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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ชลธิชา สีเหน่ียง : การประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพื่อการตรวจวัดการปนเปื้อนของราและอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในข้าวกล้อง (APPLICATION OF NEAR INFRARED SPECTROSCOPY FOR DETERMINATION 
OF FUNGAL AND AFLATOXIN B1 CONTAMINATION IN BROWN RICE) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. 
ดร. ชีวานันท์ เดชอุปการ ศิริสมบูรณ์, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. ปานมนัส ศิริสมบูรณ์{, 167 หน้า. 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจสอบปริมาณความชื้น  การ
ปนเปื้อนของราท่ีมีความสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 และอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวกล้อง แบบจ าลองเพื่อท านาย
ปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของรา สร้างโดยหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลทางห้องปฏิบัติการของตัวอย่างข้าวกล้อง 
(ค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราท้ังหมด และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนี
สีเขียวอมเหลือง) และข้อมูลเชิงแสงท่ีได้จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปก
โตรมิเตอร์ โดยวิธีการถดถอยก าลังสองน้อยท่ีสุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) แบบจ าลองท่ีดีท่ีสุด
ส าหรับท านายปริมาณความชื้นในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง สร้างจากเส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการปรับลบ
โดยเส้นตรง (straight line subtraction) ให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) เท่ากับ 
0.93 ค่ารากท่ีสองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (root mean square error of 
prediction, RMSEP) เท่ากับ 0.205 เปอร์เซ็นต ์และค่าความผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias) เท่ากับ 0.0219 เปอร์เซ็นต์ 
แบบจ าลองท านายปริมาณการปนเปื้อนของราท้ังหมดท่ีสร้างจากเส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุ
พันธุ์อันดับท่ีหน่ึง ทุกๆ 17 จุดร่วมกับการปรับลบโดยเส้นตรง (first derivative + straight line subtraction (17 Pts.)) 
ของตัวอย่างข้าวกล้องท่ีมีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติ ให้ผลการท านายดีท่ีสุด (R2 = 0.63, RMSEP = 5.66 เปอร์เซ็นต์, 
bias = 1.81 เปอร์เซ็นต)์ แบบจ าลองท านายปริมาณการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองท่ีสร้างจาก
เส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธุ์อันดับท่ีหน่ึง ทุกๆ 17 จุด (first derivative (17 Pts.)) ของ
ตัวอย่างข้าวกล้องท่ีปนเปื้อนราตามธรรมชาติและถูกท าให้ปนเปื้อน เป็นแบบจ าลองท่ีให้ผลการท านายดีท่ีสุด (R2 = 0.67, 
RMSEP = 18.4 เปอร์เซ็นต์, bias = -0.431 เปอร์เซ็นต)์ ส าหรับแบบจ าลองเพื่อท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง สร้างจากความสัมพันธ์ของค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องท่ี
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ และข้อมูลเชิงแสงท่ีได้จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องท่ีผ่านการเตรียมตัวอย่าง 3 แบบ (เมล็ด
ข้าวกล้องท้ังเมล็ด เมล็ดข้าวกล้องท่ีบดแล้ว และสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง) แบบจ าลองท่ีดีท่ีสุดได้จากการใช้ตัวอย่าง
เมล็ดข้าวกล้องท้ังเมล็ดและสร้างแบบจ าลองโดยใช้เส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธุ์อันดับท่ี
หน่ึง ทุกๆ 17 จุด (R2 = 0.94, RMSEP = 0.921 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม, bias = -0.181 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ส าหรับ
แบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ แบบจ าลองเพื่อการแบ่งกลุ่มท่ีสร้างด้วยวิธี Partial Least Square Discriminant 
Analysis (PLS-DA) ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงกว่าวิธี  Soft Independent Modeling of Class 
Analog (SIMCA) โดยผลการท านายการแบ่งกลุ่มของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราท้ังหมด การแบ่งกลุ่มตัวอย่างท่ีมีและไม่
มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม และการแบ่งกลุ่มตามปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 
ในตัวอย่างข้าวกล้อง ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมท่ีสูงท่ีสุด เท่ากับ 78.98, 86.36 และ 85.31 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ 
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CHONTICHA SEENIENG: APPLICATION OF NEAR INFRARED SPECTROSCOPY FOR DETERMINATION 
OF FUNGAL AND AFLATOXIN B1 CONTAMINATION IN BROWN RICE. ADVISOR: ASST. PROF. 
CHEEWANUN DACHOUPAKAN SIRISOMBOON, CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. PANMANAS 
SIRISOMBOON {, 167 pp. 

The objective of this research was to apply near infrared spectroscopy (NIRS) for the 
determination of moisture content, aflatoxigenic fungal and aflatoxin B1 contaminations in brown rice. 
Models for predicting moisture content and fungal contamination were developed from the relationship 
between the laboratory data of brown rice samples (percentage of moisture content, percentage of total 
fungal infection and percentage of yellow-green Aspergillus infection) and the optical data obtained from 
brown rice sample scanning with Fourier Transform-Near infrared spectrometer (FT-NIR) by using Partial 
Least Square Regression (PLSR). The best model for predicting moisture content in brown rice was 
developed from NIR spectra pretreated by the straight line subtraction. The model gave the coefficient 
of determination (R2) of 0.93, a root mean square error of prediction (RMSEP) of 0.205% and a bias of 
0.0219%. The model for predicting total fungal contamination developed from pretreated spectra by the 
first derivative (17 Pts.) and straight line subtraction of naturally contaminated brown rice samples 
provided the greatest prediction (R2 = 0.63, RMSEP = 5.66%, bias = 1.81%). The most predictive model 
for predicting yellow-green Aspergillus contamination was generated using the first derivative (17 Pts.) 
pretreated spectra from naturally and artificially contaminated brown rice samples (R2 = 0.67, RMSEP = 
18.4%, bias = -0.431%). The model for predicting aflatoxin B1 contamination in brown rice was 
developed from the relationship between aflatoxin B1 concentrations in brown rice and optical data 
obtained by NIR scanning of brown rice samples prepared by 3 different sample preparations (whole 
brown rice grains, grounded brown rice grains and crude extract of brown rice grains). The best model 
was developed from the first derivative (17 Pts.) pretreated spectra of whole brown rice grains (R2 = 0.94, 
RMSEP = 0.921 µg/kg, bias = -0.181 µg/kg). For qualitative analysis, the classification models developed 
from Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA), provided a higher percentage of overall correct 
classification than Soft Independent Modeling of Class Analog (SIMCA). The model to classify brown rice 
samples according to the percentage of total fungal infection, yellow-green Aspergillus contamination 
and aflatoxin B1 contamination provided the highest percentage of overall correct classification of 78.98, 
86.36 and 85.31%, respectively. 

 

 Department: Microbiology 
Field of Study: Microbiology and Microbial 

Technology 
Academic Year: 2015 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
  

 

 

 



 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ได้รับทุนสนับสนุนจาก ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุน
รัชดาภิเษกสมโภช รุ่นที่ 27 และส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลืออย่างยิ่งจากผู้ช่วย
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ค าปรึกษาแนะน าและข้อคิดเห็นต่างๆ ที่เป็นประโยชน์ต่อการเรียนและงานวิจัยนี้ รวมถึงช่วยตรวจทาน
แก้ไข ปรับปรุงวิทยานิพนธ์ฉบบันี้ให้สมบูรณ์ถูกต้อง ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ โอกาส
นี้ 

กราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดร. ปานมนัส ศิริสมบูรณ์ ในฐานะที่ เป็นอาจารย์ที่
ปรึกษาร่วม ให้ความรู้ความเข้าใจด้านเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ให้การอนุเคราะห์เครื่องมือ
ทดสอบเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ อีกทั้ง กรุณาให้ค าปรึกษาแนะน า และให้ข้อคิดเห็นต่างๆ เพื่อ
ปรับปรุงวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้สมบูรณ์ยิ่งขึ้น 

กราบขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สุพัฒน์ เจริญพรวัฒนา ที่กรุณารับเป็นประธาน
กรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ กราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ จิราภรณ์ ธนียวัน และ                                                               
ดร. ศุมาพร เกษมส าราญ ที่กรุณารับเป็นกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ ให้ความรู้ ค าปรึกษาแนะน า
ต่างๆ แก่ผู้วิจัย ตลอดจนช่วยตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น 

กราบขอบพระคุณคุณสุนันท์ รังศรีกาญจน์ส่อง ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความสะดวกในการอนุเคราะห์อุปกรณ์และเครื่ องมือส าหรับงานวิจัย ท า
ให้การด าเนินงานวิจัยส าเร็จลุล่วงเป็นอย่างดี 

กราบขอบพระคุณบริษัท Bruker Corporation ประเทศเยอรมณี และ Bruker Optik 
ประเทศไทย ในการอนุเคราะห์เครื่องมือเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer รุ่น 
MPA) ส าหรับงานวิจัยนี้ 

กราบพระคุณคณาจารย์ เจ้าหน้าที่ในภาควิชาจุลชีววิทยา นางสาวพัณณ์ชิตา ธราดลศิริฐิติกุล 
นางสาวพันธุ์ทิพย์ วงศ์ทิพย์ สมาชิกห้องวิจัย 1904/14 และเพื่อนๆ พี่ๆ น้องๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุก
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 อะฟลาทอกซินบี 1 (aflatoxin B1, AFB1) เป็นสารพิษจากราที่เกิดจากกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมทุติยภูมิของราสายใยในสกุล Aspergillus โดยเฉพาะ Aspergillus section Flavi 
(Riba และคณะ, 2010) อะฟลาทอกซินบี 1 ท าให้เกิดพิษท้ังแบบฉับพลันและเรื้อรังในมนุษย์และสัตว์ 
(Pleadin และคณะ, 2014) The International Agency for Research on Cancer (IARC) ได้จัด
ให้อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ (IARC, 2012) นอกจากนี้ สารพิษชนิดนี้ท าให้เกิด
การกลายพันธุ์ มีผลต่อตัวอ่อนในครรภ์ และส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกัน (Reddy และคณะ, 2009)  
อะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปื้อนอยู่ในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรหลายชนิด เช่น ข้าวโพด ถั่วลิสง 
เมล็ดฝ้าย ข้าวสาลี และข้าว (Riba และคณะ, 2010; Rustom, 1997) 

 ข้าวกล้อง คือ ข้าวที่ผ่านการขัดสีเอาเปลือกออก โดยที่เยื่อหุ้มเมล็ดข้าวและจมูกข้าวที่มี
สารอาหารยังคงอยู่ จึงเป็นข้าวมีคุณค่าทางโภชนาการสูง อุดมไปด้วยโปรตีน แร่ธาตุ และวิตามินต่างๆ 
มากกว่า 20 ชนิด และมีเส้นใยมากกว่าข้าวขาวถึง 15 เท่า รวมถึงมีสารต้านอนุมูลอิสระสูง สามารถ
ขจัดอนุมูลอิสระออกจากร่างกายได้ ข้าวกล้องจึงเป็นอาหารสุขภาพช่วยให้ร่างกายได้สารอาหารที่
ครบถ้วน และรักษาสมดุลองค์รวมให้กับร่างกาย (นิดดา หงษ์วิวัฒน์, 2552) ดังนั้น ในปัจจุบัน
ผู้บริโภคจึงหันมาสนใจการบริโภคข้าวกล้องมากขึ้น ส าหรับการส่งออกข้าวกล้องของประเทศไทย 
พบว่าในปี พ.ศ. 2556 มีปริมาณการส่งออกข้าวกล้อง รวมทั้งสิ้น 15419.79 เมตริกตัน คิดเป็นมูลค่า 
557.80 ล้านบาท ตลาดส่งออกข้าวกล้องที่ส าคัญ ได้แก่ เอเชีย ยุโรป อเมริกา ออสเตรเลีย และ
แอฟริกา (กรมการค้าต่างประเทศ กระทรวงพาณิชย์, 2557) 

 ข้าวกล้องเป็นสินค้าทางเกษตรที่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ได้เช่นเดียวกับข้าว
และผลผลิตทางการเกษตรประเภทธัญพืชชนิดอ่ืนๆ เนื่องจากประเทศไทยอยู่ในเขตร้อนชื้น อุณหภูมิ
สูง และมีปริมาณความชื้นอยู่ระหว่าง 60–90 เปอร์เซ็นต์ จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
ราที่สามารถผลิตสารพิษนี้ (Paderes และคณะ, 1997; Rustom, 1997) การปนเปื้อนของราเกิดขึ้น
ได้ทั้งก่อนการเก็บเกี่ยว หลังการเก็บเกี่ยว และระหว่างเก็บรักษา ดังนั้น ข้าวสารที่จะน าไปเก็บรักษา
จะต้องมีความชื้นไม่เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ ตามข้อก าหนดมาตรฐานสินค้าการเกษตร (มกษ. 4004–
2555) รายงานตัวอย่างการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวกล้อง เช่น ข้าวกล้องหอมมะลิของ
ประเทศไทยที่ส่งไปประเทศสวีเดน ถูกตรวจพบว่ามีอะฟลาทอกซินสูงกว่าที่ก าหนด (สมาคมผู้ส่งออก
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ข้าวไทย, 2551) ซึ่งจากปัญหาดังกล่าวอาจส่งผลกระทบต่อภาพลักษณ์และปริมาณการส่งออกข้าว
ไทยในอนาคตได้ จากการศึกษาของ Sales และคณะ (2005) พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินใน
ข้าวกล้องในประเทศฟิลิปปินส์ ซึ่งมีปริมาณการปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 0.03–8.7 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรหลายชนิดทั่วโลก 
แสดงให้เห็นถึงความเสี่ยงต่อสุขภาพของผู้บริโภค ท าให้หลายประเทศต้องมีข้อก าหนดเกี่ยวกับระดับ
การปนเปื้อนของสารพิษชนิดนี้ ในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรรวมทั้งข้าวด้วย เช่น 
คณะกรรมาธิการยุโรป (European Commission) ก าหนดให้ระดับการปนเปื้อนสูงสุดของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในธัญพืช ข้าว และถั่ว เท่ากับ 2.0, 5.0 และ 8.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ 
(European Commission, 2010) ส าหรับประเทศไทยอนุญาตให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินรวมในอาหารทุกชนิดได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามประกาศจากกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 เรื่องมาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน (กระทรวงสาธารณสุข, 2529) 

 สินค้าเกษตรประเภทธัญพืชรวมถึงข้าวกล้องมีโอกาสพบการปนเปื้อนของราและสารพิษจาก
ราในปริมาณสูง เพ่ือความปลอดภัยของผู้บริโภคและเพ่ือควบคุมคุณภาพและมาตรฐานสินค้าในการ
ส่งออก การตรวจหาการปนเปื้อนของราและสารพิษจากราตั้งแต่ช่วงแรกของกระบวนการผลิตหรือ
ก่อนการส่งออกจึงเป็นสิ่งส าคัญอย่างยิ่ง วิธีมาตรฐานที่นิยมใช้ตรวจหาราที่ผลิตสารพิษปนเปื้อนใน
อาหาร คือ การใช้วิธีจุลชีววิทยาทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ การนับจ านวนรา การคัดแยกราจาก
ตัวอย่างอาหาร การจ าแนกและการระบุชนิดของราที่คัดแยกได้โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
เช่น ลักษณะ ขนาด และสีของโคโลนี ที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า หรือลักษณะโครงสร้างของราภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ (Pitt และคณะ, 2009) ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เวลาและต้องอาศัยผู้ที่มีความเชี่ยวชาญ 
นอกจากนี้ อาจเกิดข้อผิดพลาดหรือความคลาดเคลื่อนจากการปนเปื้อนระหว่างการวิเคร าะห์ได้ 
(Dachoupakan Sirisomboon และคณะ, 2013) ปัจจุบันวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล เช่น  
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เป็นวิธีที่ได้รับความนิยม  
เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะและความไวสูง สามารถตรวจสอบการปนเปื้อนของราในผลผลิตทาง
การเกษตร จัดจ าแนกและระบุชนิดของราได้ (Niessen, 2007) อย่างไรก็ตาม การใช้เทคนิคนี้มี
ข้อจ ากัดบางประการ เช่น วิธีการในการวิเคราะห์มีความซับซ้อน สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ราคาสูง และ
การเลือกใช้ไพรเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับราแต่ละชนิด (Santos และคณะ, 2010) 

 ส าหรับการวิเคราะห์การปนเปื้อนสารพิษจากราในอาหารมีขั้นตอนส าคัญ ได้แก่ 1.) การสกัด
สารพิษจากราในตัวอย่างด้วยตัวท าละลาย เช่น เมทานอล อะซีโทไนไตร์ล และคลอโรฟอร์ม เป็นต้น 
ซึ่งหลายชนิดมีความเป็นพิษ 2.) การ clean up เพ่ือเพ่ิมความบริสุทธิ์ของสารพิษที่สกัด ท าให้การ
วิเคราะห์มีความแม่นย ามากขึ้น นิยมใช้วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา เช่น immunoaffinity column (IAC) 
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ซึ่งสามารถน ามาใช้กับตัวอย่างที่ปริมาณสารพิษจากราต่ า (Jinap และคณะ, 2012) 3.) การวิเคราะห์
สารพิษจากรา นิยมใช้วิธีทางเคมีวิเคราะห์และภูมิคุ้มกันวิทยา วิธีทางเคมีวิเคราะห์ที่นิยมใช้ทั่วไป คือ 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) และ
แก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography, GC) เป็นวิธีที่ให้ผลวิเคราะห์ที่แม่นย าและเชื่อถือได้ 
(Jinap และคณะ, 2012) นอกจากนี้ ยังนิยมใช้วิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin Layer 
Chromatography, TLC) ซึ่งสามารถท าได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ (Urusov และคณะ, 2010) แต่
ข้อเสียของวิธีการวิเคราะห์ทางเคมี คือ สารเคมีที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ราคาสูงและเป็นพิษต่อ
สิ่งแวดล้อม ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์และใช้เวลานาน จึงได้มีการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ทาง
ภูมิคุ้มกันวิทยา Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ซึ่งเป็นวิธีที่มีความไวสูง ใช้
ตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์ปริมาณน้อย ท าได้ง่าย และรวดเร็ว จึงเหมาะกับการใช้เป็นวิธีการตรวจแบบ
รวดเร็ว (rapid method) แต่ข้อเสียของวิธีนี้ คือ มีค่าใช้จ่ายสูง เครื่องมือหรือชุดส าเร็จที่มี
ความจ าเพาะเจาะจง อีกทั้งน้ ายาที่ใช้ทดสอบไม่มีความเสถียรเมื่อมีการทดสอบเป็นระยะเวลานาน 
(Fernández-Ibañez และคณะ, 2009; Urusov และคณะ, 2010) 

 เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Near Infrared Spectroscopy, NIRS) เป็นเทคนิคที่ใช้การ
วัดและวิเคราะห์คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่สสารดูดกลืนเข้าไปและปล่อยออกมาในช่วงความยาวคลื่น  
800-2500 นาโนเมตร (จ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร) โดยสสารที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับ
คลื่นเนียร์อินฟราเรดได้ คือ สสารที่โมเลกุลประกอบด้วยพันธะไฮโดรเจน เช่น C-H, O-H, N-H และ 
S-H ซึ่งการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดจะส่งผลต่อการสั่นสะเทือนของพันธะต่างๆ ในโมเลกุล และ
ระดับการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดของสสารที่ความยาวคลื่นต่างๆ นี้จะปรากฏในรูปแบบ
สเปกตรัม เพ่ือน าไปประมวลผลในการวิเคราะห์เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ (ศุมาพร เกษมส าราญ, 
2552) ปัจจุบันมีการน าเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีไปประยุกต์ในอุตสาหกรรมหลากหลาย
ประเภท เช่น อุตสาหกรรมเกษตรและอาหาร อุตสาหกรรมเคมีและปิโตรเลียม อุตสาหกรรมยาและ
เครื่องส าอาง อุตสาหกรรมสิ่งทอและพอลิเมอร์ และอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ เพ่ือควบคุม
คุณภาพของกระบวนการผลิตตั้งแต่วัตถุดิบจนถึงผลิตภัณฑ์สุดท้าย (วารุณี ธนะแพสย์, 2552) ข้อดี
ของการใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี คือ ตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์ไม่ถูกท าลาย การเตรียม
ตัวอย่างไม่ยุ่งยาก จึงสะดวก รวดเร็ว และสามารถวิเคราะห์ค่าทางเคมีต่างๆ ที่ต้องการได้ในเวลาเดียว 
(Huang และคณะ, 2008) 

 เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมเกษตรและอาหารเพ่ือวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีของวัตถุดิบหรือผลิตภัณฑ์เพ่ือควบคุมคุณภาพ (วารุณี ธนะแพสย์, 2552) เช่น 
การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาล คาร์โบไฮเดรต ความชื้น หรือวิเคราะห์ขนาด สี รูปร่างในผักและผลไม้  
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ปริมาณไขมัน น้ า และโปรตีนในเนื้อสัตว์ ปริมาณโปรตีน คาร์โบไฮเดรต หรือค่าความแข็งของธัญพืช
ต่างๆ หรือปริมาณความชื้น ไขมัน โปรตีน และแลคโทสในนมและผลิตภัณฑ์จากนม (Huang และ
คณะ, 2008) นอกจากนี้ มีการศึกษาการน าเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีมาประยุกต์เพ่ือตรวจหา
การปนเปื้อนของราและสารพิษจากราในผลผลิตทางการเกษตรหลายชนิด เช่น Berardo และคณะ 
(2005) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีตรวจหาเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อราทั้งหมดและ Fusarium 
verticilloides ในตัวอย่างเมล็ดข้าวโพดและข้าวโพดป่น พบว่าแบบจ าลองที่ได้ผลดีที่สุดให้ค่า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) เท่ากับ 0.75 และ 0.79 และค่า
ความผิดพลาดมาตรฐานในการพิสูจน์แบบไขว้ (standard error of cross validation, SECV) 
เท่ากับ 7.43 และ 10.95 ส าหรับเมล็ดข้าวโพดและข้าวโพดป่น ตามล าดับ Fernández-Ibañez และ
คณะ (2009) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน
ข้าวโพดและข้าวบาร์เลย์ โดยใช้เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์แบบเกรตติ้ง (grating) และ
เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIRS) ที่ความยาวคลื่นในช่วง 1112–
2500 นาโนเมตร พบว่า แบบจ าลองส าหรับข้าวโพดที่สร้างจากเส้นสเปกตรัมที่ผ่านการปรับแต่งด้วย
วิธีการปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐานและการปรับแนวโน้ม (standard normal variate and 
detrending, SNVD) ผลท านายที่ดีที่สุดให้ค่า R2 เท่ากับ 0.80 และ 0.82 ค่า SECV เท่ากับ 0.211 
และ 0.200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์แบบเกรตติ้งและ 
FT-NIRS ตามล าดับ ส าหรับข้าวบาร์เลย์ แบบจ าลองที่สร้างจากสเปกตรัมจากเครื่องเนียร์อินฟราเรด 
สเปกโตรมิเตอร์แบบเกรตติ้งและผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีการ SNVD ผลท านายที่ดีที่สุดให้
ค่า R2 เท่ากับ 0.85 และค่า SECV เท่ากับ 0.176 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในขณะที่ แบบจ าลองที่สร้าง
โดยใช้สเปกตรัมจาก FT-NIRS โดยเส้นสเปกตรัมไม่ผ่านการปรับแต่งด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ ให้ค่า R2 
เท่ากับ 0.84 และค่า SECV เท่ากับ 0.183 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี เพ่ือตรวจสอบ
ปริมาณความชื้น การปนเปื้อนของรา โดยเฉพาะราที่คาดว่าสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 และการ
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวกล้อง โดยการสร้างแบบจ าลองในการตรวจหาปริมาณ
ความชื้น การปนเปื้อนของรา และการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวกล้อง จากการหา
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี และค่าที่ได้จากการ
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ซึ่งวิธีการที่จะพัฒนาขึ้นมามีคุณสมบัติเด่น คือ ตัวอย่างที่ใช้ไม่ถูกท าลาย 
เนื่องจากไม่มีการใช้สารเคมีในการทดสอบ ท าให้ช่วยลดต้นทุนในการใช้สารเคมีและยังช่วยลดความ
เป็นพิษของสิ่งแวดล้อม สามารถวัดค่าคุณภาพและปริมาณสารที่ต้องการภายในเวลาอันรวดเร็ว และ
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ทราบผลหลายตัวแปรในเวลาเดียวกัน เหมาะส าหรับน าไปพัฒนาใช้กับอุตสาหกรรมเกษตรและอาหาร 
เพ่ือลดต้นทุนในการใช้สารเคมีและประหยัดเวลาได้มากข้ึน 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 เพ่ือประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจสอบปริมาณความชื้น การ
ปนเปื้อนของราที่มคีวามสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 และอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวกล้อง 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 ข้าว......................................................................... 

 ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นธัญพืชหรือพืชที่น าเมล็ดไปรับประทานเป็นอาหารจ าพวกแป้ง 
เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว อยู่ในวงศ์เกรมินีอี (Family Gramineae) หรือ วงศ์หญ้า ซึ่งเป็นวงศ์ของพืชที่
ใหญ่ที่สุดที่ประกอบด้วยพืชประมาณ 650 สกุล (Genera) มีลักษณะเด่นชัดตรงที่มีใบยาว แคบ เกิด
เป็นสองแถวตามแนวตั้งสลับกัน ล าต้นรูปทรงกระบอก มีข้อและปล้องเห็นเด่นชัด ภายในกลวง หรือมี
เนื้อเยื่ออ่อนๆ และช่อดอกมักเกิดที่ยอดของล าต้น (Kellogg, 2009; สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วท.), 2544) 

 ข้าวเป็นธัญพืชที่มีความส าคัญท่ีสุดในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และได้รับความนิยมใน
การบริโภคและเพาะปลูกในอีกหลายภูมิภาคทั่วโลก ข้าวสายพันธุ์ที่รู้จักและนิยมน ามาเพาะปลูก
ส าหรับบริโภคมี 2 สายพันธุ์หลัก ได้แก่ Oryza glaberrima เป็นสายพันธุ์ที่นิยมเพาะปลูกในทวีป
แอฟริกาตะวันตก และ Oryza sativa L. ที่นิยมเพาะปลูกในทวีปเอเชีย ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ตาม
ลักษณะและพ้ืนที่เพาะปลูก ดังนี้ 

 1) ข้าวอินดิคา (Indica) ลักษณะเมล็ดข้าวเรียว ยาวรี ล าต้นสูงและค่อนข้างอ่อน ใบ
กว้าง มีสีเขียวอ่อน มีความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ง่าย นิยมเพาะปลูกใน
ประเทศเขตร้อนในทวีปเอเชีย เช่น เวียดนาม ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย จีน อินเดีย ศรีลังกา และไทย ซึ่ง
นิยมเพาะปลูกในบริเวณที่ราบลุ่มตอนใต้ของแม่น้ าเจ้าพระยา (กล้า เมธากานต์, 2552; ส านักงาน
พัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน), 2558) 

 2) ข้าวจาปอนิคา (Japonica) ลักษณะเมล็ดป้อม กลมรี ล าต้นเตี้ยและแข็ง ใบแคบ สี
เขียวเข้ม ทนต่ออากาศหนาวเย็น ให้ผลผลิตสูง มีการตอบสนองต่อปุ๋ยดีมาก ปลูกมากในประเทศเขต
อบอุ่นหรือกึ่งร้อน เช่น จีน ญี่ปุ่น เกาหลี และสหรัฐอเมริกา (กล้า เมธากานต์, 2552; ส านักงาน
พัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน), 2558) 

 3) ข้าวจาวานิคา (Javanica) เป็นข้าวพันธุ์ผสมระหว่างข้าวอินดิคาและจาปอนิคา มี
ลักษณะเมล็ดป้อมใหญ่ ล าต้นสูงและแข็ง ใบกว้าง สีเขียวอ่อน นิยมเพาะปลูกในประเทศอินโดนีเซีย 
ฟิลิปปินส์ ไต้หวัน หมู่เกาะริวกิว และญี่ปุ่น แต่ไม่ได้รับความนิยมนักเนื่องจากให้ผลผลิตต่ า (กล้า 
เมธากานต,์ 2552; ส านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน), 2558) 
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2.2 องค์ประกอบของข้าว 

 ข้าว หรือเมล็ดข้าว (rice fruit, rice grain หรือ rice seed) มีลักษณะเป็นผลเดี่ยว (single 
fruit) เกิดจากรังไข่อันเดียวชนิดลอยตัว (superior ovary) ของดอกเดี่ยวในแต่ละดอกย่อย โดยผล
เดี่ยวจะติดอยู่กับผนังรังไข่หรือเยื่อหุ้มผล (pericarp) เมื่อผลสุกหรือแก่จะเป็นผลแห้งที่ไม่แตกเรียกว่า 
เมล็ด (caryopsis grain) ที่มีเยื่อหุ้มผลและเปลือกหุ้มเมล็ด (seed coat, testa) เชื่อมรวมกันตลอด
เมล็ดข้าว ซึ่งมีขนาด รูปร่าง และสีแตกต่างตามพันธุ์ (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

 เมล็ดข้าว ประกอบด้วย 2 ส่วนหลัก คือ ส่วนที่ห่อหุ้มเมล็ดข้าว (หรือผล) เรียกว่า แกลบ 
(hull, husk) และส่วนเนื้อผล หรือผลแท้ (caryopsis grain) (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) โครงสร้าง
และส่วนประกอบของเมล็ดข้าวกล้อง แสดงในภาพที่ 2.1 

 1) แกลบ (hull, husk) เป็นส่วนที่ห่อหุ้มเมล็ดข้าว มีประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนัก
เมล็ดทั้งหมด (Juliano, 1993) ประกอบด้วย เปลือกใหญ่ (lemma) ที่หุ้มเนื้อผลด้านท้อง (dorsal 
side) ห่อหุ้มเปลือกเล็ก (palea) ซึ่งหุ้มผลด้านหลัง (ventral side) ไว้ทั้งสองด้านในลักษณะขบอยู่
ข้างบน ท าให้เปลือกทั้งสองติดกันอย่างแน่นสนิท โดยส่วนของเซลล์ผิวนอก (epidermal cell) จะ 
เจริญกลายเป็นขน (pubescence) ขึ้นอยู่บนเปลือกทั้งสอง ท าหน้าที่ลดการระเหยของน้ าและ
กระจายพันธุ์ตามธรรมชาติ หาง (awn) เป็นส่วนปลายของเปลือกใหญ่ที่ยาวออกมา ท าหน้าที่ในการ
กระจายพันธุ์คล้ายขน ขั้วเมล็ด (rachilla) เป็นก้านสั้นอยู่ระหว่างกลีบรองเมล็ด (sterile lemmas) 
กับเปลือกใหญ่และยังติดกับเมล็ดข้าวเปลือก และกลีบรองเมล็ดเป็นกลีบเล็ก 2 กลีบ อยู่ใต้สุดของ
เมล็ด (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

 2) เนื้อผล หรือผลแท้ (caryopsis grain) ประกอบด้วย 

  2.1) เยื่อหุ้มผล (pericarp) เป็นเนื้อเยื่อชั้นนอก ห่อหุ้มผลอยู่ภายใน เป็นเซลล์ที่
มีผนังเซลล์เส้นใย 6 ชั้น มีสารสีหรือรงควัตถุปนอยู่ ท าให้ข้าวกล้องมีสี แบ่งเป็น 3 ชั้นย่อย คือ  
เอพิคาร์พ หรือ เอกโซคาร์พ (epicarp หรือ exocarp) เป็นผนังหรือเปลือกที่อยู่นอกสุด เมโซคาร์พ 
หรือ ไฮโพเดิร์ม (mesocarp หรือ hypoderm) เป็นผนังผลชั้นกลาง และเอนโดคาร์พ (endocarp) 
เป็นเยื่อชั้นใน เยื่อหุ้มผลนี้มีองค์ประกอบส าคัญ ได้แก่ โปรตีน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส (อรอนงค์ 
นัยวิกุล, 2556) 

  2.2) เยื่อหุ้มเมล็ด (seed coat) อยู่ถัดจากเยื่อหุ้มผล เป็นเซลล์ 2 ชั้น รูปยาว 
เรียงตามขวาง มีผนังบางกั้น ภายในเซลล์มีไขมันและสารสีเช่นเดียวกับเยื่อหุ้มผล (อรอนงค์ นัยวิกุล, 
2556) 
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  2.3) เยื่อคั่น หรือนิวเซลลัส (nucellus) เป็นชั้นที่ติดกับเยื่อหุ้มเมล็ด แต่ไม่ติด
แน่นจึงแยกจากกันได้ง่าย (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

  2.4)  เยื่อหุ้มเนื้อเมล็ด หรือเยื่อชั้นแอลิวโรน (aleurone layer) เป็นเยื่อชั้นถัด
จากเยื่อหุ้มเมล็ด มีโปรตีน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ แบ่งออกได้ 2 
ลักษณะ คือ เซลล์แอลิวโรนที่ห่อหุ้มรอบเนื้อของเมล็ดจะมีรูปร่างเป็นลูกบาศก์และมีไซโทพลาซึม 
(cytoplasm) อยู่หนาแน่น และเซลล์แอลิวโรนที่ห่อหุ้มคัพภะจะบางและมีไซโทพลาซึมน้อย (อร
อนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

  2.5) คัพภะ (embryo) หรือเชื้อชีวิต จะอยู่ที่โคนเมล็ดด้านเปลือกใหญ่ เป็น
แหล่งสะสมอาหารอุดมไปด้วยโปรตีน และไขมันต่างๆ นอกจากนี้ คัพภะยังเป็นส่วนที่เจริญไปเป็นต้น
อ่อน ดังนั้น ส่วนท้องของเมล็ดจึงมีส่วนประกอบเป็นต้นอ่อน (plumule) รากอ่อน (radicle) เยื่อหุ้ม 
ต้นอ่อน (coleoptile) เยื่อหุ้มรากอ่อน (coleorhiza) ท่อน้ าท่ออาหาร (epiblast) และใบเลี้ยง 
(scutellum) ซึ่งเป็นใบเลี้ยงเดี่ยว (กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2547; อรอนงค์ 
นัยวิกุล, 2556) 

  2.6) เนื้อเมล็ด หรือเนื้อข้าว (endosperm) มีประมาณ 80% ของน้ าหนักเมล็ด
ทั้งหมดซึ่งมีมากที่สุดในเมล็ดข้าว แบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกคือ ส่วนชั้นซับแอลิวโรน (subaleurone 
layer) อยู่ถัดจากชั้นเยื่อหุ้มเนื้อเมล็ด ประกอบด้วยโปรตีนและไขมันปริมาณมาก (Juliano, 1993) 
ส่วนที่สอง คือ ส่วนแป้งในเนื้อของเมล็ด (starchy endosperm) องค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นอะไม
โลพลาส (amylplasts) ที่มีเม็ดแป้ง (starchy granules) (Juliano, 1993) มีโปรตีนปริมาณน้อย
เนื่องจากมีเพียงกลุ่มโปรตีนลักษณะกลมใหญ่แทรกอยู่ระหว่างเม็ดแป้งเท่านั้น (อรอนงค์ นัยวิกุล, 
2556) 
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ภาพที่ 2.1 โครงสร้างและส่วนประกอบของเมล็ดข้าว (Juliano, 1993) 

