดเชื้อของราและ
ปริมาณอะฟลาทอกซินในอยู่ในระดับสูงมาก และเป็นที่สังเกตได้ว่าแบบจ าลองดังกล่าวสามารถ
ท านายค่าอะฟลาทอกซินที่มีอยู่ในระดับสูงได้แม่นย า (ภาพที่ 4. 15) เช่นเดียวกับแบบจ าลองที่ท านาย 
ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่สามารถ 
ท านายได้แม่นย าเมื่อตัวอย่างมีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสูง แต่อย่างไรก็ตาม ในธรรมชาติ
อาจจะไม่พบการปนเปื้อนในระดับนี้ ดังนั้น แบบจ าลองที่สร้างขึ้นจึงเหมาะส าหรับการใช้ในงานวิจัย
เท่านั้น เพ่ือแสดงให้เห็นว่าการกระจายของตัวอย่างมีความส าคัญต่อความแม่นย าของแบบจ าลอง 
การเลือกใช้ตัวอย่างที่มีการกระจายของค่าที่ต้องการวัดแบบสม่ าเสมอ (uniform distribution) จะ 
ท าให้ได้แบบจ าลองที่มีค่าการท านายที่ดี (ค่า R2 และ RPD) ซึ่งแสดงถึงความมีประสิทธิภาพของ 
แบบจ าลอง 

5.1.4 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

  ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธีซอฟอินดิเพนเดนต์โมเดลลิ่งออฟ 
คลาสอนาล็อก (soft independent modeling of class analogy, SIMCA) และการวิเคราะห์ 
จ าแนกกลุ่มด้วยการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least square – discriminant  
analysis, PLS-DA) จากโปรแกรม Unscrammbler 9.8 (Camo, Norway) ซึ่งความสามารถในการ 
จ าแนกกลุ่มของแบบจ าลองดูได้จากค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม สรุปได้ดังนี้ 

  5.1.4.1 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของรา
ทั้งหมด…………………………….. 

จากการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามค่า
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดพบว่า วิธี PLS-DA ให้ผลการท านายสูงกว่าแบบจ าลองที่สร้าง 
จากวิธี SIMCA โดยแบบจ าลองที่ท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ 
ของราทั้งหมดเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าการท านายเท่ากับ 97.18  
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดเท่ากับ 0-90 เปอร์เซ็นต์ และ 91-100 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 
เท่ากับ 82.63 เปอร์เซ็นต์ 
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  5.1.4.2 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

   แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามการปนเปื้อนของราสกุล  
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่ดีที่สุดได้จากวิธี PLS-DA โดยแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่าง 
ที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของรา และแบบจ าลองการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การ
ติดเชื้อของราเท่ากับ 0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
โดยรวม เท่ากับ 95.71 และ 74.29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

  5.1.4.3 แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องตามปริมาณอะฟลาทอก
ซินรวม.......................... 

   แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA มีค่าเปอร์เซ็นต์การ 
แบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงกว่าวิธี SIMCA โดยแบบจ าลองการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีและไม่มี 
การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินรวมมีค่าการท านายเท่ากับ 94.84 เปอร์เซ็นต์ และแบบจ าลองเพ่ือการ 
แบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมน้อยกว่า และมากกว่าหรือเท่ากับ  
20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม เท่ากับ 87.79 เปอร์เซ็นต ์

