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การตรวจสอบความแตกตางของปริมาณเมล็ดขาวโพดเลี้ยงสัตวที่ถูกเชื้อ Aspergillus flavus เขาทําลายดวย
เทคนิค VIS/NIR spectroscopy 

Detections of the Differential Quantity of Maize Seed infected with Aspergillus flavus  by VIS/NIR 
spectroscopy Technique 
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Abstract 
Detection the spectrums of Aspergillus flavus infected maize seeds variety DK 888 were carried out 

using NIRSystem6500 model at the wavelength 400-2500 nm. Maize seed 200 gram per sample and 30 samples 
per treatment were used to indicate the spectrum differences among treatments of 5, 10, 15 and 20 percent of 
infected seed mixed with the un-inoculations (w/w). Convert data spectrum by second degree derivative and 
spectrum analysis technique by principle component analysis (PCA). Results indicated that spectrum of 
uncontaminated maize and contaminated maize clearly detected at peak wave length of 1100-2500 nm at 1162, 
1200, 1420, 1706, 1914 and 2340 nm. PCA technique to distinguish the spectrum of uncontaminated maize and 
contaminated maize at each level of mixed samples showed that PC1 could accurately maize contaminated with 
A. flavus at over 10 percent infected seed. However, maize contaminated with A. flavus at 5 percent was the 
lowest level that showed peak wavelength at 1162 and 1914 nm. Therefore NIR spectroscopy technique was 
potential to detected A. flavus contamination in maize seed quantitatively. 
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บทคัดยอ 

จากการตรวจสอบสเปกตรัมของตัวอยางเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวพันธุ DK 888 ที่ถูกเช้ือรา Aspergillus flavus เขา
ทําลายผสมกับเมล็ดขาวโพดปกติดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร โดยใชเมล็ด
ขาวโพด 200 กรัมตอตัวอยาง และ 30 ตัวอยางตอกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดที่มีเช้ือเขาทําลายตอเมล็ดปกติในอัตราสวน  5, 
10, 15 และ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จากการแปลงขอมูลสเปกตรัมที่วัดไดดวยอนุพันธอันดับที่สอง (second derivative) 
และวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค Principle component analysis (PCA) พบวาในชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตร ที่
ความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 1914 และ 2340 นาโนเมตร สามารถระบุพีกของสเปกตรัมในแตละกรรมวิธีและชุด
ควบคุมที่ใชเมล็ดขาวโพดท่ีไมปนเปอนไดอยางชัดเจน และจากการวิเคราะหขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิค PCA พบวาที่ PC1 
สามารถบอกความแตกตางของสเปกตรัมในแตละกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือเขาทําลายในเปอรเซ็นตตางๆ ได
อยางชัดเจนโดยเฉพาะในกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีเช้ือ A. flavus 10 เปอรเซ็นตขึ้นไป อยางไรก็ตามพบวาที่ระดับ
ของการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีเช้ือ A. flavus เขาทําลาย 5 เปอรเซ็นต เปนระดับตํ่าที่สุดที่สามารถสังเกตเห็นความแตกตางของ
พีกที่ความยาวคล่ืน 1162 และ 1914 นาโนเมตร ดังนั้น เทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปจึงมีศักยภาพในการตรวจสอบ
ความแตกตางของปริมาณเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลายได  
คําสําคัญ: ขาวโพดเล้ียงสัตว, เนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป, Aspergillus flavus 
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บทนํา 
ปญหาสําคัญในกระบวนการจัดการหลังการเก็บเก่ียวผลผลิตขาวโพด โดยเฉพาะอยางย่ิงการเก็บรักษาคือ มีการ

ปนเปอน ดวยเช้ือรา โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือ Aspergillus spp. เปนกลุมเช้ือราท่ีทําใหเกิดความเสียหายแกเมล็ดพืชที่เก็บรักษา
ในโรงเก็บมากที่สุด (สมบัติ, 2535) เช้ือรา A. flavus ไดสรางปญหาแกเกษตรกรในการจัดการหลังการเก็บเก่ียวเมล็ดขาวโพด 
เนื่องจาก เปนกลุมเช้ือราในโรงเก็บพบไดทั่วไป เจริญและสรางสปอรไดมากมายลองลอยไปในอากาศ เมล็ดจึงมีโอกาสติดเช้ือ
ราไดงาย เช้ือราเหลานี้อาจติดอยูตามฝกเมล็ดหรือแทรกอยูตามรอยแตก รอยแยกของเปลือกเมล็ด อาจฝงตัวอยูในรูปของเสน
ใย สปอร หรือโครงสรางอื่นๆ เม่ือสภาพแวดลอมตางๆเหมาะสม ก็จะเจริญและเขาทําลายเมล็ดใหเสียหาย  (สมบัติ, 2535) ซึ่ง
การประเมินอัตราการปนเปอนและความเสียหายจากการเขาทําลายของเช้ือราเหลานี้กระทําไดคอนขางยาก เนื่องจากตอง
อาศัยขั้นตอนของการตรวจสอบท่ีใชเวลานาน เสียคาใชจายสูง ทั้งยังทําลายตัวอยางที่นํามาตรวจสอบ  จึงไดพัฒนาเทคนิค 
VIS/NIR spectroscopy เพื่อตรวจสอบความแตกตางของปริมาณเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวที่ถูกปนเปอนดวยเช้ือ A. flavus ซึ่ง 
VIS/NIR spectroscopy เปนเทคนิคที่ไมทําลายตัวอยาง (non-destructive) จากรายงานของ Roberts et al. (1987) ไดนํา
เทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปในชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตร โดยวัดการสะทอนกลับของแสง พบวา
สามารถทํานายคาปริมาณไคติน (chitin) ซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลลของเช้ือรา (fungal cell wall polymer of 
glucosamine) ที่ปนเปอนในหญาอัลฟลฟาแหงไดอยางแมนยํา  สอดคลองกับ Wang et al. (2004) ไดใชเทคนิค VIS/NIR 
spectroscopy วัดแบบการสะทอนกลับของแสง (reflectance) ชวงความยาวคล่ืน 400-1700 nm แยกเมล็ดถ่ัวเหลืองปกติ
ออกจากเมล็ดที่มีการเขาทําลายของเชื้อรา 