2.3 ข้าวกล้อง 

 ข้าวกล้อง (brown rice, cargo rice, husked rice, loonzain rice) คือ ข้าวที่กะเทาะเอา
เปลือกนอกหรือแกลบออกเพียงชั้นเดียว จึงท าให้เมล็ดข้าวมีสีเหลืองอมน้ าตาล หรือมีสีตามสีของชั้น
เยื่อร าที่หุ้มเมล็ดไว้ (สิทรา พรรณสมบูรณ์, 2552) มาตรฐานสินค้าเกษตร (มกษ. 4004-2555) ได้ให้
นิยามหรือความหมายของข้าวกล้อง หมายถึง เมล็ดข้าวที่ผ่านการกะเทาะเปลือกออกเท่านั้น ทั้งนี้
กระบวนการกะเทาะเปลือกอาจท าให้เยื่อร าบางส่วนหลุดออก (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2555) 
โดยมีคัพภะและส่วนแป้งในเนื้อของเมล็ดเป็นส่วนที่ใช้บริโภค (กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร
และสหกรณ์, 2547) ส่วนประกอบของเมล็ดข้าวกล้องประกอบด้วย เยื่อหุ้มข้าวกล้อง (caryopsis 
coat) (เยื่อหุ้มผลหรือเนื้อเยื่อชั้นนอก เยื่อหุ้มเมล็ด และเยื่อคั่นหรือนิวเซลลัส)  เยื่อหุ้มเนื้อเมล็ด 
คัพภะ และเนื้อเมล็ด (Juliano, 1993; กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2547; อร
อนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

 เนื่องจากชั้นเยื่อหุ้มผลและเยื่อหุ้มเมล็ดของเมล็ดข้าวกล้องมีสารสีหรือรงควัตถุปนอยู่ ท าให้
ข้าวกล้องมีสีน้ าตาลโทนต่างๆ เช่น น้ าตาลอ่อน น้ าตาลแก่ น้ าตาลแดง น้ าตาลม่วง น้ าตาลจนเกือบด า 
เป็นต้น (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) หรือมีสีแดง เช่น ข้าวกล้องหอมมะลิแดง ซึ่งเป็นข้าวที่มีชั้นเยื่อหุ้มสี
แดงจากสารแอนโทไซยานิน (anthocyanin) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
สร้างความแข็งแรงของหลอดเลือดและมีคุณค่าทางโภชนาการสูง ข้าวกล้องสีนิลหรือข้าวหอมนิล เป็น
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ข้าวที่มีชั้นเยื่อหุ้มสีม่วงเข้มจนเกือบด า มีสารแอนโทไซยานินและมีคุณค่าทางโภชนาการสูง
เช่นเดียวกับข้าวกล้องหอมมะลิแดง (สิทรา พรรณสมบูรณ์, 2552) เป็นต้น 

2.4 องค์ประกอบทางเคมีของข้าวกล้อง 

 ข้าวจัดเป็นแหล่งอาหารและแหล่งพลังงานหลักของประชากรทั่วโลกถึง 40 เปอร์เซ็นต์ 
โดยเฉพาะประชากรในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย (วท.), 2544) เป็นธัญพืชที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูงและมีสารอาหารที่มีประโยชน์ต่อ
ร่างกายหลายชนิด สารอาหารหรือองค์ประกอบทางเคมีที่พบในข้าว ได้แก่ โปรตีน ไขมัน เส้นใยหยาบ 
วิตามิน แร่ธาตุ และคาร์โบไฮเดรตเป็นหลัก โดยเฉพาะโปรตีนในข้าวเป็นโปรตีนที่ดีกว่าโปรตีนใน 
ธัญพืชชนิดอ่ืน เนื่องจากมีกรดอะมิโนไลซีน (lysine) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่จ าเป็นต่อร่างกาย  
(ส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, 2552) วิธีการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบทางเคมี 
โดยประมาณ (proximate analysis) เป็นวิธีทั่วไปที่ใช้วิเคราะห์เพ่ือให้ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมี
ที่มีในข้าว ซึ่งอาจแตกต่างกันข้ึนอยู่กับพันธุ์ข้าว สภาวะการปลูก การเก็บเกี่ยว ตลอดจนกระบวนการ
แปรรูปจากข้าวเปลือกเป็นข้าวกล้องและข้าวสารขาว (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) องค์ประกอบทางเคมี
โดยประมาณของข้าวกล้องและข้าวสารหรือข้าวขาว แสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบทางเคมีโดยประมาณของข้องกล้องและข้าวสารที่มีความชื้น 14 
เปอร์เซ็นต ์ในปริมาณ 100 กรัม 

องค์ประกอบทางเคมี 
ชนิดข้าว 

ข้าวกล้อง ข้าวสาร 

โปรตีน (กรัม) 
ไขมัน (กรัม) 
เส้นใยหยาบ (กรัม) 
เถ้า (กรัม) 
คาร์โบไฮเดรต (กรัม) 
เส้นใยอาหาร (กรัม) 
พลังงาน (กิโลจูล) 
พลังงาน (กิโลแคลอรี) 

7.1-8.3 
1.6-2.8 
0.6-1.0 
1.0-1.5 
73-87 
2.9-3.9 

1520-1610 
363-385 

6.3-7.1 
0.3-0.5 
0.2-0.5 
0.3-0.8 
77-89 
0.7-2.3 

1460-1560 
349-373 

ที่มา: ดัดแปลงจาก อรอนงค์ นัยวิกุล (2556) 
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 จากตาราง แสดงให้เห็นว่าข้าวกล้องมีปริมาณโปรตีน ไขมัน เส้นใยหยาบ เถ้า เส้นใยอาหาร 
และพลังงานสูงกว่าข้าวสาร เนื่องจากข้าวสารผ่านการขัดสี ท าให้ส่วนของเยื่อหุ้มผล เยื่อหุ้มเมล็ด นิว
เซลลัส ชั้นแอลิวโรน รวมทั้งคัพภะหลุดออกไป เมล็ดข้าวสารจึงมีสีขาวขึ้น มีปริมาณคาร์โบไฮเดรต
เพ่ิมข้ึน ในขณะที่องค์ประกอบทางเคมีอ่ืนๆ มีปริมาณลดลง (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

 นอกจากนี้ ข้าวกล้องยังอุดมไปด้วยวิตามินและแร่ธาตุที่ส่งเสริมให้ร่างกายท างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ และท าให้ร่างกายแข็งแรง แม้ในข้าวกล้องจะไม่มีวิตามินเอ วิตามินซี หรือวิตามินดี  
(Juliano, 1993) แต่ข้าวกล้องเป็นแหล่งที่อุดมไปด้วยกลุ่มวิตามินบี เช่น วิตามินบี 1 (thiamine)  
ช่วยป้องกันโรคเหน็บชา ซึ่งพบมากกว่าข้าวสารถึง 4 เท่า วิตามินบี 2 (riboflavin) ป้องกันโรค 
ปากนกกระจอก บ ารุงผิวพรรณ วิตามินบี 3 (niacin) ช่วยบรรเทาอาการอ่อนเพลีย ปวดกล้ามเนื้อ  
บ ารุงสมอง และวิตามินบี 6 (pyridoxine) ช่วยบ ารุงสมองและระบบประสาท นอกจากนี้ ข้าวกล้อง 

ยังมีวิตามินอี (α-tocopherol) กรดฟอลิก รวมถึงแร่ธาตุที่ส าคัญ เช่น แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก 
และสังกะสี เป็นต้น (สิทรา พรรณสมบูรณ์, 2552) ตารางที่ 2.2 แสดงปริมาณวิตามินและแร่ธาตุใน
ข้าวกล้องและข้าวสาร พบว่า ข้าวกล้องมีปริมาณวิตามินและแร่ธาตุต่างๆ สูงกว่าข้าวสาร ซึ่งแสดงให้
เห็นว่าวิตามินและแร่ธาตุนั้นมีอยู่ในส่วนของเยื่อหุ้มผล เยื่อหุ้มเมล็ด นิวเซลลัส ชั้นแอลิวโรน 
และคัพภะซึ่งเป็นแหล่งของวิตามินอีและวิตามินบี 3 (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

ตารางที่ 2.2 ปริมาณวิตามินและแร่ธาตุของข้าวกล้องและข้าวสารที่มีความชื้น 14 เปอร์เซ็นต์ ใน
ปริมาณ 100 กรัม 

วิตามินและแร่ธาตุ 
ชนิดข้าว 

ข้าวกล้อง ข้าวสาร 
วิตามินบี 1 (มิลลิกรัม) 
วิตามินบี 2 (มิลลิกรัม) 
วิตามินบี 3 (มิลลิกรัม) 
วิตามินอี (มิลลิกรัม) 
แคลเซียม (มิลลิกรัม) 
ฟอสฟอรัส (กรัม) 
ไฟทินฟอสเฟต (กรัม) 
เหล็ก (มิลลิกรัม) 
สังกะสี (มิลลิกรัม) 

0.29-0.61 
0.04-0.14 
3.5-5.3 

0.90-2.50 
10-50 

0.17-0.43 
0.13-0.27 
0.2-5.2 
0.6-2.8 

0.02-0.11 
0.02-0.06 
1.3-2.4 

0.075-0.03 
10-30 

0.08-0.15 
0.02-0.07 
0.2-2.8 
0.6-2.3 

ที่มา: ดัดแปลงจาก อรอนงค์ นัยวิกุล (2556)  
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2.5 สถานการณ์การผลิตและการค้าข้าว 

 ข้าวเป็นอาหารหลักที่ประชากรมากกว่าครึ่งโลกใช้ในการบริโภคโดยเฉพาะในทวีปเอเชียซึ่งมี
การบริโภคข้าวมากถึง 90 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ ข้าวยังเป็นพืชที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อน
และอบอุ่น ตั้งแต่เส้นรุ้งที่ 50 องศาเหนือ ถึง 40 องศาใต้ ตั้งแต่ระดับน้ าทะเลจนถึงระดับสูงประมาณ  
3000 เมตร และทนต่อสภาพดินที่หลากหลายได้ดี ดังนั้น ประเทศต่างๆ ทั่วโลกมากกว่า 100  
ประเทศจึงสามารถเพาะปลูกข้าวเพ่ือการบริโภคได้ (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) จากการส ารวจ 
สถานการณ์การผลิตข้าวของโลกโดยกระทรวงเกษตร ประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่า ปี  2556/57 มี
พ้ืนที่เก็บเกี่ยวรวม 1005.50 ล้านไร่ และได้ผลผลิตเฉลี่ย 707 กิโลกรัมต่อไร่ (กรมการข้าว กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์, 2558) ซึ่งประเทศไทยเป็นหนึ่งใน 10 ของประเทศผู้ผลิตข้าวที่ส าคัญของโลก 
และมีสถิติการส่งออกข้าวในปี 2557 เป็นอันดับ 1 ของโลก รองลงมา คือ ประเทศอินเดีย และ
เวียดนาม ซึ่งส่งออกเป็นอันดับ 2 และ 3 ตามล าดับ (สมาคมผู้ส่งออกข้าวไทย, 2558) (ตารางที่ 2.3) 

ตารางท่ี 2.3 ประเทศท่ีมีปริมาณการส่งออกข้าว 10 อันดับแรกทั่วโลก ในปี พ.ศ.2557 

ประเทศผู้ส่งออก ปริมาณการส่งออก (เมตริกตัน) 
ไทย 10.97 

อินเดีย 10.91 
เวียดนาม 6.33 
ปากีสถาน 3.60 

สหรัฐอเมริกา 3.00 
พม่า 1.69 

กัมพูชา 1.00 
อุรุกวัย 0.96 
บราซิล 0.85 
อียิปต์ 0.60 

ที่มา: ดัดแปลงจาก สมาคมผู้ส่งออกข้าวไทย (2558) 
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 จากสถิติในปี 2558 พบว่า ประเทศไทยมีมูลค่าการส่งออกข้าวกล้องโดยรวมเท่ากับ 566.77 
ล้านบาท ซึ่งตลาดส่งออกข้าวกล้องส าคัญที่มีปริมาณการส่งออกสูงอันดับต้นๆ ได้แก่ ประเทศ
สหรัฐอเมริกา อิตาลี สิงคโปร์ เนเธอร์แลนด์ ฮ่องกง โปแลนด์ ฝรั่งเศส และสวิตเซอร์แลนด์ ตามล าดับ 
(กรมการค้าต่างประเทศ กระทรวงพาณิชย์, 2558) ในช่วงปี 2556-2558 ประเทศไทยมีปริมาณและ
มูลค่าการส่งออกข้าวกล้องไปยังทวีปยุโรป อเมริกาเหนือ และเอเชียสูงเป็น 3 อันดับแรก รองลงมา 
ได้แก่ ทวีปออสเตรเลียและโอเชียเนีย อเมริกากลาง แอฟริกา และอเมริกาใต้ ตามล าดับ ดังแสดงใน
ตารางที่ 2.4 

ตารางที่ 2.4 ปริมาณและมูลค่าการส่งออกข้าวกล้องของประเทศไทยไปยังทวีปต่างๆ ทั่วโลก ในปี 
พ.ศ. 2556-2558 

ทวีป 
ปี 2556 ปี 2557 ปี 2558 

ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า 

ยุโรป 
อเมริกาเหนือ 
เอเชีย 
ออสเตรเลียและ 
โอเชียเนีย 
อเมริกากลาง 
แอฟริกา 
อเมริกาใต้ 

9053.18 
3652.29 
2164.45 
479.42 

 
40.90 
28.71 
0.84 

319.79 
136.93 
83.32 
14.99 

 
1.63 
1.09 
0.04 

6879.60 
5305.05 
2826.99 
153.33 

 
42.22 
38.96 

- 

276.52 
186.63 
108.29 
107.37 

 
1.53 
1.45 

- 

6265.85 
5843.71 
3096.18 
122.75 

 
27.92 
32.21 
3.75 

245.35 
200.51 
113.49 
4.84 

 
1.07 
1.38 
0.13 

รวม 15419.79 557.80 15246.14 681.78 15392.37 566.77 
ปริมาณ: เมตริกตัน 
มูลค่า: ล้านบาท 
ที่มา: ดัดแปลงจาก (กรมการค้าต่างประเทศ กระทรวงพาณิชย์, 2557, 2558, 2559) 

 ข้าวเป็นสินค้าเกษตรที่ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกท่ีส าคัญของโลก ดังนั้น เพ่ือให้ข้าวมี
คุณภาพได้มาตรฐานและความปลอดภัย เป็นที่ยอมรับมากขึ้นทั้งในประเทศและการค้าระหว่าง
ประเทศ คณะกรรมการมาตรฐานสินค้าเกษตรจึงได้มีการจัดท ามาตรฐานสินค้าเกษตรเรื่องข้าว (มกษ. 
4004-2555) (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2555) เพ่ือดูแลความปลอดภัยและคุ้มครองผู้บริโภค 
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 การจัดการและการปฏิบัติที่ดีระหว่างการเก็บเก่ียวและหลังการเก็บเก่ียว เป็นขั้นตอนที่ส าคัญ
ขั้นตอนหนึ่งที่จะช่วยควบคุมคุณภาพของข้าว การขาดการจัดการที่ดีในขั้นตอนการเก็บเกี่ยวและการ
ปฏิบัติหลังการเก็บเก่ียวที่ไม่ถูกต้อง ส่งผลต่อการสูญเสียข้าวทั้งทางด้านปริมาณและด้านคุณภาพ เช่น 
การเก็บเกี่ยวในขณะที่เมล็ดข้าวมีความชื้นสูงเกินไป (ประมาณ 28-33 เปอร์เซ็นต์) ท าให้ยากต่อการ
ลดความชื้นของเมล็ดข้าวหลังการเก็บเก่ียว เนื่องจากความชื้นเป็นปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่ออายุการเก็บ
รักษา อัตราการเสื่อมคุณภาพ (กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2547) รวมถึงการ
เข้าท าลายของแมลงศัตรูพืชที่สามารถน าไปสู่การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ต่างๆ และราที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารพิษจากรา (mycotoxin) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศเขตร้อน เช่น ประเทศไทย ที่มี
สภาพอากาศแบบร้อนชื้นซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตสารพิษของรา (Reiter 
และคณะ, 2010) การลดความชื้นของเมล็ดจึงมีความส าคัญอย่างยิ่งในการเก็บรักษาทั้งระยะสั้นและ
ระยะยาว ดังนั้น หลังการเก็บเกี่ยวจึงจ าเป็นต้องมีการลดความชื้นของเมล็ดให้แห้งโดยเร็ว เพ่ือลด
อัตราการหายใจของเมล็ด และลดการปนเปื้อนของราซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้เมล็ดเสื่อมคุณภาพเร็ว
ยิ่งขึ้น (กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ , 2547) มาตรฐานสินค้าเกษตร (มกษ. 
4004-2555) ก าหนดให้ข้าวสารทุกชนิดรวมทั้งข้าวกล้องที่จะน าไปเก็บรักษานั้นจะต้องมีความชื้นไม่
เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2555) ความชื้น 13 เปอร์เซ็นต์ เป็นระดับ
ความชื้นที่เหมาะสมและปลอดภัยต่อการเก็บรักษาข้าวสารภายในเวลา 6 เดือน ซึ่งถ้าลดความชื้นของ
ข้าวสารลงที่ 12 เปอร์เซ็นต์ จะสามารถเก็บรักษาได้นานยิ่งขึ้น (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2556) 

2.6 สารพิษจากรา  

 สารพิษจากรา (mycotoxin) เป็นเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่มีมวล
โมเลกุลต่ า ผลิตโดยราสายใย (filamentous fungi) ในสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม (Jarvis และคณะ, 
2005) ราที่ผลิตสารพิษจากราที่ส าคัญ ได้แก่ ราในสกุล Aspergillus, Penicillium, Fusarium, 
Alternaria และ Clavisceps (Zain, 2011) ซึ่งพบปนเปื้อนอยู่ในผลผลิตทางการเกษตรได้หลายชนิด
ทั้งก่อนการเก็บเก่ียว หลังการเก็บเก่ียว และระหว่างการเก็บรักษา องค์การอาหารและการเกษตรแห่ง
สหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) ได้ระบุว่า 
สินค้าทางการเกษตรจากทั่วโลกมีการปนเปื้อนสารพิษจากราประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งส่งผลให้เกิด
ความสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจอย่างมีนัยส าคัญ (Jard และคณะ, 2011; Jarvis และคณะ, 2005; 
Zain, 2011) ตัวอย่างสารพิษจากราที่มีผลต่อสุขภาพของมนุษย์และมีความส าคัญต่อเศรษฐกิจ แสดง
ในตารางที่ 2.5 การบริโภคอาหารที่มีการปนเปื้อนสารพิษเหล่านี้ ท าให้เกิดอาการเป็นพิษทั้งแบบ
เฉียบพลันและเรื้อรังทั้งในคนและสัตว์ ดังแสดงในตารางที่ 2.6  
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ตารางท่ี 2.5 ราและสารพิษจากราที่มีความส าคัญต่อผลผลิตทางการเกษตร 

สารพิษจากรา ราที่ผลิต 
อะฟลาทอกซินบี 1 
โอคราทอกซินเอ 
 
ไทรโคทีซีนส์ 
 
ซีราลีโนน 
ฟูโมนิซินบี 1 
เออร์กอต แอลคาลอยด์ 

Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius 
A. carbonarius, A. niger 
Penicillium verrucosum 
Fusarium sp., Myrothecium sp., 
Stachybotrys sp., Trichothecium sp., 
F. graminearum, F. culmorum 
F. verticillioides, F. proliferatum 
Claviceps sp. 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Bennett และคณะ (2003) 

ตารางท่ี 2.6 ความเป็นพิษของสารพิษจากราที่ส่งผลต่อคนและสัตว์ 
สารพิษจากรา ความเป็นพิษ อ้างอิง 

อะฟลาทอกซินบี 1 
 
โอคราทอกซินเอ 
 
 
ไทรโคทีซีนส์ 
 
ซีราลีโนน 
 
ฟูโมนิซินบี 1 
 
 
เออร์กอต แอลคาลอยด์ 

ภาวะตับอักเสบ สารก่อมะเร็งตับ 
กดระบบภูมิคุ้มกัน 
ภาวะไตอักเสบ สารก่อมะเร็ง กดระบบ
ภูมิคุ้มกัน พิษต่อทารกและตัวอ่อนในครรภ์ 
พิษต่อตับ 
อาเจียน ท้องร่วง ภูมิแพ้ 
 
สารออกฤทธิ์แบบเอสโทรเจน  
ส่งผลต่อระบบสืบพันธุ์ 
พิษต่อระบบประสาท (ม้าและกระต่าย)  
บวมน้ าในปอด (สุกร) มะเร็งตับ (หนู) 
อาจท าให้เกิดมะเร็งหลอดอาหารในมนุษย์ 
ปวดท้อง อาเจียน แสบร้อนที่ผิวหนัง  
นอนไม่หลับ ประสาทหลอน 

Jarvis และคณะ (2005) 
Zain (2011) 
Jarvis และคณะ (2005) 
 
 
Bennett และคณะ 
(2003) 
Jarvis และคณะ (2005) 
 
Jarvis และคณะ (2005)  
 
 
Arroyo-Manzanares 
และคณะ (2014) 
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2.7 อะฟลาทอกซินบี 1  

 อะฟลาทอกซิน (aflatoxins) เป็นกลุ่มของสารพิษจากราที่ส าคัญ ก่อให้เกิดปัญหาด้าน 
สุขภาพและเศรษฐกิจทั่วโลก เป็นเมแทบอไลต์ทุติยภูมิที่ถูกผลิตตามธรรมชาติโดยราสายใยในสกุล 
Aspergillus ในธรรมชาติจะพบอะฟลาทอกซิน 4 ชนิดที่ส าคัญ ได้แก่ อะฟลาทอกซินบี 1 (aflatoxin 
B1) อะฟลาทอกซินบี 2 (aflatoxin B2) อะฟลาทอกซินจี 1 (aflatoxin G1) และอะฟลาทอกซินจี 2 
(aflatoxin G2) ที่พบปนเปื้อนได้ในอาหารและอาหารสัตว์ โดยอะฟลาทอกซินกลุ่มบีจะเรืองแสงสีน้ า
เงินภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ในขณะที่อะฟลาทอกซินกลุ่มจีจะเรืองแสงสีเขียว (Markaki, 2010) 
นอกจากนี้ อะฟลาทอกซินบางชนิดสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างท าให้สารเกิดอนุพันธ์ เช่น 
อะฟลาทอกซินเอ็ม 1 (aflatoxin M1) และอะฟลาทอกซินเอ็ม 2 (aflatoxin M2) ที่เกิดจากวัวได้รับ 
อาหารสัตว์ที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 และอะฟลาทอกซินบี 2 เข้าสู่ร่างกายและเกิดปฏิกิริยา 
ไฮดร๊อกซิเลชั่น (hydroxylation) เปลี่ยนเป็นอะฟลาทอกซินเอ็ม 1 และอะฟลาทอกซินเอ็ม 2  
ตามล าดับ ซึ่งมักพบปนเปื้อนในนมและผลิตภัณฑ์จากนม (Bianco และคณะ, 2012; Yunus และ
คณะ, 2011) ในบรรดาอะฟลาทอกซินทั้งหมด อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นสารพิษที่พบได้บ่อยและมี
ความเป็นพิษสูงสุด รองลงมา ได้แก่ อะฟลาทอกซินจี 1 อะฟลาทอกซินบี 2 และอะฟลาทอกซินจี 2 
ตามล าดับ (McLean และคณะ, 1995) 

 อะฟลาทอกซินบี 1 (aflatoxin B1, AFB1) มีโครงสร้างประกอบด้วย บิสฟิวราโน คูมาริน
(bisfurano coumarins) และไซโคลเพนทาโนน (cyclopentanone) (Markaki, 2010) (ภาพที่ 2.2) 
มีชื่อ IUPAC คือ 2,3,6aR,9aS-tetrahydro-4-methoxy-1H,11H-cyclopenta[c]furo[3’,2’:4,5] 
furo[2,3-h][1]benzopyran-1,11-dione (Pubchem, 2016) สูตรทางเคมี C17H12O6 มวลโมเลกุล
เท่ากับ 312 กรัมต่อโมล ลักษณะทางกายภาพของอะฟลาทอกซินบี 1 เป็นผลึกไม่มีสี จุดหลอมเหลว
เท่ากับ 268-269 องศาเซลเซียส ละลายได้ดีในสารละลายมีขั้วปานกลางหรือตัวท าละลายอินทรีย์ 
เช่น คลอโรฟอร์ม เมทานอล และไดเมทิลซัลฟ็อกไซด์ และละลายน้ าได้ที่ 1-20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร อะฟลาทอกซินบี 1 ในรูปของผลึกจะมีความเสถียรเมื่ออยู่ในภาวะไม่มีแสงและรังสี
อัลตราไวโอเลต และทนอุณหภูมิสูงได้มากกว่า 100 องศาเซลเซียส ในขณะที่ในรูปของสารละลายใน
คลอโรฟอร์มหรือเบนซีน ต้องเก็บในที่เย็นและมืดจะมีความเสถียรและเก็บได้เป็นปี  (Deshpande, 
2002) 
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ภาพที่ 2.2 โครงสร้างทางเคมีของอะฟลาทอกซินบี 1 (Jiang และคณะ, 2015) 

 2.7.1 ความเป็นพิษของอะฟลาทอกซินบี 1  

  อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นพิษร้ายแรงต่อมนุษย์และสัตว์ ท าให้เกิดอาการได้ทั้งแบบ
เฉียบพลันและแบบเรื้อรัง อาการเฉียบพลันเกิดขึ้นจากการบริโภคอาหารที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 
1 ในปริมาณสูง ท าให้เกิดอาการตกเลือด ตับวายเฉียบพลัน บวมน้ า จนถึงขั้นเสียชีวิตได้ 
(Khlangwiset และคณะ, 2011) ปริมาณของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่เมื่อบริโภคแล้วจะท าให้เกิดอาการ
เฉียบพลันหรือเสียชีวิตร้อยละ 50 (lethal dose, LD50) ในหนูและหนูแฮมสเตอร์ เท่ากับ 9.0 และ 
10.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ขณะที่ในเป็ดและลิง มีค่า LD50 อยู่ระหว่าง 0.34-0.56 และ 
3.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ (Deshpande, 2002) ในปี 2004 มีรายงานการพบผู้ป่วยตับวาย
เฉียบพลันจ านวน 317 คน ในภาคตะวันออกของประเทศเคนย่า ซึ่งสาเหตุคาดว่าเกิดจากการบริโภค
ข้าวโพดที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 สูงถึง 4400 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Azziz-Baumgartner 
และคณะ, 2005) 

  อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นพิษต่อตับซึ่งเป็นอวัยวะเป้าหมายแรกเมื่อร่างกายได้รับเข้า
ไป สารพิษนี้จะกระตุ้นให้เซลล์ตับกลายเป็นเซลล์มะเร็ง โดยเฉพาะในคนที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจะ 
มีความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งสูงกว่าคนปกติ (Khlangwiset และคณะ, 2011) International  
Agency for Research on Cancer (IARC) ได้จัดให้อะฟลาทอกซินบี 1 อยู่ในกลุ่ม 1 คือ เป็นสารก่อ 
มะเร็งในมนุษย์ (IARC, 2012) Li และคณะ (2001) ได้ศึกษาการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ของ
ข้าวโพดในมณฑลกวางสี (Guangxi) ประเทศจีน พบว่า ตัวอย่างข้าวโพดและผลิตภัณฑ์จากข้าวโพด
ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 สูงถึง 85 เปอร์เซ็นต์ (9-2496 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ซึ่ง 76 เปอร์เซ็นต์
ของตัวอย่างที่ปนเปื้อนทั้งหมดมีความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินเกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ดังนั้น 
จึงคาดว่าการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวโพดนี้เป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรคมะเร็งเซลล์ตับ
ของประชากรในมณฑลกวางสี นอกจากนี้ จากการรายงานของ Asim และคณะ (2011) พบว่า การ
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารมีความเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งตับของประชากรใน
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ประเทศก าลังพัฒนาอย่างมีนัยส าคัญ เช่น ประเทศเคนย่า ไทย และโมซัมบิก พบอัตราการเกิดมะเร็ง 
ตับ (ต่อประชากร 100000 คน) เท่ากับ 4–2, 6–0 และ 25–4 ตามล าดับ โดยปริมาณของอะฟลา 
ทอกซินบี 1 ที่ได้รับในแต่ละวันของประเทศเหล่านี้นั้นเท่ากับ 10–0, 45–0 และ 222–4 นาโนกรัมต่อ 
กิโลกรัมของน้ าหนักตัว ตามล าดับ  

  อะฟลาทอกซินบี 1 ส่งผลต่อทารกหรือตัวอ่อนในครรภ์ Kihara และคณะ (2000) 
ศึกษาผลของอะฟลาทอกซินบี 1 ต่อลูกของหนูที่เกิดขึ้น โดยการฉีดอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ละลายใน 
dimethylsulfoxide ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน บริเวณใต้ผิวหนังของหนูที่วันที่ 
11-14 และ 15-18 ของการตั้งครรภ์ พบว่า น้ าหนักแรกเกิดของหนูทั้งเพศผู้และเพศเมียมีค่าเฉลี่ย
ลดลง และหนูที่ได้รับอะฟลาทอกซินบี 1 ที่วันที่ 15-18 ของการตั้งครรภ์มีการรอดชีวิตของลูกแรก
เกิดลดลง นอกจากนี้ ยังท าให้หนูมีพัฒนาการช้าลงทั้งทางด้านกายภาพและด้านพฤติกรรมของหนูใน
ช่วงเวลาก่อนที่จะเลิกนม (preweaning period) และความสามารถในการเคลื่อนที่ร่วมกันบกพร่อง 
Wangikar และคณะ (2005) ศึกษาผลของอะฟลาทอกซินบี 1 ต่อตัวอ่อนในครรภ์ของกระต่าย โดยให้
กินน้ ามันข้าวโพดผสมอะฟลาทอกซินบี 1 เป็นเวลา 6–18 วัน พบว่า อะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของน้ าหนักตัว เป็นความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ส่งผลต่อความผิดปกติ
ภายในของตัวอ่อนกระต่าย 

  นอกจากนี้ อะฟลาทอกซินบี 1 ยังกดระบบภูมิคุ้มกัน (Bluma และคณะ, 2008)  
จากศึกษาผลกระทบของอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อระบบ 
ภูมิคุ้มกันในหลอดทดลอง (in vitro) พบว่า อะฟลาทอกซินบี 1 ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเม็ดเลือด 
ขาวและยับยั้งการท างานของเม็ดเลือดขาวชนิดทีลิมโฟไซต์รวมถึงกระบวนการอ่ืนๆ ของระบบ 
ภูมิคุ้มกัน (Bodine และคณะ, 1984) และยังท าให้เกิดการตายของเซลล์เม็ดเลือดขาวทั้งแบบ 
apoptosis และ necrosis (Al-Hammadi และคณะ, 2014) 

 2.7.2 ราที่ผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 (aflatoxigenic fungi) 

  ราเป็นสิ่งมีชีวิตที่พบได้ท่ัวไปในสิ่งแวดล้อม และเจริญได้บนสารอินทรีย์เกือบทุกชนิด 
ราบางชนิดสามารถผลิตสารพิษจากรา ท าให้เกิดการปนเปื้อนทั้งในอาหารคนและสัตว์ได้ (Kamika 
และคณะ, 2011) ราที่มีความสามารถในผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 คือ ราในสกุล Aspergillus section 
Flavi ได้แก่ A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. tamarii และ A. bombysis (Bluma และ
คณะ, 2008; Riba และคณะ, 2010) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง A. flavus และ A. parasiticus เป็นราที่
เป็นสาเหตุหลักของการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ในผลผลิตทางการเกษตรหลายชนิดในเขตร้อน 
(tropical) และก่ึงร้อน (subtropical) ทั่วโลก เช่น ข้าวโพด ถั่วลิสง เมล็ดฝ้าย และธัญพืชอ่ืนๆ (Cary 
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และคณะ, 2011; Khlangwiset และคณะ, 2011; Riba และคณะ, 2010) ในขณะที่ A. nomius,  
A. tamarii และ A. bombysis พบการปนเปื้อนน้อยกว่า (Bennett และคณะ, 2003; Zain, 2011) 
ราในสกุล Aspergillus section Flavi มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ส าคัญ เช่น เส้นผ่านศูนย์กลาง
ของ vesicles มีขนาดตั้งแต่ 10-65 ไมโครเมตร โคโลนีและ conidial head มีสีเขียวอมเหลือง สี
เหลือง หรือสีน้ าตาล conidia มีรูปร่างกลม กลมรี มีทั้งผนังบาง หนา เรียบและขรุขระ โดยลักษณะ
และขนาดของ conidia จะข้ึนอยู่กับชนิดของรา เช่น A. flavus มีโคโลนีและ conidial head สีเขียว
อมเหลือง ลักษณะของ conidia มีรูปร่างกลม ผนังหนา เรียบ และมีขนาด 3-8 ไมโครเมตร ขณะที่
ลักษณะ conidia ของ A. parasiticus มีรูปร่างกลม ผนังหนา ขรุขระ และมีขนาด 4-7 ไมโครเมตร 
(Bhatnagar และคณะ, 2014; Pitt และคณะ, 2009) (ภาพที่ 2.3)  

 ราเหล่านี้สามารถเจริญและผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปื้อนในผลผลิตทางการเกษตรได้
ตั้งแต่ขั้นตอนก่อนการเก็บเกี่ยว หลังการเก็บเกี่ยว และระหว่างการเก็บรักษา โดยมีอุณหภูมิและ
ความชื้นของสิ่งแวดล้อม รวมถึงปริมาณความชื้นของซับสเตรตที่เหมาะสม เป็นปัจจัยหลักที่ส่งเสริม
การเจริญและการผลิตสารพิษของรา (Bennett และคณะ, 2003; Bluma และคณะ, 2008; 
Khlangwiset และคณะ, 2011) A. flavus และ A. parasiticus เจริญและผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 
ได้ดีที่อุณหภูมิ 25–35 องศาเซลเซียส และที่ความชื้น 85–95 เปอร์เซ็นต์ (Rustom, 1997; Rustom 
และคณะ, 1993)  

 
ภาพที่ 2.3 A. flavus ลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA [ก], ลักษณะภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ [ข] (Houbraken และคณะ, 2014), และลักษณะ conidia [ค] และลักษณะ conidia 
ของ A. parasiticus [ง] (สเกล = 10 ไมโครเมตร) (Varga และคณะ, 2011) 

  

[ก] [ข] [ค] [ง] 
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 2.7.3 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในผลิตผลทางการเกษตร 

  อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นสารพิษจากราที่พบปนเปื้อนในอาหารและผลผลิตทางการ
เกษตรหลายชนิดทั่วโลกทั้งในธัญพืช เช่น ข้าวโพด ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ข้าวฟ่าง (Abbas, 2005; 
Bhatnagar-Mathur และคณะ, 2015) เมล็ดพืชน้ ามัน เช่น ถั่งลิสง ถั่วเหลือง เมล็ดฝ้าย (Bhatnagar-
Mathur และคณะ, 2015; Riba และคณะ, 2010) ถั่วต่างๆ เช่น อัลมอนด์ พิตาชิโอ (Abbas, 2005; 
Yao และคณะ, 2015) รวมถึงผลไม้อบแห้ง และเครื่องเทศ (Afssa, 2006) จากการศึกษาของ Riba 
และคณะ (2010) ในประเทศแอลจีเรียพบว่า ข้าวสาลีและผลิตภัณฑ์แปรรูปจ านวน 108 ตัวอย่าง ปน
เปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 คิดเป็น 56.6 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 อยู่ระหว่าง 
0.13–37.42 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม Kamika และคณะ (2011) ศึกษาการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 
1 ในถั่วลิสงจากสาธารณรัฐประชาธิปไตยคองโกพบว่า ถั่วลิสงที่เก็บช่วงฤดูแล้งมีปริมาณอะฟลาทอก
ซินบี 1 ปนเปื้อนระหว่าง 1.5–390 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่ถั่วลิสงที่เก็บช่วงฤดูฝนมีปริมาณ
อะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปื้อนสูงขึ้น (12–937 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ซึ่ง 70 เปอร์เซ็นต์ของตัวอย่าง 
ถั่วลิสงที่เก็บจากทั้งสองฤดูมีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปื้อนสูงเกินที่องค์การอนามัยโลกได้ 
ก าหนดไว้ที่ 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม Set และคณะ (2010) ศึกษาการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 
ในพิตาชิโอและพริกป่นประเทศตุรกีพบว่า พิตาชิโอปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 จ านวน 48 ตัวอย่าง 
จากทั้งหมด 95 ตัวอย่าง คิดเป็น 50.5 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 0.007–7.72 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ในพริกป่นมีจ านวน 19 ตัวอย่าง จาก
ทั้งหมด 82 ตัวอย่าง คิดเป็น 23.1 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปื้อนสูงสุด 
89.99 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  