  จากผลการท านายการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดพบว่า แบบจ าลองที่สร้าง 
ด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ความถูกต้องโดยรวมสูงกว่าแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี SIMCA โดย 
หลักการของวิธี SIMCA คือ การสร้างแบบจ าลองของแต่ละกลุ่มแล้วค่อยน าแบบจ าลองที่สร้างขึ้นไป
ท านายตัวอย่างกลุ่มตนเองและกลุ่มอ่ืนๆ ซึ่งแบบจ าลองจากวิธี SIMCA มักจะใช้ส าหรับการอธิบาย 
ความแปรปรวนของตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม ไม่ได้เป็นวิธีส าหรับการจ าแนกกลุ่มตัวอย่างโดยตรง 
ในขณะที่วิธี PLS-DA เป็นวิธีที่สร้างแบบจ าลองส าหรับจ าแนกกลุ่มตัวอย่างได้โดยตรง (Ballabio และ
คณะ, 2009) โดยแบบจ าลองจากวิธี PLS-DA น าตัวอย่างทั้งสองกลุ่มมาสร้างเป็น 1 แบบจ าลองเพ่ือ 
ท านายตัวอย่างทุกกลุ่ม ซึ่งความแม่นย าของแบบจ าลองขึ้นอยู่กับค่าที่ใช้เป็นเกณฑ์ในการจัดกลุ่ม ถ้า
หากตัวอย่างทั้งสองกลุ่มมีค่าต่างกันอย่างชัดเจนจะได้ค่าการท านายที่สูง เช่น แบบจ าลองการ
แบ่งกลุ่มตัวอย่างมีและไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองมีค่าการ
ท านายที่สูงกว่าแบบจ าลองการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อรา เท่ากับ  
0-50 เปอร์เซ็นต์ และ 51-100 เปอร์เซ็นต์ จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองเป็นอีกหนึ่ง
ปัจจัยที่มีผลต่อความสามารถในการแบ่งกลุ่มตัวอย่างของแบบจ าลอง PLS-DA ถ้าในแบบจ าลองมี 
จ านวนตัวอย่างที่เป็นตัวแทนของกลุ่มใดมากก็จะสามารถท านายตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่มนั้นได้อย่าง
แม่นย า 



 
 

 

121 

5.2 การตรวจสอบการเจริญของ A. flavus และปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 บนข้าวกล้อง
เมล็ดเดี่ยวเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

5.2.1 การตรวจสอบการเจริญของ A. flavus บนข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยว 

  5.2.1.1 ลักษณะเมล็ดข้าวกล้อง 

   ลักษณะเมล็ดข้าวกล้องที่มีการเจริญและไม่มีการเจริญของ A. flavus 
แสดงในภาพที่ 4.22 โดยสามารถมองเห็นเมล็ดที่มีการเจริญของ A. flavus ได้ด้วยตาเปล่าอย่าง
ชัดเจนเมื่ออายุการบ่มตั้งแต่ 2 วันขึ้นไป  

  5.2.1.2 ลักษณะสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด 

   จากการศึกษาสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยและสเปกตรัมที่ผ่านการปรับแต่งด้วย
วิธีการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด ของข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการเจริญและมีของ  
A. flavus บนเมล็ดในแต่ละวันของการบ่มที่ได้จากการสแกนตัวอย่างด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม 
เนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) รุ่น NIRFlex N-500 (Buchi,  
Switzerland) วัดในระบบสะท้อนแบบแพร่ ในช่วงจ านวนคลื่น 10000-4000 ต่อเซนติเมตร พบว่า  
สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มีการเจริญของราและมีการเจริญของราบน 
เมล็ดในแต่ละวันของการบ่มมีรูปแบบที่เหมือนกัน (ภาพที่ 4.22) และสเปกตรัมที่ผ่านการปรับแต่ง 
ด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด (ภาพที่ 4.23) มีพีคที่เด่นชัดจ านวน 10 พีค และ 
มีพีคท่ีต่างกันอย่างชัดเจนระหว่างตัวอย่างที่ไม่มีการเจริญของราและมีการเจริญของราสูงสุดบนเมล็ด
ข้าวกล้อง เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 5880 และ 4384 ต่อเซนติเมตร (1701 และ 2281 นาโนเมตร)  
สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของโครงสร้าง CH3 ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบได้ในเส้นใย (fiber) และ 
น้ ามัน (oil) ที่เป็นองค์ประกอบของข้าวกล้อง (Osborne และคณะ, 1993; Bagchi และคณะ, 2016)  
พีคที่จ านวนคลื่น 5712 ต่อเซนติเมตร (1751 นาโนเมตร) ซึ่งเป็นการสั่นสะเทือนของโครงสร้างหมู่ 
ซัลฟ์ไฮดริล (-SH) ที่เป็นส่วนประกอบของกรดอะมิโน และพีคที่จ านวนคลื่น 5620 เซนติเมตร (1779  
นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างเซลลูโลส (Osborne และคณะ, 1993) และ 
เมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัมที่ได้จากการสแกนตัวอย่างแบบเมล็ดเดี่ยว (single kernel) กับสเปกตรัม 
จากการสแกนตัวอย่างแบบหลายเมล็ด (whole kernel) พบว่า สเปกตรัมของตัวอย่างเมล็ดเดี่ยวมีพีค 
ที่ต่างกันชัดเจนระหว่างเมล็ดที่มีการเจริญและไม่มีการเจริญของรา ซึ่งในสเปกตรัมที่ได้จากการสแกน
ตัวอย่างแบบหลายเมล็ดก็พบความแตกต่างของพีคที่ปรากฏบนเส้นสเปกตรัมเช่นกันแต่ยังไม่ชัดเจน  
โดยเฉพาะที่จ านวนคลื่นเท่ากับ 5620 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะใน 
โครงสร้างเซลลูโลส จากผลการทดลองพบว่า มีการดูดซับของคลื่นที่พีคนี้สูงในข้าวเมล็ดเดี่ยวที่ไม่มี
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การเจริญของรา ในขณะที่ข้าวเมล็ดเดี่ยวที่มีการเจริญของรามีการดูดซับของพีคดังกล่าวต่ า  แสดงถึง 
การลดลงของปริมาณเซลลูโลสในเมล็ดข้าวที่มีการเจริญของรา ซึ่งมีหลายงานวิจัยที่ระบุว่า A. flavus  
สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือช่วยให้ราเจริญในแหล่งอาหารที่มีเซลลูโลสได้ (Olutiola, 1976; 
Ojumu และคณะ, 2003; Murad และคณะ, 2013)  

