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การตรวจสอบความแตกตางของปริมาณเมล็ดขาวโพดเลี้ยงสัตวที่ถูกเชื้อ Aspergillus flavus เขาทําลายดวย
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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บทคัดยอ 

จากการตรวจสอบสเปกตรัมของตัวอยางเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวพันธุ DK 888 ที่ถูกเช้ือรา Aspergillus flavus เขา
ทําลายผสมกับเมล็ดขาวโพดปกติดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโนเมตร โดยใชเมล็ด
ขาวโพด 200 กรัมตอตัวอยาง และ 30 ตัวอยางตอกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดที่มีเช้ือเขาทําลายตอเมล็ดปกติในอัตราสวน  5, 
10, 15 และ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จากการแปลงขอมูลสเปกตรัมที่วัดไดดวยอนุพันธอันดับที่สอง (second derivative) 
และวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค Principle component analysis (PCA) พบวาในชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตร ที่
ความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 1914 และ 2340 นาโนเมตร สามารถระบุพีกของสเปกตรัมในแตละกรรมวิธีและชุด
ควบคุมที่ใชเมล็ดขาวโพดท่ีไมปนเปอนไดอยางชัดเจน และจากการวิเคราะหขอมูลสเปกตรัมดวยเทคนิค PCA พบวาที่ PC1 
สามารถบอกความแตกตางของสเปกตรัมในแตละกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือเขาทําลายในเปอรเซ็นตตางๆ ได
อยางชัดเจนโดยเฉพาะในกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีเช้ือ A. flavus 10 เปอรเซ็นตขึ้นไป อยางไรก็ตามพบวาที่ระดับ
ของการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีเช้ือ A. flavus เขาทําลาย 5 เปอรเซ็นต เปนระดับตํ่าที่สุดที่สามารถสังเกตเห็นความแตกตางของ
พีกที่ความยาวคล่ืน 1162 และ 1914 นาโนเมตร ดังนั้น เทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปจึงมีศักยภาพในการตรวจสอบ
ความแตกตางของปริมาณเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลายได  
คําสําคัญ: ขาวโพดเล้ียงสัตว, เนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป, Aspergillus flavus 
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บทนํา 
ปญหาสําคัญในกระบวนการจัดการหลังการเก็บเก่ียวผลผลิตขาวโพด โดยเฉพาะอยางย่ิงการเก็บรักษาคือ มีการ

ปนเปอน ดวยเช้ือรา โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือ Aspergillus spp. เปนกลุมเช้ือราท่ีทําใหเกิดความเสียหายแกเมล็ดพืชที่เก็บรักษา
ในโรงเก็บมากที่สุด (สมบัติ, 2535) เช้ือรา A. flavus ไดสรางปญหาแกเกษตรกรในการจัดการหลังการเก็บเก่ียวเมล็ดขาวโพด 
เนื่องจาก เปนกลุมเช้ือราในโรงเก็บพบไดทั่วไป เจริญและสรางสปอรไดมากมายลองลอยไปในอากาศ เมล็ดจึงมีโอกาสติดเช้ือ
ราไดงาย เช้ือราเหลานี้อาจติดอยูตามฝกเมล็ดหรือแทรกอยูตามรอยแตก รอยแยกของเปลือกเมล็ด อาจฝงตัวอยูในรูปของเสน
ใย สปอร หรือโครงสรางอื่นๆ เม่ือสภาพแวดลอมตางๆเหมาะสม ก็จะเจริญและเขาทําลายเมล็ดใหเสียหาย  (สมบัติ, 2535) ซึ่ง
การประเมินอัตราการปนเปอนและความเสียหายจากการเขาทําลายของเช้ือราเหลานี้กระทําไดคอนขางยาก เนื่องจากตอง
อาศัยขั้นตอนของการตรวจสอบท่ีใชเวลานาน เสียคาใชจายสูง ทั้งยังทําลายตัวอยางที่นํามาตรวจสอบ  จึงไดพัฒนาเทคนิค 
VIS/NIR spectroscopy เพื่อตรวจสอบความแตกตางของปริมาณเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวที่ถูกปนเปอนดวยเช้ือ A. flavus ซึ่ง 
VIS/NIR spectroscopy เปนเทคนิคที่ไมทําลายตัวอยาง (non-destructive) จากรายงานของ Roberts et al. (1987) ไดนํา
เทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปในชวงความยาวคล่ืน 1100-2500 นาโนเมตร โดยวัดการสะทอนกลับของแสง พบวา
สามารถทํานายคาปริมาณไคติน (chitin) ซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลลของเช้ือรา (fungal cell wall polymer of 
glucosamine) ที่ปนเปอนในหญาอัลฟลฟาแหงไดอยางแมนยํา  สอดคลองกับ Wang et al. (2004) ไดใชเทคนิค VIS/NIR 
spectroscopy วัดแบบการสะทอนกลับของแสง (reflectance) ชวงความยาวคล่ืน 400-1700 nm แยกเมล็ดถ่ัวเหลืองปกติ
ออกจากเมล็ดที่มีการเขาทําลายของเชื้อรา 