 2.7.4 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าว 

  ข้าวเป็นหนึ่งในธัญพืชที่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในปริมาณสูง 
(Kumar และคณะ, 2008) เนื่องจากข้าวมีสารอาหารและองค์ประกอบที่ส่งเสริมการเจริญของรา 
โดยเฉพาะ A. flavus ที่มีความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 และเป็นสาเหตุส าคัญของการ
ปนเปื้อนในข้าว (Liu และคณะ, 2006; Reddy และคณะ, 2009) ซึ่งการปนเปื้อนราและอะฟลาทอก
ซินบี 1 สามารถเกิดได้ตั้งแต่ช่วงก่อนเก็บเกี่ยวและหลังการเก็บเกี่ยว ข้าวที่อยู่ในแปลงปลูกที่มี
บาดแผลหรือถูกท าลายจากแมลงศัตรูพืชเอ้ือต่อการเจริญของราและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได้ 
นอกจากนี้ กระบวนการหลังการเก็บเกี่ยวที่ไม่เหมาะสมท าให้มีความชื้นสูงเกินไป จะช่วยส่งเสริมการ
เจริญและการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของราให้สูงขึ้น (Bhatnagar-Mathur และคณะ, 2015; 
Kumar และคณะ, 2008) 
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  ตารางที่ 2.7 แสดงตัวอย่างรายงานการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวจาก
หลายพื้นท่ีทั่วโลก เช่น ประเทศเกาหลี Park และคณะ (2004) รายงานการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในข้าว โดยพบการปนเปื้อนเพียง 5 ตัวอย่างจากทั้งหมด 88 ตัวอย่าง (6 เปอร์เซ็นต์) มี
ปริมาณปนเปื้อน 2.1–7.7 นาโนกรัมต่อกรัม และปริมาณเฉลี่ยเท่ากับ 4.8 นาโนกรัมต่อกรัม Nguyen 
และคณะ (2007) พบการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ของข้าวในประเทศเวียดนามจ านวน 35 
ตัวอย่างจากทั้งหมด 51 ตัวอย่าง โดยมีปริมาณการปนเปื้อนเฉลี่ยและสูงสุด เท่ากับ 3.31 และ 29.8 
นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ จากการศึกษาของ Reiter และคณะ (2010) พบการปนเปื้อนอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในข้าวบาสมาติ ข้าวกล้อง ข้าวเมล็ดยาว ข้าวเมล็ดสั้น และข้าวพองที่ซื้อจากตลาดใน
เมืองเวียนนา ประเทศออสเตรียจ านวน 15 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 81 ตัวอย่าง มีปริมาณการปนเปื้อน
อยู่ระหว่าง 0.45–9.86 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดย 3 ตัวอย่างที่พบการปนเปื้อนสูงสุดมีปริมาณ
เท่ากับ 2.16, 2.85 และ 9.86 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม Sales และคณะ (2005) ได้ตรวจพบการ
ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ของข้าวกล้องในประเทศฟิลิปปินส์จ านวน 9 ตัวอย่าง (100 เปอร์เซ็นต์) 
มีปริมาณการปนเปื้อนและการปนเปื้อนเฉลี่ย เท่ากับ 0.03-8.33 และ 2.6 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ตามล าดับ นอกจากนี้ ยังพบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวที่น าเข้าจากประเทศไทย
จ านวน 9 ตัวอย่างจากทั้งหมด 12 ตัวอย่าง (75 เปอร์เซ็นต์) โดยมีปริมาณการปนเปื้อนเฉลี่ยและ
สูงสุดเท่ากับ 0.12 และ 1.08 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ Asghar และคณะ (2014) ตรวจพบ
การปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ของข้าวกล้องในประเทศปากีสถาน จ านวน 250 ตัวอย่าง จาก
ทั้งหมด 262 ตัวอย่าง (95.4 เปอร์เซ็นต์) ปริมาณการปนเปื้อนและการปนเปื้อนเฉลี่ยของอะฟลาทอก
ซินบี 1 เท่ากับ 1.07-24.65 และ 3.80 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ นอกจากนี้ Nisa และคณะ 
(2016) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวม (อะฟลาทอกซินบี 1, บี 2, จี 1, 
และจี 2) ในข้าวกล้องจากภายในประเทศปากีสถานและน าเข้าจากต่างประเทศ พบว่า ข้าวกล้อง
ภายในประเทศปนเปื้อนอะฟลาทอกซินรวมจ านวน 23 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 25 ตัวอย่าง (92 
เปอร์เซ็นต์) ซึ่งมีจ านวนมากกว่าข้าวกล้องที่น าเข้าจากต่างประเทศ ซึ่งปนเปื้อนเพียง 12 ตัวอย่าง 
จากทั้งหมด 25 (48 เปอร์เซ็นต์) 

  ส าหรับปัญหาการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินในข้าวกล้องของประเทศไทยนั้น ได้มี
รายงานจากสมาคมผู้ส่งออกข้าวไทย ในปี พ.ศ. 2551 ว่า Swedish Nation Food Administration 
ตรวจพบอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวกล้องหอมมะลิของไทยที่ส่งออกไปยังประเทศสวีเดน เท่ากับ 
7.4±1.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งมีค่าสูงเกินที่ก าหนดไว้ (2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ท าให้มีการเรียก
คืนสินค้าดังกล่าวออกจากท้องตลาด และ European Union (EU) ได้ออกประกาศเตือนในระบบ 
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Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) จากปัญหาดังกล่าวส่งผลกระทบโดยตรงต่อ
ภาพลักษณ์และการส่งออกข้าวของไทยในอนาคตได้ (สมาคมผู้ส่งออกข้าวไทย, 2551) 

ตารางท่ี 2.7 รายงานการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าว  

ประเทศ ชนิดข้าว ปริมาณปนเปื้อน*  อ้างอิง 
เอกวาดอร์ 
สหรัฐอาหรับเอมิเรตส์ 
เกาหลี 
ฟิลิปปินส์ 
 
เวียดนาม 
ไทย 
อินเดีย 
ไนจีเรีย 
เวียดนาม 
อินเดีย 
อิหร่าน 
ออสเตรีย 
 
 
 
แคนาดา 
เม็กซิโก 
สเปน 
ปากีสถาน 

ข้าว 
ข้าว 
ข้าว 
ข้าวกล้อง 
ข้าวสาร 
ข้าวสาร 
ข้าว 
ข้าวนึ่ง 
ข้าว 
ข้าว 
ข้าว 
ข้าวสาร 
ข้าวบาสมาติ 
ข้าวกล้อง 
ข้าวเมล็ดยาว 
ข้าวเมล็ดสั้น 
ข้าว 
ข้าวสาร 
ข้าวสาร 
ข้าวกล้อง 

6.8-40 
1.2-16.5 
2.1-7.7 

0.03-8.33 
ND-1.97 
ND-0.04 
ND-1.08 
<5-361 

20-1,642 
3.31 

0.1-308 
1.89 

0.45–9.86 
 
 
 

1.44-7.14 
4.5-8.1 
0.8-91.7 

1.07-24.65 

Mühlemann และคณะ (1997) 
Osman และคณะ (1999) 
Park และคณะ (2004) 
Sales และคณะ (2005) 
 
Sales และคณะ (2005) 
Sales และคณะ (2005) 
Toteja และคณะ (2006) 
Makun และคณะ (2007) 
Nguyen และคณะ (2007) 
Reddy และคณะ (2009) 
Mazaheri (2009) 
Reiter และคณะ (2010) 
 
 
 
Bansal และคณะ (2011) 
Suarez-Bonnet และคณะ (2013) 
Suarez-Bonnet และคณะ (2013) 
Asghar และคณะ (2014) 

*หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ND: not detected  
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 2.7.5 การควบคุมการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารและผลิตผลทางการ
เกษตร....................................................................... 

  จากรายงานการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารและผลผลิตทางการ
เกษตรหลายชนิดทั่วโลก คนและสัตว์มีความเสี่ยงที่จะได้รับสารพิษโดยตรงจากการบริโภคอาหารที่
ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 และส่งผลร้ายแรงต่อสุขภาพ อีกทั้ง อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นสารพิษที่
เสถียรและท าลายได้ยาก ดังนั้น หลายประเทศทั่วโลกจึงมีข้อก าหนดควบคุมปริมาณการปนเปื้อนอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารคนและอาหารสัตว์ เช่น ในทวีปยุโรป คณะกรรมาธิการยุโรป (The 
commission of the European Communities, CEC) ก าหนดปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลา
ทอกซินบี 1 สูงสุดที่ยอมรับได้ในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรต่างๆ (ตารางที่ 2.8) เช่น ถั่วลิสง 
ข้าว และผลไม้อบแห้ง เท่ากับ 8.0, 5.0 และ 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ (European 
Commission, 2010) ประเทศเกาหลีก าหนดให้มีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ตกค้างในอาหารได้ไม่
เกิน 10 นาโนกรัมต่อกรัม (Park และคณะ, 2004) และอีกกว่า 61 ประเทศทั่วโลก ได้ก าหนดปริมาณ
การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 สูงสุดที่ยอมรับได้ในอาหารอยู่ระหว่าง 1–20 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม (Wood, 2015) 

  นอกจากนี้ องค์การอาหารและยา ประเทศสหรัฐอเมริกา (The United States 
Food and Drug Administration, FDA) รวมไปถึงประเทศเม็กซิโก และจีน ได้ก าหนดปริมาณอะ 
ฟลาทอกซินรวม (อะฟลาทอกซินบี 1, บี 2, จี 1 และ จี 2) ปนเปื้อนในอาหารไม่เกิน 20 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม (Liu และคณะ, 2006) ส าหรับประเทศไทย อนุญาตให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินรวมในอาหารทุกชนิดได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามประกาศจากกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 เรื่องมาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน (กระทรวงสาธารณสุข, 2529) 

ตารางที่ 2.8 ข้อก าหนดการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร
ต่างๆ ของคณะกรรมาธิการยุโรป 

ผลิตภัณฑ์อาหาร ปริมาณปนเปื้อนสูงสุดที่ยอมรับได้ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

ถั่วลิสง และเมล็ดพืชน้ ามัน 
อัลมอนด์ พิตาชิโอ 

ผลไม้อบแห้ง 
ธัญพืช 

ข้าวโพด ข้าว 
เครื่องเทศ 

8 
8 
5 
2 
5 
5 

ที่มา: ดัดแปลงจาก European Commission (2010)  
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2.8 การตรวจหาราที่ปนเปื้อนในอาหาร 

 ราสามารถปนเปื้อนในอาหารได้ตั้งแต่เป็นวัตถุดิบไปจนถึงกระบวนการแปรรูป ดังนั้น เมื่อ
ภาวะเหมาะสมราจะเจริญและผลิตสารพิษจากราท าให้เกิดการเสื่อมเสียของอาหาร (fungal 
spoilage) โดยเฉพาะอาหารที่มีองค์ประกอบหลักเป็นแป้ง เช่น ธัญพืชต่างๆ รวมถึงข้าว การตรวจหา
การปนเปื้อนของราในอาหารสามารถช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดการเสื่อมเสียดังกล่าวได้ วิธีที่นิยม
ใช้ในตรวจหาการปนเปื้อนของราในอาหาร ได้แก่ วิธีทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาพ้ืนฐาน วิธีทาง
ชีววิทยาระดับโมเลกุล และวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 

 2.8.1 วิธีทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาพื้นฐาน (conventional techniques) 

  1) Direct examination 

   เป็นวิธีเบื้องต้นที่ใช้ตรวจสอบการปนเปื้อนของราโดยการสังเกตการเจริญ
ของราบนผิวอาหารด้วยตาเปล่า หรือกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereomicroscope) ซึ่งควร
ตรวจสอบทันทีหลังจากมีการเจริญของราบนอาหาร เพราะการสัมผัสหรือเคลื่อนย้ายอาหารอาจท าให้
โครงสร้างที่ส าคัญของราหลุดไป จากนั้น อาจตรวจสอบเพ่ิมเติมโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
(light microscope) และคัดแยกราลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่เหมาะสมต่อไป (Samson และคณะ, 
2004) 

  2) Direct plating 

   เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพส าหรับตรวจหาหรือบอกปริมาณของจุลินทรีย์หรือ
ราที่ยังมีชีวิตที่ปนเปื้อนอยู่ในอาหาร ซึ่งขั้นตอนการคัดแยกราที่ปนเปื้อนในอาหารที่มีลักษณะเป็น
อนุภาคเล็กๆ (food particles) เช่น ธัญพืช และถั่วต่างๆ ท าได้โดยการวางตัวอย่างอาหารลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งโดยตรง ซึ่งส่วนมากตัวอย่างอาหารที่ใช้ส าหรับวิเคราะห์จะผ่านการฆ่าเชื้อบริเวณ
ผิว (surface disinfection) เพ่ือก าจัดสิ่งปนเปื้อนอ่ืนที่ไม่ต้องการออก โดยการแช่ตัวอย่างอาหารลง
ใน 0.4 เปอร์เซ็นต์ของสารละลายคลอรีนเป็นเวลา 2 นาที แล้วล้างด้วยน้ าเปล่าที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 
จากนั้น น าไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งด้วยวิธีปลอดเชื้อ จ านวน 6–20 เมล็ดต่อจานเพาะเชื้อ 
ขึ้นอยู่กับขนาดอนุภาคอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน นับเมล็ดที่มีการเจริญ
หรือติดเชื้อของรา รายงานผลจากการค านวณเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราของตัวอย่างอาหาร 
(Hocking และคณะ, 2006; Pitt และคณะ, 2009; Samson และคณะ, 2004) 
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  3) Dilution plating 

   เป็นวิธีนับจ านวนราที่ปนเปื้อนในตัวอย่างอาหารที่เป็นของเหลวหรือผง 
รวมถึงตัวอย่างอาหารที่เป็นอนุภาคเล็กๆ เช่น เมล็ดธัญพืช การเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ท า
โดยเจือจางตัวอย่างใน 0.1 เปอร์เซ็นต์ของสารละลายเพปโทนในอัตราส่วน 1:10 แล้วน าไปตีบดด้วย
เครื่องตีบดอาหาร (stomacher) เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือท าให้ราที่ปนเปื้อนในตัวอย่างกระจายตัวได้ดี
ขึ้น ในกรณีที่ตัวอย่างอาหารมีลักษณะแข็ง เช่น เมล็ดธัญพืช และถั่วต่างๆ ควรแช่ตัวอย่างใน
สารละลายเพปโทนเป็นเวลา 30–60 นาที ก่อนน าไปตีบด อาจน าตัวอย่างไปเจือจางต่อให้ได้ระดับ
ความเจือจางที่เหมาะสม จากนั้น ดูดตัวอย่างในสารละลายเพปโทนปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบน
จานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แล้วใช้แท่งแก้วงอที่ผ่านการฆ่าเชื้อเกลี่ยตัวอย่างให้กระจายทั่ว
จานเพาะเชื้อจนแห้ง บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน นับจ านวนโคโลนีของราที่
เจริญบนจานเพาะเชื้อในช่วง 10–150 โคโลนี รายงานผลเป็น Colony Forming Units (CFU) ต่อ
มิลลิลิตรหรือต่อกรัมของอาหาร (Hocking และคณะ, 2006; Pitt และคณะ, 2009; Samson และ
คณะ, 2004) 

  4) การจ าแนกและการระบุชนิดของราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

   การปนเปื้อนของราในอาหารเป็นการเจริญร่วมกันของราหลายชนิด ดังนั้น 
จึงจ าเป็นต้องคัดแยกให้ได้โคโลนีบริสุทธิ์ของราที่ต้องการ ก่อนน าไปจ าแนกและระบุชนิดของรา ท าได้
โดยเขี่ยสายใยหรือสปอร์ของราที่ต้องการจากจานเพาะเชื้อที่ใช้ตรวจสอบการปนเปื้อน แล้วถ่ายเชื้อ
ลงบนจานเพาะเชื้ออันใหม่โดยจุดลงบริเวณตรงกลาง เพ่ือให้รามีการเจริญของโคโลนีและสร้างสปอร์
ได้ดี (Bellí Martí, 2006) จากนั้น น าโคโลนีบริสุทธิ์ของราที่แยกได้ไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(morphological characteristics) เช่น ลักษณะ ขนาด และสีของโคโลนี ที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
(macroscopic characters) และลักษณะโครงสร้างของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic 
characters) เช่น ลักษณะ conidia, conidiophores และ conidial heads ซึ่งเป็นลักษณะส าคัญที่
ใช้ในการจ าแนกและการระบุชนิดของรา (Pitt และคณะ, 2009; Samson และคณะ, 2004) 

 การตรวจหาราที่ปนเปื้อนในอาหารโดยใช้วิธีทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาพ้ืนฐาน เป็นวิธีที่
ท าได้ง่าย มีขั้นตอนและอาศัยเครื่องมือที่ไม่ยุ่งยากซับซ้อน แต่อย่างไรก็ตาม ยังเป็นวิธีที่ใช้เวลาและ
ต้องอาศัยผู้ที่มีความเชี่ยวชาญ นอกจากนี้ อาจเกิดข้อผิดพลาดหรือความคลาดเคลื่อนจากการ
ปนเปื้อนระหว่างการวิเคราะห์ได้ (Atkins และคณะ, 2004) 
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 2.8.2 วิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล (molecular techniques) 

  ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เป็นวิธีที่ได้รับ
ความนิยมส าหรับใช้ตรวจสอบการปนเปื้อนของราในผลผลิตทางการเกษตร เนื่องจากเป็นวิธีที่ให้ผล
รวดเร็ว ราที่ต้องการตรวจสอบไม่จ าเป็นต้องเพาะเลี้ยงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีประสิทธิภาพใน
การตรวจสอบแม้อยู่ในองค์ประกอบซับซ้อน โดยสามารถออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะกับราที่
ต้องการตรวจสอบได้ (Schena และคณะ, 2004) จึงเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะและความไวสูง สามารถ
จัดจ าแนกและระบุชนิดของราได้ เช่น การใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิต
เอนไซม์อัลคาไลน์โปรตีเอสเพ่ือตรวจสอบหาการปนเปื้อนของ A. flavus (Niessen, 2007) และ
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบรีลไทม์ (Real-time PCR) เป็นวิธีที่ใช้ฟลูออเรสเซนต์ในการตรวจจับดี
เอ็นเอ สามารถวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอได้แบบทราบผลอย่างรวดเร็ว ซึ่งเทคนิคนี้มีความแม่นย าและ
น่าเชื่อถือ (Schena และคณะ, 2004) อย่างไรก็ตาม การใช้เทคนิคนี้มีข้อจ ากัดบางประการ เช่น 
วิธีการในการวิเคราะห์มีความซับซ้อน สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ราคาสูง และการเลือกใช้ไพรเมอร์ที่
เฉพาะเจาะจงกับราแต่ละชนิด (Santos และคณะ, 2010) 

 2.8.3 วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunological techniques)  

  1) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

   เป็นวิธีที่อาศัยหลักการพ้ืนฐานการจับกันของแอนติเจน (antigen) และ
แอนติบอดี (antibody) ซึ่งตรวจจับแอนติเจนที่ผลิตโดยโปรตีนบนผนังเซลล์ของรา โดยมีทั้ง
แอนติเจนที่มาจากองค์ประกอบพ้ืนฐานของราสามารถบ่งชี้ราได้ทั่วไป เช่น ราในสกุล Penicillium, 
Mucor และ Fusarium ที่พบทั่วไปในอาหาร และแอนติเจนที่มีความจ าเพาะกับราในบางชนิดหรือ
บางราสกุลเท่านั้น เช่น Alternaria alternata, Geotrichum candidum และ Rhizopus 
stolonifer ในมะเขือเทศ รวมทั้งสามารถตรวจหาการปนเปื้อนของราได้ทั้งในอาหารที่ผ่านและไม่
ผ่านกระบวนการให้ความร้อน วิธี ELISA ยังใช้ตรวจหาราที่ผลิตอะฟลาทอกซิน (aflatoxigenic 
fungi) โดยใช้แอนติบอดีจาก A. flavus และ A. parasiticus (Pitt และคณะ, 2009) นอกจากนี้ ยังมี
รายงานการใช้ ELISA ตรวจหาการปนเปื้อนของราสกุล Fusarium ในแป้งข้าวโพด (Iyer และคณะ, 
2003) ธัญพืช (Rohde และคณะ, 2005) และข้าวโพด (Meirelles และคณะ, 2006) วิธีนี้มี
ความจ าเพาะสูง รวดเร็วและง่ายต่อการใช้งาน แต่ผลการทดลองอาจถูกรบกวนจากสิ่งปนเปื้อนและ
เกิดการข้ามไปจับกับเป้าหมายอื่น (cross reactivity) ได้ (Pitt และคณะ, 2009) 
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  2) Latex agglutination 

   เป็นวิธีที่ใช้แอนติบอดีเคลือบลงบนเม็ดบีดส์ที่ท าจากน้ ายาง (latex beads) 
เพ่ือตรวจหาราในอาหาร ซึ่งพบว่า เม็ดบีดส์ขนาด 0.8 ไมโครเมตรที่เคลือบด้วยแอนติบอดีที่ผลิตจาก 
Penicillium digitatum มีความจ าเพาะกับราสกุล Aspergillus และ Penicillium โดยปริมาณ
ต่ าสุดที่ตรวจพบได้ (detection limits) เท่ากับ 5-10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรของแอนติเจนบริสุทธิ์ 
โดยชุดทดสอบทางการค้าของวิธีนี้ นิยมใช้ส าหรับการตรวจคัดเลือกราที่ปนเปื้อนในธัญพืชและอาหาร
แปรรูปเชิงคุณภาพ (Pitt และคณะ, 2009) 

2.9 การตรวจวเิคราะห์สารพิษจากราในอาหาร 

 ในการตรวจหาสารพิษจากราที่ปนเปื้อนในอาหารหรือผลผลิตทางการเกษตร บางครั้ง
ตัวอย่างที่วิเคราะห์อาจมีการปนเปื้อนของสารพิษในปริมาณต่ า ดังนั้น ความไว ความน่าเชื่อถือและ
ความแม่นย าของวิธีการวิเคราะห์จึงเป็นสิ่งที่ส าคัญ เนื่องจากความผิดพลาดในการวิเคราะห์อาจส่งผล
ให้อาหารและผลผลิตทางการเกษตรไม่เป็นที่ยอมรับ (Rahmani และคณะ, 2009) โดยทั่วไปสารพิษ
จากราจะปนเปื้อนในอาหารอย่างไม่สม่ าเสมอ จึงต้องมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างก่อนน าไปตรวจ
วิเคราะห์ ซึ่งข้ันตอนหลักในการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากราในอาหารประกอบด้วย การสกัดสารพิษ
จากรา การก าจัดสิ่งรบกวน และการวิเคราะห์สารพิษจากรา (Pascale, 2009) ดังแสดงในภาพที่ 2.4  

 
 

 
 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 2.4 แผนภาพแสดงขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากราในอาหาร 
  

การเก็บตัวอย่าง 

การเตรียมตัวอย่าง 

การสกัดสารพิษจากรา 

การก าจัดสิ่งรบกวน 

การวิเคราะห์สารพิษจากรา 
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 2.9.1 การเก็บตัวอย่าง 

  การเก็บตัวอย่างเพ่ือน ามาตรวจหาการปนเปื้อนของสารพิษจากราเป็นขั้นตอนที่มี
ความส าคัญ เนื่องจากสามารถก่อให้เกิดความคลาดเคลื่อนในการตรวจหาปริมาณการปนเปื้อนของ
สารพิษจากราได้ โดยตัวอย่างที่เก็บมาต้องเป็นตัวแทนที่แท้จริงของตัวอย่างทั้งหมด นอกจากนี้ 
ลักษณะของตัวอย่างยังส่งผลต่อการกระจายตัวที่ต่างกันของสารพิษจากรา ตัวอย่างที่เป็นของเหลว
สามารถอนุมานได้ว่ามีการกระจายตัวของสารพิษจากราที่สม่ าเสมอ ในขณะที่ ตัวอย่างที่เป็นของแข็ง
และมีอนุภาคขนาดใหญ่ โดยเฉพาะผลผลิตทางการเกษตรอาจมีการกระจายตัวที่ไม่สม่ าเสมอและ
แตกต่างกันมากของสารพิษจากรา ดังนั้น การกระจายตัวของสารพิษจากราในตัวอย่างจึงเป็นปัจจัย
ส าคัญที่น ามาใช้เป็นตัวก าหนดเกณฑ์ในการควบคุมการเก็บตัวอย่าง นอกจากนี้ วิธีการหรือแบบแผน
ในการเก็บตัวอย่างแต่ละชนิดนั้นยังมีความจ าเพาะต่อวิธีการวิเคราะห์ตัวอย่าง โดยมีหลายองค์กรทั่ว
โลกได้พัฒนาวิธีการขึ้นเพ่ือเป็นแนวทางส าหรับการเก็บตัวอย่างและเตรียมตัวอย่างส าหรับการ
วิเคราะห์ปริมาณสารพิษจากราในตัวอย่าง โดยเฉพาะอาหารและอาหารสัตว์ เช่น The Grain 
Inspection, Packers and Stockyards Administration (GIPSA) of the United States 
Department of Agriculture (USDA) ได้พัฒนาแนวทางโดยทั่วไปของการเก็บตัวอย่างธัญพืช 
(GIPSA, 1995) ข้าว (GIPSA, 1994) และฮอบส์ (GIPSA, 1998) (Krska และคณะ, 2008; Yao และ
คณะ, 2015) 

 2.9.2 การเตรียมตัวอย่าง 

  การเตรียมตัวอย่างเป็นขั้นตอนที่ช่วยให้ผลการวิเคราะห์ที่ได้ถูกต้องและแม่นย าขึ้น 
ซึ่งเป็นขั้นตอนที่ใช้เวลา เนื่องจาก ต้องมีการลดขนาดอนุภาคตัวอย่างโดยการบดหรือปั่น การท าให้
ตัวอย่างเป็นเนื้อเดียวกัน (homogenization) และการเตรียมสารละลาย ก่อนน าไปสกัด โดยเฉพาะ 
ในตัวอย่างที่เป็นของแข็ง ขนาดของตัวอย่างจะส่งผลต่อปริมาณสารพิษจากราที่จะสกัดออกมาได้ ซึ่ง
ปัจจัยที่จะส่งผลให้ผลการวิเคราะห์ที่ได้มีความแม่นย านั้นขึ้นอยู่กับ ความรวดเร็วในการวิเคราะห์ 
ทักษะด้านเทคนิคต่างๆ ที่จ าเป็นในการวิเคราะห์พ้ืนฐานทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ และขนาดของ
ตัวอย่าง ขั้นตอนการสกัดและการก าจัดสิ่งรบกวน (Gilbert, 1999; Krska และคณะ, 2008) 

 2.9.3 การสกัดสารพิษจากรา 

  การสกัดเป็นขั้นตอนเอาสารพิษจากราออกจากตัวอย่างอาหารที่ปนเปื้อนโดยใช้ตัว
ท าละลาย ซึ่งการเลือกใช้ตัวท าละลายนั้นขึ้นกับคุณสมบัติทางเคมีของสารพิษจากราที่ต้องการ
วิเคราะห์ องค์ประกอบของตัวอย่างอาหาร และความปลอดภัยในการเลือกใช้ (Yao และคณะ, 2015) 
ตัวท าละลายที่ใช้สกัดสามารถใช้ได้ทั้งแบบชนิดเดียวหรือแบบตัวท าละลายผสม ตัวท าละลายที่นิยมใช้
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ในการสกัดส่วนมากเป็นตัวท าละลายมีขั้ว เช่น เมทานอล อะซิโตน อะซิโตไนไตรล์ โทลูอีน และ
คลอโรฟอร์ม เทคนิคที่ใช้ในการสกัดสารพิษจากรา ได้แก่ liquid-liquid extraction เป็นวิธีการสกัด
สารพิษจากราออกจากตัวอย่างที่เป็นของเหลว เช่น น้ านม และ solid-liquid extraction เป็นวิธีการ
สกัดสารพิษจากราออกจากตัวอย่างที่เป็นของแข็ง เช่น ธัญพืช (Rahmani และคณะ, 2009; Turner 
และคณะ, 2009) 

 2.9.4 การก าจัดสิ่งรบกวน 

  การก าจัดสิ่งรบกวนเป็นขั้นตอนที่จ าเป็นหลังจากขั้นตอนการสกัดด้วยตัวท าละลาย 
เพ่ือก าจัดสิ่งรบกวนออกจากตัวอย่าง ท าให้สารพิษจากราที่สกัดได้มีความบริสุทธิ์มากขึ้นก่อนการ
วิเคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟี เนื่องจากสารพิษจากราที่สกัดได้นั้นอาจยังมีสารอ่ืนที่ไม่เกี่ยวข้อง
ปนเปื้อนอยู่ ซึ่งอาจรบกวนความถูกต้องและแม่นย าในการวิเคราะห์ (Rahmani และคณะ, 2009) วิธี
ที่นิยมใช้ในการก าจัดสิ่งรบกวน เช่น solid phase extraction (SPE) และ immunoaffinity 
column (IAC)  

  solid phase extraction (SPE) เป็นคอลัมน์ที่มีตัวดูดซับเป็นของแข็ง เช่น ซิลิกา 
เกาะอยู่ภายใน ท าหน้าที่จับกับสารพิษจากราที่ต้องการวิเคราะห์ ส่วนองค์ประกอบอ่ืนๆ จะถูกชะ
ออกจากคอลัมน์ จากนั้น จึงชะสารพิษจากราที่จับกับตัวดูดซับออกด้วยตัวท าละลายเพ่ือน าไป
วิเคราะห์ สารพิษจากราที่ผ่านคอลัมน์ SEP จึงมีความบริสุทธิ์มากขึ้น (Yao และคณะ, 2015) SPE 
เป็นวิธีที่รวดเร็ว มีประสิทธิภาพและสามารถใช้ได้กับสารพิษจากราที่มีช่วงความเข้มข้นที่กว้าง แต่
อย่างไรก็ตาม SPE มีข้อจ ากัดในเรื่องของภาวะส าหรับการสกัดสารพิษจากราแต่ละชนิด รวมถึงความ
เป็นกรดเบส ตัวท าละลาย และความเข้มข้นไอออนของตัวอย่างที่ส่งผลต่อสมรรถนะการท าง านของ 
SPE (Rahmani และคณะ, 2009; Turner และคณะ, 2009) 

  immunoaffinity column (IAC) เป็นวิธีก าจัดสิ่งรบกวนที่อาศัยการจับกันของ
แอนติบอดีและแอนติเจนซึ่งเป็นหลักการทางภูมิคุ้มกันวิทยา โดยแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับ
สารพิษจากราจะถูกตรึงอยู่บนของแข็งยึดเกาะ เช่น อะกาโรส ที่อยู่ภายในคอลัมน์ เมื่อสารสกัดหยาบ
ผ่านคอลัมน์ สารพิษจากราจะจับอย่างจ าเพาะกับแอนติบอดีที่ถูกตรึงไว้ องค์ประกอบรบกวนอ่ืนๆ ที่
ไม่จ าเพาะกับแอนติบอดีจะไหลผ่านคอลัมน์ออกไป สารพิษจากราที่ติดกับแอนติบอดีจะถูกชะออก
จากคอลัมน์ด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสมเพ่ือน าไปวิเคราะห์ต่อไป (Rahmani และคณะ, 2009; 
Urusov และคณะ, 2010) IAC เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีความจ าเพาะสูง 
สารพิษจากราที่ได้มีความบริสุทธิ์ท าให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องแม่นย า นอกจากนี้ IAC ในทาง
การค้าส าหรับสารพิษจากราหลายชนิดได้รับการยอมรับจากองค์กรระดับโลก โดยถูกน ามาประยุกต์ใช้
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เพ่ือก าจัดสิ่งรบกวนในการตรวจหาสารพิษจากราที่ปนเปื้อนในอาหารและอาหารสัตว์ตามวิธีมาตรฐาน  
เช่น Association of Analytical Communities (AOAC International) และ European  
Committee for Standardization (CEN) (De Saeger, 2011; Krska และคณะ, 2008) แต่อย่างไร
ก็ตาม IAC มีข้อจ ากัดในเรื่องของราคาและไม่สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ เนื่องจากแอนติบอดีภายใน
คอลัมน์ถูกท าลายด้วยตัวท าละลาย (Rahmani และคณะ, 2009; Şenyuva และคณะ, 2010; 
Turner และคณะ, 2009) 

 2.9.5 การวิเคราะห์สารพิษจากรา 

  ในปัจจุบัน วิธีการวิเคราะห์สารพิษจากรานิยมใช้วิธีวิเคราะห์ทางเคมีเป็น วิธี
มาตรฐาน และใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยาเป็นวิธีวิเคราะห์แบบรวดเร็ว วิธีมาตรฐานที่นิยม เช่น โคร 
มาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography หรือ TLC) โครมาโทกราฟีของเหลว 
สมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography หรือ HPLC) และโครมาโทกราฟี 
ของเหลว/แมสสเปกโทรเมทรี (liquid chromatography/mass spectrometry หรือ LC-MS)  
ในขณะที่วิธีวิเคราะห์แบบรวดเร็วที่นิยม เช่น enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

  1) วิธีมาตรฐาน 

   โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง เป็นวิธีแบบดั้งเดิมที่นิยมใช้ในการวิเคราะห์
สารพิษจากรา สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ทั้งเชิงคุณภาพและกึ่งปริมาณ สารตัวอย่างจะถูกจุดลงบน
เฟสคงที่ซึ่งนิยมใช้แผ่นกระจกหรือแผ่นอลูมิเนียมที่ถูกเคลือบด้วยตัวดูดซับ เช่น ซิลิกา อลูมินา และ
เซลลูโลส จากนั้น น าเฟสคงที่วางลงในตัวท าละลายหรือเฟสเคลื่อนที่ ตัวท าละลายจะถูกดูดซึมและ
เคลื่อนที่ผ่านตัวดูดซับพาสารที่ต้องการวิเคราะห์เคลื่อนที่ขึ้นไปด้วย ท าให้เกิดการแยกกันของสาร 
และน าไปตรวจดูโดยใช้รังสีอัลตราไวโอเลตหรือฟลูออเรสเซนซ์ โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางเป็นวิธีที่
สะดวกรวดเร็ว วิธีอ่านผลวิเคราะห์ไม่ยุ่งยากซับซ้อนและราคาถูก จึงเหมาะส าหรับตรวจตัวอย่างที่มี
จ านวนมากเพ่ือคัดกรองเบื้องต้น (Rahmani และคณะ, 2009; Turner และคณะ, 2009) 

    โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เป็นวิธีที่นิยมใช้ตรวจวิเคราะห์
สารพิษจากราในเชิงปริมาณ ตัวอย่างสารสกัดที่ต้องการวิเคราะห์จะถูกฉีดเข้าไปในคอลัมน์ที่มีตัวดูด
ซับหรือเฟสคงที่บรรจุอยู่ จากนั้นตัวท าละลายที่เป็นเฟสเคลื่อนที่จะเป็นตัวพาให้สารตัวอย่างเคลื่อนที่
ผ่านตัวดูดซับภายในคอลัมน์ ซึ่งสารแต่ละชนิดมีอัตราการเคลื่อนที่แตกต่างกัน ท าให้สารแยกออกมา
ในเวลาที่แตกต่างกัน สารที่แยกได้ถูกตรวจวัดด้วยเครื่องตรวจจับสัญญาณที่เป็นรังสีอัลตราไวโอเลต
หรือฟลูเรสเซนซ์ ขึ้นกับคุณสมบัติทางเคมีของสารแต่ละชนิด ซึ่งสารพิษจากราส่วนใหญ่มี
องค์ประกอบภายในโมเลกุลที่สามารถดูดกลืนคลื่นแสงได้ จึงท าให้การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้เป็นที่นิยม
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มากที่สุดในการตรวจหาสารพิษจากราที่ปนเปื้อนทั้งในอาหารคนและอาหารสัตว์ เนื่องจากสามารถ
ตรวจวิเคราะห์สารในปริมาณต่ าๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพและแม่นย า และมีความน่าเชื่อถือมากกว่า
เมื่อเทียบกับการวิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (Rahmani และคณะ, 2009; Turner 
และคณะ, 2009) 

   โครมาโทกราฟีของเหลว/แมสสเปกโทรเมทรี เป็นการวิเคราะห์สารโดยใช้
วิธีร่วมกันระหว่างการแยกสารด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว ซึ่งสารแต่ละชนิดจะถูกแยกตาม
คุณสมบัติทางเคมี จากนั้น โมเลกุลของสารจะถูกท าให้แตกตัวเป็นไอออน และระบุชนิดของสารโดย
การวัดค่ามวลต่อประจุ (m/z) ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี นิยมใช้เป็นวิธียืนยันการวิเคราะห์สารพิษ
จากราเนื่องจากมีจ าเพาะและความไวสูง นอกจากนี้ ยังสามารถตรวจวิเคราะห์สารในปริมาณต่ าๆ 
และตรวจวิเคราะห์สารพิษจากราหลายชนิดพร้อมกันได้ (Rahmani และคณะ, 2009; Yao และคณะ, 
2015) 

   การตรวจวิเคราะห์สารพิษจากราด้วยเทคนิคโครโมโทรกราฟีข้างต้น เป็นวิธี 
ที่ได้รับการยอมรับจาก The Association of Official Analytical Chemists (AOAC) และ The  
European Standardization Committee (CEN) เนื่องจากมีความถูกต้องและแม่นย าในการ 
วิเคราะห์ (Pascale, 2009) แต่อย่างไรก็ตาม การเตรียมตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์ด้วยวิธีดังกล่าวมี 
ขั้นตอนที่ยุ่งยากและใช้เวลานาน สารเคมีและเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ราคาสูง อีกทั้ง ต้องอาศัย
เจ้าหน้าที่หรือผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์ ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีวิเคราะห์แบบรวดเร็วโดยใช้เทคนิค
ทางภูมิคุ้มกันวิทยา สะดวกรวดเร็ว ประหยัดเวลา มีขั้นตอนที่เข้าใจได้ง่ายและค่าใช้จ่ายไม่สูง จึงเป็น
ที่นิยมมากในปัจจุบัน (Rahmani และคณะ, 2009; Turner และคณะ, 2009; Yao และคณะ, 2015) 

  2) วิธีวิเคราะห์แบบรวดเร็ว 

   Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป็นวิธีวิเคราะห์ 
สารพิษจากราแบบรวดเร็วโดยใช้หลักการพ้ืนฐานการจับกันระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน เป็น
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นอย่างจ าเพาะ และวิเคราะห์ผลโดยใช้เครื่องมืออ่านค่าของสีที่เกิดขึ้นของปฏิกิริยาซึ่ง
ขึ้นกับปริมาณของสารพิษจากราที่ต้องการวิเคราะห์ ปัจจุบันชุดทดสอบ ELISA เป็นวิธีที่ได้รับความ
นิยมและมีหลายรูปแบบส าหรับตรวจวิเคราะห์สารพิษจากราทั้งเชิงปริมาณ เชิงกึ่งปริมาณ และเชิง
คุณภาพ เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะสูง สามารถวิเคราะห์สารในปริมาณต่ าๆ ได้ รวดเร็วและง่าย
ต่อการใช้งาน และจ ากัดปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ แต่อย่างไรก็ตาม ปฏิกิริยาของชุดทดสอบ  
ELISA อาจถูกรบกวนจากสารปนเปื้อนและเกิดการข้ามไปจับกับเป้าหมายอ่ืน (cross reactivity) ท า 
ให้ผลการวิเคราะห์แบบผลบวกที่ผิดพลาด (false positives) หรือผลลบที่ผิดพลาด (false 
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negatives) เกิดขึ้นได้ และสามารถวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารพิษจากราได้ในช่วงปริมาณที่จ ากัด 
(Turner และคณะ, 2009; Urusov และคณะ, 2010; Yao และคณะ, 2015) 

2.10 เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Near Infrared Spectroscopy, NIRS) 

 สเปกโทรสโกปี เป็นการศึกษาการวัดและวิเคราะห์รังสีแม่เหล็กไฟฟ้า (electromagnetic 
radiation) ที่สสารดูดกลืนเข้าไปหรือเปล่งออกมา สเปกตรัมแม่เหล็กไฟฟ้า (electromagnetic 
spectrum) ประกอบด้วยช่วงคลื่นที่มีความยาวคลื่นต่างๆ ตั้งแต่คลื่นวิทยุ (radio waves) จนถึงรังสี
แกมม่า (gamma rays) (ภาพที่ 2.5) รังสีแม่เหล็กไฟฟ้ามีคุณสมบัติเป็นคลื่น (wave) และอนุภาค 
(particle) ด้วยคุณสมบัติที่เป็นคลื่นของรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าจึงสามารถเกิดปรากฏการณ์การสะท้อน 
(reflection) การหักเห (refraction) การเลี้ยวเบน (diffraction) หรือการกระเจิง (scattering) ได้ 
นอกจากนี้ การเกิดอันตรกิริยาระหว่างอะตอมหรือโมเลกุลของสสารกับรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงต่างๆ 
ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพลังงานในรูปแบบต่างๆ ซึ่งสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในกระบวนการ
วิเคราะห์ทางเคมีได้ (Pojić และคณะ, 2013; ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552) 

 เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี เป็นการศึกษาการเกิดอันตรกิริยาระหว่างรังสีเนียร์
อินฟราเรดที่มีช่วงความยาวคลื่น 800–2500 นาโนเมตร (12500-4000 ต่อเซนติเมตร) (ภาพที่ 2.5) 
กับสสารที่มีโมเลกุลประกอบด้วยพันธะไฮโดรเจน เช่น C-H, O-H, N-H หรือ S-H การดูดกลืนรังสี
เนียร์อินฟราเรดของโมเลกุลจะมีผลต่อการสั่นของพันธะต่างๆ ในโมเลกุล ระดับการดูดกลืนรังสีเนียร์
อินฟราเรดของสสารที่ความยาวคลื่นต่างๆ จะปรากฏในรูปแบบของเส้นสเปกตรัม เพ่ือน าไป
ประมวลผลในการวิเคราะห์เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพต่อไป (Agelet และคณะ, 2010; ศุมาพร 
เกษมส าราญ, 2552) 

 รังสีเนียร์อินฟราเรด ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1800 โดย Sir William Herschel จาก
การศึกษาเกี่ยวกับผลกระทบของความร้อน (heating effect) ในช่วงความยาวคลื่นต่างๆ ของแถบ
สเปกตรัมที่เกิดจากการแยกแสงด้วยแท่งแก้วปริซึมพบว่า ผลกระทบของความร้อนเกิดขึ้นสูงสุดใน
แถบแสงที่อยู่ถัดไปจากแสงสีแดง (red end) แต่ไม่สามารถมองเห็นสเปกตรัมได้ จึงเรียกช่วงรังสีที่
ค้นพบว่า รังสีย่านอินฟราเรด (infrared radiation หรือ IR) ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 ช่วง คือ รังสีเนียร์
อินฟราเรดหรืออินฟราเรดย่านใกล้ (near IR) รังสีอินฟราเรดย่านกลาง (mid IR) และรังสีอินฟราเรด
ย่านไกล (far IR) (ตารางที่ 2.9) (Hindle, 2007; ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552) 
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ภาพที่ 2.5 สเปกตรัมแม่เหล็กไฟฟ้าและต าแหน่งของรังสีเนียร์อินฟราเรด (Santos และคณะ, 2010) 
 
ตารางท่ี 2.9 การแบ่งช่วงของรังสีอินฟราเรด 

ช่วงรังสีอินฟราเรด ความยาวคลื่น (นาโนเมตร) จ านวนคลื่น (ต่อเซนติเมตร) 

อินฟราเรดย่านใกล้ (near IR, NIR) 
อินฟราเรดย่านกลาง (mid IR, MIR) 
อินฟราเรดย่านไกล (far IR, FIR) 

800-2500 
2500-25000 

25000-100000 

12500-4000 
4000-400 
400-10 

ที่มา: ศุมาพร เกษมส าราญ (2552) 

 รังสีเนียร์อินฟราเรดแบ่งออกได้เป็น 2 ช่วงตามระดับพลังงาน ได้แก่ รังสีเนียร์อินฟราเรดช่วง
คลื่นสั้น (short wavelength NIR, SWNIR) ความยาวคลื่นระหว่าง 800-1100 นาโนเมตร มีพลังงาน
สูงประมาณ 109-159 กิโลจูลต่อโมล สามารถทะลุทะลวงเข้าไปในเนื้อของตัวอย่างได้ถึง 1 เซนติเมตร 
จึงนิยมใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่ต้องการข้อมูลลึกเข้าไปภายใน โดยล าแสงจะผ่านเข้าไปยังเนื้อใน 
ท าให้ได้ข้อมูลสเปกตรัมเนื้อในของตัวอย่างสูง เช่น การวิเคราะห์ตัวอย่างประเภทผลไม้มีเปลือก
โดยเฉพาะผลไม้เปลือกหนา รังสีเนียร์อินฟราเรดช่วงคลื่นยาว (long wavelength NIR, LWNIR) 
ความยาวคลื่นระหว่าง 1100–2500 นาโนเมตร มีพลังงานต่ าประมาณ 48–109 กิโลจูลต่อโมล โดย
ล าแสงช่วงคลื่นยาวมีความสามารถทะลุทะลวงได้ไม่เกิน 5 มิลลิเมตร เหมาะกับการวิเคราะห์ตัวอย่าง
ทั่วไปทั้งของเหลวและของแข็ง (ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552) 
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2.11 หลักการของเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

 2.11.1 การเกิดอันตรกิริยาของรังสีเนียร์อินฟราเรดกับสสาร 

  เมื่อรังสีเนียร์อินฟราเรดเดินทางผ่านสสารหรือตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ จะเกิด
อันตรกิริยา (interaction) กับอะตอมและโมเลกุลของสสารนั้น โดยท าให้เกิดการสั่นสะเทือนของ
พันธะภายในโมเลกุล รังสีบางส่วนถูกดูดกลืน (absorption) บางส่วนผ่านออกมา (transmission) 
และบางส่วนเกิดการสะท้อน (reflection) (ภาพที่ 2.6) ปรากฏการณ์เหล่านี้อาจเกิดเพียงอันใด
อันหนึ่งหรือเกิดขึ้นพร้อมกัน ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของตัวอย่าง องค์ประกอบ หรือคุณสมบัติที่ต้องการ
วิเคราะห์ (Pojić และคณะ, 2013; ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552) 

 
ภาพที่ 2.6 รูปแบบการเกิดอันตรกิริยาของรังสีเนียร์อินฟราเรดกับสสาร (ดัดแปลงจาก ศุมาพร เกษม
ส าราญ (2552)) 

  เมื่อสสารเกิดอันตรกิริยากับรังสีเนียร์อินฟราเรด ความเข้มในการดูดกลืนเนียร์
อินฟราเรดสเปกตรัม นิยมแสดงในรูปกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ในแนวแกนตั้ง 
ซึ่งอาจแสดงเป็น log (1/T) ในกรณีวัดแบบแสงส่องผ่าน (transmittance) หรือ log (1/R) เป็นแกน
แนวตั้ง ในกรณีวัดแบบแสงสะท้อน (reflectance) โดยมีความยาวคลื่น (wavelength) หรือจ านวน
คลื่น (wavenumber) ในแกนแนวนอน (ภาพที่ 2.7) 
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ภาพที่ 2.7 สเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดของแป้งสาลี แสดงในรูปของกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง
เมื่อวัดแสงส่องผ่านกับความยาวคลื่น (850-1050 นาโนเมตร) [ก], กราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง
เมื่อวัดแสงสะท้อนกับความยาวคลื่น (400-2400 นาโนเมตร) [ข] (Pojić และคณะ, 2013) 

 2.11.2 กฎส าคัญท่ีเกี่ยวข้องกับค่าการดูดกลืนแสง 

  2.11.2.1 กฎของแลมเบิร์ต (Lambert’s Law) 

   กฎของแลมเบิร์ต กล่าวว่า เมื่อมีแสงเดียวหรือแสงความยาวคลื่นเดียว 
(monochromatic light) ผ่านตัวกลางเนื้อเดียว (homogeneous) เป็นสัดส่วนของความเข้มของ
แสงที่ถูกตัวกลางนั้นดูดกลืนไว้ไม่ขึ้นกับความเข้มของแสงที่ตกกระทบตัวกลางนั้นและความเข้มของ
แสงจะถูกแต่ละชั้นของตัวกลางดูดกลืนไว้ในสัดส่วนที่เท่ากัน สรุปได้ว่าเมื่อแสงความยาวคลื่นเดียว
ผ่านตัวกลางเนื้อเดียวกัน ความเข้มของล าแสงจะลดลงขึ้นกับความหนาของตัวกลาง (Osborne และ
คณะ, 1993; นิพนธ์ ตังคณานุรักษ์, 2545)  

  2.11.2.2 กฎของเบียร์ (Beer’s Law)  

   กฎของเบียร์ กล่าวว่า เมื่อแสงที่มีความยาวคลื่นเดียวผ่านตัวกลางเนื้อเดียว
สัดส่วนของความเข้มแสงที่ถูกตัวกลางดูดกลืนไว้จะแปรโดยตรงกับปริมาณของตัวกลางที่ดูดกลืนแสง
นั้น สรุปได้ว่า เมื่อโมเลกุลของสารแต่ละตัวเป็นอิสระต่อกัน และไม่มีอิทธิพลจากตัวท าละลายจะท าให้
สารดูดกลืนความเข้มแสงเท่ากัน (Osborne และคณะ, 1993; นิพนธ์ ตังคณานุรักษ,์ 2545) 

[ก] 

[ข] 
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   ปริมาณความเข้มของแสงที่ถูกดูดกลืนจะขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ
สารละลายและความหนาของสารละลายที่ล าแสงผ่าน จึงมีการรวมกฎทั้งสองเข้าไว้ด้วยกัน เป็นกฎ
ของเบียร์-แลมเบิร์ต (Beer-Lambert’s Law) ดังสมการ  

              
  

 
 

เนื่องจาก   (transmittance) เท่ากับ     
  

  
 

ดังนั้น กรณีวัดแสงส่องผ่าน            
  

  
    

 

 
 

เมื่อ   คือ ค่าการดูดกลืนแสง 
   คือ สัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงในระดับโมเลกุล เป็นค่าคงที่ของแต่ละสาร 
   คือ ความหนาของตัวอย่าง 
   คือ ความเข้มข้นของสารละลาย 
   คือ ค่าแสงที่ผ่านออกมาจากตัวอย่าง 
    คือ ความเข้มแสงที่ตกกระทบตัวอย่าง 
    คือ ความเข้มแสงที่ผ่านออกมาจากตัวอย่าง 

  ทั้งนี้ กฎของเบียร์-แลมเบิร์ต ตั้งอยู่บนสมมติฐานที่ไม่มีแสงสะท้อนจากสารละลาย 
(แสงที่สะท้อนออกมาจากตัวอย่างเป็นศูนย์) จึงไม่สามารถน ามาประยุกต์หาความสัมพันธ์ระหว่างค่า
การดูดกลืนแสง (absorbance) และค่าแสงที่สะท้อนออกมาจากตัวอย่าง (reflectance) ได้โดยตรง 
และ Kubelka-Munk พบว่า วัสดุที่มีความหนาเป็นอนันต์ (ไม่มีแสงทะลุผ่าน) ค่าแสงที่สะท้อน
ออกมาจากตัวอย่างจะขึ้นอยู่กับความสามารถในการดูดซับแสงและการกระเจิงของแสงของวัสดุนั้น 
(Osborne และคณะ, 1986) ดังสมการ 

    (    ) 

   
  

 

 
 

  

 
 

เมื่อ    คือ ค่าแสงที่สะท้อนออกมาจากตัวอย่างที่มีความหนาเป็นอนันต์ 
   คือ สัมประสิทธิ์การดูดซับแสง 
   คือ สัมประสิทธิ์การกระเจิงแสง 
   คือ สัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงในระดับโมเลกุล เป็นค่าคงที่ของแต่ละสาร 
   คือ ความเข้มข้นของสารละลาย 
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  ต่อมา Norris ได้ทดลองวัดค่าแสงที่สะท้อนออกมาจากสารละลายเปรียบเทียบกับ
ค่าแสงที่สะท้อนออกมาจากวัสดุมาตรฐานที่ไม่มีการดูดซับคลื่นแสง (non-absorbing standard) 
พบว่า ค่าที่ได้มีความสัมพันธ์กับค่าความเข้มข้นของสารละลาย (Osborne และคณะ, 1986) ดัง
สมการ 

       (
  

 
)      

 

 
        

  

 
 

  และเนื่องจากวัสดุมาตรฐานไม่มีการดูดซับคลื่นแสง ค่าแสงที่สะท้อนออกจากวัสดุ
มาตรฐาน (  ) จึงมีค่าเข้าใกล้ 1 ท าให้          (Osborne และคณะ, 1986)  

       
 

 
 

  

 
 

ดังนั้น กรณีวัดแสงสะท้อน       
 

 
 

  

 
 

เมื่อ    คือ ค่าแสงที่สะท้อนออกมาจากตัวอย่าง 
    คือ ค่าแสงที่สะท้อนออกมาจากวัสดุมาตรฐาน 
   คือ ค่าการดูดกลืนแสง 
   คือ สัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงในระดับโมเลกุล เป็นค่าคงที่ของแต่ละสาร 
   คือ ความเข้มข้นของสารละลาย 
   คือ สัมประสิทธิ์การกระเจิงแสง 

2.12 เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 

 เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ อาศัยหลักการดูดกลืนพลังงานแสงในแต่ละช่วงความ
ยาวคลื่นของสารแต่ละชนิดทีไ่ม่เท่ากัน จึงสามารถในการแยกล าแสงออกเป็นทีละความยาวคลื่น เพ่ือ
ใช้ล าแสงความยาวนั้นส่องผ่านไปยังตัวอย่าง และวัดความเข้มแสงที่ผ่านออกมาเปรียบเทียบกับความ
เข้มแสงที่ส่องเข้าไป วิธีการวัดความเข้มแสงที่นิยมใช้ ได้แก่ การวัดความเข้มแสงแบบแสงส่องผ่าน
ตัวอย่าง (transmittance mode) นิยมใช้กับรังสีเนียร์อินฟราเรดที่ความยาวคลื่นไม่เกิน 1800 นาโน
เมตร และการวัดความเข้มแสงแบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) นิยมใช้กับรังสีเนียร์
อินฟราเรดที่ความยาวคลื่น 1200–2500 นาโนเมตร โดยวัดความเข้มแสงทีละความยาวคลื่นและน า
ค่าความเข้มแสงที่ได้ในแต่ละความยาวคลื่นมาเขียนกราฟการดูดกลืนแสงของตัวอย่างวิเคราะห์ โดย
ให้แกนแนวตั้งเป็นค่าการดูดกลืนแสง แกนแนวนอนเป็นความยาวคลื่น (Agelet และคณะ, 2010; ศิว
ลักษณ์ ปฐวีรัตน์ และคณะ, 2552) 
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 เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ ประกอบด้วย แหล่งก าเนิดแสง (light source) 
อุปกรณ์แยกแสงออกเป็นแต่ละความยาวคลื่นหรือโมโนโครมาเตอร์ (monochromator) ช่องใส่
ตัวอย่าง (sample cell) และตัวรับแสง (detector) ดังแสดงในภาพที่ 2.8 

 แหล่งก าเนิดแสง (light source) ที่นิยมใช้มี 2 แบบ ได้แก่ หลอดทังสเตนฮาโลเจน  
(tungsten halogen lamp) ซึ่งให้ความยาวคลื่นในช่วง 320–2500 นาโนเมตร มีฟิลเตอร์ช่วยกรอง
แสงในช่วงความถ่ีที่ไม่ต้องการออกและป้องกันตัวอย่างไม่ให้ตัวอย่างร้อนเกินไป และมีอายุการใช้งาน 
นานกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับหลอดทังสเตนแบบไม่มีแก็สฮาโลเจน ส าหรับหลอดแอลอีดี (light  
emitting diodes, LED) ให้ความยาวคลื่นในช่วงแคบกว่าหลอดทังสเตนฮาโลเจน นิยมใช้กับ 
เครื่องมือขนาดเล็กส าหรับพกพา เนื่องจากมีก าลังไฟน้อย ขนาดเล็กและราคาถูก (Agelet และคณะ, 
2010) 

 โมโนโครมาเตอร์ (monochromator) เป็นอุปกรณ์ส าหรับแยกคลื่นแสงออกเป็นแต่ละความ
ยาวคลื่นที่มีช่องผ่านแสง (slit) เข้าและออก เพ่ือควบคุมให้คลื่นแสงอยู่ในช่วงความยาวคลื่นที่ต้องการ
ก่อนส่องผ่านไปที่ตัวอย่างและวัดความเข้มของแสงในช่วงที่ท าการศึกษา โดยช่องผ่านแสงขนาดเล็ก 
(ประมาณ 0.1 มิลลิมตร) ซึ่งให้ช่วงความเข้มของแถบรังสีที่ต่ า ท าให้เกิดการกระจายมากเหมาะ
ส าหรับประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ ขณะที่ช่องผ่านแสงขนาดใหญ่ (ประมาณ 2 มิลลิเมตร) 
ให้ความเข้มของแถบรังสีที่มากกว่าจึงเหมาะส าหรับประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (Agelet 
และคณะ, 2010) 

 ช่องใส่ตัวอย่าง (sample cell) และอุปกรณ์ใส่ตัวอย่างซึ่งต้องออกแบบให้เหมาะสมกับชนิด
ของตัวอย่าง ปริมาณของอนุภาคที่ใช้วิเคราะห์ และรูปแบบการวิเคราะห์ ทั้งการวิเคราะห์แบบอยู่นิ่ง 
เคลื่อนที่ หรือหมุนขณะสแกนตัวอย่าง อุปกรณ์ใส่ตัวอย่างควรมีลักษณะฝาเปิดด้านบน ท าจากวัสดุที่
ยอมให้แสงในช่วงรังสีเนียร์อินฟราเรดทะลุผ่านได้ เช่น ซิลิกา หรือควอทซ์ เป็นต้น (Agelet และคณะ, 
2010) 

 ตัวรับแสง (detector) เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดปริมาณแสงที่ทะลุผ่านตัวอย่างออกมาทั้งใน
รูปแบบแสงส่องผ่าน (transmittance) หรือแบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) ตัวรับแสง
ท าหน้าที่เปลี่ยนพลังงานแสงให้เป็นสัญญาณไฟฟ้า จากนั้น สัญญาณไฟฟ้าจะถูกขยายและเปลี่ยนเป็น 
ดิจิตอลเพ่ือใช้ส าหรับประมวลผลบนเครื่องคอมพิวเตอร์ ตัวรับแสงมีหลายชนิด เช่น ซิลิกอน (silicon,  
Si), เลดซัลไฟด์ (lead sulfide, PbS), และอินเดียมแกลเลียมอาร์เซไนด์ (indium gallium  
arsenide, InGaAs) เป็นต้น (Agelet และคณะ, 2010) 
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ภาพที่ 2.8 องค์ประกอบพื้นฐานของเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ วัดความเข้มแสงแบบแสง
ส่องผ่าน (transmittance) [ก], และวัดความเข้มแสงแบบสะท้อนแสง (reflectance) [ข] (ดัดแปลง
จาก Workman และคณะ (2007)) 

2.13 การใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีส าหรับวิเคราะห์ข้อมูล 

 2.13.1 การปรับแต่งสเปกตรัมก่อนการวิเคราะห์ 

  เนื่องจากสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการดูดกลืนแสงขององค์ประกอบทาง
เคมีของตัวอย่างที่วิเคราะห์ เกิดจากการรวมกันของโอเวอร์โทนและคอมบิเนชันของกลุ่มฟังก์ชันต่างๆ 
ท าให้สเปกตรัมมีความซับซ้อนมาก อีกทั้งสเปกตรัมยังเกิดการเหลื่อมซ้อนทับกันเนื่องจากการกระเจิง
แสงที่ส่งผลต่อการดูดกลืนแสงที่แตกต่างกันตามความยาวคลื่น ความไม่เป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่าง 
สัญญาณรบกวนในเครื่องมือ สภาพแวดล้อม และแหล่งความแปรปรวนอื่นๆ ท าให้การวิเคราะห์ข้อมูล
ของสเปกตรัมท าได้ยาก ดังนั้น การดึงข้อมูลที่อยู่ในสเปกตรัมจ าเป็นต้องใช้เทคนิคทางเคโมเมทริกซ์ 
(chemometrics) ซึ่งอาศัยหลักทางเคมีร่วมกับหลักทางสถิติในการจัดการสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด
ก่อนน าไปวิเคราะห์ข้อมูลเพ่ือลดความคลาดเคลื่อนลงให้เหลือน้อยที่สุด (อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 
2552) ตัวอย่างวิธีการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีการทางคณิตศาสตร์ เช่น 

  

[ก] 

[ข] 



 

 

40 

  1) การแปลงค่าด้วยวิธีอนุพันธ์ (derivative transformation) เป็นวิธีการแก้ปัญหา
การซ้อนทับกันของจุดยอดในสเปกตรัมและการเลื่อนขึ้นของสเปกตรัมทั้งแบบเบสไลน์ออฟเซ็ต 
(baseline offset) ซึ่งท าให้สเปกตรัมเลื่อนขึ้นตามแนวดิ่ง และแบบเบสไลน์ชิฟต์เชิงเส้น (linear 
baseline shift) ซึ่งท าให้สเปกตรัมเอียงขึ้นไปทางขวาที่ความยาวคลื่นสูง โดยการค านวณค่าอนุพันธ์
อันดับหนึ่ง (first derivative) หรือค่าความชัน (slope) ของสเปกตรัมที่แต่ละความยาวคลื่น เพ่ือแยก
จุดยอดที่เหลื่อมซ้อนกันของสเปกตรัมออกจากกัน และลดผลกระทบที่ท าให้สเปกตรัมมีขนาดเพ่ิมขึ้น
ตลอดช่วงความยาวคลื่น และค่าอนุพันธ์อันดับสอง (second derivative) หรือการค านวณหาการ
เปลี่ยนแปลงความชันของสเปกตรัม ท าโดยค านวณผลลบของค่าที่ได้จากอนุพันธ์อันดับหนึ่งที่ติดกัน 
ท าให้จุดยอดที่เหลื่อมซ้อนกันแยกตัวออกจากกันเช่นเดียวกับการค านวณอนุพันธ์อันดับหนึ่ง แต่ จุด
ยอดจะกลับหัวและมีความชัดเจนมากกว่า การแปลงค่าอนุพันธ์อันดับสองได้รับความนิยมมากกว่า
อนุพันธ์อันดับหนึ่ง เนื่องจากอนุพันธ์อันดับสองให้จุดยอดตรงกับจุดยอดของสเปกตรัมดั้งเดิม 
(อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 2552) 

  2) การปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scattering correction,  
MSC) เป็นวิธีการที่ช่วยลดผลที่เกิดจากการกระเจิงแสง (scattered light) ต่อสเปกตรัมเนียร์ 
อินฟราเรดที่ได้จากการวัดแบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) และแบบส่องผ่าน  
(transmittance) ซึ่งโดยปกติการกระเจิงแสงจะท าให้ความชันโดยรวมของสเปกตรัมเปลี่ยนไป 
เสมือนว่าสเปกตรัมถูกท าให้หมุนรอบจุดที่ความยาวคลื่นต่ าสุดของสเปกตรัม (multiplicative 
effect) การปรับแก้ด้วยวิธี MSC ท าโดยน าสเปกตรัมของตัวอย่างทั้งหมดมาเฉลี่ยเพ่ือให้ได้สเปกตรัม
เฉลี่ย จากนั้น หมุนสเปกตรัมของแต่ละตัวอย่างให้ตรงกับสเปกตรัมเฉลี่ย โดยรูปร่างสเปกตรัมที่ได้  
จากการปรับแก้ด้วยวิธี MSC จะมีรูปร่างไม่แตกต่างจากสเปกตรัมก่อนการปรับแก้มาก (อนุพันธ์ 
เทอดวงศ์วรกุล, 2552) 

  3) การปรับแก้ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (vector normalization, SNV) 
เป็นวิธีการก าจัดอิทธิพลของการกระเจิงแสงออกจากสเปกตรัมโดยการปรับความแปรปรวนให้เป็น
มาตรฐาน เนื่องจากการกระจายตัวไม่สม่ าเสมอของอนุภาคตัวอย่างท าให้เกิดสเปกตรัมที่แตกต่างกัน 
แสดงให้เห็นว่าเกิดการกระเจิงแสงที่สูงและเป็นสาเหตุให้เกิดความแปรปรวนส่วนใหญ่ในข้อมูลที่วัดได้  
การปรับแก้แบบ SNV จะแตกต่างจากวิธี MSC โดยไม่จ าเป็นต้องใช้สเปกตรัมอ้างอิงเหมือนในวิธี  
MSC ที่ใช้สเปกตรัมเฉลี่ยเป็นค่าอ้างอิง วิธี SNV สเปกตรัมแต่ละเส้นจะถูกปรับแก้โดยปรับค่าการ
ดูดกลืนให้เป็นมาตรฐานเดียวกัน (normalization) (อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 2552) 
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  4) การปรับเป็นค่ามาตรฐาน (normalization) เป็นการปรับแก้กลุ่มของสเปกตรัม
เพ่ือให้ได้สเปกตรัมมีจุดที่ส าคัญเด่นขึ้น และเป็นการก าจัดความแปรปรวนอันเนื่องมาจากปัจจัยต่างๆ 
ที่ไม่ต้องการออกไป ช่วยให้สามารถเข้าใจความสัมพันธ์ระหว่างสเปกตรัมกับค่าทางเคมีที่วิเคราะห์ได้ดี
ขึ้น หรือเป็นการลดความซับซ้อนของข้อมูลช่วยให้น าข้อมูลสเปกตรัมไปท าสมการแคลิเบรชั่นได้ง่าย
ขึ้น วิธีในการปรับเป็นค่าปกติ คือ การน าค่า log (1/R) ที่ความยาวคลื่นหนึ่งในสเปกตรัม (เป็นความ
ยาวคลื่นอ้างอิง หรือเป็นค่า log (1/R) ที่มากท่ีสุด) มาลบออกจากค่า log (1/R) ในสเปกตรัมเดียวกับ
ที่ความยาวคลื่นอ่ืนๆ ทั้งหมด ซึ่งจะท าให้ได้สเปกตรัมใหม่มีค่า log (1/R) ที่ความยาวคลื่นนั้นเป็นศูนย์ 
หรืออาจเป็นการน าค่า log (1/R) ที่สูงสุดในสเปกตรัมมาหารค่า log (1/R) อ่ืนๆ ทั้งหมด ท าให้ได้
สเปกตรัมใหม่ที่มีค่าสูงสุดเป็นหนึ่ง เป็นต้น (อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 2552) 

  5) การปรับลบโดยค่าคงที่ (constant offset elimination) เป็นวิธีการแก้ปัญหา
การเลื่อนขึ้นของสเปกตรัมแบบเบสไลน์ชิฟต์เชิงเส้น โดยเส้นสเปกตรัมจะถูกปรับแบบเชิงเส้นเพ่ือให้
ค่า Y ที่มีค่าต่ าที่สุดมีค่าเท่ากับศูนย์ (Conzen, 2006) 

  6) การปรับลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction) ในแต่ละช่วงความถี่ที่
เลือกไว้ เส้นตรงเส้นหนึ่งจะถูกฟิตเส้นสเปกตรัมโดยใช้วิธี partial least squares (PLS) จากนั้น  
เส้นตรงนี้จะถูกลบออกจากสเปกตรัมดังกล่าว ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีการแก้ปัญหาการเอียงของเส้นสเปกตรัม
ที่มีการเลื่อนขึ้นแบบเบสไลน์ชิฟต์ (Conzen, 2006) 

 2.13.2 การวิเคราะห์ข้อมูล 

  ข้อมูลที่ได้จากเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ยังไม่สามารถน ามาประยุกต์ใช้
ในการท านายค่าองค์ประกอบของตัวอย่างที่ต้องการทราบได้ทันที จ าเป็นต้องใช้วิธีการทาง
คณิตศาสตร์ในการวิเคราะห์และสังเคราะห์ข้อมูลจากสเปกตรัมหรือค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการวัด
ตัวอย่างด้วยเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ และสร้างแบบจ าลองหาความสัมพันธ์ระหว่าง
ข้อมูลสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดที่ได้กับค่าองค์ประกอบของตัวอย่างที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี
มาตรฐาน (reference หรือ standard method) (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) ขั้นตอน
การวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี แสดงในภาพ 2.9 

  ในการสร้างแบบจ าลองส าหรับท านายค่าองค์ประกอบของตัวอย่างโดยใช้เทคนิค
เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีนั้น จะต้องใช้กลุ่มตัวอย่างที่ทราบปริมาณองค์ประกอบที่ต้องการ
ท านายและข้อมูลสเปกตรัมเนียร์ อินฟราเรดของตัวอย่างเหล่านั้น การสร้างแบบจ าลองจะ
ประกอบด้วย 2 ขั้นตอนหลัก คือ 1) ขั้นตอนการท าแคลิเบรชั่น (calibration) หรือการสร้าง
แบบจ าลองที่ใช้ท านาย เป็นการสร้างสมการมาตรฐานที่ใช้ในการท านายค่าองค์ประกอบที่ต้องการ
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ทราบของตัวอย่าง แบบจ าลองที่สร้างขึ้นได้เรียกว่า “แบบจ าลองแคลิเบรชั่น” (calibration model) 
และ 2) ขั้นตอนการท าแวลิเดชั่น (validation) เป็นขั้นตอนการตรวจสอบความถูกต้องและแม่นย า
ของแบบจ าลองแคลิเบรชั่นหรือสมการมาตรฐานที่สร้างขึ้นมา เมื่อได้ผลการตรวจสอบที่น่าเชื่อถือ จึง
น าแบบจ าลองที่ได้ไปใช้ท านายค่าองค์ประกอบของตัวอย่างที่ต้องการศึกษาจากสเปกตรัมที่วัดได้จาก
เครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ต่อไป (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

  1) การท าแคลิเบรชั่น (calibration) 

  ในการสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่น ค่าที่อ่านได้จากสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดของ 
ตัวอย่าง (ค่า log (1/R)) หรือข้อมูลเชิงแสง (NIR data) ถูกก าหนดให้เป็นตัวแปรอิสระ  
(independent variables) หรือตัวแปร X และค่าที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน  
(reference data) ถูกก าหนดให้เป็นตัวแปรตาม (dependent variables) หรือตัวแปร Y จากนั้น  
สร้างแบบจ าลองจากความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร X และ Y โดยค่าของตัวแปร X อาจน ามาจากทุกๆ  
ค่าของความยาวคลื่นที่ท าการศึกษา (full spectrum) หรือค่าที่อ่านจากความยาวคลื่นใดคลื่นหนึ่ง  
(fixed wavelength) หรือค่าจากบางความยาวคลื่นที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบของตัวอย่างที่จะท า 
การวิเคราะห์ (selected wavelength) ซึ่งค่าของตัวแปร X หรือค่าสเปกตรัมที่น ามาใช้อาจไม่ผ่าน 
การปรับแต่ง (raw spectra data) หรือผ่านการปรับแต่งด้วยวิธีทางคณิตศาสตร์ (pretreated  
spectral data) เพ่ือท าให้ข้อมูลของตัวแปร X มีความสัมพันธ์กับตัวแปร Y มากขึ้น โดยการสร้าง 
แบบจ าลองแคลิเบรชั่นสามารถน ามาใช้วิเคราะห์ข้อมูลได้ทั้งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ วิธีการทาง 
สถิติที่นิยมใช้สร้างแบบจ าลอง ได้แก่ การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal components  
analysis, PCA) การถดถอยโดยใช้องค์ประกอบหลัก (principal components regression, PCR)  
และการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least square regression, PLSR)  
(Sirisomboon และคณะ, 2012; ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

  การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal components analysis, PCA) เป็น 
วิธีการหนึ่งทางสถิติในการวิเคราะห์ตัวแปรหลายตัว (multivariate analysis) โดยใช้เทคนิคการลด 
จ านวนตัวแปรอิสระ (ตัวแปร X) ด้วยการแบ่งกลุ่มตัวแปรที่มีความสัมพันธ์กันเพ่ือสร้างตัวแปรขึ้นมา 
ใหม่ที่เรียกว่า ปัจจัย (factors) หรือองค์ประกอบ (principal components, PC) ซึ่งปัจจัยหรือ 
องค์ประกอบหลักนี้จะต้องมีจ านวนน้อยกว่าหรือเท่ากับจ านวนตัวแปรเดิม (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และ
คณะ, 2552) 

  การถดถอยโดยใช้องค์ประกอบหลัก (principal components regression, PCR)  
จะเริ่มจากการท า PCA ของข้อมูลตัวแปรอิสระ (ตัวแปร X) ที่ได้จากข้อมูลของสเปกตรัมเพ่ือลด
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จ านวนตัวแปรเดิมลงโดยการสร้างตัวแปรใหม่ (ปัจจัยหรือองค์ประกอบ) จากนั้น น าค่าของตัวแปร
ใหม่ที่สร้างขึ้นมาหาความสัมพันธ์กับตัวแปรตาม (ตัวแปร Y) ที่ได้จากวิธีมาตรฐาน เพ่ือสร้าง
แบบจ าลองแคลิ เบรชั่นโดยใช้หลักการของการวิ เคราะห์การถดถอยพหุคูณ (multivariate 
regression analysis) (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

  การถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least square regression, PLSR)  
เป็นวิธีที่ใช้การวิเคราะห์หลายตัวแปร (multivariate analysis) โดยการลดจ านวนตัวแปร 
เช่นเดียวกับวิธี PCR แต่แตกต่างจาก PCR ในช่วงการจัดกลุ่มลดจ านวนตัวแปร โดยการสร้างตัวแปร 
ใหม่ด้วยวิธี PLSR นั้นจะมีการน าข้อมูลตัวแปรตาม (ตัวแปร Y) เข้ามาร่วมในการสร้างตัวแปรใหม่ที่ 
เรียกว่า ค่าคะแนนปัจจัย (factor loading) ซึ่งมีความสัมพันธ์กับตัวแปรตาม จะเห็นได้ว่า PLSR เป็น
กระบวนการขั้นตอนเดียวไม่จ าเป็นต้องท าขั้นตอน regression อีก ในขณะที่วิธีการ PCR นั้น ค่า
คะแนนปัจจัยที่สร้างขึ้นมามีความเกี่ยวข้องกับข้อมูลตัวแปรเดิมในสเปกตรัมเท่านั้น จ าเป็นต้องน าค่า
คะแนนปัจจัยที่ได้ไปหาความสัมพันธ์กับตัวแปรตามโดยการท า regression อีกครั้ง ก่อนน าไปใช้ใน
การท านายค่าตัวแปรตาม การประยุกต์ใช้ PLSR เพ่ือสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่น สามารถท าได้ 2 
วิธี คือ PLS1 เป็นการสร้างแบบจ าลองส าหรับท านายค่าตัวแปรตามเพียง 1 ตัว โดยใช้แบบจ าลอง 1 
แบบจ าลอง และ PLS2 เป็นการสร้างแบบจ าลองส าหรับท านายค่าตัวแปรตามหลายตัวแปรโดยใช้
สมการเดียวกัน ซึ่งการสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLS1 นั้นจะให้ค่าความถูกต้องของการท านายดีกว่า
วิธี PLS2 (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

  การรู้จ าแบบรูปภายใต้การควบคุมดูแล (supervised pattern recognition) เป็น
วิธีทางสถิติหนึ่งที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงคุณภาพ โดยการจ าแบบรูป (pattern recognition) ที่
ต้องทราบรายละเอียด เช่น กลุ่ม ชนิด หรือเกรด ของตัวอย่างก่อนน ามาสร้างแบบจ าลองส าหรับ
แบ่งกลุ่ม (classification model) โดยวิธีที่นิยมใช้วิเคราะห์ข้อมูลสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดในการ
สร้างแบบจ าลองส าหรับแบ่งกลุ่ม ได้แก่ partial least square-discriminant analysis (PLS-DA) 
และ soft independent modeling of class analogy (SIMCA) (ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 
2552) 

  2) การท าแวลิเดชั่น (validation)  

  หลังจากได้แบบจ าลองแคลิเบรชั่นที่เหมาะสมแล้ว ต้องทดสอบว่าแบบจ าลองที่สร้าง
ขึ้นมาสามารถน ามาใช้ท านายข้อมูลชุดอ่ืนที่อยู่ในกลุ่มเดียวกันได้หรือไม่ การท าแวลิเดชั่นหรือการ
ทดสอบที่นิยมใช้ คือ การท า full cross validation และการทดสอบแบบชุดทดสอบ (test set 
validation) (Williams, 2007) 
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  การท า full cross validation เป็นการทดสอบแบบจ าลองภายใน (internal 
validation) เหมาะกับการใช้ทดสอบกลุ่มตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์ที่มีจ านวนน้อย เช่น น้อยกว่า 100 
ตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่น ามาทดสอบแบบจ าลองเป็นตัวอย่างเดียวกับตัวอย่างชุดมาตรฐานทั้งหมดที่ใช้
ในการสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่น การทดสอบเริ่มจากตัดตัวอย่างมาตรฐานตัวที่ 1 ออกจากชุด
ตัวอย่างมาตรฐานทั้งหมดที่ใช้สร้างแบบจ าลอง แล้วน าตัวอย่างที่เหลือสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่ น 
น าแบบจ าลองที่ได้มาประเมินค่าทางองค์ประกอบของตัวอย่างมาตรฐานตัวที่ 1 ที่ตัดออก จากนั้น ใส่
ตัวอย่างมาตรฐานตัวที่ 1 กลับคืนแล้วตัดตัวอย่างมาตรฐานตัวที่ 2 ออกจากชุดตัวอย่าง น าตัวอย่างที่
เหลือสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่นและน าแบบจ าลองที่ได้มาประเมินค่าทางองค์ประกอบของตัวอย่าง
มาตรฐานตัวที่ 2 ที่ตัดออก ท าขั้นตอนซ้ าเช่นเดียวกับตัวอย่างมาตรฐานตัวที่ 1 และ 2 จนครบทุก
ตัวอย่างมาตรฐาน แล้วพิจารณาค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของการพิสูจน์แบบ
ไขว้ (root mean square error of cross validation, RMSECV) (Williams, 2007) 

  การทดสอบแบบชุดทดสอบ (test set validation) เป็นการทดสอบแบบจ าลอง
ภายนอก (external validation) ว่าแบบจ าลองแคลิเบรชั่นที่สร้างขึ้นจากข้อมูลของตัวอย่างชุด
มาตรฐานนั้นสามารถท านายข้อมูลของตัวอย่างชุดอ่ืนที่เป็นประชากรกลุ่มเดียวกันได้หรือไม่ โดยใช้
ตัวอย่างชุดใหม่ (testing set) ในการทดสอบ ซึ่งตัวอย่างดังกล่าวต้องมีการเตรียมตัวอย่าง การวัด
สเปกตรัม สภาวะในการศึกษา รวมถึงการปรับแต่งสเปกตรัมเหมือนกับตัวอย่างชุดมาตรฐานที่ใช้สร้าง
แบบจ าลอง ตัวอย่างชุดใหม่ที่น ามาทดสอบจะถูกสแกนด้วยเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์
เพ่ือให้ได้ค่าสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรด (NIR spectra) น าค่าที่ได้แทนลงในแบบจ าลองแคลิเบรชั่นที่
สร้างขึ้นเพ่ือท านายค่าองค์ประกอบที่ต้องการทราบ ได้ค่าท านาย (predicted value) จากนั้น น า
ตัวอย่างที่ผ่านการสแกนแล้วไปวิเคราะห์หาค่าองค์ประกอบที่ต้องการทราบด้วยวิธีมาตรฐาน ได้ค่า
จริง (actual value) เปรียบเทียบค่าจริงและค่าท านายที่ได้ว่าการท านายมีความถูกต้องมากน้อย
เพียงใด โดยพิจารณาจากค่าสถิติ (Burns และคณะ, 2007; ธงชัย สุวรรณสิชณน์ และคณะ, 2552) 

  



 

 

45 

 
ภาพที่ 2.9 ขั้นตอนการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้เทคนิคเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 
  

ตัวอย่าง 

สแกนตัวอย่างด้วยเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 

ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ 

ข้อมูลเชิงแสงหรือ
เส้นสเปกตรัม (X) 

ค่าจากการวิเคราะห์
ทางห้องปฏิบัติการ (Y) 

สร้างแบบจ าลองหาความสัมพันธ์ระหว่าง 
ตัวแปร X และตัวแปร Y 

แบบจ าลองแคลิเบรชั่น 

ค่าจริง 

ค่าท านาย 

เปรียบเทียบค่าจริงและค่าท านายที่ได้ว่าการท านายถูกต้องเพียงใด 
โดยพิจารณาจากค่าสถิติ 

ข้อมูลเชิงแสงหรือ
เส้นสเปกตรัม (X) 

ค่าจากการวิเคราะห์
ทางห้องปฏิบัติการ (Y) 

กลุ่มสร้างแบบจ าลอง กลุ่มทดสอบแบบจ าลอง 
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 2.13.3 ค่าสถิติส าหรับพิจารณาความแม่นย าของแบบจ าลอง 

  1) ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (coefficient of correlation, R) แสดงถึง
ความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลของตัวแปร X และตัวแปร Y ถ้าข้อมูลทั้งสองชุดมีความสอดคล้องกันมาก 
ผลของค่า R ที่ได้จะเข้าใกล้ 1.00 ในกรณีที่ได้ค่า R เท่ากับ 1.00 แสดงว่าข้อมูลทั้งสองชุดมีความ
สอดคล้องกันอย่างสมบูรณ์ ในขณะที่ถ้าค่า R เข้าใกล้ 0 แสดงว่าข้อมูลทั้งสองชุดไม่มีความสัมพันธ์
หรือความสอดคล้องกัน ทั้งนี้ ตัวแปร X และตัวแปร Y อาจมีความสัมพันธ์กันในเชิงบวกหรือลบก็ได้ 
(Williams, 2007) การแปลความหมายของค่า R แสดงดังตารางที่ 2.10 

  2) ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) แสดงถึง
สัดส่วนความแปรปรวนของตัวแปร X (ค่าจริง) ที่สามารถอธิบายความแปรปรวนของตัวแปร Y (ค่า
ท านาย) ซึ่งจะมีค่าเป็นบวกเสมอ เช่น ถ้าค่า R2 เท่ากับ 1.00 หมายความว่า ความแปรปรวนของตัว
แปร X อธิบายความแปรปรวนของตัวแปร Y ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ หรือในกรณีที่ค่า R2 เท่ากับ 0.50 
หมายความว่า ความแปรปรวนของตัวแปร X อธิบายความแปรปรวนของตัวแปร Y ได้ 50 เปอร์เซ็นต์
และอีก 50 เปอร์เซ็นต์ของความแปรปรวนของตัวแปร X ที่เหลือมาจากปัจจัยอ่ืนๆ เช่น วิธีการเตรียม
ตัวอย่าง หรือวิธีวิเคราะห์มาตรฐาน โดยที่ค่า R2 นั้นจะมีค่าเป็นบวกเสมอ (ตารางที่ 2.10) (Jerome, 
2007; Williams, 2007) 

ตารางท่ี 2.10 แนวทางการอธิบายความสามารถของแบบจ าลองด้วยค่า R และ R2 

ค่า R R2 ความหมาย 
±0.50 
±0.51-0.70 
±0.71-0.80 
±0.81-0.90 
 
±0.91-0.95 
±0.96-0.98 
±0.99 ขึ้นไป 

0-0.25 
0.26-0.49 
0.50-0.64 
0.66-0.81 
 
0.83-0.90 
0.92-0.96 
0.98 ขึ้นไป 

ไม่สามารถน าไปใช้ได้ 
ความสัมพันธ์ไม่ดีพอ ควรหาเหตุผล 
สามารถน าไปใช้ได้ในการแบ่งกลุ่มแบบหยาบ 
สามารถน าไปใช้ได้ในการแบ่งกลุ่มแบบหยาบและประมาณค่า
เบื้องต้น 
ควรใช้งานอย่างระมัดระวังในการน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัย 
ใช้ได้ในงานประยุกต์ส่วนใหญ่ รวมถึงการประกันคุณภาพ 
ดีเยี่ยม สามารถน าไปใช้ได้กับทุกงาน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Williams (2007) 
  



 

 

47 

  3) ค่าความผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias) คือ ค่าเฉลี่ยของความแตกต่าง
ระหว่างค่าจริง (actual value) และค่าท านาย (predicted value) เป็นค่าที่ใช้วัดความแม่นย า
โดยรวมของแบบจ าลองที่สร้างได้ ค่าท่ีได้ควรมีค่าน้อย (Williams, 2007) 

  4) ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มสร้างแบบจ าลอง (standard 
error of calibration, SEC) คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) ของความ
แตกต่างระหว่างค่าจริงและค่าท านายของกลุ่มตัวอย่างส าหรับสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่น ค่าที่ได้
ควรมีค่าต่ าที่สุด แต่อย่างไรก็ตามค่า SEC ที่มีค่าต่ าที่สุด อาจดีส าหรับกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการสร้าง
แบบจ าลองแคลิเบรชั่นเท่านั้น อาจไม่ดีส าหรับตัวอย่างอ่ืน (Williams, 2007) 

  5) ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง 
(standard error of prediction, SEP) คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างระหว่างค่า
จริงและค่าท านายในกลุ่มตัวอย่างส าหรับทดสอบแบบจ าลอง โดยค่า SEP จะเป็นอิสระจากค่า bias 
ซ่ึงต่างจากค่ารากท่ีสองของความผดิพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (RMSEP) ที่
มีการน าค่า bias มาใช้ในการค านวณ ดังนั้น เมื่อรายงานผลโดยใช้ค่า SEP จ าเป็นต้องรายงานผลคู่กับ
ค่า bias เสมอ ซึ่งค่าที่ควรมีค่าน้อยเช่นเดียวกับค่า bias (Williams, 2007) 

  6) ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของกลุ่มสร้างแบบจ าลอง 
(root mean square error of calibration, RMSEC) เป็นการหาค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของ
ความแตกต่างระหว่างค่าจริงและค่าท านายของกลุ่มตัวอย่างส าหรับสร้างแบบจ าลองแคลิเบรชั่น โดย
ค่า RMSEC นั้นเป็นค่าท่ีน าค่า bias มาใช้ค านวณร่วมด้วย ดังนั้น เมื่อรายงานผลจึงไม่จ าเป็นต้องเป็น
รายงานค่า bias และค่าที่ได้ควรมีค่าน้อยเช่นเดียวกัน (Williams, 2007) 

  7) ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง 
(root mean square error of prediction, RMSEP) เป็นการหาค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของ
ความแตกต่างระหว่างค่าจริงและค่าท านายของกลุ่มตัวอย่างส าหรับทดสอบแบบจ าลอง โดยค่า 
RMSEP นั้นเป็นค่าที่น าค่า bias มาใช้ค านวณร่วมด้วย ดังนั้น เมื่อรายงานผลจึงไม่จ าเป็นต้องเป็น
รายงานค่า bias และค่าที่ได้ควรมีค่าน้อยเช่นเดียวกัน (Williams, 2007) 

  8) ค่า RPD หรืออัตราส่วนระหว่างค่า SEP ต่อค่า SD (ratio of standard error of 
prediction validation to standard deviation, RPD) เป็นค่าที่บ่งบอกถึงประสิทธิภาพของ
แบบจ าลองที่ได้ ซึ่งค านวณจากอัตราส่วนระหว่างค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าจริงของข้อมูลกลุ่ม
ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบแบบจ าลองและค่า SEP โดยค่าที่ได้ควรมีค่ามาก (ตารางที่ 2.11) (Williams, 
2007)  



 

 

48 

ตารางท่ี 2.11 แนวทางการอธิบายความสามารถของแบบจ าลองด้วยค่า RPD 

ค่า RPD การแบ่งกลุ่มตัวอย่าง การน าไปประยุกต์ใช้ 
0.0-2.3 
2.4-3.0 
3.1-4.9 
5.0-6.4 
6.5-8.0 
8.1 ขึ้นไป 

ไม่ดีมาก 
ไม่ดีพอ 
พอใช้ 
ดี 
ดีมาก 
ดีเยี่ยม 

ไม่แนะน าให้ใช้ 
การแบ่งกลุ่มแบบหยาบ 
การแบ่งกลุ่ม 
การประกันคุณภาพ 
การควบคุมกระบวนการ 
ใช้ได้กับทุกงาน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Williams (2007) 

2.14 การประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในอุตสาหกรรม 

 เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีถูกศึกษาและพัฒนาจนเป็นเทคนิคที่ได้รับการยอมรับอย่าง
กว้างขวาง ประโยชน์หรือข้อได้เปรียบของการใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการวิเคราะห์
ตัวอย่าง คือ ตัวอย่างที่น ามาวิเคราะห์ไม่ถูกท าลาย การเตรียมตัวอย่างไม่ยุ่งยากและใช้ปริมาณ
ตัวอย่างในปริมาณน้อย จึงเป็นวิธีวิเคราะห์ที่รวดเร็ว ประหยัดเวลา สามารถใช้ทดแทนการวิเคราะห์
ทางเคมีได้ ช่วยลดการใช้สารเคมีในการวิเคราะห์ จึงปลอดภัยและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ผลการ
วิเคราะห์ที่ได้มีความแม่นย าและน่าเชื่อถือ อีกทั้ง การวัดสเปกตรัมของตัวอย่างในแต่ละครั้งสามารถ
น ามาวิเคราะห์เพ่ือท านายค่าองค์ประกอบต่างๆ ของตัวอย่างได้หลายค่าในเวลาเดียวกัน ดังนั้น 
เทคนิคนี้จึงถูกน ามาใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายในหลากหลายอุตสาหกรรม ซึ่งเป็นผลมาจากความ
ต้องการของอุตสาหกรรมที่ต้องการจะประหยัดเวลา ลดการใช้สารเคมี และลดต้นทุนในระยะยาว ใน
การควบคุมคุณภาพของกระบวนการผลิตตั้งแต่วัตถุดิบจนถึงผลิตภัณฑ์สุดท้ายได้อย่างประสิทธิภาพ 
(วารุณี ธนะแพสย์, 2552) 

 ปัจจุบันเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีถูกน ามาประยุกต์เพ่ือวิเคราะห์หาองค์ประกอบทาง
เคมีต่างๆ ที่ส าคัญทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณในอุตสาหกรรมหลายด้าน เช่น ด้านการเกษตรและ
อาหาร ด้านเภสัชกรรม ด้านปิโตรเคมีและพลังงาน ด้านยางและพอลิเมอร์ ด้านสิ่งแวดล้อม ด้าน
การแพทย์ รวมถึงอุตสาหกรรมไม้และเยื่อกระดาษ ดังแสดงในตารางที่ 2.12 (Blanco และคณะ, 
2002; ณัฐภรณ์ สุทธิวิจิตรภักดี, 2552) ส าหรับอุตสาหกรรมในประเทศไทย เนียร์อินฟราเรด 
สเปกโทรสโกปีถูกน ามาใช้ประโยชน์ในงานวิเคราะห์เชิงปริมาณ (qualitative analysis) ในลักษณะ
ของวิธีประจ าในการวิเคราะห์แบบรวดเร็ว (rapid analytical routine method) โดยเฉพาะใน
อุตสาหกรรมเกษตรและอาหารที่เกี่ยวข้อง (วารุณี ธนะแพสย์, 2552) 
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ตารางท่ี 2.12 การประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทสโกปีในอุตสาหกรรม 
การประยุกต์ใช้ องค์ประกอบท่ีวัด อ้างอิง 
การเกษตรและอาหาร ค่าบริกซ์ในแอปเปิล้ 

ปริมาณไขมัน โปรตีน คาร์โบไฮเดรตในนมผง 
ความสุกและลักษณะเนื้อสัมผัสของมะเขือเทศ 
ปริมาณแอลกอฮอล์และความเป็นกรดของไวน์
แอปเปิ้ลกระหว่างกระบวนการหมกั 

Xiaobo และคณะ (2007) 
Wu และคณะ (2008) 
Sirisomboon และคณะ (2012) 
Peng และคณะ (2016) 

เภสัชกรรม การเปลีย่นรูปผลึกของสาร 
ปริมาณการเปลี่ยนรูปของ Ranitidine 
hydrochloride  
ปริมาณการรวมตัวของยาแบบเมด็ 

Blanco และคณะ (2006) 
McGoverin และคณะ (2006) 
 
Sulub และคณะ (2008) 

การแพทย์ ปริมาณเคอร์คมูินในยาสมุนไพรขมิ้นชัน 
กลูตาไทโอนีนในเซลล์มะเร็ง 
การเปลีย่นความเข้มข้นของฮีโมโกลบินในสมอง 

Kasemsumran และคณะ (2014) 
Bao และคณะ (2015) 
Tellis และคณะ (2015) 

ยางและพอลเิมอร ์ ปฏิกิริยาการเกิดการเชื่อมกันของสายพอลิเมอร์
สมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิเมอร ์
ปริมาณการเกดิพอลิเมอร ์
ปริมาณเนื้อยางและของแข็งทั้งหมดในน้ ายาง 

Masaki และคณะ (2003) 
Heigl และคณะ (2008) 
Blanco และคณะ (2010) 
Sirisomboon และคณะ (2013) 

ปิโตรเคมีและพลังงาน ปริมาณซัลเฟอร์ในน้ ามันดเีซล 
ปริมาณไบโอดีเซลในน้ ามันดเีซลผสม 
 
คุณสมบัติของน้ ามันผสมระหว่างดเีซลและไบโอ
ดีเซล 
ปริมาณน้ ามันจากผลปาลม์น้ ามัน 

Breitkreitz และคณะ (2003) 
Fernanda Pimentel และคณะ 
(2006) 
de Fátima Bezerra de Lira และ
คณะ (2010) 
Kasemsumran และคณะ (2012) 

ไม้และเยื่อกระดาษ ปริมาณเซลลโูลสในยูคาลปิตัส 
ปริมาณลิกนินในไม้สน 
ความขาวของเยื่อฟอกขาว 

Raymond และคณะ (2002) 
Hodge และคณะ (2004) 
Nilsson และคณะ (2005) 
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2.15 การประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในข้าว 

 ปัจจุบันเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการประเมินคุณภาพของเมล็ด
พืชที่เป็นพืชเศรษฐกิจส าคัญทุกประเภทรวมถึงอุตสาหกรรมในการผลิตข้าว โดยน ามาใช้ประเมิน
องค์ประกอบทางเคมี เช่น โปรตีน อะไมโลส กรดไขมัน เกลือแร่ และความชื้น และคุณสมบัติทาง
กายภาพของเมล็ดข้าว เช่น ความขาว ความแข็ง และความเหนียว เป็นต้น ซึ่งเป็นคุณสมบัติส าคัญที่
ส่งผลต่อคุณภาพและรสชาติของข้าว (รณฤทธิ์ ฤทธิรณ, 2552) 

  Kawamura และคณะ (1999) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแบบแสงส่องผ่านในการ
ตรวจหาปริมาณความชื้น ปริมาณโปรตีน และปริมาณอะไมโลสของเมล็ดข้าวหลังจากเก็บเกี่ยวและยัง
ไม่ผ่านกระบวนการตากแห้ง โดยแบบจ าลองส าหรับท านายปริมาณความชื้นของเมล็ดข้าวให้ค่า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.96 และค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่ม
ตัวอย่างส าหรับท านายแบบจ าลอง (SEP) เท่ากับ 0.70 เปอร์เซ็นต์ จากนั้น เมล็ดข้าวถูกน าไปท าให้
เปลือกหลุดออกได้เป็นข้าวกล้องส าหรับตรวจหาปริมาณโปรตีน ซึ่งให้ค่า R2 และ SEP เท่ากับ 0.70 
และ 0.24 เปอร์เซ็นต์ และข้าวกล้องจะถูกน าไปขัดสีได้เป็นข้าวสารส าหรับตรวจหาปริมาณโปรตีน
และอะไมโลส โดยค่า R2 และ SEP เท่ากับ 0.76 และ 0.22 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับปริมาณโปรตีนและ 
0.00 และ 0.27 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับปริมาณอะไมโลสในข้าวสาร ซึ่งแบบจ าลองที่สร้างได้นี้สามารถ
น ามาใช้คัดคุณภาพของเมล็ดข้าวที่ยังไม่ผ่านกระบวนการตากแห้งได้ 

 Delwiche และคณะ (1996) ประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีส าหรับตรวจสอบ
คุณลักษณะด้านคุณภาพต่างๆ ของเมล็ดข้าวสาร ได้แก่ ปริมาณอะไมโลส ปริมาณโปรตีน ความขาว 
ลักษณะโปร่งแสง และระดับการขัดสี โดยแบบจ าลองให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 
0.89, 0.97, 0.97, 0.93, และ 0.97 ตามล าดับ นอกจากนี้ เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปียังใช้
ตรวจวัดปริมาณโปรตีน อะไมโลสในเมล็ดข้าวกล้อง และองค์ประกอบของร าข้าว ได้แก่ ปริมาณ
โปรตีน น้ ามันดิบ ความชื้น เถ้าและไฟเบอร์ ซึ่งการมีแบบจ าลองส าหรับท านายที่เหมาะสมท าให้
สามารถท านายองค์ประกอบและคุณภาพของเมล็ดข้าวได้อย่างแม่นย า (Bagchi และคณะ, 2015) 

 นอกจากนี้ Qiang และคณะ (2014) ประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในช่วงความ
ยาว 918–1045 นาโนเมตร ตรวจหาการปนเปื้อนของราในข้าวเปลือกท่ีถูกเก็บที่อุณหภูมิ 5, 15, และ 
25 องศาเซลเซียส ให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.943 และ 0.897 ส าหรับแบบจ าลอง 
แคริเบรชั่นและแบบจ าลองแวลิเดชั่น (กลุ่มทดสอบแบบจ าลอง) ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเนียร์
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีใช้ตรวจหาการปนเปื้อนของราในเปลือกข้าวได้ และสามารถน ามา
ประยุกตใ์ช้ตรวจหาการปนเปื้อนของราในข้าวเปลือกท้ังก่อนการเก็บเก่ียวและระหว่างเก็บรักษา 
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2.16 การประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีในการตรวจหาราและสารพิษจากราที่
ปนเปื้อนในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 

 ปัจจุบันงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือตรวจหาการ
ปนเปื้อนของราและสารพิษจากราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตรมีมากยิ่งขึ้น โดยเฉพาะใน
ธัญพืช รวมทั้งในข้าว ดังตัวอย่างที่แสดงในตารางที่ 2.13 

 Berardo และคณะ (2005) สร้างแบบจ าลองส าหรับท านายการปนเปื้อนของราทั้งหมดและ
การปนเปื้อนของ Fusarium verticillioides ในเมล็ดข้าวโพด โดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี
แบบสะท้อนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 400-2500 นาโนเมตร ให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) 
เท่ากับ 0.80 และ 0.78 ตามล าดับ ซึ่งผลการสร้างแบบจ าลองแสดงให้เห็นว่าเนียร์อินฟราเรดสเปก 
โทรสโกปีสามารถน ามาประยุกต์ใช้เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของราในเมล็ดข้าวโพดหลังการเก็บเกี่ยว
ได ้

 Del Fiore และคณะ (2010) จ าแนกเมล็ดข้าวโพดที่มีการปนเปื้อนของราที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารพิษ เช่น A. flavus, A. parasiticus, A. niger และ Fusarium spp. จากเมล็ด
ข้าวโพดที่มีการปนเปื้อน โดยใช้วิซิเบิล–เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีที่ช่วงความยาวคลื่น 400–
1000 นาโนเมตร โดยเทคนิค hyperspectral imaging พบว่า ความยาวคลื่นในช่วง 500–600 นาโน
เมตร สามารถวิเคราะห์การปนเปื้อนของราได้ ในขณะที่ความยาวคลื่นในช่วง 500–700 และ 850–
950 นาโนเมตร คุณสมบัติของการสะท้อนแสงเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญซึ่งสัมพันธ์กับการ
ปนเปื้อนของราในเมล็ดข้าวโพดที่เกิดขึ้น 

 Singh และคณะ (2011) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแบบ hyperspectral และ 
digital colour imaging ที่ช่วงความยาวคลื่น 700-1100 นาโนเมตร ในการจัดกลุ่มเมล็ดข้าวสาลีที่
สมบูรณ์และเมล็ดที่ติดเชื้อของราในสกุล Penicillium, Aspergillus glaucus และ A. niger ด้วยวิธี 
linear discriminant analysis (LDA) ซึ่งผลการจัดกลุ่มให้ค่าเปอร์เซ็นต์การจัดกลุ่มที่ถูกต้องสูงถึง 
97.3-100 เปอร์เซ็นต์ 

 Dachoupakan Sirisomboon และคณะ (2013) ประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี
ในช่วงความยาวคลื่น 950–1650 นาโนเมตร ตรวจหาการปนเปื้อนของราทั้งหมดและราที่มี
ความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าว พบว่า แบบจ าลองส าหรับตรวจหาการ
ปนเปื้อนให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R) เท่ากับ 0.668 และ 0.437 ตามล าดับ 
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 Pettersson และคณะ (2003) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแบบแสงส่องผ่านที่ช่วง
ความยาวคลื่น 570-1100 นาโนเมตร สร้างแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของดีออกซีนิวาลินอลใน
ตัวอย่างข้าวสาลี โดยแบบจ าลองที่ดีท่ีสุดให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R) เท่ากับ 0.984 และค่าความ
ผิดพลาดมาตรฐานของการพิสูจน์แบบไขว้ (standard error of cross validation, SECV) เท่ากับ 
381 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งแบบจ าลองแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ ในอนาคตในการพัฒนา
แบบจ าลองแคลิเบรชั่นส าหรับตรวจหาการปนเปื้อนของดีออกซีนิวาลินอลในข้าวสาลี 

 Hernández-Hierro และคณะ (2008) ประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแบบสะท้อน
แสงที่ช่วงความยาวคลื่น 1100-2000 นาโนเมตร ตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 โอครา
ทอกซินเอ และอะฟลาทอกซินรวม ในพริกหยวกแดง ประเทศสเปน โดยแบบจ าลองท านายการ
ปนเปื้อนที่ดีท่ีสุดของอะฟลาทอกซินบี 1 โอคราทอกซินเอ และอะฟลาทอกซินรวม ให้ค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์พหุคูณ (multiple correlation coefficients, RSQ) เท่ากับ 0.955, 0.853 และ 0.938 
และค่า RPD เท่ากับ 5.2, 2.8 และ 4.4 ตามล าดับ 

 Fernández-Ibañez และคณะ (2009) ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแบบสะท้อนแสง
ตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวโพดและข้าวบาร์เล่ย์ โดยใช้เครื่องสเปกโตร
มิเตอร์แบบ grating และแบบ FT-NIRS ซึ่งทั้งสองแบบให้ค่าการท านายที่ดีใกล้เคียงกัน โดยการใช้
เครื่องแบบ grating ให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R) เท่ากับ 0.80 และ 0.85 และเครื่องแบบ FT-
NIRS ให้ค่า R เท่ากับ 0.82 และ 0.84 ส าหรับข้าวโพดและข้าวบาร์เล่ย์ ตามล าดับ 

 Tripathi และคณะ (2009) สร้างแบบจ าลองส าหรับตรวจหาอะฟลาทอกซินบี 1 ปนเปื้อนใน
พริกป่นที่ความเข้มข้นระหว่าง 15–500 ไมโครกรัมกรัมต่อกิโลกรัม โดยใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรส
โกปีในแบบสะท้อนแบบแพร่ ให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.97 ซึ่งแบบจ าลองที่ได้
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้อย่างแม่นย า  
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บทที ่3 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีการด าเนินงาน 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. กรวยแก้ว ขนาด 50 มิลลิเมตร บริษัท Pyrex, England 

2. กระจกปิดสไลด์ ขนาด 22 × 28 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Menzel-Glaser, Germany 

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

4. กระดาษกรอง ชนิด regenerated cellulose ขนาด 0.45 ไมโครเมตร บริษัท Sarorius 
Biolab Products, Germany 

5. กระทงฟอยล์บรรจุอาหาร บริษัท ยูเนียน อินตา จ ากัด, Thailand 

6. กระบอกฉีดยา ขนาด 1, 10 และ 20 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, Thailand 

7. กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสง ยี่ห้อ Olympus บริษัท อีฟอร์แอล อินเตอร์เนชั่นแนล จ ากัด, 
Japan 

8. ขวดแก้วใส่สารละลาย ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท Duran, Germany 

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

10. ขวดวัดปริมาตร 10, 100, 500 และ 1000  มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, Germany 

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

12. เครื่องท าน้ าปลอดประจุ รุ่น Maxima บริษัท Elga, England 

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

14. เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม เนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform–Near 
infrared spectrometer, FT-NIR) รุ่น MPA บริษัท Bruker, Germany 

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

16. เครื่องปั่นอเนกประสงค์ รุ่น HR 2102 และรุ่น HR 2115 บริษัท Philips, Indonesia 

17. เครื่องเปลี่ยนอากาศเป็นแก๊สไนโตรเจน ยี่ห้อ Peak, Scotland UK 

18. จานเพาะเชื้อแก้ว ขนาด 100×15 มิลลิเมตร บริษัท Sac Science-Eng, Thailand 
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19. จานเพาะเชื้อพลาสติกปราศจากเชื้อ ขนาด 94×16 มิลลิเมตร บริษัท Greiner bio–one, 
Austria 

20. ชุดเครื่องกรองสุญญากาศ 

- คีมล็อคอลูมิเนียม (aluminium clamp) บริษัท Pyrex, England 

- fritted glass support base ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 47 มิลลิเมตร บริษัท 
Pyrex, England 

- กรวยแก้ว ขนาด 300 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

- ขวดลดความดัน (suction flask) ขนาด 1000 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, England 

- ปั๊มลดความดัน บริษัท Sibata Scientific Technology, Japan 

21. ชุดเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC)  

- คอลัมน์ C18, 5 ไมโครเมตร ขนาด 150 × 4.6 มิลลิเมตร รุ่น Luna บริษัท 
Phenomenex, USA  

- เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนซ์ (fluorescence detector) รุ่น Prostar บริษัท 
Varian, USA 

-  เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (liquid chromatography) รุ่น 
Prostar บริษัท Varian, USA 

- ปั๊ม autosampler รุ่น Prostar บริษัท Varian, USA 

22. ตู้เขี่ยเชื้อ รุ่น Mark II ยี่ห้อ Clean บริษัท Lab Service, Thailand 

23. ตู้เขี่ยเชื้อ รุ่น V6-T ขนาด 2 × 4 ฟุต บริษัท Lab micro, Thailand 

24. ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่ า อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ยี่ห้อ Sandenintercool, Thailand 

25. ตู้บ่มเชื้อ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประกอบในประเทศไทย 

26. ตู้เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส Sandenintercool, Thailand 

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

28. ตู้อบแห้ง บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
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29. ถุงมือยาง ยี่ห้อ SemperGuard บริษัท สยามเซมเพอร์เมจ จ ากัด, Thailand 

30. โถดูดความชื้น (desiccator) บริษัท เบคไทย กรุงเทพอุปกรณ์เคมีภัณฑ์ จ ากัด, Thailand 

31. บีกเกอร์ ขนาด 200, 500 และ 1000 มิลลิลิตร ยี่ห้อ Pyrex, Germany 

32. ปิเปตต์แก้ว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร บริษัท Qualicolor, France 

33. แผ่นพาราฟิล์ม บริษัท Menasha, Thailand 

34. แผ่นสไลด์ ขนาด 25.6 × 76.2 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Sail Brand, China 

35. พาสเจอร์ปิเปตแก้ว ขนาด 230 มิลลิเมตร รุ่น D812 บริษัท Volac, England 

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

37. ไมโครปิเปตต์ ขนาด 5000 ไมโครลิตร บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

38. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16 × 150 มิลลิเมตรและ 13 × 100 มิลลิเมตร ยี่ห้อ Pyrex, 
Germany 

39. หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์  ขนาด 0.6 และ 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

40. หัวกรองส าเร็จรูป ชนิด polytetrafluoroethylene (PTFE) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร บริษัท 
Fortune Scientific, Thailand  

41. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WB14 ยี่ห้อ Memmert, Germany 

42. อ่างอัลตร้าโซนิก รุ่น SOROREX RX 100 บริษัท Bandelin Electronic, Germany 

43. ฮีมาไซโทมีเตอร์ บริษัท Precicolor, German 
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เคมีภัณฑ์ 

1. กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck, Germany 

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

3. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

4. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) บริษัท Merck, Germany 

5. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Ajax, Australia 

6. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 

7. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

8. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

9. สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 จาก Aspergillus flavus บริษัท Sigma, USA 

10. อะซีโทไนไตร์ล (CH3CN) บริษัท Labscan, Thailand 

11. อิมมูโนแอฟฟินิตีคอลัมน์ (immunoaffinity column) รุ่น AflaTest, บริษัท VICAM, USA 

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

13. Dichloran 18% Glycerol agar (DG18) บริษัท Merck, Germany 

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

15. Tween 20 บริษัท Merck, Germany 

16. Tween 80 บริษัท Merck, Germany 
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วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 การเก็บตัวอย่าง 

 เก็บตัวอย่างข้าวกล้อง 3 ชนิด ได้แก่ ข้าวกล้องหอมมะลิ ข้าวกล้องหอมนิล และข้าวกล้อง
หอมแดง จากห้างสรรพสินค้า ร้านสะดวกซื้อ ตลาดสด และโรงสีข้าวหรือโกดัง ภายในพ้ืนที่
กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกล้เคียง (ภาคผนวก จ) ในช่วงปี พ.ศ. 2556-2557 ตัวอย่างละ 1-2 
กิโลกรัม บรรจุตัวอย่างข้าวกล้องในถุงซิปพลาสติก แล้วเก็บในกล่องพลาสติกที่มีฝาปิดสนิทเพ่ือรักษา
ความชื้นเริ่มต้น โดยเก็บตัวอย่างจ านวน 150 ตัวอย่าง (ข้าวกล้องหอมมะลิ 65 ตัวอย่าง ข้าวกล้อง
หอมนิล 35 ตัวอย่าง และข้าวกล้องหอมแดง 50 ตัวอย่าง) เพ่ือใช้ส าหรับตรวจหาปริมาณความชื้น
และการปนเปื้อนของรา และตัวอย่างจ านวน 50 ตัวอย่าง (ข้าวกล้องหอมมะลิ 17 ตัวอย่าง ข้าวกล้อง
หอมนิล 16 ตัวอย่าง และข้าวกล้องหอมแดง 17 ตัวอย่าง) เพ่ือใช้ส าหรับตรวจหาการปนเปื้อน
ของอะฟลาทอกซินบี 1  

3.2 การเตรียมตัวอย่าง 

 3.2.1 ตัวอย่างข้าวกล้องส าหรับใช้ในการตรวจหาปริมาณความชื้นและการปนเปื้อน
ของรา……………………………………………………………. 