  5.2.1.3 แบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

   แบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีและไม่มีการ 
ปนเปื้อนของราด้วยวิธี SIMCA ให้ค่าการท านายในช่วง 62.96-75.93 เปอร์เซ็นต์ และแบบจ าลองที ่
สร้างด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าการท านายสูงกว่า โดยแบบจ าลองสามารถท านายตัวอย่างในแต่ละกลุ่มได้ 
แม่นย าด้วยค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องเท่ากับ 81.48 และ 88.89 เปอร์เซ็นต์ และมีค่า 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 85.19 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งค่าที่ได้อยู่ในเกณฑ์สูงแสดงว่า 
แบบจ าลองสามารถแบ่งกลุ่มของตัวอย่างได้อย่างแม่นย า  

5.2.2 การตรวจการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 บนข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยว 

  5.2.2.1 ลักษณะสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด 

   จากการสแกนตัวอย่างด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปก 
โตรมิเตอร์ รุ่น NIRFlex N-500 (Buchi, Switzerland) ด้วยระบบสะท้อนแบบแพร่ ที่ช่วงจ านวน 
คลื่น 10000-4000 ต่อเซนติเมตร ได้สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ปนเปื้อน 
ด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0, 5, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ 
สเปกตรัมที่ผ่านการปรับแต่งด้วยวิธีการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด (ภาพที่ 4.25 และ  
4.26 ตามล าดับ) พบว่า สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ มีรูปแบบที่เหมือนกัน และเห็นพีคชัดเจนขึ้นเมื่อสเปกตรัมผ่านการปรับแต่งด้วย  
วิธีการแปลงอนุพันธ์อันดับที่สองทุกๆ 11 จุด โดยมีพีคท่ีเด่นชัดจ านวน 11 พีค เช่น ที่ช่วงจ านวนคลื่น  
6296, 5884, 5620, 5488, 5252, 4860, 4384, 4328 และ 4260 ต่อเซนติเมตร (1588, 1700,  
1779, 1822, 1904, 2058, 2281, 2311 และ 2347 นาโนเมตร) ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการ 
สั่นสะเทือนของพันธะในโครงสร้างที่เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของข้าวกล้อง เช่น แป้ง กลูโคส CH3  
เซลลูโลส และโปรตีน (Osborne และคณะ, 1993) 
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  5.2.2.2 แบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

   จากแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวทั้งหมด  
พบว่า แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าการท านายที่สูงกว่าวิธี SIMCA โดยแบบจ าลองเพ่ือ 
การแบ่งกลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยวที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 
เท่ากับ 0 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม เท่ากับ 98.15  
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับผลการแบ่งกลุ่มตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 
น้อยกว่าหรือเท่ากับ และมากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
โดยรวม เท่ากับ 93.75 จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มของตัวอย่างข้าวกล้องเมล็ดเดี่ยว  
ค่าจากแบบจ าลองที่สร้างจากวิธี PLS-DA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูง แสดงว่า 
แบบจ าลองดังกล่าวสามารถใช้ในการแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ 

 จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มทั้งหมดพบว่า วิธี PLS-DA ให้ค่าการท านายที่ 
สูงกว่าแบบจ าลองท่ีสร้างด้วยวิธี SIMCA ซึ่งการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLS-DA เป็นการน าตัวอย่าง 
จากทุกกลุ่มมาสร้างเป็น 1 แบบจ าลองเพ่ือท านายตัวอย่างชุดท านายของแต่ละกลุ่ม โดยปัจจัยที่มีผล 
ต่อความแม่นย าของแบบจ าลอง คือ จ านวนตัวอย่างที่ใช้สร้างแบบจ าลอง โดยแบบจ าลอง PLS-DA ที ่
ใช้จ านวนตัวอย่างไม่เท่ากันจะท านายแม่นย าเฉพาะตัวอย่างกลุ่มท่ีมีจ านวนมากกว่า  

 เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีถูกน ามาใช้เพ่ือให้วิเคราะห์สารพิษจากราได้อย่าง 
รวดเร็ว แทนการวิเคราะห์แบบดั้งเดิม เช่น วิธี ELISA วิธีโครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง  
และวิธีแก๊สโครมาโตกราฟี เนื่องจาก เทคนิคนี้เป็นการวัดแบบไม่ท าลายตัวอย่าง (non-destructive)  
รวดเร็ว มีต้นทุนต่ าเมื่อเทียบกับการวิเคราะห์แบบดั้งเดิม และไม่ใช้สารเคมีที่เป็นการอันตรายต่อผู้
วิเคราะห์ (Quintelas และคณะ, 2015) ซึ่งแบบจ าลองท่ีได้ในงานวิจัยฉบับนี้ส่วนใหญ่มีค่าการท านาย 
ที่สูงทั้งแบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณ และแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่ม มีงานวิจัยหลาย 
งานที่ใช้เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีมาประยุกต์ใช้เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อนของราและ
สารพิษจากราในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ เช่น Delwiche (2003) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโก 
ปีเพ่ือจัดกลุ่มเมล็ดข้าวสาลีที่เป็นโรคต่างกันได้แบบจ าลองที่สามารถจัดกลุ่มได้อย่างแม่นย า โดยมีค่า  
การท านายเท่ากับ 95 และ 98 เปอร์เซ็นต์ Tripathi และคณะ (2009) ตรวจหาอะฟลาทอกซินบี 1  
ในพริกป่นโดยใช้ฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-NIR) ได้แบบจ าลองที่มีค่า  
R2 เท่ากับ 96.7 ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์แบบรวดเร็วได้ Siripatrawan และคณะ (2015)  
ที่ติดตามการเจริญของราบนเมล็ดข้าวกล้องโดยใช้คลื่นในช่วงวิซิเบิล  (visible) และช่วงเนียร์ 
อินฟราเรด ได้แบบจ าลองที่มีค่า R2 เท่ากับ 0.97 ซึ่งสามารถใช้ท านายการติดเชื้อของราบนเมล็ดข้าว 
ได้ Senthilkumar และคณะ (2016) แบ่งกลุ่มข้าวสาลีที่ปนเปื้อนราและโอคราทอกซินเอด้วยเทคนิค 
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เนียร์อินฟราเรดและ hyperspectral imaging ได้แบบจ าลองที่มีค่าการท านายแม่นย า เท่ากับ 90  
และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

