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Detection of Milled Rice Infected with Aspergillus flavus  by Near Infrared Spectroscopy  
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Abstract 
The application of near infrared spectroscopy (NIRS) to detect the milled rice cv. Khao Dawk Mali 105 

infected with Aspergillus flavus was investigated.  The reflectance spectra of the samples, the milled rice (non-
infected) and the milled rice mixed with A. flavus at 5, 10, 15 and 20%  w/w, were scanned by NIRSystem 6500  
wavelength range 700-2500 nm.  The second derivative technique was used to transform the spectral data before 
developing the calibration equations to predict the quantity of mixing milled rice infected with A. flavus by Partial 
least squares regression (PLSR). It was found the value of the correlation coefficients (R), the standard errors of 
calibration (SEC), the standard errors of prediction (SEP), the averages of difference between actual and NIR 
values (bias) were 0.82, 4.04, 4.18 and 0.02 respectively. Chitin and protein peaks had relative with absorbance 
value of 2362 and 2194 nm. Principle component analysis (PCA) was used to analyze the spectral data. It was 
found that the spectra of milled rice (non-infected) and the mixture at each level could be separated into two 
groups with PC1.  It was verified that the mixing at 5% w/w was the lowest level of infection that could be detected 
by near infrared spectroscopy. 
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บทคัดยอ 

การศึกษาคร้ังนี้เพื่อประยุกตใชเทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปในการตรวจหาเมล็ดขาวสารพันธุขาวดอกมะลิ 
105 ที่ถูกเขาทําลายดวยเช้ือ Aspergillus flavus โดยสแกนเมล็ดขาวสารปกติ (ไมถูกทําลายดวยเช้ือ) และขาวสารที่มีการผสม
ดวยเมล็ดขาวสารที่ถูกเช้ือราเขาทําลายที่ 5, 10, 15 และ 20 เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนัก ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 วัดการ
สะทอนกลับของแสงในชวงคล่ืน 700-2500 นาโนเมตร แปลงขอมูลสเปกตรัมดวยอนุพันธอันดับที่สอง (second derivative) 
แลวสรางสมการเทียบมาตรฐานดวยเทคนิค Partial least square regression (PLSR) เพื่อทํานายปริมาณการผสมเมล็ด
ขาวสารที่ถูกเช้ือราเขาทําลาย ซึ่งผลการทดลองพบวา สมการเทียบมาตรฐานมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (R), คาผิดพลาด
มาตรฐานในกลุมสรางสมการ (SEC), คาผิดพลาดมาตรฐานในกลุมทดสอบสมการ (SEP) และ คาเฉล่ียของผลตางระหวาง
คาที่ไดจากวิธีอางอิงกับคาที่ไดจาก NIR (Bias) เทากับ 0.82, 4.04, 4.18 และ 0.02 ตามลําดับ โดยพบพีกที่ความยาวคล่ืน 
2362 และ 2194 นาโนเมตรสัมพันธกับคาการดูดกลืนแสงของไคตินและโปรตีนตามลําดับ การวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค 
Principle component analysis (PCA) พบวาสเปกตรัมของเมล็ดขาวสารปกติและเมล็ดขาวสารที่ถูกผสมในแตละระดับ แบง
ออกไดเปน 2 กลุมดวย PC1 ซึ่งอัตราการผสมของเมล็ดขาวสารที่ถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลายที่ระดับ 5 เปอรเซนตโดยน้ําหนัก
เปนระดับตํ่าสุดที่สามารถตรวจหาไดดวยเทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป 
คําสําคัญ: ขาวสาร, เนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป, Aspergillus flavus 
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คํานํา 
ปญหาสําคัญที่สงผลกระทบตอการสงออกขาวสารสูตลาดโลกในปจจุบันคือ การปนเปอนของเชื้อราและสารพิษที่เช้ือ