  1) ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติ (naturally contaminated 
sample) เป็นตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากการเก็บตัวอย่างในข้อ 3.1 จ านวนทั้งสิ้น 150 ตัวอย่าง ซึ่งจะ
ใช้ส าหรับตรวจหาปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของรา 

  2) ตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา (artificially contaminated sample) เป็น
ตัวอย่างที่ไม่พบการปนเปื้อนของรา แล้วถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราจากสารแขวนลอยสปอร์ของ  
A. flavus M3T8R4G3 ที่แยกได้จากข้าวและมีความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 (โนทัย 
กิตติค าแหง, 2554) เตรียมโดยน า A. flavus M3T8R4G3 มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato 
Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก [2]) บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้น 
เก็บสปอร์และเจือจางสปอร์ให้ได้ความเข้มข้น 102, 104, และ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยใช้ 0.85 
เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ ผสมกับ 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween 80 (ภาคผนวก ข [1]) ที่ปลอดเชื้อ 
จากนั้น เติมสารแขวนลอยสปอร์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในตัวอย่างข้าวกล้องที่ไม่มีการปนเปื้อนของรา
จ านวน 12 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 3 ความเข้มข้น รวมทั้งสิ้น 36 ตัวอย่าง แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วัน ตัวอย่างในข้อนี้ ใช้ส าหรับตรวจหาการปนเปื้อนของรา 
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 3.2.2 ตัวอย่างข้าวกล้องส าหรับใช้ในการตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

  1) ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ตามธรรมชาติ (naturally 
contaminated sample) เป็นตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากการเก็บตัวอย่างในข้อ 3.1 จ านวนทั้งสิ้น 
50 ตัวอย่าง 

  2) ตัวอย่างทีถู่กท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 (artificially contaminated 
sample) เป็นตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อน โดยเติมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้น 
200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ภาคผนวก ข [3]) ปริมาตรที่เติมค านวณจากความเข้มข้นสุดท้ายที่
ต้องการ ลงในตัวอย่างข้าวกล้องที่ไม่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ตัวอย่างละ 100 กรัม 
จ านวน 10 ตัวอย่าง ให้แต่ละตัวอย่างมีความเข้มข้น 10, 20, 30, 40, และ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
(ภาคผนวก ค [5]) จ านวนรวมทั้งสิ้น 50 ตัวอย่าง ตั้งตัวอย่างทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน 
เพ่ือให้ตัวอย่างมีความชื้นใกล้เคียงกับตัวอย่างธรรมชาติ 

3.3 การสแกนตัวอย่างข้าวกล้องด้วยเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 

 3.3.1 การสแกนตัวอย่างด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรดเพื่อตรวจหาปริมาณความชื้นและ
การปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  ตัวอย่างข้าวกล้อง 1 ตัวอย่างถูกแบ่งเป็น 2 ตัวอย่างย่อย (sub-sample) จากนั้น 
น าตัวอย่างย่อย 150 กรัม ใส่ในอุปกรณ์ส าหรับสแกนตัวอย่างซึ่งก้นของภาชนะท าด้วยควอทซ์ ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 85 มิลลิเมตร ลึก 89 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 3.1 [ก]) แล้วน าไปสแกนด้วยเครื่องฟูเรียร์
ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) (MPA, Bruker, Germany)  
(ภาพที่ 3.1 [ข]) โดยวางบนต าแหน่งรับคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อ 
เซนติเมตร (cm-1) (ความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร) ในแบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse  
reflectance) ที่ความละเอียดจ านวนคลื่นทุกๆ 16 จ านวนคลื่นต่อเซนติเมตร แต่ละตัวอย่างย่อยถูก 
สแกน 3 ครั้ง ได้เส้นสเปกตรัม 3 เส้น จ านวนข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัมจากการสแกนตัวอย่าง
แสดงในตารางที่ 3.1 เก็บข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงด้วยโปรแกรม OPUS v.7.0.129 (Bruker Optik 
GmbH, Germany) เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางเคโมเมทริกซ์ (chemometrics) จากนั้น น า
ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดที่ผ่านการสแกนแล้วไปตรวจหาปริมาณความชื้น การปนเปื้อนราทั้งหมด 
และราในสกุล Aspergillus ตามวิธีทางห้องปฏิบัติการทันที 
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ภาพที่ 3.1 ตัวอย่างข้าวกล้องในภาชนะส าหรับสแกนตัวอย่าง [ก], เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์
อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform–Near infrared spectrometer, FT-NIR) รุ่น 
MPA [ข] 

 3.3.2 การสแกนตัวอย่างด้วยคลื่นเนียร์อินฟราเรดเพื่อตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  ส าหรับการสแกนตัวอย่างเพ่ือใช้ตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 แบ่ง
การสแกนตัวอย่างเป็น 3 แบบ ตามการเตรียมตัวอย่างก่อนการสแกนที่ต่างกัน คือ ไม่มีขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่าง เตรียมตัวอย่างด้วยการบด และเตรียมตัวอย่างด้วยการสกัด จะได้การสแกนตัวอย่าง 
3 แบบ ได้แก่ 

  แบบที่ 1 การสแกนตัวอย่างเมล็ดข้าวทั้งเมล็ด 
  แบบที่ 2 การสแกนตัวอย่างเมล็ดข้าวที่บดแล้ว 
  แบบที่ 3 การสแกนตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง 

  การสแกนตัวอย่างแบบท่ี 1 ท าได้โดยน าตัวอย่างข้าวกล้องที่เตรียมจากข้อ 3.2.2 มา
สแกนตัวอย่างตามวิธีในข้อ 3.3.1  

  การสแกนตัวอย่างแบบที่ 2 น าตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่ผ่านการสแกนแบบที่ 1 
จากบริเวณก้นภาชนะส าหรับสแกนไปบดโดยใช้เครื่องปั่นความเร็วสูง เป็นเวลา 2-3 นาที จากนั้น 
บรรจุตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่ผ่านการบดละเอียดแล้วลงในภาชนะส าหรับสแกน โดยปริมาณของ
ตัวอย่างที่บรรจุลงในภาชนะนั้นต้องเพียงพอเพ่ือป้องกันไม่ให้คลื่นเนียร์อินฟราเรดผ่านออกมาจาก
ตัวอย่างได้ แล้วน าไปสแกนด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ในแบบ
สะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) โดยใช้คลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 

[ก] [ข] 
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ต่อเซนติเมตร (cm-1) (ความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร) ที่ความละเอียดจ านวนคลื่นทุกๆ 16 
จ านวนคลื่นต่อเซนติเมตร 

  การสแกนตัวอย่างแบบท่ี 3 น าตัวอย่างที่ผ่านการสแกนตัวอย่างแบบที่ 2 บริเวณก้น
ภาชนะส าหรับสแกน 50 กรัม บรรจุลงในภาชนะส าหรับปั่นตัวอย่างเพ่ือสกัดอะฟลาทอกซินบี 1 ตาม
วิธีสกัดของ VICAM (2003) ซึ่งเป็นวิธีที่ได้รับการยอมรับจาก AOAC International, United States 
Federal Grain Inspection Service (FGIS) และ European Committee for Standardization 
(CEN) (Leslie และคณะ, 2014) โดยเติมโซเดียมคลอไรด์ 5 กรัม และสารละลายผสมระหว่างเมทา
นอลและน้ าปลอดประจุ (เมทานอล:น้ าปลอดประจุ ในอัตราส่วน 80:20) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปั่น
ที่ความเร็วสูงเป็นเวลา 1 นาที กรองสารที่สกัดได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 แบ่งส่วนน้ า 
ใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงภาชนะส าหรับสแกนของเหลวที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.0  
เซนติเมตร ความลึก 4.8 เซนติเมตร จากนั้น วางเครื่องมือที่ท าให้เกิดการสะท้อน (transflection 
device) ที่มีทางเดินของแสง (pathlength) ขนาด 2 มิลลิเมตร ลงในภาชนะเพ่ือกดทับส่วนน้ าใสที่ใช้
ส าหรับสแกน (ภาพที่ 3.2 [ก]) น าไปสแกนด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตร
มิเตอร์ (ภาพท่ี 3.2 [ข]) ในแบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) โดยใช้คลื่นเนียร์อินฟราเรด
ที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร (cm-1) (ความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร) ที่
ความละเอียดจ านวนคลื่นทุกๆ 16 จ านวนคลื่นต่อเซนติเมตร หลังจากนั้น น าส่วนน้ าใสที่ผ่านสารสกัด
ที่เหลือไปตรวจหาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ 

  จากการสแกนตัวอย่างทั้ง 3 แบบข้างต้น ท าให้ได้ข้อมูลเชิงแสงทั้งหมด 3 ชุด ได้แก่ 
ข้อมูลเชิงแสงจากตัวอย่างเมล็ดข้าวทั้งเมล็ด ข้อมูลเชิงแสงจากตัวอย่างเมล็ดข้าวที่บดแล้ว และข้อมูล
เชิงแสงจากตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง จ านวนข้อมูลเชิงแสงที่ได้จากการสแกนตัวอย่าง
แสดงในตารางที่ 3.1 เก็บค่าการดูดกลืนแสงด้วยโปรแกรม OPUS v.7.0.129 (Bruker Optik GmbH, 
Germany) เพ่ือใช้ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางเคโมเมทริกซ์ (chemometrics)  
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ภาพที่ 3.2 ภาชนะส าหรับสแกนตัวอย่างที่มีการวางเครื่องมือที่ท าให้เกิดการสะท้อน (transflection 
device) [ก], การสแกนตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์
อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ [ข] 

ตารางท่ี 3.1 จ านวนของตัวอย่างและตัวอย่างย่อย และข้อมูลเชิงแสงที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าว
กล้อง 

การสแกนตัวอย่าง 
จ านวนตัวอย่าง
(จ านวนตัวอย่าง

ย่อย) 

ข้อมูลเชิงแสง 
(เส้น) 

1. ตัวอย่างเพ่ือตรวจหาปริมาณความชื้น 150 (300) 900 
2. ตัวอย่างเพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของรา 186 (372) 1116 
3. ตัวอย่างเพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1  
 แบบที่ 1 ตัวอย่างเมล็ดข้าวทั้งเมล็ด 
     แบบที่ 2 ตัวอย่างเมล็ดข้าวที่บดแล้ว 
     แบบที่ 3 ตัวอย่างสารสกัดหยาบ 

 
100 (200) 
100 (200) 
100 (200) 

 
600 
600 
600 

 
  

[ก] [ข] 
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3.4 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ 

 3.4.1 การตรวจหาปริมาณความชื้นของเมล็ดข้าวกล้อง 

  เนื่องจากความชื้น เป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการเจริญของรา เพ่ือส่งเสริมสินค้าเกษตร
ให้มีคุณภาพ ได้มาตรฐานและปลอดภัย กระทรวงเกษตรและสหกรณ์จึงมีประกาศก าหนดมาตรฐาน
สินค้าเกษตรเรื่อง ข้าว โดยก าหนดความชื้นของข้าวกล้องไม่เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ (มกษ. 4004-2555) 
ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงตรวจหาปริมาณความชื้นในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งหมด โดยใช้วิธีการวิเคราะห์
ปริมาณความชื้นฐานเปียกของตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งหมด ตามวิธีมาตรฐานในมาตรฐานสินค้า
เกษตร (มกษ. 4004-2555) (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2555) 

  น าถ้วยอบอลูมิเนียมที่มีฝาปิดมาชั่งน้ าหนักด้วยเครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
จากนั้นใส่ตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการสแกนแล้วในข้อ 3.3.1 ปริมาณ 5±1 กรัม แล้วน าไปชั่งน้ าหนัก
ก่อนอบ จากนั้น น าไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 130±3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120±5 นาที 
แล้วท าให้ถ้วยอบอลูมิเนียมและตัวอย่างเย็นลง ด้วยการใส่ในโถดูดความชื้นเป็นเวลา 30-45 นาที 
แล้วชั่งน้ าหนักตัวอย่างหลังอบอีกครั้ง ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างละสองซ้ า แล้วน ามาค านวณหา
เปอร์เซ็นตค์วามชื้น (moisture content) ของตัวอย่าง (ภาคผนวก ค [1]) 

 3.4.2 การตรวจหาการปนเปื้อนของราทั้งหมดและราในสกุล Aspergillus ที่คาดว่า
สามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง 

  น าตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการสแกนแล้วในข้อ 3.3.1 ตรวจหาการปนเปื้อนของรา
ด้วยวิธี direct plating จากนั้น คัดแยกและจัดจ าแนกราที่คาดว่าสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 
ด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยา และน าราที่คัดแยกได้ไปทดสอบความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1  

  3.4.2.1 วิธี direct plating 

   วิธี direct plating เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการตรวจสอบ นับจ านวน และคัด
แยกราที่ปนเปื้อนในอาหารที่มีลักษณะเป็นอนุภาคเล็กๆ (food particles) เช่น ธัญพืช และถั่วต่างๆ 
(Pitt และคณะ, 2009) ท าโดยสุ่มหยิบเมล็ดข้าวกล้องที่ผ่านการสแกนแล้วจากบริเวณก้นภาชนะ
ส าหรับสแกนตัวอย่างในข้อ 3.3.1 ตัวอย่างละ 50 เมล็ด วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Dichloran 18% 
Glycerol Agar (DG18) (ภาคผนวก ก [1]) ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะกับการคัดแยกและนับ
จ านวนราจากอาหารและผลิตผลทางการเกษตรที่มีค่า water activity (aw) ต่ ากว่า 0.90 (Samson 
และคณะ, 2004) โดยวาง 10 เมล็ดต่อจานเพาะเชื้อด้วยวิธีการปลอดเชื้อ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน นับจ านวนเมล็ดข้าวกล้องที่พบการเจริญของราทั้งหมด และราที่มี
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง ค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา (ภาคผนวก ค [2]) จากนั้น แยกราที่มี
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ลักษณะโคโลนีสีเขียวอมเหลืองลงในอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) เพ่ือท าการทดลอง
ขั้นต่อไป 

  3.4.2.2 การจัดจ าแนกราโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา (morphological 
characterization) 

   น าราที่คัดแยกโดยวิธี direct plating ที่มีลักษณะโคโลนีสีเขียวอมเหลือง 
ซึ่งคาดว่าสามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 มาจัดจ าแนก โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่  
ลักษณะที่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่า (macroscopic characters) เช่น ลักษณะ ขนาด และสีของ 
โคโลนี และโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic characters) ได้แก่ ลักษณะของ  
conidia, conidiophores และ conidial heads ตามวิธีของ Samson และคณะ (2004) และ Pitt 
และคณะ (2009) คัดเลือกราที่จ าแนกในสกุล Aspergillus section Flavi เพ่ือศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

  3.4.2.3 การทดสอบความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของราที่คัดแยก
ได…้……………………………………………………………………. 

   (1) การผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

   น าราลักษณะโคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่คัดแยกและจัดจ าแนกแล้ว เลี้ยงบน
อาหารแขง็ PDA บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เตรียมสารแขวนลอยสปอร์โดยเก็บ
สปอร์และเจือจางให้ได้ความเข้มข้นสปอร์ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยใช้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียม
คลอไรด์ ผสมกับ 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween 80 ที่ปลอดเชื้อ จากนั้น หยดสารแขวนลอยสปอร์ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง PDA บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

   (2) การสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 จากอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง 

   หลังจากบ่มครบ 7 วัน เจาะวุ้นจ านวน 3 ชิ้นบริเวณกลางโคโลนี  ใส่ลงใน
ขวดแก้วที่มีฝาปิดสนิท ชั่งน้ าหนักวุ้นที่เจาะ จากนั้น สกัดอะฟลาทอกซินบี 1 โดยเติมเมทานอล
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรลงในขวดแก้ว สกัดโดยใช้อ่างอัลตร้าโซนิก เป็นเวลา 15 นาที กรองสารที่สกัด
ได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 น าสารที่สกัดได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไประเหยเมทานอล
ด้วยแก๊สไนโตรเจนในอ่างน้ าปรับอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิทแล้วเติมเฟส
เคลื่อนที่ (อะซีโทไนไตร์ล:น้ าปลอดประจุ:เมทานอล ในอัตราส่วน 20:60:20) (ภาคผนวก ข [2]) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กรองสารที่สกัดได้ด้วยหัวกรองส าเร็จรูป (syringe filter) ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับวิเคราะห์ แล้วส่งวิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ทันทีด้วยวิธี
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
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(ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) โดยใช้ คอลัมน์ C18 
(150x4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร) เครื่องตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนซ์ ความยาวคลื่น excision 

(λexc) 365 นาโนเมตร และ emission (λem) 435 นาโนเมตร ควบคุมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่
เท่ากับ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และระยะเวลาที่สารอะฟลาทอกซินบี 1 
เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ (retention time, RT) เท่ากับ 7 นาท ี

 3.4.3 การตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธี 
HPLC………………………………………………………. 

  การสกัดอะฟลาทอกซินบี 1 จากตัวอย่างข้าวกล้องโดยใช้อิมมูโนแอฟฟินิตีคอลัมน์ 
(immunoaffinity column) ส าหรับตรวจหาอะฟลาทอกซิน (AflaTest, VICAM, USA) ตามวิธีสกัด
ของ VICAM (2003) เป็นวิธีที่ได้รับการยอมรับจาก AOAC International, United States Federal 
Grain Inspection Service (FGIS) และ European Committee for Standardization (CEN) 
(Leslie และคณะ, 2014) 

  น าสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องที่ผ่านการสแกนแบบที่ 3 ในข้อ 3.3.2 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เจือจางด้วยน้ าปลอดประจุปริมาตร 40 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน กรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 1 ดูดสารละลายตัวอย่างเจือจางปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมลงในกระบอกฉีดยา
ขนาดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ต่ออยู่กับอิมมูโนแอฟฟินิตีคอลัมน์ (AflaTest, VICAM, USA) ปรับให้มี
อัตราการไหล 1 หยดต่อวินาที เติมน้ าปลอดประจุปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพื่อล้างคอลัมน์ จากนั้น เติม
เมทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อชะอะฟลาทอกซินบี 1 ออกจากคอลัมน์ ระเหยเมทานอลด้วยแก๊ส
ไนโตรเจนในอ่างน้ าปรับอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิทแล้วเติมเฟสเคลื่อนที่ (อะ
ซีโทไนไตร์ล:น้ าปลอดประจุ:เมทานอล ในอัตราส่วน 20:60:20) (ภาคผนวก ข [2]) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร กรองสารที่สกัดได้ด้วยหัวกรองส าเร็จรูป (syringe filter) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลงในขวด
ส าหรับวิเคราะห์ แล้วส่งวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ทันทีด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ในภาวะตามวิธีการในข้อ 
3.4.2.3  
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3.5 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

 สร้างแบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณ ประกอบด้วย  

  1.) แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณความชื้นในตัวอย่างข้าวกล้อง  

  2.) แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  3.) แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราที่คาดว่าจะผลิตอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  4.) แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ปนเปื้อนในตัวอย่างข้าว
กล้อง 

 3.5.1 การตรวจสอบข้อมูลผิดปกติ (outlier) 

  น าค่าการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ค่าเปอร์เซ็นต์
ความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา และค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 มาตรวจสอบค่า
ผิดปกติโดยใช้เงื่อนไข 

    ̅

  
    

  เมื่อ   คือ ค่าที่ได้จากผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
        ̅  คือ ค่าเฉลี่ยของผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของตัวอย่างทั้งหมด
          คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของตัวอย่างทั้งหมด 

  ค่าตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างทางห้องปฏิบัติการ (ค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์
การติดเชื้อของรา และค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1) ที่ผ่านการตรวจสอบตามเงื่อนไขแล้ว
จะต้องมีค่าอยู่ในช่วง ±3 หากมีค่าอยู่นอกช่วงดังกล่าว จะถูกให้ก าหนดเป็นค่าผิดปกติ ซึ่งต้องตัดค่า
ตรวจวิเคราะห์ดังกล่าวออกจากกลุ่มตัวอย่างท่ีจะใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลต่อไป  
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 3.5.2 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการท านาย  

  หาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่ตัดข้อมูล
ผิดปกติออกแล้วและข้อมูลเชิงแสงที่ได้จากการสแกนตัวอย่างเพ่ือสร้างแบบจ าลอง โดยวิธีการถดถอย
ก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) ข้อมูลถูกแบ่งเป็นสองกลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มสร้างแบบจ าลอง (calibration set) และกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (test set) โดยโปรแกรม 
OPUS 7.0.129 (Bruker Optik GmbH) ทั้งนี้ การใช้ข้อมูลเชิงแสงในการวิเคราะห์จะใช้ข้อมูลเชิง
แสงที่ไม่มีการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้น (raw spectra) และที่มีการจัดการเบื้องต้นโดยวิธีการทาง
คณิตศาสตร์ (pretreated spectra) เช่น  

- การปรับลบโดยค่าคงที่ (constant offset elimination) 

- การปรับลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction)  

- การปรับแก้ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (vector normalization, SNV) 

- การปรับเป็นค่ามาตรฐาน (min-max normalization) 

- การปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scattering correction, 
MSC)  

- การแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด (first derivative, 17 points) 

- การแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด (second derivative, 17 
points) 

- การแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด และการปรับแก้ความแปรปรวน
ให้เป็นมาตรฐาน (first derivative, 17 points + SNV) 

- การแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด และการปรับแก้การกระเจิง
แบบผลคูณ (first derivative, 17 points + MSC) 

  จากนั้น ทดสอบแบบจ าลองที่สร้างขึ้นด้วยวิธีการทดสอบแบบชุดทดสอบ (test set 
validation) โดยใช้กลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (test set) แล้วเลือกแบบจ าลองที่ดีที่สุดโดยพิจารณา
จากค่าทางสถิติ ได้แก่ ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) สูงที่สุด ค่า
รากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง ( root mean square 
error of prediction, RMSEP) และค่าความผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias) ที่มีค่าต่ าที่สุด 
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 แผนภาพสรุปขั้นตอนการประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือตรวจหาปริมาณ
ความชื้น การปนเปื้อนของราทั้งหมดและราในสกุล Aspergillus และการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง แสดงในภาพที่ 3.3 

       

 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 3.3 ขั้นตอนการประยุกต์เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือตรวจหาปริมาณความชื้น การ
ปนเปื้อนของรา และการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 
  

ตัวอย่างข้าวกล้อง 
- มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาต ิ
- ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา 

ตัวอย่างข้าวกล้อง 
- มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซนิบี 1 ตามธรรมชาต ิ
- ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 

ตรวจสอบข้อมลูผิดปกติ (outlier) 
- ข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรมั 
- ค่าการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 

สร้างแบบจ าลองและทดสอบแบบจ าลอง 

วิเคราะห์ผลการทดลอง 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

สแกนตัวอย่างด้วยเคร่ือง 
เนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 
(ข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรมั) 

สแกนตัวอย่างด้วยเคร่ืองเนียร์อินฟราเรดสเปกโตร
มิเตอร์ (ข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัม) 
- ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ด 
- ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้ว 
- ตัวอย่างสารสกดัหยาบเมล็ดข้าวกล้อง 

ตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
- ปริมาณความชื้น (% moisture content) 

- การปนเปื้อนของรา (% fungal infection) 

ตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
- การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ด้วยวิธี HPLC 

(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
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3.6 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

 3.6.1 สร้างแบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของรา 

  สร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง โดยการ
แบ่งกลุ่มจะพิจารณาจากค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ในสกุล Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลือง จากนั้น สร้างแบบจ าลองในการแบ่งกลุ่ม 
(classification model) ด้วยวิธี Soft Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA) และ
วิธี Partial Least Square-discriminant Analysis (PLS-DA) เมื่อได้แบบจ าลอง น ากลุ่มท านายมา
ทดสอบความแม่นย าของแบบจ าลอง คัดเลือกแบบจ าลองจากวิธีที่ดีที่สุดด้วยเงื่อนไขค่าเปอร์เซ็นต์
การแบ่งกลุ่มที่ถูกต้องที่สุด  

 3.6.2 สร้างแบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1  

  สร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าว
กล้อง โดยการแบ่งกลุ่มจะพิจารณาจากค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 จากนั้น สร้าง
แบบจ าลองในการแบ่งกลุ่ม โดยใช้วิธีการตามข้อ 3.6.1 

3.7 การทดสอบสมรรถนะการวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการของผู้วิจัย 
(laboratory performance) 

 การทดสอบความสามารถและประสิทธิภาพการท างานในห้องปฏิบัติ การของผู้วิจัยนั้น 
สามารถทดสอบโดยใช้ค่าความสามารถในการวัดซ้ า (repeatability) ซึ่งเป็นค่าที่แสดงให้เห็นถึงความ
สม่ าเสมอหรือความแม่นย าของการวัดหรือวิเคราะห์ข้อมูลจากตัวอย่างเดียวกัน โดยใช้อุปกรณ์ชุด
เดียวกัน ผู้ทดลองคนเดียวกันในภาวะห้องปฏิบัติการที่เหมือนกัน และค่าความสามารถในการวัด 
เหมือน (reproducibility) เป็นค่าที่แสดงให้เห็นถึงความสม่ าเสมอหรือความแม่นย าของตัวผู้วัด 
(Tsutsumi และคณะ, 2011) 

 ดังนั้น ในการทดสอบความสามารถและประสิทธิภาพการท างานในห้องปฏิบัติการเพ่ือหาค่า
ปริมาณความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา และค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน
ตัวอย่างข้าวกล้องของผู้วิจัย ท าโดยอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์สุ่มตัวอย่างข้าวกล้องที่ผู้วิจัยไม่ทราบ
ว่ามีค่าปริมาณความชื้น ค่าการปนเปื้อนของรา และปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 อยู่ที่ระดับใด มา
แทรกในระหว่างท าการทดลองปกติ เพ่ือให้ผู้วิจัยวิเคราะห์หาค่าปริมาณความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การ
ติดเชื้อของรา และค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง โดยตัวอย่างที่สุ่มมา
ทดสอบมี 2 กลุ่ม คือ 1) กลุ่มตัวอย่าง duplication หมายถึง ตัวอย่างข้าวกล้องที่ซ้ ากับตัวอย่างใน
การทดลองปกติ โดยในการทดลองนี้มีตัวอย่าง duplication 6 คู่ ใช้ส าหรับการค านวณหาค่า 
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repeatability ซึ่งค านวณได้จากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ และ 
2) กลุ่มตัวอย่าง blind หมายถึง ตัวอย่างข้าวกล้องที่ผู้วิจัยไม่ทราบว่าเป็นตัวอย่างใด โดยใช้ตัวอย่าง 
blind 6 ตัวอย่าง ส าหรับการค านวณหาค่า reproducibility โดยค านวณจากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน
ของค่าความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ระหว่างตัวอย่างจริงและตัวอย่าง blind 

 



 

 

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

4.1 การสแกนตัวอย่างข้าวกล้องด้วยเครื่องเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 

 4.1.1 ลักษณะข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดเพื่อตรวจหาปริมาณ
ความชื้นและการปนเปื้อนของรา 

  จากการศึกษาค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการสแกนเมล็ดข้าวกล้อง
เพ่ือตรวจหาปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของรา ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม เนียร์ 
อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) (MPA, Bruker, Germany) ที่ช่วงจ านวนคลื่น  
12500-4000 ต่อเซนติเมตร (cm-1) (ความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร) ในแบบสะท้อนแบบแพร่  
(diffuse reflectance) และเก็บข้อมูลด้วยโปรแกรม OPUS v.7.0.129 (Bruker Optik GmbH,  
Germany) ข้อมูลเชิงแสงที่ไม่มีการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นหรือสเปกตรัมดั้งเดิม (raw spectra)  
แสดงในรูปแบบกราฟความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนคลื่น (cm-1) ในแนวแกน X กับค่าการดูดกลืนแสง  
(log (1/R)) ในแนวแกน Y สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นต่างกันแสดง
ในภาพที่ 4.1 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด และการ
ติดเชื้อของราสกุล Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลือง แสดงในภาพที่ 4.2 และ 4.3 ตามล าดับ 
จากภาพที่ 4.1, 4.2 และ 4.3 พบว่า ลักษณะของสเปกตรัมมีรูปแบบโดยรวมเหมือนกัน โดยค่า log 
(1/R) มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนหรือลดลงเมื่อตัวอย่างข้าวกล้องมีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นและค่าเปอร์เซ็นต์การ
ติดเชื้อของราทั้งหมดต่างกัน (ภาพท่ี 4.1 และ 4.2) ในขณะที่ ค่า log (1/R) ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มี
ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ 
และ 100 เปอร์เซ็นต์ มีแนวโน้มที่เหมือนกัน (ภาพท่ี 4.3)  
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ภาพที่ 4.1 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นแตกต่างกัน 5 ระดับ (8-12 
เปอร์เซ็นต์) 

 
ภาพที่ 4.2 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อยกว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ และเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพที่ 4.3 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus ที่มี
โคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต ์

  การสังเกตพีคและลักษณะสเปกตรัมดั้งเดิมที่ปรากฏบางครั้งไม่ชัดเจนเนื่องจาก
สัญญาณรบกวน ดังนั้น การจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นโดยวิธีการทางคณิตศาสตร์ เช่น การแปลงค่า
อนุพันธ์อันดับที่สอง ท าให้สามารถสังเกตพีคและลักษณะสเปกตรัมที่ดูดกลืนแสงในแต่ละความยาว
คลื่นได้ง่ายและชัดเจนมากขึ้น (Conzen, 2006; อนุพันธ์ เทอดวงศ์วรกุล, 2552) ผลการจัดการ
สเปกตรัมเบื้องต้นโดยวิธีการทางคณิตศาสตร์ด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด 
(second derivative, 17 points) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าว
กล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นต่างกัน (ภาพที่ 4.4) ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดต่างกัน 
(ภาพท่ี 4.5) และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลืองต่างกัน 
(ภาพที่ 4.6) พบว่า ลักษณะของสเปกตรัมปรากฏพีคหรือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆ 
ชัดเจนขึ้นมากกว่าสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ย และทั้ง 3 ภาพมีลักษณะคล้ายคลึงกันซึ่งปรากฏพีคส าคัญ
จ านวน 11 พีค ที่ช่วงจ านวนคลื่นใกล้เคียงกันที่ประมาณ 8609-8597, 8272-8255, 7361-7357, 
7046-7030, 5885-5882, 5621-5618, 5482-5480, 5248-5234, 4861-4852, 4362-4352 และ 
4030-4025 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมี
ต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ตัวอย่างพีคที่ปรากฏเด่นชัด เช่น พีคที่ 7046-7030 ต่อเซนติเมตร 
(ขยับจากความยาวคลื่น 1450 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H 
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stretching first overtone ของแป้งและน้ า พีคที่ 5621-5618 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาว
คลื่น 1780 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ C-H stretching first overtone 
ของเซลลูโลส พีคที่ 5482-5480 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1820 นาโนเมตร) เป็น
ต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching และ 2×C-O stretching ของเซลลูโลส และ
พีคที่ 4030-4025 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2488 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการ
สั่นสะเทือนของพันธะ C-H stretching และ C-C stretching ของแป้ง เป็นต้น 

 
ภาพที่ 4.4 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวน
คลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นที่แตกต่างกัน 5 
ระดับ (8-12 เปอร์เซ็นต์) 
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ภาพที่ 4.5 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวน
คลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อย
กว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต ์

 
ภาพที่ 4.6 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวน
คลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลืองเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์และ 100 เปอร์เซ็นต ์  
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ตารางท่ี 4.1 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ของพีคที่ปรากฏในสเปกตรัม
ที่ได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ในภาพที่ 4.4, 4.5 และ 4.6  
จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

8609c, 8600b, 
8597a 

1162, 1163, 
1163 

1152 C-H str. second overtone CH3 

8272c, 8261a, 
8255b 

1209, 1211, 
1211 

1215 C-H str. second overtone CH2 

7361c, 7359b, 
7357a 

1359, 1359, 
1359 

1360 2×C-H str. + C-H def. CH3 

7046c, 7032b, 
7030a 

1419, 1422, 
1422 

1450 O-H str. first overtone แป้ง, น้ า 

5885a, 5882b, c 1699, 1700 1705 C-H str. first overtone CH3 
5621b, 5619c, 
5618a 

1779, 1780, 
1780  

1780 C-H str. first overtone เซลลูโลส 

5480a, 5482b, c 1825, 1824 1820 O-H str. + 2×C-O str. เซลลูโลส 
5248a, 5240c, 
5234b 

1905, 1908, 
1911 

1900 O-H str. + 2 × C-O str. 
C-O str. second overtone 

แป้ง 
-CO2H 

4816c, 4860a, 
4852b 

2057, 2058, 
2061 

2050 N-H sym. str. + amide II 
N-H asym. str. + amide III 

โปรตีน 
CONH2 

4362b, 4356c, 
4352a 

2293, 2296, 
2298 

2294 N-H str. + C=O str. กรดอะมโิน 

4030c, 4029b, 
4025a 

2481, 2482, 
2484 

2488 C-H str. + C-C str. แป้ง 

str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.4, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.5, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.6 
*Osborne และคณะ (1993) 
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 4.1.2 ลักษณะข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดในการตรวจหาการ
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

  จากการศึกษาค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าว
กล้องสามแบบ ได้แก่ เมล็ดข้าวทั้งหมด เมล็ดข้าวที่บด และสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง เพ่ือ
ตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ตามวิธีการทดลองในข้อที่ 3.3.2 ได้ข้อมูลเชิงแสงที่ไม่มี
การจัดการสเปกตรัมเบื้องต้น แสดงในภาพที่ 4.7, 4.8, และ 4.9 ส าหรับตัวอย่างเมล็ดข้าวทั้งเมล็ด 
ตัวอย่างเมล็ดข้าวที่บด และตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง ตามล าดับ ซึ่งแยกระหว่างตัวอย่าง
ที่มีและไม่มีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 พบว่า ลักษณะสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างเมล็ด
ข้าวทั้งเมล็ด (ภาพที่ 4.7) และตัวอย่างข้าวกล้องที่บด (ภาพที่ 4.8) มีรูปแบบที่คล้ายกัน ในขณะที่
สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง (ภาพที่ 4.9) มีรูปแบบที่แตกต่าง
อย่างชัดเจน และค่า log (1/R) ของทั้งสามภาพมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นหรือลดลงไม่ชัดเจนเมื่อตัวอย่างมี
ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 แตกต่างกัน 

 
ภาพที่ 4.7 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องทั้งเมล็ดที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุด (0 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และสูงสุด (54.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
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ภาพที่ 4.8 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่บดแล้วที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุด (0 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และสูงสุด (54.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

 
ภาพที่ 4.9 สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-
4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างสารสกัดหยาบข้าวกล้องที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุด (0 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และสูงสุด (54.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)  
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  ผลการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นโดยวิธีการทางคณิตศาสตร์ด้วยวิธีการแปลงค่า
อนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างเมล็ด
ข้าวทั้งเมล็ดและตัวอย่างข้าวกล้องที่บดแล้วที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุดและสูงสุด แสดงดัง
ภาพที่ 4.10 และ 4.11 ตามล าดับ ซึ่งลักษณะของสเปกตรัมปรากฏพีคท่ีส าคัญหรือค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่นต่างๆ คล้ายคลึงกับผลการทดลองข้อ 4.1.1 (ภาพที่ 4.4-4.6) รายละเอียดของพีค
สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.2  

ตารางท่ี 4.2 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ของพีคที่ปรากฏในสเปกตรัม
ที่ได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ในภาพที่ 4.10 และ 4.11  

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

8622b, 8609a 1160, 1162 1152 C-H str. second overtone CH3 
8261a, 8259b 1211, 1211 1215 C-H str. second overtone CH2 
7370a, 7361b 1357, 1359,  1360 2×C-H str. + C-H def. CH3 
7046a, 7032b 1419, 1422 1450 O-H str. first overtone แป้ง, น้ า 
5885a, 5882b 1699, 1700 1705 C-H str. first overtone CH3 
5679b, 5619a 1761, 1780  1780 C-H str. first overtone เซลลูโลส 
5482a, b 1824 1820 O-H str. + 2×C-O str. เซลลูโลส 
5238a, 5213b 1909, 1918 1900 O-H str. + 2 × C-O str. 