 เนื่องจาก เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิคที่รวดเร็วและไม่ท าลายตัวอย่าง 
จึงถูกน ามาประยุกต์ใช้ในโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่ม ยา และ  
การเกษตร โดยน ามาประยุกต์ใช้ในขั้นตอนการตรวจสอบและควบคุมคุณภาพของสินค้าเพ่ือ
ประหยัดเวลาและลดต้นทุนการผลิต เช่น การคัดแยกคุณภาพ ขนาด และความหวานของผลไม้ รวม
ไปถึงการตรวจสอบความเสียหายที่เกิดจากราในผลิตภัณฑ์การเกษตรด้วยเช่นกัน  อย่างไรก็ตาม 
ปัญหาส าคัญประการหนึ่งของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือตรวจหาสารปนเปื้อนที่มีปริมาณต่ า 
คือ มีความไวของการวิเคราะห์ต่ า (poor sensitivity) เมื่อใช้ในการวิเคราะห์สารเคมีที่ตกค้างใน 
อาหาร เช่นเดียวกับสารพิษจากราในอาหาร (Teye และคณะ, 2013) ซึ่งแบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์ 
เชิงปริมาณท่ีได้สามารถท านายค่าองค์ประกอบทางเคมีในระดับสูงได้อย่างแม่นย า ต่างกับการท านาย
ค่าองค์ประกอบทางเคมีที่อยู่ในระดับต่ า ดังนั้น การปรับปรุงให้เทคนิคนี้มีความไวในการตรวจ
วิเคราะห์มากขึ้นจึงเป็นเรื่องส าคัญเพ่ือใช้ในการตรวจหาสารปนเปื้อนในอาหารและผลผลิตทางการ
เกษตรได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 จากงานวิจัยนี้พบว่า การปรับภาวะของตัวอย่างท าให้มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 
ทั้งหมด ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และปริมาณอะฟลาทอกซินรวมในตัวอย่างสูงขึ้น  
แต่การกระจายของตัวอย่างยังเป็นแบบไม่สม่ าเสมอ เมื่อน าข้อมูลที่ได้มาสร้างแบบจ าลองเพ่ือการ 
วิเคราะห์เชิงปริมาณได้แบบจ าลองทีใ่ห้ผลการท านายที่ดี จึงสรุปได้ว่า การเลือกตัวอย่างที่ดีเป็นปัจจัย 
ส าคัญต่อประสิทธิภาพการท านายของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี  ส าหรับแบบจ าลองเพ่ือ 
การวิเคราะห์เชิงคุณภาพ แบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLS-DA มีค่าการท านายที่แม่นย ากว่าวิธี SIMCA  
โดยปัจจัยที่มีผลต่อความแม่นย าของแบบจ าลอง คือ จ านวนตัวอย่างที่ เท่ากันในแต่ละกลุ่มที่ใช้สร้าง 
แบบจ าลอง และผลจากการสแกนข้าวกล้องแบบเมล็ดเดี่ยว (single kernel) ท าให้เห็นความแตกต่าง 
ของพีคที่ปรากฏในสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดที่ไม่มีและมีการเจริญของราได้ชัดเจนกว่าการสแกน  
ตัวอย่างแบบหลายเมล็ดรวมกัน (whole kernel) ซึ่งผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัยทั้งหมดนี้เป็น 
แนวทางส าคัญในการพัฒนาแบบจ าลองเนียร์อินฟราเรดต่อไปเพ่ือให้ได้แบบจ าลองที่มีประสิทธิภาพ
มากขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

อาหารส าเร็จรูป PDA 39              กรัม 
ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. สารละลายที่ใช้เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ 

 ชั่งโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับ Tween 80 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2. สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์เข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ 

 น าสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ ที่ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 6.67 มิลลิลิตร มา

ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 93.33 มิลลิลิตร 

3. สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

 ดูดสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร แล้วเติมเฟสเคลื่อนที่ส าหรับอะฟลาทอกซินบี 1 (น้ าปลอดประจุผสมกับอะซีโตไนไตรล์ 

และเมทานอลในอัตราส่วน 6:2:2) จนครบปริมาตร เพ่ือให้ได้สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความ

เข้มข้น 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

  



 
 

 

145 

ภาคผนวก ค 

สูตรที่ใช้ในการค านวณ 

1. การค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อรา 

เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อรา  =  
จ านวนเมล็ดที่ติดเชื้อ
จ านวนเมล็ดทั้งหมด

       

2. การค านวณสารละลายอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ 5 ความเข้มข้น  

 เตรียมสารละลายอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 0, 5, 20, 50 และ 100 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตร โดยค านวนปริมาตรของสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 200 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตร และเฟสเคลื่อนที่ส าหรับอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ต้องเติม ตามสูตร 

C1V1 = C2V2 

เมื่อ C1 คือ ความเข้มข้นของสารละลายก่อนเจือจาง (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

C2 คือ ความเข้มข้นของสารละลายหลังเจือจาง (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

V1 คือ ปริมาตรของสารละลายก่อนเจือจาง (มิลลิลิตร) 

V2 คือ ปริมาตรของสารละลายหลังเจือจาง (มิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ง 

ข้อมูลดิบ 

ตารางที ่ง.1 สถานที่เก็บตัวอย่างและจ านวนตัวอย่างข้าวกล้องท่ีใช้ในการทดลอง 

สถานที่เก็บตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง 

กรุงเทพมหานคร 12 

ประจวบคีรีขันธ์ 7 

ร้อยเอ็ด 1 

รวม 20 
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