 
อุปกรณและวิธีการ 

ทําการทดลอง ณ สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยนําตัวอยางเมล็ดขาวโพดเล้ียง
สัตวพันธุ DK 888 จํานวน 30 กิโลกรัม แบงตัวอยางเมล็ดออกเปนสองสวน โดยสวนแรกนําเมล็ดมาเกล่ียในถาดอลูมิเนียม 
และปลูกเช้ือดวยการฉีดพนสารแขวนลอยสปอรของเช้ือรา A. flavus ความเขมขน 0.4×106 สปอรตอมิลลิลิตร จํานวน 4 
มิลลิลิตร ใหกระจายอยางทั่วถึงทุกเมล็ด ปดถาดดวย plastic wrap ชนิด polyvinyl chloride บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง นาน 4 
วัน เม่ือสังเกตเห็นการเจริญของเช้ือรา จึงนําเมล็ดที่ไดมาทดลอง ใน 4 กรรมวิธี คือ กรรมวิธีที่ 1, 2, 3 และ 4 โดยผสมเมล็ดที่มี
เช้ือเขาทําลายมาผสมกับเมล็ดขาวโพดปกติ ในอัตราสวน 5%, 10%, 15% และ 20% โดยน้ําหนักตามลําดับ สําหรับชุดควบคุม
จะใชเมล็ดขาวโพดท่ีไมไดปลูกเช้ือและผานการฆาเช้ือที่ผิวดวย สารละลาย sodium hypochlorite เขมขน 0.1% นาน 1 นาที 
ทุกกรรมวิธีใชเมล็ดขาวโพดนํ้าหนัก  200 กรัมตอตัวอยาง และใช 30 ตัวอยางตอกรรมวิธี จากนั้นนําเมล็ดในแตกรรมวิธีไปวัด
สเปกตรัม ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, Silver Spring, USA) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโน
เมตรดวยอุปกรณเสริม Transportation module with coarse sample cell โดยวัดการสะทอนกลับของแสง แลวนําขอมูล
สเปกตรัมที่ไดมาวิเคราะหเพื่อหาความสัมพันธของปริมาณการปนเปอนดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 7.6 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

จากการวิเคราะหขอมูลสเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวที่ถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลายที่ระดับตางๆ (Figure 1) 
พบวา ในชวงความยาวคล่ืน 400-700 นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน visible สเปกตรัมของเมล็ดปกติที่ผสมกับเมล็ดที่ถูกเขาทําลาย
ดวยเช้ือรา A. flavus ที่ระดับ 15% และ 20 % ตามลําดับมีคาการดูดกลืนแสงที่ตํ่ากวาเมล็ดขาวโพดปกติโดย เมล็ดขาวโพดท่ี
เร่ิมมีการเขาทําลายของเช้ือรา เมล็ดจะมีสีจางลงจากเมล็ดปกติ  ซึ่ง สมบัติ (2535) กลาววา เช้ือรา A. flavus สามารถทําให
เกิดการเปล่ียนสีของเมล็ดไดเม่ือเขาทําลายเมล็ด ดังนั้นเมล็ดขาวโพดท่ีมีระดับการผสมที่เพิ่มขึ้น ทําใหมีคาการดูดกลืนแสงท่ี
ลดลง ซึ่งสอดคลองกับ Wang et al. (2004) รายงานวา คาการดูดกลืนแสงของสีเมล็ดถ่ัวเหลืองปกติเปรียบเทียบสีของเมล็ดที่
เปล่ียนแปลงไปท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ 4 ชนิดมีคาแตกตางกันตามสีของเย่ือหุมเมล็ดและชนิดของเช้ือที่เขาทําลาย 
โดยพบวาเมล็ดที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือ Phomopsis และ Personospora manshurca Syd (Downy mildew) มีสีขาวเทา และ
สีขาวจะมีคาการดูดกลืนแสงตํ่ากวา เมล็ดปกติ, สวนเมล็ดที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือ Cercospora kikuchii และ soybean 
mosaic virus (SMV) เย่ือหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง, มวงจนถึงดําและสีดํา สวนในชวงความยาวคล่ืน 700-1100  และ 1100-2500 
นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน near infrared พบพีกน้ําชัดเจนที่ความยาวคล่ืน 1460 และ1940 นาโนเมตร ตามลําดับ โดย Iwamoto 
et al. (1995) พบวา น้ํามีการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 1440 นาโนเมตร ในหมูฟงกชัน O-H ของน้าํ Shenk et al. 
(2001) รายงาน ตําแหนงพีกในสเปกตรัม NIR ของผลิตผลทางการเกษตรพบพีกน้ํา (ความช้ืน) ชัดเจนที่ความยาวคล่ืน       
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194 นาโนเมตรและเม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีการเขาทําลายของเช้ือราที่ระดับตางๆ พบวาคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1460 และ 1940 นาโนเมตร มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือระดับการผสมของเมล็ดที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือรา
เพิ่มขึ้น ซึ่งเปนผลจากระดับความชื้นที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากน้ําดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี สงผลใหเกิดการซอนทับกัน 
(overlapping) กับพีกของโมเลกุลขององคประกอบอื่นจึงทําใหไมพบพีกขององคประกอบทางเคมีชนิดอื่นในสเปกตรัมด้ังเดิม 
(original spectrum) ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับที่สอง (second derivative) ทําใหพบพีกอื่นๆไดชัดเจนขึ้น
ที่ความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 1914, 2060 และ 2340 นาโนเมตร (Figure 2)  โดยที่ความยาวคล่ืน 1162 และ 
1200 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปนหมูกรดอะมิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ที่
เปนสวนประกอบในผนังเซลลของเช้ือรา (Fernández-lbañez et al., 2009) ที่ความยาวคล่ืน 1420 นาโนเมตรสัมพันธกับ
พันธะ O-H ที่พบในโมเลกุลของกลูโคสโดยเปนสวนหนึ่งของเสนใยเช้ือรา (Berardo et al., 2005) ที่ความยาวคล่ืน 1706 นาโน
เมตรสัมพันธกับพันธะ N-H และ O=C-N-H ที่พบในโมเลกุลของโปรตีน ที่ความยาวคล่ืน 1914 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ O-
H ซึ่งพบในโมเลกุลของน้ํา (Osborn et al.,1993) และท่ีความยาวคล่ืน 2340 นาโนเมตร สัมพันธกับพันธะ C-N โดยเปน
องคประกอบของ เอไมด และกลูโคซามีนซึ่งเปนสวนประกอบหน่ึงของไคตินที่พบไดในเชื้อรา (Roberts et al., 1987; Berardo 
et al., 2005) เม่ือระดับการผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือราเขาทําลายเพิ่มขึ้น สงผลใหคาการดูดกลืนแสงมีคาเพิ่มขึ้น ทั้งนี้
เปนผลจากการเพิ่มขึ้นของปริมาณสวนประกอบของเช้ือรา  
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Figure 1  Original spectrum of control (normal maize) and mixing of maize infected with A. flavus  in wavelength               

range 400-2500 nm. 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2  Second derivative of spectrum control and different levels of maize infected with A. flavus at                      
wavelength range 400-2500 nm. 

 

เม่ือนําขอมูลสเปกตรัมที่แปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับสองมาวิเคราะหดวยเทคนิค principle component 
analysis (PCA) (Figure 3) พบวา PC1 สามารถบอกความแตกตางของสเปกตรัมในแตละกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ี
ถูกเช้ือราเขาทําลายท่ีระดับตางๆ ไดอยางชัดเจน ในกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือ A. flavus เขาทาํลายที่ระดับ 10 
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เปอรเซ็นตขึ้นไป อยางไรก็ตาม พบวาที่ระดับการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลาย 5 เปอรเซ็นต เปนระดับตํ่า
ที่สุดที่สามารถสังเกตเห็นความแตกตางของพีกที่ความยาวคล่ืน 1162 และ 1914 นาโนเมตรได 

 
  
 
 
 
 
 
 

Figure 3  Principle component analysis plot (PC1 vs. PC2) of control (normal maize) and mixing of seed                     
infected by A. flavus (a) 5%  w/w and (b) 10% w/w.  

 
สรุป 

สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติและเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดที่ถูกเช้ือราเขาทําลายมีความแตกตางกัน โดยพบ
พีกที่สัมพันธกับพีกของโมเลกุลขององคประกอบในเซลลของเช้ือรา A. flavus ที่ความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 
1914, 2060 และ 2340 นาโนเมตร และเมล็ดขาวโพดปกติกับเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดที่ถูกเช้ือราเขาทําลายสามารถแยก
ออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดต้ังแตระดับการผสมดวยเมล็ดที่ถูกเช้ือราเขาทําลายที่ 10 เปอรเซ็นตขึ้น
ไป ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดสูงในการนําเทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปมาใชเพื่อตรวจสอบความแตกตางของปริมาณ
เมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือราเขาทําลายได  
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