C-O str. second overtone 
แป้ง 
-CO2H 

4857a, 4852b 2059, 2061 2050 N-H sym. str. + amide II 
N-H asym. str. + amide III 

โปรตีน 
CONH2 

4354b, 4352a 2297, 2298 2294 N-H str. + C=O str. กรดอะมิโน 
4027a, 4025b 2483, 2484 2488 C-H str. + C-C str. แป้ง 
str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพที่ 4.10, b พีคส าคัญในภาพที่ 4.11 
*Osborne และคณะ (1993) 
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  ส าหรับลักษณะสเปกตรัมของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องที่ปนเปื้อนอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุดและสูงสุด ที่ผ่านการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด แสดงในภาพที่ 
4.12 โดยปรากฏพีคที่เด่นชัดจ านวน 8 พีค ได้แก่ 6862, 5907, 5259, 4851, 4424, 4268, 4115, 
และ 3987 ต่อเซนติเมตร แต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมี
ต่างๆ เช่น พีคท่ี 6862 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1450 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการ
สั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching first overtone ของแป้งและน้ า พีคที่ 5259 ต่อเซนติเมตร  
(ขยับจากความยาวคลื่น 1900 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H  
stretching และ 2×C-O stretching ของแป้ง และ C-O stretching second overtone ของ  
CONH2 พีคที่ 4851 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2050 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการ 
สั่นสะเทือนของพันธะ N-H symmetrical stretching และ amide II ของโปรตีน และ N-H  
asymmetrical stretching และ amide III ของ CONH2 พีคที่ 4424 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความ 
ยาวคลื่น 2252 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching และ O-H  
deformation ของแป้ง พีคที่ 4115 และ 3987 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2461 และ  
2500 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ C-H stretching และ C-C stretching 
ของแป้ง ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.3  

 
ภาพที่ 4.10 สเปกตรัมท่ีได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวน
คลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องทั้งเมล็ดที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุด 
(0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และสูงสุด (54.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)  
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ภาพที่ 4.11 สเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวนคลื่น 
12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างข้าวกล้องที่บดที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุด (0 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และสูงสุด (54.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

 
ภาพที่ 4.12 สเปกตรัมท่ีได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ที่ช่วงจ านวน
คลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร ของตัวอย่างสารสกัดหยาบข้าวกล้องที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 
ต่ าสุด (0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และสูงสุด (54.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
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ตารางท่ี 4.3 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ของพีคที่ปรากฏในสเปกตรัม
ที่ได้จากการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ของตัวอย่างสารสกัดหยาบข้าวกล้อง 
(ภาพท่ี 4.12) 

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

6862 1457 1450 O-H str. first overtone แป้ง, น้ า 
5907 1693 1695 C-H str. first overtone CH3 
5259 1902 1900 O-H str. + 2 × C-O str. 

C-O str. second overtone 
แป้ง 
-CO2H 

4851 2061 2050 N-H sym. str. + amide II 
N-H asym. str. + amide III 

โปรตีน 
CONH2 

4424 2260 2252 O-H str. + O-H def. แป้ง 
4268 2343 2347 CH2 sym. str. + =CH2 def. HC=CHCH2 
4115 2430 2461 C-H str. + C-C str. แป้ง 
3987 2508 2500 C-H str. + C-C str. แป้ง 
str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical 
*Osborne และคณะ (1993) 

4.2 ผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ 

 4.2.1 ปริมาณความชื้นของเมล็ดข้าวกล้อง 

  จากการตรวจหาปริมาณความชื้นในตัวอย่างข้าวกล้อง โดยใช้วิธีการวิเคราะห์หาค่า
เปอร์เซ็นต์ความชื้นฐานเปียกของตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดจ านวน 150 ตัวอย่าง (300 ตัวอย่างย่อย)  
ตามวิธีมาตรฐานในมาตรฐานสินค้าเกษตร (มกษ. 4004-2555) พบว่า ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งหมด 
มีปริมาณความชื้นอยู่ระหว่าง 8.29-12.64 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นไปตามมาตรฐานสินค้าเกษตร ที่ 
ก าหนดให้ความชื้นของข้าวกล้องไม่เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ (มกษ. 4004-2555) และมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ  
11.01±0.81 เปอร์เซ็นต์ ภาพที่ 4.13 แสดงการแจกแจงความถี่ของปริมาณความชื้นฐานเปียกใน 
ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมด ซึ่งการกระจายตัวของปริมาณความชื้นในตัวอย่างข้าวกล้องเป็นแบบไม่ 
สม่ าเสมอ ตัวอย่างส่วนใหญ่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นอยู่ในช่วง 10.00-11.99 เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงกับ
ค่าเฉลี่ย 
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ภาพที่ 4.13 การแจกแจงความถี่ของปริมาณความชื้นในตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดจ านวน 300 
ตัวอย่างย่อย 

 4.2.2 การปนเปื้อนของราในเมล็ดข้าวกล้อง 

  4.2.2.1 ผลการตรวจหาการปนเปื้อนของราด้วยวิธี direct plating 

   จากการตรวจหาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อน
ตามธรรมชาติทั้งหมดจ านวน 150 ตัวอย่าง (300 ตัวอย่างย่อย) จากห้างสรรพสินค้า ร้านสะดวกซื้อ 
ตลาดสด และโรงสีข้าวหรือโกดัง ภายในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกล้เคียง ในช่วงปี พ.ศ. 2556-
2557 ด้วยวิธี direct plating (ภาพที่ 4.14) พบว่า ตัวอย่างข้าวกล้องทุกตัวอย่างมีการปนเปื้อนของ
รา (total fungi) โดยตัวอย่างส่วนใหญ่มีการปนเปื้อนของราสูงด้วยค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของ
ราทั้งหมด (total fungal infection) เท่ากับ 95.21 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการปนเปื้อนของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง พบการปนเปื้อนในตัวอย่างข้าวกล้อง 83 เปอร์เซ็นต์ แต่ค่าเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราดังกล่าวต่ า (19.17 เปอร์เซ็นต์) (ตารางท่ี 4.4) 
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ภาพที่ 4.14 การตรวจหาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้องโดยวิธี direct plating บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง DG18 บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  

   ส าหรับการตรวจหาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้
ปนเปื้อนด้วยราจากสารแขวนลอยสปอร์ของ A. flavus M3T8R4G3 จ านวน 36 ตัวอย่าง (72  
ตัวอย่างย่อย) พบว่า ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดมีการปนเปื้อนของรา มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราทั้งหมด เท่ากับ 84.53 เปอร์เซ็นต์ และมีตัวอย่างข้าวกล้อง 71 ตัวอย่างที่ปนเปื้อนของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราดังกล่าว เท่ากับ 65 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4.4) 

   เมื่อรวมข้อมูลของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติ
และตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยด้วยราทั้งสิ้นจ านวน 186 ตัวอย่าง (372 ตัวอย่างย่อย) พบว่า 
ตัวอย่างข้าวกล้องทุกตัวอย่างมีการปนเปื้อนของรา มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด  
เท่ากับ 93.15 เปอร์เซ็นต์ และพบการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองใน
ตัวอย่างข้าวกล้อง 320 ตัวอย่างย่อย มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราดังกล่าว เท่ากับ 28.04 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4.4) 
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ตารางท่ี 4.4 ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง
ในตัวอย่างข้าวกล้อง โดยวิธี direct plating 

ตัวอย่าง 
จ านวนตัวอย่าง 
(จ านวนตัวอย่าง

ย่อย) 
ชนิดของรา 

ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 

ต่ าสุด สูงสุด เฉลี่ย 

ตัวอย่างที่มีการ
ปนเปื้อนราตาม
ธรรมชาติ 

150 (300) 
ราทั้งหมด 

ราโคโลนีสีเขียว
อมเหลือง 

36 
0 

100 
94 

95.21±10.72 
19.17±23.27 

ตัวอย่างที่ถูกท าให้
ปนเปื้อนด้วยรา 

36 (72) 
ราทั้งหมด 

ราโคโลนีสีเขียว
อมเหลือง 

22 
0 

100 
100 

84.53±23.70 
65±42.23 

รวม 186 (372) 
ราทั้งหมด 

ราโคโลนีสีเขียว
อมเหลือง 

22 
0 

100 
100 

93.15±14.76 
28.04±33.26 

 
   ภาพที่ 4.15 แสดงการแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของรา 
ตามธรรมชาติจ านวน 150 ตัวอย่าง (300 ตัวอย่างย่อย) และตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา 
จ านวน 36 ตัวอย่าง (72 ตัวย่างย่อย) ซึ่งรวมตัวอย่างทั้งสิ้น 186 ตัวอย่าง (372 ตัวอย่างย่อย) พบว่า  
การกระจายตัวของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม 
เหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องเป็นแบบไม่สม่ าเสมอ โดยตัวอย่างส่วนใหญ่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของ 
ราทั้งหมดสูงในช่วง 90-100 เปอร์เซ็นต์ แต่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนี 
สีเขียวอมเหลืองต่ า ซึ่งอยู่ระหว่าง 0-19 เปอร์เซ็นต์   
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ภาพที่ 4.15 การแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด (total fungi) และรา
สกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง (yellow green fungi) ในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการ
ปนเปื้อนของราตามธรรมชาติและตัวอย่างท่ีถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา รวมทั้งสิ้น 372 ตัวอย่างย่อย 

  4.2.2.2 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ของราที่คัด
แยกได…้…………………………………………………………. 

   จากการตรวจหาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อน
ตามธรรมชาติด้วยวิธี direct plating สามารถคัดแยกราที่มีลักษณะโคโลนีสีเขียวอมเหลืองซึ่งคาดว่า 
สามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได้จ านวน 277 ไอโซเลต จากนั้น จัดกลุ่มราที่ลักษณะคล้ายคลึงกัน 
โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือคัดเลือกราที่จ าแนกในสกุล Aspergillus section Flavi แล้วน า 
ราแต่ละกลุ่มไปทดสอบความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซอกบี 1 โดยใช้หลักเกณฑ์ 3 ไอโซเลต  
เลือกมาทดสอบ 1 ไอโซเลต แล้วทดสอบตามวิธีการทดลองข้อที่ 3.4.2.3 พบว่า ราที่คัดเลือกมา 
ทดสอบจ านวนทั้งหมด 93 ไอโซเลต สามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได้จ านวน 72 ไอโซเลต (คิดเป็น  
77.42 เปอร์เซ็นต์) อะฟลาทอกซินบี 1 ที่ผลิตได้มีค่าอยู่ระหว่าง 1.02-46483.69 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง   
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 4.2.3 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  ผลการตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธีโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ตาม 
วิธีการทดลองข้อที่ 3.3.2 และ 3.4.3 แสดงในตารางที่ 4.5 ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนตาม 
ธรรมชาติจ านวน 50 ตัวอย่าง (100 ตัวอย่างย่อย) พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 จ านวน  
53 ตัวอย่างย่อย (คิดเป็น 53 เปอร์เซ็นต์) มีค่าเฉลี่ยความเข้มข้นอะฟลาทอกซินบี 1 เท่ากับ  
1.88±7.08 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับการตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน 
ตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 จ านวน 50 ตัวอย่าง (100 ตัวอย่างย่อย)  
ได้ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 6.86±3.65 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งเมื่อรวมข้อมูลการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี  
1 ที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างท้ัง 2 ชนิด ได้ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 4.37±6.15 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ตารางที่ 
4.5) 

  การแจกแจงความถี่ของปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ทั้งในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการ
ปนเปื้อนตามธรรมชาติและตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 จ านวนทั้งสิ้น 100 
ตัวอย่าง (200 ตัวอย่างย่อย) แสดงดังภาพที่ 4.16 พบว่า ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่วิเคราะห์ได้มี
การกระจายตัวแบบไม่สม่ าเสมอ ตัวอย่างส่วนใหญ่ (98.5 เปอร์เซ็นต์) มีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 
ต่ าและอยู่ในข้อก าหนดของประเทศไทยที่อนุญาตให้มีการปนเปื้อนได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม ตัวอย่าง 50 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 อยู่ในช่วง 1-10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
และมีตัวอย่าง 47 ตัวอย่าง (23.5 เปอร์เซ็นต์) ที่ไม่พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

ตารางท่ี 4.5 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 

ตัวอย่าง 
จ านวน
ตัวอย่าง
ทั้งหมด 

จ านวน
ตัวอย่างที่มี
การปนเปื้อน 

ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1  
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

ต่ าสุด สูงสุด เฉลี่ย 

ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ตามธรรมชาติ 

100 53 0.00 54.55 1.88±7.08 

ตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อน
ด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 

100 100 1.41 29.08 6.86±3.65 

รวม 200 153 0.00 54.55 4.37±6.15 
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ภาพที่ 4.16 การแจกแจงความถี่ของปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการ
ปนเปื้อนตามธรรมชาติและตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 จ านวน 200 ตัวอย่าง
ย่อย 

4.3 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

 4.3.1 แบบจ าลองเพื่อท านายปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าว
กล้อง......................................................................... 

  ข้อมูลทางห้องปฏิบัติการถูกตรวจสอบค่าผิดปกติก่อนน าไปสร้างแบบจ าลอง ตาม
วิธีการทดลองข้อ 3.5.1 ซึ่งไม่พบค่าผิดปกติจากข้อมูลทั้งหมด จากนั้น สร้างแบบจ าลองโดยการหา
ความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ และ
ข้อมูลเชิงแสงที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดส
เปกโตรมิเตอร์ โดยวิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, 
PLSR) ซึ่งข้อมูลเชิงแสงที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองเป็นสเปกตรัมที่ไม่มีการจัดการเบื้องต้นหรือที่มี
การจัดการเบื้องต้นโดยวิธีการทางคณิตศาสตร์ รายละเอียดข้อมูลที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองแสดงใน
ตารางที่ 4.6 จากนั้น แบ่งข้อมูลทั้งหมดเป็นสองกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มสร้างแบบจ าลอง (calibration set) 
และกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (test set) ด้วยโปรแกรม OPUS 7.0.129 (Bruker Optik GmbH) 
ทดสอบแบบจ าลองที่สร้างขึ้นด้วยวิธีการทดสอบแบบชุดทดสอบ (test set validation) โดยใช้กลุ่ม
ทดสอบแบบจ าลอง แบบจ าลองที่ได้จะแสดงค่าผิดปกติของเส้นสเปกตรัม พิจารณาตัดค่าผิดปกติออก
และทดสอบแบบจ าลองอีกครั้งแล้วเลือกแบบจ าลองที่ดีที่สุด 
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  ส าหรับข้อมูลทางสถิติของค่าการตรวจวิ เคราะห์ตั วอย่ างข้ าวกล้องทาง
ห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้ อของราทั้งหมด และค่า
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองของกลุ่มสร้างแบบจ าลองและ
กลุ่มทดสอบแบบจ าลองที่ดีท่ีสุด แสดงดังตารางที่ 4.7 
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  4.3.1.1 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณความชื้น 

   ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณความชื้นในตัวอย่างเมล็ดข้าว
กล้องด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผลการท านายดีที่สุด 5 อันดับแรกแสดงในตารางที่ 4.8 โดยแบบจ าลองที่ดี
ที่สุดสร้างจากเส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการปรับลบโดยเส้นตรง (straight line 
subtraction) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 9403.8-7498.3 และ 5454-4242.9 ต่อเซนติเมตร และถูกตัดค่า
ผิดปกติของเส้นสเปกตรัมออกจากแบบจ าลองจ านวนทั้งหมด 14 เส้น (คิดเป็น 1.56 เปอร์เซ็นต์) มีค่า 
Rank หรือ PLS factor เท่ากับ 9 ให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, 
R2) เท่ากับ 0.93 ค่ารากที่สองของความผิดพลาดเฉลี่ยยกก าลังสองของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (root 
mean square error of prediction, RMSEP) เท่ากับ 0.205 เปอร์เซ็นต์ ค่าอัตราส่วนระหว่างค่า  
SEP ต่อค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) ของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (ratio of  
standard error of prediction validation to standard deviation, RPD) เท่ากับ 3.85 และค่า 
ความผิดพลาดเฉลี่ยในการท านาย (bias) เท่ากับ 0.0219 เปอร์เซ็นต์ ความสัมพันธ์ระหว่างค่า 
เปอร์เซ็นต์ความชื้นที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์เมล็ดข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการและค่าเปอร์เซ็นต์  
ความชื้นที่ท านายได้จากแบบจ าลองดีท่ีสุด แสดงดังภาพที่ 4.17 

ตารางท่ี 4.8 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณความชื้นในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผล
การท านายดีที่สุด 5 อันดับแรก 

การจัดการสเปกตรัมโดย
วิธีการทางคณิตศาสตร์ 

ช่วงจ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

Rank R2 RMSEP* RPD Bias* 

straight line subtraction 
 
straight line subtraction 
 
multiplicative scattering 
correction 
first derivative + MSC (17 
pts.) 
first derivative (17 pts.) 

9403.8-7498.3 
5454-4242.9 

9403.8-7498.3 
4852.3-4242.9 
9403.8-7498.3 
5454-4242.9 

9403.8-5446.3 
4605.4-4242.9 
9403.8-7498.3 
6102-4242.9 

9 
 
7 
 
9 
 
9 
 
9 

0.93 
 

0.92 
 

0.92 
 

0.91 
 

0.91 

0.205 
 

0.225 
 

0.227 
 

0.229 
 

0.23 

3.85 
 

3.47 
 

3.45 
 

3.43 
 

3.42 

0.0219 
 

-0.00367 
 

-0.00107 
 

-0.0259 
 

-0.0185 

*หน่วย: เปอร์เซ็นต ์ 
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ภาพที่ 4.17 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์เมล็ดข้าวกล้อง
ทางห้องปฏิบัติการ (แกน X) และค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นที่ท านายได้จากแบบจ าลอง (แกน Y) ที่สร้าง
โดยใช้เส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการปรับลบโดยเส้นตรง 

   ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) เป็นค่าที่ใช้ในการ
ตรวจสอบผลกระทบการดูดกลืนคลื่นที่จ านวนคลื่น (ต่อเซนติเมตร) ต่างๆ ส าหรับการท านายตัวแปร
ตาม (ตัวแปร Y) โดยค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีค่าสูงที่จ านวนคลื่นใด บ่งชี้ถึงอิทธิพลของจ านวน
คลื่นนั้นต่อแบบจ าลองอย่างมีนัยส าคัญ ภาพที่ 4.18 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของค่า
เปอร์เซ็นต์ความชื้นที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่
จ านวนคลื่น 8794, 8648, 8439, 8231, 5338, 5269, 5145, 5068, 4945, 4860, 4767, 4613, 
4544 และ 4397 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบ
ทางเคมีต่างๆ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.11 

   กราฟ X-loading weight plot เป็นกราฟที่สร้างขึ้นระหว่างค่า X- 
loading weight ของปัจจัย (factors) หรือองค์ประกอบ (principal components, PC) ต่างๆ ที่มี 
ผลต่อการสร้างแบบจ าลองกับจ านวนคลื่น (ต่อเซนติเมตร) โดยจ านวนคลื่นที่มีค่า X-loading weight  
สูง แสดงว่าจ านวนคลื่นนั้นมีอิทธิพลต่อการท านายตัวแปรตาม (ตัวแปร Y) ภาพที่ 4.19 แสดงค่า X- 
loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 3) ของแบบจ าลองท านายปริมาณความชื้นของ 
ตัวอย่างข้าวกล้อง โดย PC 1 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 8669, 8234, 5376,  
5242 และ 4867 ต่อเซนติเมตร PC 2 ประกอบด้วยพีคที่จ านวนคลื่น 8959, 8609, 5456, 5182, 
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4877 และ 4507 ต่อเซนติเมตร และ PC 3 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น 8294, 5456, 5182 
และ 4487 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมี
ต่างๆ เช่น พีคที่ 5456 และ 5376 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1820 นาโนเมตร) เป็น
ต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching และ 2×C-O stretching ของเซลลูโลส และ
พีคที่ 5242 และ 5182 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1940 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มี
การสั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching และ O-H deformation ของน้ า ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 4.12 

 
ภาพที่ 4.18 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นที่
ท านายได้จากแบบจ าลองท่ีสร้างด้วยวิธี PLSR 
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ภาพที่ 4.19 ค่า X-loading weight ของ PC 1 - PC 3 ของแบบจ าลองท านายปริมาณความชื้นของ
ตัวอย่างข้าวกล้องที่สร้างด้วยวิธี PLSR 

  4.3.1.2 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมด 

   การสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมด (total 
fungi) ได้ทดลองสร้างแบบจ าลองโดยใช้ข้อมูลจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติ และ
แบบจ าลองที่ใช้ข้อมูลจากตัวอย่างทั้งหมด (ปนเปื้อนตามธรรมชาติและที่ถูกท าให้ปนเปื้อน) ดังที่ได้
แสดงไว้ในตารางที่ 4.6 ได้ผลการสร้างแบบจ าลองแสดงในตารางที่ 4.9 แบบจ าลองเพ่ือท านาย
ปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมดที่สร้างจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนตามธรรมชาติที่ดีที่สุดได้จาก
แบบจ าลองที่ใช้เส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 
จุดร่วมกับการปรับลบโดยเส้นตรง (first derivative + straight line subtraction (17 Pts.)) ที่ช่วง
จ านวนคลื่น 5454-4597.1 ต่อเซนติเมตร และถูกตัดค่าผิดปกติของเส้นสเปกตรัมออกจากแบบจ าลอง
จ านวนทั้งหมด 32 เส้น (คิดเป็น 3.56 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งให้ผลการท านายที่ดีที่สุดได้ค่า Rank หรือ PLS 
factor เท่ากับ 8 ค่า R2 เท่ากับ 0.63 ค่า RMSEP เท่ากับ 5.66 เปอร์เซ็นต์ ค่า RPD เท่ากับ 1.73 
และค่า bias เท่ากับ 1.81 เปอร์เซ็นต์ ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดที่
ได้จากการตรวจวิเคราะห์ข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการและค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดที่
ท านายได้จากแบบจ าลองท่ีดีที่สุด แสดงดังภาพที่ 4.20  
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   ในขณะที่ แบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างทั้งหมด ให้ผลการท านายที่ไม่ดี มี
ค่า R2 ต่ า เท่ากับ 0.18-0.20 (ตารางท่ี 4.9) 

ตารางที่ 4.9 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมดในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง
ด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผลการท านายที่ดีที่สุด 5 อันดับแรก 

การจัดการสเปกตรัมโดย
วิธีการทางคณิตศาสตร์ 

ช่วงจ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

Rank R2 RMSEP* RPD Bias* 

แบบจ าลองที่ใช้ข้อมูลจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนตามธรรมชาติ 

first derivative + straight 
line subtraction (17 Pts.) 
vector normalization 
(SNV) 
straight line subtraction 
 
straight line subtraction 
min-max normalization 
 

5454-4597.1 
 

5454-4597.7 
 

7506-6094.3 
5454-4597.7 
6102-4597.7 

9403.8-7498.3 
5454-4597.7 

8 
 
8 
 
4 
 
5 
8 

0.63 
 

0.47 
 

0.46 
 

0.46 
0.45 

5.66 
 

8.28 
 

8.35 
 

8.39 
8.49 

1.73 
 

1.38 
 

1.37 
 

1.36 
1.35 

1.81 
 

-0.157 
 

-0.388 
 

-0.195 
0.136 

แบบจ าลองที่ใช้ข้อมูลจากตัวอย่างทั้งหมด 

multiplicative scattering 
correction 
first derivative + MSC (17 
Pts.) 
first derivative (17 Pts.) 
 
vector normalization 
(SNV) 
first derivative + Vector 
normalization (SNV) (17 
Pts.) 

9403.4-7498 
6101.8-4597.6 
9403.4-7498 

6101.8-5446.1 
9403.4-6094.1 
5453.8-4597.6 
9403.4-7498 

5453.8-4597.6 
9403.4-6094.1 
5453.8-4597.6 

9 
 
6 
 
7 
 
9 
 
8 

0.20 
 

0.19 
 

0.18 
 

0.18 
 

0.18 

15.1 
 

15.1 
 

15.2 
 

15.2 
 

15.2 

1.15 
 

1.15 
 

1.14 
 

1.13 
 

1.13 

-3.63 
 

-3.9 
 

-3.65 
 

-3.02 
 

-3.39 

*หน่วย: เปอร์เซ็นต์  
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ภาพที่ 4.20 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดที่มีการปนเปื้อนราตาม
ธรรมชาติที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (แกน X) และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดที่ท านายได้จากแบบจ าลอง (แกน Y) ที่สร้างโดยใช้เส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วย
วิธีการแปลงค่าด้วยวิธีท าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุดและการปรับลบโดยเส้นตรง 

   ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดใน
ตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติ ที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี 
PLSR แสดงในภาพที่ 4.21 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 5415, 5253, 5122, 5060, 
4983, 4868, 4760, 4706 และ 4636 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของ
พันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.11 

   ภาพที่ 4.22 แสดงค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC  
3) ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนราตาม 
ธรรมชาติ โดย PC 1 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 5236, 5066 และ 4906 ต่อ 
เซนติเมตร PC 2 ประกอบด้วยพีคที่จ านวนคลื่น 5330, 5197 และ 4931 ต่อเซนติเมตร และ PC 3  
ประกอบด้วยพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น 5312, 5136 และ 4944 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับ 
การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ เช่น พีคที่ 5330, 5312 และ 5236 ต่อ 
เซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1900 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ  
O-H stretching และ 2×C-O stretching ของแป้ง พีคที่ 5197, 5136 และ 5066 ต่อเซนติเมตร  
(ขยับจากความยาวคลื่น 1940 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H  
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stretching และ O-H deformation ของน้ า พีคที่ 4944, 4931 และ 4906 ต่อเซนติเมตร (ขยับจาก
ความยาวคลื่น 2000 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ 2×O-H deformation 
และ C-H deformation ของแป้ง ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.17 

 
ภาพที่ 4.21 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของ
ราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนของราตามธรรมชาติที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้าง
ด้วยวิธี PLSR 
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ภาพที่ 4.22 ค่า X-loading weight ของ PC 1 - PC 3 ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของรา
ทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติที่สร้างด้วยวิธี PLSR 

  4.3.1.3 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus 
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

   การสร้างแบบจ าลองเ พ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง ได้ทดลองสร้างแบบจ าลองโดยใช้ข้อมูลจากตัวอย่างที่มีการ
ปนเปื้อนราตามธรรมชาติ และแบบจ าลองที่ใช้ข้อมูลจากตัวอย่างทั้งหมด (ปนเปื้อนตามธรรมชาติและ
ถูกท าให้ปนเปื้อน) ซึ่งได้ผลดังแสดงในตารางที่ 4.10 แบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมด
ให้ผลการท านายที่ดีกว่าแบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนตามธรรมชาติ แบบจ าลองที่ดี
ที่สุดได้จากข้อมูลสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 
จุด (first derivative (17 Pts.)) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 9403.8-6094.3 ต่อเซนติเมตร และถูกตัดค่า
ผิดปกติของเส้นสเปกตรัมออกจากแบบจ าลองจ านวนทั้งหมด 97 เส้น (คิดเป็น 8.69 เปอร์เซ็นต์) ซึ่ง
ให้ผลการท านายที่ดีที่สุดด้วยค่า Rank หรือ PLS factor เท่ากับ 10 ค่า R2 เท่ากับ 0.67 ค่า RMSEP 
เท่ากับ 18.4 เปอร์เซ็นต์ ค่า RPD เท่ากับ 1.75 และค่า bias เท่ากับ -0.431 เปอร์เซ็นต์ ภาพที่ 4.23 
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง
ของตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดที่ได้จากการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการและค่าที่ท านายได้จาก
แบบจ าลองที่ดีท่ีสุด 
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ตารางท่ี 4.10 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลืองในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผลการท านายดีที่สุด 5 อันดับแรก 

การจัดการสเปกตรัมโดยวิธีการ
ทางคณิตศาสตร์ 

ช่วงจ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

Rank R2 RMSEP* RPD Bias* 

แบบจ าลองที่ใช้ข้อมูลจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนตามธรรมชาติ 

multiplicative scattering 
correction  
vector normalization (SNV) 
 
first derivative + straight 
line subtraction (17 Pts.) 
straight line subtraction 
constant offset 
elimination 

9403.8-4597.7 
 

9403.8-6094.3 
5454-4597.7 

9403.8-7498.3 
4605.4-4242.9 
7506-4242.9 

9403.8-7498.3 
 

10 
 
9 
 
5 
 
9 
6 

0.32 
 

0.31 
 

0.29 
 

0.28 
0.28 

22.1 
 

22.2 
 

22.6 
 

22.7 
22.7 

1.21 
 

1.21 
 

1.19 
 

1.18 
1.18 

0.377 
 

0.453 
 

0.946 
 

0.93 
-0.105 

แบบจ าลองที่ใช้ข้อมูลจากตัวอย่างทั้งหมด 

First derivative (17 Pts.) 
Multiplicative scattering 
correction 
vector normalization (SNV) 
 
Vector normalization (SNV) 
Straight line subtraction 

9403.8-6094.3 
9403.8-4242.9 

 
9403.8-6094.3 
5454-4242.9 

9403.8-4242.9 
9403.8-7498.3 
5454-4242.9 

10 
10 
 

10 
 
9 
7 

0.67 
0.66 

 
0.66 

 
0.54 
0.38 

18.4 
19.1 

 
19.3 

 
22.5 
25.8 

1.75 
1.73 

 
1.26 

 
1.48 
1.27 

-0.431 
1.66 

 
1.19 

 
1.69 
0.517 

*หน่วย: เปอร์เซ็นต์  
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ภาพที่ 4.23 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลืองที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ (แกน X) และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่ท านายได้จากแบบจ าลอง (แกน Y) ที่สร้างโดยใช้
เส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด 

   ภาพที่ 4.24 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติ 
และที่ถูกท าให้ปนเปื้อน ที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR ประกอบด้วยพีคส าคัญที่ 
เด่นชัด เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 9187, 9082, 8659, 8222, 8126, 7214, 7118, 6955, 6830 และ  
6177 ต่อเซนติเมตร เป็นต้น ซึ่งรายละเอียดของแต่ละพีค ดังแสดงในตารางที่ 4.11 

   ภาพที่ 4.25 แสดงค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC  
3) ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่าง 
ข้าวกล้องที่ดีที่สุด โดย PC 1 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 8131, 7398 และ 7137  
ต่อเซนติเมตร PC 2 ประกอบด้วยพีคที่จ านวนคลื่น 8845, 8131, 7398, 7221 และ 7047 ต่อ 
เซนติเมตร และ PC 3 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น 8761, 8131, 7398, 7178 และ 7018  
ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ เช่น  
พีคที่ 8845 และ 8761 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1143 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มี 
การสั่นสะเทือนของอะโรมาติก พีคที่ 8131 และ 7398 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1225  
และ 1360 นาโนเมตร) เป็นการสั่นสะเทือนของพันธะไฮโดรคาร์บอน และพีคที่ 7047 และ7018 ต่อ
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เซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1820 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของ
แอลกอฮอล์ (ArOH) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.12 

 
ภาพที่ 4.24 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของ
ราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 

 
ภาพที่ 4.25 ค่า X-loading weight ของ PC 1 - PC 3 ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของรา
สกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องที่สร้างด้วยวิธี PLSR  
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ตารางท่ี 4.11 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละช่วงจ านวนคลื่นที่พบ
จากสเปกตรัมที่ได้จากค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของตัวอย่างข้าวกล้อง 
จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

9187c 1088 1080 2×C-H str. + 2×C-C str. เบนซีน 
9082c 1101 1097 2×C-H str. + 2×C-C str. cyclopropane 
8794a 1137 1143 C-H str. second overtone aromatic 
8648a, 8659c 1156, 1155,  1152 C-H str. second overtone CH3 
8439a 1185 1195 C-H str. second overtone CH3 
8231a, 8222c 1215, 1216 1215 C-H str. second overtone CH2 
8126c  1231 1225 C-H str. second overtone CH 
7315c 1367 1360 2×C-H str. + C-H def. CH3 
7214c 1386 1395 2×C-H str. + C-H def. CH2 
7118c 1405 1410 O-H str. first overtone ROH 
7012c 1426 1420 O-H str. first overtone ArOH 
6955c 1438 1440 O-H str. first overtone 

2×C-H str. + C-H def. 
ซูโครส, แป้ง 
CH 

6883c 1453 1450 O-H str. first overtone แป้ง, น้ า 
6830c 1464 1460 N-H str. first overtone CONH2 
6767c 1478 1471 N-H str. first overtone CONHR 
6690c 1495 1490 N-H str. first overtone 

N-H str. first overtone 
(intramol. H-bond) 
O-H str. first overtone 
(intramol. H-bond) 

CONHR 
CONH2 
 
เซลลูโลส 
 

6422c 1557 1540 O-H str. first overtone 
(intramol. H-bond) 

แป้ง 

6282c 1592 1580 O-H str. first overtone 
(intramol. H-bond) 

แป้ง, กลูโคส 

6177c 1619 1620 C-H str. first overtone =CH2 
str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.18, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.21, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.24 
*Osborne และคณะ (1993)  
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ตารางที่ 4.11 (ต่อ) การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละช่วงจ านวน
คลื่นที่พบจากสเปกตรัมที่ได้จากค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของตัวอย่าง
ข้าวกล้อง 
จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

5415b 1847 1820 O-H str. + 2×C-O str. เซลลูโลส 
5338a, 5269a, 
5253b 

1873, 1898, 
1904 

1900 O-H str. + 2 × C-O str. 
C-O str. second overtone 

แป้ง 
-CO2H 

5145a 1944 1940 O-H str. + O-H def. น้ า 
5122b 1952 1950 C-O str. second overtone -CO2R 
5068a, 5060b 1973, 1976 1980 N-H asym. str. + amide II โปรตีน 
4983b 2007 2000 2×O-H def. + C-O def. 