ราสรางขึ้น โดยเฉพาะสารอะฟลาทอกซินจัดเปน secondary metabolite ที่ไดจากเช้ือรา Aspergillus flavus ซึ่งเช้ือราชนิดนี้
สามารถผลิตสารพิษอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ถือวาอันตรายที่สุดเพราะสามารถทําใหเกิดเปนกอนมะเร็งที่ตับ (นิธิยา และ วิบูลย, 
2543) เช้ือรา A. flavus ในรูปของสปอร (conidia) จะปนเปอนไปกับเมล็ดต้ังแตกอนการเก็บเก่ียว ขณะเก็บเก่ียว รวมทั้ง
แพรกระจายท่ัวไปในอากาศ และปนเปอนติดไปกับแมลงในโรงเก็บ เช้ือนี้เจริญอยูในชวง 25-35 องศาเซลเซียสในสภาพท่ีมี
ความชื้นสัมพัทธของอากาศมากกวา 75 เปอรเซ็นต (Richard and Payne, 2003) สรางความเสียหายใหแกผลผลิตจํานวน
มากรวมทั้งกอใหเกิดอันตรายตอมนุษยและสัตวอีกดวย ที่ผานมาการตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพืชมัก
ใชวิธี Agar method หรือ Blotter method ซึ่งตองใชสารเคมี และระยะเวลานาน และยังทําลายตัวอยางที่ใชทดสอบดวย ดังนั้น
จึงไดนําเทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (Near Infrared Spectroscopy; NIRS) ซึ่งเปนคล่ืนแมเหล็กไฟฟามาตรวจสอบ
การปนเปอนของเชื้อราในเมล็ดขาวสาร เนื่องจากไมทําลายตัวอยางที่ใชทดสอบ รวดเร็ว แมนยํา และลดการใชสารเคมี ที่ผาน
มาเทคนิคนี้ถูกนํามาใชในการตรวจการปนเปอนของเชื้อราท้ังในเมล็ดและตนพืช เชน การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อราท่ี
ติดมากับตน alfalfa แหงที่มีไคตินเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของเช้ือรา สรางสมการถดถอยเชิงเสน มีคา สัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ (R) = 0.86 สัมพันธกับความยาวคล่ืน 1630, 2114, 2246 และ 2356 นาโนเมตร (Robert et al., 1987) และตอมา 
Robert et al. (1991) ใชเทคนิค MLR สรางสมการถดถอยเชิงเสน โดยใชปริมาณกลูโคซามีนซึ่งเปนโพลิเมอรในไคตินของเชื้อ
รา Aspergillus ochraceus  ทําลายในเมล็ดขาวบารเลย ไดคา R = 0.86 สัมพันธกับความยาวคล่ืน 2356 นาโนเมตร  

 
อุปกรณและวิธีการ 

ทําการทดลอง ณ สถาบนัวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยใชตัวอยางเมล็ดขาวสารพันธุ
ขาวดอกมะลิ 105 แบงตัวอยางเมล็ดออกเปนสองสวน โดยสวนที่หนึ่งคือเมล็ดขาวสารปกติ (ไมไดปลูกเช้ือรา) และผานการฆา
เช้ือที่ผิวดวยสารละลาย sodium hypochlorite เขมขน 0.1% ระยะเวลา 1 นาที และสวนท่ีสองคือเมล็ดขาวสารที่ถูกปลูกเช้ือรา 
A. flavus   โดยนําเมล็ดมาเกล่ียในถาดอลูมิเนียมแลวฉีดพนสารแขวนลอยสปอรของเช้ือรา ความเขมขน 0.20×106 สปอรตอ
มิลลิลิตร จํานวน 1.4 มิลลิลิตรใหกระจายอยางทั่วถึงทุกเมล็ด จากนั้นนําเมล็ดขาวสารดังกลาวไปเล้ียงบนอาหาร PDA ที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 2 วันเม่ือสังเกตเห็นการเจริญของเชื้อราจึงนําเมล็ดสวนที่สองมาผสมกับเมล็ดสวนท่ีหนึ่งที่ 0, 5, 10, 
15 และ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก โดยใชจํานวนตอตัวอยางเทากับ 30 ตัวอยางตอระดับการผสม น้ําหนักตัวอยางละ 200 กรัม 
จากนั้นนํามาบรรจุใน coarse sample cell แลววัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง NIRSystem6500 (FOSS NIRSystem, 
Silver Spring, USA) ในชวงความยาวคล่ืน 700-2500 นาโนเมตร โดยวัดการสะทอนกลับของแสง แลวจึงหาความสัมพันธ
ระหวางขอมูลสเปกตรัมของระดับการผสมเมล็ดที่ถูกทําลายดวยเชื้อรา A. flavus เพื่อสรางสมการเทียบมาตรฐานการผสมของ
เมล็ดขาวสารที่ถูกเช้ือราเขาทําลายดวยโปรแกรม The unscrambler ® version 7.6  