 
อุปกรณและวิธีการ 

ทําการทดลอง ณ สถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยนําตัวอยางเมล็ดขาวโพดเล้ียง
สัตวพันธุ DK 888 จํานวน 30 กิโลกรัม แบงตัวอยางเมล็ดออกเปนสองสวน โดยสวนแรกนําเมล็ดมาเกล่ียในถาดอลูมิเนียม 
และปลูกเช้ือดวยการฉีดพนสารแขวนลอยสปอรของเช้ือรา A. flavus ความเขมขน 0.4×106 สปอรตอมิลลิลิตร จํานวน 4 
มิลลิลิตร ใหกระจายอยางทั่วถึงทุกเมล็ด ปดถาดดวย plastic wrap ชนิด polyvinyl chloride บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง นาน 4 
วัน เม่ือสังเกตเห็นการเจริญของเช้ือรา จึงนําเมล็ดที่ไดมาทดลอง ใน 4 กรรมวิธี คือ กรรมวิธีที่ 1, 2, 3 และ 4 โดยผสมเมล็ดที่มี
เช้ือเขาทําลายมาผสมกับเมล็ดขาวโพดปกติ ในอัตราสวน 5%, 10%, 15% และ 20% โดยน้ําหนักตามลําดับ สําหรับชุดควบคุม
จะใชเมล็ดขาวโพดท่ีไมไดปลูกเช้ือและผานการฆาเช้ือที่ผิวดวย สารละลาย sodium hypochlorite เขมขน 0.1% นาน 1 นาที 
ทุกกรรมวิธีใชเมล็ดขาวโพดนํ้าหนัก  200 กรัมตอตัวอยาง และใช 30 ตัวอยางตอกรรมวิธี จากนั้นนําเมล็ดในแตกรรมวิธีไปวัด
สเปกตรัม ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, Silver Spring, USA) ในชวงความยาวคล่ืน 400-2500 นาโน
เมตรดวยอุปกรณเสริม Transportation module with coarse sample cell โดยวัดการสะทอนกลับของแสง แลวนําขอมูล
สเปกตรัมที่ไดมาวิเคราะหเพื่อหาความสัมพันธของปริมาณการปนเปอนดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 7.6 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

จากการวิเคราะหขอมูลสเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดเล้ียงสัตวที่ถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลายที่ระดับตางๆ (Figure 1) 
พบวา ในชวงความยาวคล่ืน 400-700 นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน visible สเปกตรัมของเมล็ดปกติที่ผสมกับเมล็ดที่ถูกเขาทําลาย
ดวยเช้ือรา A. flavus ที่ระดับ 15% และ 20 % ตามลําดับมีคาการดูดกลืนแสงที่ตํ่ากวาเมล็ดขาวโพดปกติโดย เมล็ดขาวโพดท่ี
เร่ิมมีการเขาทําลายของเช้ือรา เมล็ดจะมีสีจางลงจากเมล็ดปกติ  ซึ่ง สมบัติ (2535) กลาววา เช้ือรา A. flavus สามารถทําให
เกิดการเปล่ียนสีของเมล็ดไดเม่ือเขาทําลายเมล็ด ดังนั้นเมล็ดขาวโพดท่ีมีระดับการผสมที่เพิ่มขึ้น ทําใหมีคาการดูดกลืนแสงท่ี
ลดลง ซึ่งสอดคลองกับ Wang et al. (2004) รายงานวา คาการดูดกลืนแสงของสีเมล็ดถ่ัวเหลืองปกติเปรียบเทียบสีของเมล็ดที่
เปล่ียนแปลงไปท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ 4 ชนิดมีคาแตกตางกันตามสีของเย่ือหุมเมล็ดและชนิดของเช้ือที่เขาทําลาย 
โดยพบวาเมล็ดที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือ Phomopsis และ Personospora manshurca Syd (Downy mildew) มีสีขาวเทา และ
สีขาวจะมีคาการดูดกลืนแสงตํ่ากวา เมล็ดปกติ, สวนเมล็ดที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือ Cercospora kikuchii และ soybean 
mosaic virus (SMV) เย่ือหุมเมล็ดจะมีสีเหลือง, มวงจนถึงดําและสีดํา สวนในชวงความยาวคล่ืน 700-1100  และ 1100-2500 
นาโนเมตรหรือชวงคล่ืน near infrared พบพีกน้ําชัดเจนที่ความยาวคล่ืน 1460 และ1940 นาโนเมตร ตามลําดับ โดย Iwamoto 
et al. (1995) พบวา น้ํามีการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 1440 นาโนเมตร ในหมูฟงกชัน O-H ของน้าํ Shenk et al. 
(2001) รายงาน ตําแหนงพีกในสเปกตรัม NIR ของผลิตผลทางการเกษตรพบพีกน้ํา (ความช้ืน) ชัดเจนที่ความยาวคล่ืน       
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194 นาโนเมตรและเม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีมีการเขาทําลายของเช้ือราที่ระดับตางๆ พบวาคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 1460 และ 1940 นาโนเมตร มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือระดับการผสมของเมล็ดที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือรา
เพิ่มขึ้น ซึ่งเปนผลจากระดับความชื้นที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากน้ําดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี สงผลใหเกิดการซอนทับกัน 
(overlapping) กับพีกของโมเลกุลขององคประกอบอื่นจึงทําใหไมพบพีกขององคประกอบทางเคมีชนิดอื่นในสเปกตรัมด้ังเดิม 
(original spectrum) ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับที่สอง (second derivative) ทําใหพบพีกอื่นๆไดชัดเจนขึ้น
ที่ความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 1914, 2060 และ 2340 นาโนเมตร (Figure 2)  โดยที่ความยาวคล่ืน 1162 และ 
1200 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ N-H สวนใหญจะเปนหมูกรดอะมิโน  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน และ radical structure ที่
เปนสวนประกอบในผนังเซลลของเช้ือรา (Fernández-lbañez et al., 2009) ที่ความยาวคล่ืน 1420 นาโนเมตรสัมพันธกับ
พันธะ O-H ที่พบในโมเลกุลของกลูโคสโดยเปนสวนหนึ่งของเสนใยเช้ือรา (Berardo et al., 2005) ที่ความยาวคล่ืน 1706 นาโน
เมตรสัมพันธกับพันธะ N-H และ O=C-N-H ที่พบในโมเลกุลของโปรตีน ที่ความยาวคล่ืน 1914 นาโนเมตรสัมพันธกับพันธะ O-
H ซึ่งพบในโมเลกุลของน้ํา (Osborn et al.,1993) และท่ีความยาวคล่ืน 2340 นาโนเมตร สัมพันธกับพันธะ C-N โดยเปน
องคประกอบของ เอไมด และกลูโคซามีนซึ่งเปนสวนประกอบหน่ึงของไคตินที่พบไดในเชื้อรา (Roberts et al., 1987; Berardo 
et al., 2005) เม่ือระดับการผสมดวยเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือราเขาทําลายเพิ่มขึ้น สงผลใหคาการดูดกลืนแสงมีคาเพิ่มขึ้น ทั้งนี้
เปนผลจากการเพิ่มขึ้นของปริมาณสวนประกอบของเช้ือรา  
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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. 

 

เม่ือนําขอมูลสเปกตรัมที่แปลงขอมูลดวยวิธีอนุพันธอันดับสองมาวิเคราะหดวยเทคนิค principle component 
analysis (PCA) (Figure 3) พบวา PC1 สามารถบอกความแตกตางของสเปกตรัมในแตละกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ี
ถูกเช้ือราเขาทําลายท่ีระดับตางๆ ไดอยางชัดเจน ในกรรมวิธีที่มีการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือ A. flavus เขาทาํลายที่ระดับ 10 
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เปอรเซ็นตขึ้นไป อยางไรก็ตาม พบวาที่ระดับการผสมเมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลาย 5 เปอรเซ็นต เปนระดับตํ่า
ที่สุดที่สามารถสังเกตเห็นความแตกตางของพีกที่ความยาวคล่ืน 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 

สเปกตรัมของเมล็ดขาวโพดปกติและเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดที่ถูกเช้ือราเขาทําลายมีความแตกตางกัน โดยพบ
พีกที่สัมพันธกับพีกของโมเลกุลขององคประกอบในเซลลของเช้ือรา A. flavus ที่ความยาวคล่ืน 1162, 1200, 1420, 1706, 
1914, 2060 และ 2340 นาโนเมตร และเมล็ดขาวโพดปกติกับเมล็ดขาวโพดท่ีผสมดวยเมล็ดที่ถูกเช้ือราเขาทําลายสามารถแยก
ออกจากกันอยางชัดเจนดวยเทคนิค PCA โดยแยกไดต้ังแตระดับการผสมดวยเมล็ดที่ถูกเช้ือราเขาทําลายที่ 10 เปอรเซ็นตขึ้น
ไป ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดสูงในการนําเทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปมาใชเพื่อตรวจสอบความแตกตางของปริมาณ
เมล็ดขาวโพดท่ีถูกเช้ือราเขาทําลายได  
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