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของการผสมเมล็ดขาวสารท่ีมีเช้ือราท่ีระดับตางๆ คือ 5, 10, 15 และ 20 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักและชุดควบคุม (เมล็ดปกติ) ดวยเคร่ือง NIRSystem6500 ในชวงคล่ืน 700-2500 นาโนเมตร พบวาสเปกตรัมด้ังเดิม 
(original spectrum) (Figure 1) มีพีกฐานกวางที่เดนชัดที่ความยาวคล่ืน 1426 และ 1904 นาโนเมตร ซึ่งสัมพันธกับพันธะ    
O-H ของน้ํา (Osborn et al., 1993) เนื่องจากน้ําเปนองคประกอบทางเคมีของผลิตผลเกษตรที่ดูดกลืนคล่ืนแสง NIR ไดดี 
สงผลใหเกิดการซอนทับ (overlapping) กับพีกของโมเลกุลขององคประกอบอื่น เม่ือเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของเมล็ด
ขาวสารปกติกับเมล็ดที่ผสมดวยขาวสารที่ถูกเช้ือราเขาทําลาย จะเห็นวาเมล็ดขาวสารท่ีถูกเช้ือราเขาทําลายมีคาการดูดกลืน
แสงตํ่ากวาเมล็ดขาวสารปกติ และมีคาลดลงเม่ือระดับการผสมเพิ่มขึ้น สอดคลองกับ Osborn et al. (1993) พบวาคาการ
ดูดกลืนแสงจะลดลง เนื่องจากเมล็ดขาวสารที่ถูกเช้ือราเขาทาํลายเกิดการแตกหักอนุภาคขนาดเล็กจะอัดตัวกันแนน ทําใหเกิด
การกระเจิงแสงนอยกวาอนุภาคขนาดใหญ การสะทอนกลับของแสงมากทําใหคาการดูดกลืนแสงตํ่ากวาชุดควบคุม (เมล็ด
ปกติ) ดังนั้นจึงตองแปลงขอมูลสเปกตรัมกอนนําเทคนิค Partial least square regression (PLSR) สรางสมการถดถอยเชิงเสน 
(Table 1) โดยใชวิธี Smooting 10 รวมกับ 2nd Derivative 5 ที่ชวงความยาวคล่ืน 1420-2468 นาโนเมตรซ่ึงใหความแมนยํา
ของสมการทํานายดีกวาการแปลงสเปกตรัมดวยวิธี Smooting 10 รวมกับ 2nd Derivative 15 ที่ชวงความยาวคล่ืน 1520-2448 
นาโนเมตร โดยใหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient; R) สูงเทากับ 0.82 มีคาความผิดพลาดมาตรฐานในกลุม
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สรางสมการ (standard error of calibration; SEC) เทากับ 4.04 และ 4.09 ตามลําดับ และคาผิดพลาดมาตรฐานในกลุม
ทดสอบสมการ (standard error of prediction; SEP) มีคาเทากับ 4.18 และ 4.24 ตามลําดับ ซึ่งคา SEC และ SEP ในชวง
ความยาวคล่ืน 1420-2468 นาโนเมตร มีคาตํ่ากวา ดังนั้นจึงเลือกสมการที่แปลงขอมูลดวยวิธี Smooting 10 รวมกับ 2nd 
Derivative 5 ในชวงความยาวคล่ืน 1420-2468 นาโนเมตร  เม่ือพิจารณาคาสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) 
(Figure 2)  ของสมการทํานายการผสมของขาวสารที่มีเช้ือราเขาทําลายตามอัตราสวนตางๆ ซึ่งแปลงขอมูลดวยวิธี Smooting 
10 รวมกับ 2nd Derivative 5 พบวาที่ความยาวคล่ืน  2194 นาโนเมตร มีความสัมพันธกับโปรตีน ซึ่งประกอบดวยพันธะ N-H 
และ O=C-NH ในโมเลกุล (Hecht and Wood, 1956) และความยาวคล่ืน 2362 นาโนเมตร มีความสัมพันธกับไคติน ที่เปน
องคประกอบหน่ึงของเชื้อรา A. flavus ประกอบดวยพันธะ C-N และ N-H (Roberts et al., 1987) สอดคลองกับ Hecht and  
Wood. (1956) พบพีกโปรตีนที่ความยาวคล่ืน 2180 นาโนเมตร สวน Roberts et al. (1987) พบพีกไคตินที่                      
ความยาวคล่ืน   2356 นาโนเมตร จะเห็นวามีความแตกตางของตําแหนงพีก ทั้งนี้อาจเปนผลจากการแปลงขอมูลสเปกตรัมดวย
เทคนิคทางคณิตศาสตร    
 
 

 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
Figure 1 Original spectrum of milled rice (non-infected) and mixing of milled rice infected with A. flavus at 

5,10,15 and 20% w/w in wavelength range 700-2500 nm 
 
Table 1 PLSR calibration results for detect milled rice infected by A. flavus  using spectra pretreatments. 
                       Pre-treatment                                 Wavelength region (nm)        F         R        SEC     SEP     Bias 
 Smooting 5 + 2nd Derivative 5               1120-2246            4       0.81      4.12     4.38    0.05 
 Smooting 10 + 2nd Derivative 15  1520-2448            4       0.81      4.09     4.24    -0.07 
 Smooting 10 + 2nd Derivative 5  1420-2468          4      0.82     4.04    4.18   0.02 

F: number of factors used in the calibration equation, R: multiple correlation coefficients, SEC: standard error of calibration,  
SEP: standard error of prediction, Bias: average  of difference between actual value and NIR value  

 
 
 

 

 

 

 

 

Figure 2   Regression coefficient plots for milled rice infected by A. flavus  calibration equation. 
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Figure 3  Principle component plot (pc1 vs. pc2) of milled rice (non-infected) and mixing of milled rice infected 
with  A. flavus at 5 % w/w. 

 
เม่ือวิเคราะหขอมูลดวยเทคนิค principle component analysis (PCA) พบวาขาวสารปกติและขาวที่ถูกผสมดวยขาว

ที่มีเช้ือราเขาทําลายในแตละอัตราสวนสามารถแยกออกเปนสองกลุมอยางชัดเจนดวย PC1 และ PC2 (Figure 4) โดยสามารถ
แยกอัตราการผสมของขาวที่ถูกเช้ือ A. flavus เขาทําลายไดต้ังแตที่ระดับ 5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักขึ้นไปได    

 
สรุป 

จากการนําเทคนิคเนียรอินฟราเรดสเปกโทรสโกปมาใชในการตรวจสอบหาเมล็ดขาวสารพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่มี
การเขาทําลายดวยเช้ือ Aspergillus flavus ที่ผสมกับเมล็ดปกติในระดับตางๆ พบวาสมการทํานายที่ไดมีคา R, SEC, SEP 
และ Bias เทากับ 0.82, 4.04, 4.18 และ 0.02 ตามลําดับ พีกของไคตินและโปรตีนสัมพันธกับความยาวคล่ืน 2362 และ 2194 
นาโนเมตรตามลําดับ และพบวาสามารถแยกเมล็ดปกติกับเมล็ดที่มีระดับการปนขั้นตํ่าสุดคือ ต้ังแต 5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
ขึ้นไปไดโดยวิเคราะหดวย PCA ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่จะนําเทคนิคนี้มาใชในการตรวจการผสมหรือการปนของเช้ือราใน
เมล็ดขาวสารได เพื่อเปนการคัดกรองคุณภาพของเมล็ดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณสถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว/ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเชียงใหม      
ที่เอื้อเฟอหองปฏิบัติการในการทําวิจัยและสนับสนุนทุนในโครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคที่แมนยําเพื่อการจัดการขาวและ
ขาวโพดเล้ียงสัตวหลังการเก็บเก่ียว  

 
เอกสารอางอิง 

นิธิยา รัตนาปนนท และวิบูลย รัตนาปนนท.   2543.   สารพิษในอาหาร.  พิมพคร้ังที่ 1. สํานักพิมพโอเดียนสโตร, กรุงเทพมหานคร. 270 น.  
Hecht, K. T. and D. L.  Wood. 1956. The Near Infrared Spectrum of the Peptide Group. Proceedings of the Royal Society of London. 

Series A, Mathematical and PhysicalSciences, London, England. p.174-188. 
Osborne, B. G., T. Fearn and P. H. Hindle.  1993.  Practical NIR spectroscopy with Applications in Food and Beverage Analysis. 2nd 

ed. Longman Singapore Publisher ( Pte ) Ltd, Singapore.  227 pp. 
Richard, I. L. and G. A. Payne. 2003. Mycotoxins: Risks in plant, animal and human systems. Council of Agricultural Science and 

Technology Task Force report No.139. Ames, Lowa, USA. 199 p.          
Roberts, C. A., K. J. Moore, D. W. Graffis, H. W. Kirby and R. P. Walgenbach. 1987. Quantification of mold in Hay by near infrared 

reflectance spectroscopy. Dairy Science 70: 2560-2564 
Roberts, C. A., R. R. Marquardt, A. A. Frohlich, R. L. McGraw, R. G. Rotter and J. C. Henning. 1991. Chemical and spectral  

quantification of mold in contaminated barley. Cereal Chemistry 68: 272–275. 
 
 