N-H sym. str. + amide II 
แป้ง 
CONH2, CONHR 

4945a 2022 2030 C=O str. second overtone CONH2 
4868b, 4860a 2054, 2058 2050 N-H sym. str. + amide II 

N-H asym. str. + amide III 
โปรตีน 
CONH2 

4767a, 4760b,  2098, 2100,  2100 2×O-H def. + 2×C-O str. แป้ง 
4706b 2125 2110 N-H sym. str. + amide III CONH2, CONHR 
4636b 2145, 2157 2150 2×amide I + amide III CONH2 
4613a 2168 2160 2×amide I + amide III CONHR 
4544a 2200 2200 C-H str. + C=O str. -CHO 
4397a, c 2274 2276 O-H str. + C-C str. แป้ง 
str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.18, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.21, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.24 
*Osborne และคณะ (1993) 
  



 

 

105 

ตารางท่ี 4.12 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละช่วงจ านวนคลื่นที่ได้
จากค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 3) ของแบบจ าลองต่างๆ ของตัวอย่างข้าว
กล้อง 

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

8959a, 8845c, 
8761c 

1116, 1131, 
1141 

1143 C-H str. second overtone aromatic 

8669a, 8609a 1154, 1162 1152 C-H str. second overtone HC=CH 

8131c 1230 1225 C-H str. second overtone CH 

8294a, 8234a 1206, 1214 1215 C-H str. second overtone CH2 

7398c 1352 1360 2×C-H str. + C-H def. CH3 

7221c, 7178c, 
7137c 

1385, 1393, 
1401 

1395 2×C-H str. + C-H def. CH2 

7047c, 7018c 1419, 1425 1420 O-H str. first overtone ArOH 

5456a, 5376a 1833, 1860 1820 O-H str. + 2×C-O str. เซลลูโลส 

5330b, 5312b, 
5263b 

1876, 1881, 
1900 

1900 O-H str. + 2 × C-O str. 
C-O str. second overtone 

แป้ง 
-CO2H 

5242a, 5197b, 
5182a, 5136b, 
5066b 

1908, 1924, 
1930, 1947, 
1974 

1940 O-H str. + O-H def. น้ า 

4944b, 4931b, 
4906b 

2023, 2028, 
2038 

2000 2×O-H def. + C-O def. 
N-H sym. str. + amide II 

แป้ง 
CONH2, CONHR 

4877a, 4867a,  2050, 2055,  2050 N-H sym. str. + amide II 
N-H asym. str. + amide III 

โปรตีน  
CONH2 

4507a, 4487a 2219, 2229 2200 C-H str. + C=O str. -CHO 

str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.19, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.22, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.25,  

*Osborne และคณะ (1993) 

 จากตารางแสดงการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่ส าคัญที่พบจาก
สเปกตรัมที่ได้จากค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) และค่า X-loading weight 
องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 3) ของแบบจ าลองท านายปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของรา
ของตัวอย่างข้าวกล้อง พีคที่พบส่วนใหญ่สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะที่เป็นองค์ประกอบหลัก
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ในข้าวกล้อง เช่น พีคที่ 1540, 1580, 1900, 2000, 2100 และ 2276 นาโนเมตร สัมพันธ์กับการ
สั่นสะเทือนของแป้ง น้ าตาลซูโครสและน้ าตาลกลูโคส พีคที่ 1450 และ 1940 นาโนเมตร สัมพันธ์กับ
การสั่นสะเทือนของน้ า พีคที่ 1490 และ 1820 นาโนเมตร สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของเซลลูโลส 
พีคที่ 1980, 2050, 2110 และ 2150 นาโนเมตร สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของโปรตีนและพันธะที่
เกี่ยวข้องกับโมเลกุลของโปรตีน เช่น CONH2 และ CONHR  

 4.3.2 แบบจ าลองเพื่อท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1  

  สร้างแบบจ าลองโดยการหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์
ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 และข้อมูลเชิงแสง
หรือเส้นสเปกตรัมที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการเตรียมตัวอย่าง 3 แบบ (เมล็ดข้าว
กล้องทั้งเมล็ด เมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้ว และสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง) จะได้แบบจ าลองในการ
ท านายปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 3 แบบ ได้แก่ 

- แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าว
กล้องทั้งเมล็ด 

- แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าว
กล้องที่บดแล้ว 

- แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างสารสกัด
หยาบเมล็ดข้าวกล้อง 

  เมื่อตรวจสอบค่าผิดปกติของข้อมูลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการตามวิธีการ
ทดลองข้อ 3.5.1 และตัดค่าผิดปกติที่พบจ านวน 9 ค่า (3 ตัวอย่างย่อย) ออกจากข้อมูล จากนั้น สร้าง
แบบจ าลองโดยใช้ค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 และข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัมที่ได้
จากการสแกนตัวอย่างข้าวกล้องทั้ง 3 แบบ แบบละ 600 เส้น ทั้งนี้ การสร้างแบบจ าลองใช้ข้อมูลเชิง
แสงที่ไม่มีการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นหรือที่มีการจัดการเบื้องต้นโดยวิธีการทางคณิตศาสตร์  โดย
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) ข้อมูลถูก
แบ่งเป็นสองกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มสร้างแบบจ าลอง (calibration set) และกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (test 
set) โดยโปรแกรม OPUS 7.0.129 (Bruker Optik GmbH) ทดสอบแบบจ าลองที่สร้างขึ้นด้วยวิธีการ
ทดสอบแบบชุดทดสอบ (test set validation) โดยใช้กลุ่มทดสอบแบบจ าลอง แล้วเลือกแบบจ าลอง
ที่ดีที่สุด รายละเอียดข้อมูลที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองแสดงในตารางที่ 4.13 
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  ส าหรับข้อมูลทางสถิติของการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ 
ได้แก่ ค่าปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องของกลุ่มสร้างแบบจ าลองและกลุ่มทดสอบ
แบบจ าลอง แสดงดังตารางที่ 4.13 
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  4.3.2.1 แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง
เมล็ดข้าวกล้องท้ังเมล็ด 

   ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องท้ังเมล็ดด้วยวิธี PLSR แสดงในตารางที่ 4.14 แบบจ าลองที่ดีที่สุดได้
จากแบบจ าลองที่สร้างจากเส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่
หนึ่ง ทุกๆ 17 (first derivative (17 Pts.)) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 5453.8-4597.6 ต่อเซนติเมตร และถูก 
ตัดค่าผิดปกติของเส้นสเปกตรัมออกจากแบบจ าลองจ านวนทั้งหมด 56 เส้น (คิดเป็น 9.33  
เปอร์เซ็นต์) ให้ผลการท านายที่ดีที่สุดได้ค่า Rank หรือ PLS factor เท่ากับ 5 ค่า R2 เท่ากับ 0.94 ค่า  
RMSEP เท่ากับ 0.921 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่า RPD เท่ากับ 4.11 และค่า bias เท่ากับ -0.181  
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง 
ข้าวกล้องที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการและค่าที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่ดีที่สุด 
แสดงดังภาพที่ 4.26 

ตารางที่ 4.14 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ด
ข้าวกล้องทั้งเมล็ดด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผลการท านายดีที่สุด 5 อันดับแรก 

การจัดการสเปกตรัมโดยวิธีการ
ทางคณิตศาสตร์ 

ช่วงจ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

Rank R2 RMSEP* RPD Bias* 

first derivative (17 Pts.) 
straight line subtraction 
constant offset 
elimination 
straight line subtraction 
 
vector normalization (SNV) 
 
 

5453.8-4597.6 
5453.8 4597.6 
5453.8-4597.6 
 
9403.4-7498 
6101.8-5446.1 
9403.4-7498 
6101.8-5446.1 
4605.3-4242.7 

5 
4 
5 
 
6 
 
6 

0.94 
0.92 
0.92 

 
0.92 

 
0.91 

0.921 
1.01 
1.02 

 
1.07 

 
1.09 

4.11 
3.68 
3.65 

 
3.5 

 
3.43 

-0.181 
-0.138 
-0.114 

 
-0.186 

 
-0.116 

*หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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ภาพที่ 4.26 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ใน
ตัวอย่างข้าวกล้องที่วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC (แกน X) และค่าที่ท านายได้จากแบบจ าลอง (แกน Y) ที่
สร้างโดยใช้เส้นสเปกตรัมจากตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ดที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลง
ค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด 

   ภาพที่ 4.27 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของค่าความเข้มข้นของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ดที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 
ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 5365, 5261, 5200, 5140, 5053, 4915 และ 4696 
ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดัง
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.17 

   ภาพที่ 4.28 แสดงค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 
3) ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ด 
โดย PC 1 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 5329, 5208 และ 4190 ต่อเซนติเมตร PC 
2 ประกอบด้วยพีคที่จ านวนคลื่น 5385, 5267 และ 4905 ต่อเซนติเมตร และ PC 3 ประกอบด้วยพีค
ส าคัญที่จ านวนคลื่น 5312, 5220 และ 5070 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือน
ของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ เช่น พีคที่ 5385, 5329 และ 5312 ต่อเซนติเมตร (ขยับ
จากความยาวคลื่น 1900 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching 
และ 2×C-O stretching ของแป้ง และพีคที่ 5267, 5220 และ 5208 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความ
ยาวคลื่น 1920 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ C-O stretching second 
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overtone ของโมเลกุล CONH พีคท่ี 4910 และ 4905 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2000 
นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ 2×O-H deformation และ C-O 
deformation ของแป้ง ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.18 

 
ภาพที่ 4.27 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าความเข้มข้นของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าวกล้องท้ังเมล็ดที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 

 
ภาพที่ 4.28 ค่า X-loading weight ของ PC 1 - PC 3 ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ดที่สร้างด้วยวิธี PLSR  
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  4.3.2.2 แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง
เมล็ดข้าวกล้องท่ีบดแล้ว 

   ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้วด้วยวิธี PLSR แสดงดังตารางที่ 4.15 แบบจ าลองที่ดีที่สุด
สร้างจากเส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด
และการปรับแก้ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน (first derivative + vector normalization (SNV) 
(17 Pts.)) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 7505.8-4597.6 ต่อเซนติเมตร และถูกตัดค่าผิดปกติของเส้นสเปกตรัม
ออกจากแบบจ าลองจ านวนทั้งหมด 53 เส้น (คิดเป็น 8.83 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งผลการท านายที่ดีที่สุดได้ค่า 
Rank หรือ PLS factor เท่ากับ 9 ให้ค่า R2 เท่ากับ 0.91 ค่า RMSEP เท่ากับ 1.13 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม ค่า RPD เท่ากับ 3.33 และค่า bias เท่ากับ -0.0821 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ภาพที่ 4.29 
แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากการ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC และค่าความเข้มข้นอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่
สร้างโดยใช้เส้นสเปกตรัมท่ีมีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด
ร่วมกับการปรับแก้ความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน 

ตารางที่ 4.15 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ด
ข้าวกล้องที่บดแล้วด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผลการท านายดีที่สุด 5 อันดับแรก 

การจัดการสเปกตรัมโดยวิธีการ
ทางคณิตศาสตร์ 

ช่วงจ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

Rank R2 RMSEP* RPD Bias* 

first derivative + vector 
normalization (SNV) (17 
Pts.) 
Constant offset 
elimination 
Min-Max normalization 
 
Multiplicative scattering 
correction 
Vector normalization (SNV) 

7505.8-4597.6 
 
 

7505.8-5446.1 
4605.3-4242.7 
9403.4-7498 

5453.8-4597.6 
7505.8-6094.1 
5453.8-4597.6 
5453.8-4597.6 

9 
 
 
4 
 
7 
 
7 
 
5 

0.91 
 
 

0.87 
 

0.86 
 

0.86 
 

0.78 

1.13 
 
 

1.33 
 

1.39 
 

1.39 
 

1.75 

3.33 
 
 

2.79 
 

2.67 
 

2.66 
 

2.15 

-0.0821 
 
 

-0.15 
 

-0.131 
 

-0.0557 
 

0.0758 

*หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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ภาพที่ 4.29 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ใน
ตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC (แกน X) และค่าที่ท านายได้จาก
แบบจ าลอง (แกน Y) ที่สร้างโดยใช้เส้นสเปกตรัมจากตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้วที่มีการจัดการ
เบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุดและการปรับแก้ความแปรปรวนให้เป็น
มาตรฐาน 

   ภาพที่ 4.30 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของค่าความเข้มข้นของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้วที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 
ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัด เช่น พีคที่จ านวนคลื่น 7125, 6931, 6571, 6413, 6002, 5910, 
5791 และ 5665 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบ
ทางเคมีต่างๆ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.17 

   ภาพที่ 4.31 แสดงค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 
3) ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้ว 
โดย PC 1 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 7198, 7032, 5906, 5343, 5231 และ 
4910 ต่อเซนติเมตร PC 2 ประกอบด้วยพีคที่จ านวนคลื่น 7170, 5906, 5281 และ 5076 ต่อ
เซนติเมตร และ PC 3 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น 7238, 7080, 5996, 5315, 5222 และ 
4749 ต่อเซนติเมตร ซ่ึงแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ 
เช่น พีคที่ 5343, 5315 และ 5281 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1900 นาโนเมตร) เป็น
ต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ O-H stretching และ 2×C-O stretching ของแป้ง และพีคที่ 
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5231 และ 5222 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1920 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการ
สั่นสะเทือนของพันธะ C-O stretching second overtone ของโมเลกุล CONH พีคที่ 4910 ต่อ
เซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2000 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะ 
2×O-H deformation และ C-O deformation ของแป้ง และ N-H symmetrical stretching และ
amide II ของโมเลกุล CONH2 หรือ CONHR ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.18 

 
ภาพที่ 4.30 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าความเข้มข้นของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในเมล็ดข้าวกล้องท่ีบดแล้วที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 
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ภาพที่ 4.31 ค่า X-loading weight ของ PC 1 - PC 3 ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้วที่สร้างด้วยวิธี PLSR 

  4.3.2.3 แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างสาร
สกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง 

   ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องด้วยวิธี PLSR แสดงดังตารางที่ 4.17 แบบจ าลองที่ดี 
ที่สุดได้สร้างจากเส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการปรับลบโดยค่าคงที่ (constant  
offset elimination) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 9403.4-7498 และ 6101.8-5446.1 ต่อเซนติเมตร และถูก 
ตัดค่าผิดปกติของเส้นสเปกตรัมออกจากแบบจ าลองจ านวนทั้งหมด 45 เส้น (คิดเป็น 7.50  
เปอร์เซ็นต์) ซึ่งผลการท านายที่ดีที่สุดได้ค่า Rank หรือ PLS factor เท่ากับ 8 ให้ค่า R2 เท่ากับ 0.71  
ค่า RMSEP เท่ากับ 1.85 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่า RPD เท่ากับ 1.85 และค่า bias เท่ากับ -0.0493  
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ของตัวอย่างข้าว 
กล้องที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC และค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ท านาย 
ได้จากแบบจ าลองท่ีดีที่สุด แสดงดังภาพที่ 4.32 
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ตารางที่ 4.16 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างสาร
สกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องด้วยวิธี PLSR ที่ให้ผลการท านายดีที่สุด 5 อันดับแรก 

การจัดการสเปกตรัมโดย
วิธีการทางคณิตศาสตร์ 

ช่วงจ านวนคลื่น 
(ต่อเซนติเมตร) 

Rank R2 RMSEP* RPD Bias* 

constant offset 
elimination 
no spectral data 
preprocessing 
no spectral data 
preprocessing 
no spectral data 
preprocessing 
Min-Max normalization 

9403.4-7498 
6101.8-5446.1 
9403.4-7498 

6101.8-5770.1 
9403.4-7498 

6101.8-5446.1 
8454.6-7498 

6101.8-5770.1 
9403.4-5446.1 

8 
 
8 
 
9 
 
7 
 
6 

0.71 
 

0.69 
 

0.68 
 

0.67 
 

0.63 

1.85 
 

1.84 
 

1.96 
 

1.85 
 

2.22 

1.85 
 

1.8 
 

1.78 
 

1.74 
 

1.64 

-0.0493 
 

0.0611 
 

-0.138 
 

0.0241 
 

-0.0115 

*หน่วย: ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 
ภาพที่ 4.32 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
ของตัวอย่างข้าวกล้องที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC (แกน X) และค่าที่ท านายได้จาก
แบบจ าลอง (แกน Y) ที่สร้างโดยใช้เส้นสเปกตรัมจากตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องที่มีการ
จัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการปรับลบโดยค่าคงที ่
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   ภาพที่ 4.33 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของค่าความเข้มข้นของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 
ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 9343, 8500, 8416, 8333, 6100, 6012, 5953, 
5886, 5807, 5703 และ 5484 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะของ
องค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.17 

   ภาพที่ 4.34 แสดงค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 
3) ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าว
กล้อง โดย PC 1 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่เด่นชัดที่จ านวนคลื่น 5887 ต่อเซนติเมตร PC 2 ไม่พบพีค
ที่ชัดเจน และ PC 3 ประกอบด้วยพีคส าคัญที่จ านวนคลื่น 5958, 5887, 5695 และ 5476 ต่อ
เซนติเมตร ซึ่งแต่ละพีคสัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ เช่น พีคที่ 
5958 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1685 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของ
โครงสร้างอะโรมาติก และพีคที่ 5887 และ 5695 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1705 และ 
1765 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะไฮโดรคาร์บอน ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 4.18 

 
ภาพที่ 4.33 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าความเข้มข้นของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องที่ท านายได้จากแบบจ าลองที่สร้างด้วยวิธี PLSR 
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ภาพที่ 4.34 ค่า X-loading weight ของ PC 1 - PC 3 ของแบบจ าลองท านายการปนเปื้อนของอะ 
ฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้องทีส่ร้างด้วยวิธี PLSR 

ตารางท่ี 4.17 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละช่วงจ านวนคลื่นที่พบ
จากสเปกตรัมที่ได้จากค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าความเข้มข้น
ของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการเตรียมตัวอย่างทั้ง 3 แบบ 
จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

9343c 1070 1080 2×C-H str. + 2×C-C str. เบนซีน 

8500c 1177 1170 C-H str. second overtone HC=CH 

8416c 1188 1195 C-H str. second overtone CH3 

8333c 1200 1215 C-H str. second overtone CH2 

7125b 1404 1410 O-H str. first overtone ROH 

6931b 1443 1450 O-H str. first overtone แป้ง, น้ า 

6571b 1522 1520 O-H str. first overtone CONH2 

str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical 
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.27, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.30, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.33 
*Osborne และคณะ (1993) 
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ตารางที่ 4.17 (ต่อ) การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละช่วงจ านวน
คลื่นที่พบจากสเปกตรัมที่ได้จากค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของค่าความ
เข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการเตรียมตัวอย่างทั้ง 3 แบบ 
จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

6413b 1559 1540 O-H str. first overtone 
(intramol. H-bond) 

แป้ง 

6100c 1639 1645 C-H str. first overtone R-CH-CH 
      O 

6012c, 6002b 1663, 1666 1660 C-H str. first overtone cis-RCH=CHR1 

5953c 1680 1685 C-H str. first overtone อะโรมาติก 

5910b, 5886c 1692, 1699 1695 C-H str. first overtone CH3 

5807c, 5791b 1722, 1727 1725 C-H str. first overtone CH2 

5703c, 5665b 1753, 1765 1765 C-H str. first overtone CH2 

5484c, 5365a 1823, 1864 1820 O-H str. + 2×C-O str. เซลลูโลส 

5360b, 5261a 1866, 1899 1900 O-H str. + 2 × C-O str. 
C-O str. second overtone 

แป้ง 
-CO2H 

5200a 1923 1920 C-O str. second overtone CONH 

5152b, 5140a 1941, 1946 1940 O-H str. + O-H def. น้ า 

5090b 1965 1950 C-O str. second overtone -CO2R 

5053a 1983 1980 N-H asym. str. + amide II โปรตีน 

4980b 2008 2000 2×O-H def. + C-O def. 
N-H sym. str. + amide II 

แป้ง 
CONH2, CONHR 

4915a 2035 2030 C=O str. second overtone CONH2 

4890b 2045 2050 N-H sym. str. + amide II 
N-H asym. str. + amide III 

โปรตีน  
CONH2 

4741b 2109 2100 2×O-H def. + 2×C-O str. แป้ง 

4696a 2129 2132 N-H str. + C=O str. กรดอะมโิน 

str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.27, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.30, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.33 
*Osborne และคณะ (1993) 
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ตารางท่ี 4.18 การสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่แต่ละช่วงจ านวนคลื่นที่ได้
จากค่า X-loading weight องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC3) ของแบบจ าลองต่างๆ ของตัวอย่างข้าว
กล้อง 

จ านวนคลื่น  
(ต่อเซนติเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร) 

ความยาวคลื่น 
(นาโนเมตร)* 

การสั่นสะเทือนของพันธะ โครงสร้าง 

7238b, 7198b, 
7170b 

1382, 1389, 
1395,  

1395 2 × C-H str. + C-O def. CH2 

7080b, 7032b 1412, 1422 1420 O-H str. first overtone ROH 

5996b,  1668,  1660 C-H str. first overtone cis-RCH=CHR1 

5958c 1678 1685 C-H str. first overtone อะโรมาติก 

5906b 1693 1695 C-H str. first overtone CH3 

5887c 1699 1705 C-H str. first overtone CH3 

5695c 1756 1765 C-H str. first overtone CH2 

5476c 1826 1820 O-H str. + 2×C-O str. เซลลูโลส 

5385a, 5343b, 
5329a, 5312a, 
5315b, 5281b 

1857, 1872, 
1877, 1881, 
1883, 1894 

1900 O-H str. + 2 × C-O str. 
C-O str. second overtone 

แป้ง 
-CO2H 

5267a, 5220a, 
5222b, 5231b, 
5208a 

1899, 1916, 
1915, 1912, 
1920 

1920 C-O str. second overtone CONH 

5070a, 5076b 1970, 1970 1980 N-H asym. str. + amide II โปรตีน 

4910a, b, 4905a 2037, 2039 2000 2×O-H def. + C-O def. 
N-H sym. str. + amide II 

แป้ง 
CONH2, CONHR 

4749b 2106 2100 2×O-H def. + 2×C-O str. แป้ง 

str. = stretching, def. = deformation, sym. = symmetrical, asym. = asymmetrical  
a พีคส าคัญในภาพท่ี 4.28, b พีคส าคัญในภาพท่ี 4.31, c พีคส าคัญในภาพท่ี 4.34  

*Osborne และคณะ (1993) 

 จากตารางแสดงการสั่นสะเทือนของพันธะขององค์ประกอบทางเคมีต่างๆ ที่ส าคัญที่พบจาก
สเปกตรัมที่ได้จากค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) และค่า X-loading weight 
องค์ประกอบที่ 1-3 (PC 1-PC 3) ของแบบจ าลองท านายปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าว
กล้องที่ผ่านการตรียมตัวอย่างทั้ง 3 แบบ พีคที่พบส่วนใหญ่ของแบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างเมล็ด
ข้าวกล้องทั้งเมล็ดและตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องท่ีบดแล้ว สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะของแป้ง 
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น้ าตาลซูโครส น้ าตาลกลูโคส น้ า เซลลูโลส โปรตีนและพันธะที่เกี่ยวข้องกับโมเลกุลของโปรตีน เช่น 
CONH2 และ CONHR ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักในข้าวกล้อง เช่นเดียวกับพีคส่วนใหญ่ที่พบของ
แบบจ าลองท านายปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของรา ขณะที่ แบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่าง
สารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง พีคที่พบส่วนใหญ่สัมพันธ์กับการสั่นสะเทือนของพันธะไฮโดรคาร์บอน 
เช่น พีคท่ี 1195, 1695 และ 1705 นาโนเมตร ของโมเลกุล CH3 พีคที่ 1080 นาโนเมตร ของโมเลกุล
เบนซีน พีคที่ 1685 นาโนเมตร ของสารอะโรมาติก และพีคที่ 1820 นาโนเมตร ซึ่งสัมพันธ์กับการ
สั่นสะเทือนของพันธะของเซลลูโลส 

4.4 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

 4.4.1 แบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มตามปริมาณความชื้นของตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง 

  จากการตรวจหาปริมาณความชื้นของตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง พบว่า ตัวอย่างข้าว
กล้องทั้งหมดมีปริมาณความชื้นไม่เกินตามที่มาตรฐานก าหนดไว้ ซึ่งอ้างอิงจากมาตรฐานสินค้าเกษตร 
(มกษ. 4004-2555) ที่ก าหนดให้ข้าวที่จะน าไปเก็บรักษานั้นจะต้องมีความชื้นไม่เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ 
และมีค่าใกล้เคียงกันมาก ดังนั้น จึงไม่ได้ท าการทดลองแบ่งกลุ่มตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องส าหรับสร้าง
แบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตามปริมาณความชื้นได้ 

 4.4.2 แบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  4.4.2.1 แบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของราทั้งหมด 

   จากการพิจารณาการแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง ดังผลการทดลองที่ 4.2.2.1 (ภาพที่ 4.15) พบว่า ตัวอย่างส่วนใหญ่มีค่า
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราอยู่ในเกณฑ์ที่สูง (90-100 เปอร์เซ็นต์) จึงพิจารณาสร้างแบบจ าลองเพ่ือ
แบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของราทั้งหมดเป็น 2 กลุ่ม คือ 

- กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 90 
เปอร์เซ็นต์ 

- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต ์

   จากนั้น สร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี Soft Independent 
Modeling of Class Analog (SIMCA) และ Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-
DA) โดยใช้จ านวนตัวอย่างจริงของแต่ละกลุ่ม และปรับจ านวนตัวอย่างให้เท่ากันทั้งสองกลุ่มด้วยวิธีสุ่ม
ตัดตัวอย่าง 
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   ตารางที่ 4.19 และ 4.20 แสดงผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่ม 
ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องท่ีมีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดน้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 90  
เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA ตามล าดับ ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี 
SIMCA แบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมดให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม
เท่ากับ 23.72-76.28 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ แบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวนตัวอย่างเท่ากันให้ค่า
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 48.55-56.52 เปอร์เซ็นต์ โดยแบบจ าลองที่สร้างจาก
ตัวอย่างกลุ่มใดจะสามารถท านายตัวอย่างกลุ่มเดียวกันได้แม่นย า โดยให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่ม  
ถูกต้องสูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA แบบจ าลองให้ค่าเปอร์เซ็นต์การ 
แบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 78.98 และ 73.19 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจาก 
จ านวนตัวอย่างทั้งหมดและจ านวนตัวอย่างเท่ากัน ตามล าดับ  

ตารางท่ี 4.19 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง
ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์โดยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่

ถูกต้อง จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่

ถูกต้อง 
≤90% >90% ≤90% >90% 

≤90% 69 94.02 15.94 69 94.20 15.94 

>90% 264 5.30 92.05 69 2.90 97.10 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 23.72 76.28  48.55 56.52 

 
ตารางท่ี 4.20 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง
ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์โดยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

≤90% 69 14.49 69 60.87 

>90% 264 95.83 69 85.51 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่ถูกต้องโดยรวม 78.98  73.19 
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  4.4.2.2 แบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนี
สีเขียวอมเหลือง 

   จากการพิจารณาการแจกแจงความถี่ของค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 
สกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้อง (ผลการทดลองที่ 4.2.2.1, ภาพที่  
4.15) พบว่า ตัวอย่างส่วนใหญ่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราอยู่ในเกณฑ์ที่ต่ า (0-20 เปอร์เซ็นต์)  
จึงพิจารณาสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลืองในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องท้ังหมด 2 แบบจ าลอง ได้แก่ 

 แบบจ าลองที่ 1 แบ่งกลุ่มตามการมีและไม่มีการปนเปื้อนของรา 

- กลุ่มที่ 1 ตัวอย่างที่ไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม 
เหลือง  

- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

 แบบจ าลองที่ 2 แบ่งกลุ่มตามค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 

- กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียว
อมเหลืองน้อยกว่าหรือเท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ 

- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียว
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต ์

   โดยจ านวนตัวอย่างส าหรับสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี 
SIMCA และ PLS-DA ของทั้ง 2 แบบจ าลองดังข้างต้น ได้ใช้ตัวอย่างจ านวนทั้งหมดของแต่ละกลุ่ม
และปรับจ านวนตัวอย่างให้มีจ านวนเท่ากันทั้งสองกลุ่มด้วยวิธีสุ่มตัดตัวอย่างเพ่ือสร้างแบบจ าลอง 
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   ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่มีและไม่มี
การปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง ด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA แสดงใน
ตารางที่ 4.21 และ 4.22 ตามล าดับ การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA มีค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง
โดยรวมเท่ากับ 44.24-80.61 และ 52.22-60.00 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวน
ตัวอย่างทั้งหมดและจ านวนตัวอย่างเท่ากัน ตามล าดับ โดยแบบจ าลองส าหรับใช้แบ่งกลุ่มตัวอย่างที่
สร้างจากตัวอย่างในกลุ่มเดียวกันให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องที่สูง การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS- 
DA แบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากตัวอย่างทั้งหมดให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ  
86.36 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าสูงกว่าแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากตัวอย่างเท่ากันที่มีค่าเท่ากับ 73.33  
เปอร์เซ็นต์  

ตารางท่ี 4.21 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี
เขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องโดยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่
ถูกต้อง 

จ านวน 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่
ถูกต้อง 

ไม่มีการ
ปนเปื้อน 

มีการ
ปนเปื้อน 

ไม่มีการ
ปนเปื้อน 

มีการ
ปนเปื้อน 

ไม่มีการปนเปื้อน 45 77.78 11.11 45 80.00 11.11 

มีการปนเปื้อน 285 38.95 91.58 45 40.00 93.33 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 44.24 80.61  60.00 52.22 

 
ตารางท่ี 4.22 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี
เขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องโดยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

ไม่มีการปนเปื้อน 45 0.00 45 77.78 

มีการปนเปื้อน 285 100.00 45 68.89 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่ถูกต้องโดยรวม 86.36  73.33 
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   ตารางที่ 4.23 และ 4.24 แสดงผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่ม 
ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 
น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA ตามล าดับ ผลการ
สร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA พบว่า แบบจ าลองส าหรับแบ่งกลุ่มตัวอย่างที่สร้าง
จากกลุ่มตัวอย่างเดียวกัน (กลุ่มตัวอย่าง ≤50% กับ ≤50% และกลุ่มตัวอย่าง >50% กับ >50%) จะ
ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องที่สูง และให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ  
28.83-73.57 และ 49.33-56.67 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากตัวอย่างทั้งหมดและ 
ตัวอย่างเท่ากัน ตามล าดับ ส าหรับการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA แบบจ าลองให้ค่าเปอร์เซ็นต์การ 
แบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงกว่าวิธี SIMCA โดยให้ค่าเท่ากับ 83.18 และ 71.33 ส าหรับแบบจ าลองที่ 
สร้างข้ึนจากตัวอย่างทั้งหมดและตัวอย่างเท่ากัน ตามล าดับ  

ตารางท่ี 4.23 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี
เขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องที่น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์โดยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่

ถูกต้อง จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่

ถูกต้อง 
≤50% >50% ≤50% >50% 

≤50% 258 89.15 11.24 75 92.00 9.33 

>50% 75 20.00 89.33 75 21.33 89.33 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 73.57 28.83  56.67 49.33 

 
ตารางท่ี 4.24 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี
เขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้องที่น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์โดยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

≤50% 258 91.09 75 64.00 

>50% 75 56.00 75 78.67 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่ถูกต้องโดยรวม 83.18  71.33 

 

  จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง
ทั้งหมดดังข้างต้น พบว่า การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA จะให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องที่สูง  
เมื่อสร้างแบบจ าลองส าหรับใช้แบ่งกลุ่มตัวอย่างที่สร้างจากตัวอย่างในกลุ่มเดียวกันนั้น แต่อย่ างไรก็ 
ตาม การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงกว่าวิธี SIMCA 
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และจ านวนตัวอย่างส่งผลต่อค่าเปอร์เซ็นต์ความถูกต้อง โดยเมื่อใช้จ านวนตัวอย่างทั้งหมดของแต่ละ
กลุ่มส าหรับสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่ม จะให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มที่ดีกว่าการใช้จ านวน
ตัวอย่างที่ถูกปรับให้เท่ากัน 

 4.4.3 แบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง
ข้าวกล้อง……………………………………………………………. 

  ผลจากการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 
ในตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการเตรียมตัวอย่างทั้ง 3 แบบ (ผลการทดลองที่ 4.3.2) พบว่า แบบจ าลอง
เพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ดให้ผลการท านายที่
ดีที่สุด โดยส่วนใหญ่ตัวอย่างมีการปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 อยู่ในปริมาณต่ า และเมื่อพิจารณาจาก 
ข้อก าหนดของคณะกรรมาธิการยุโรป (European Commission) ที่ก าหนดปริมาณการปนเปื้อน 
ของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าวสูงสุดที่ยอมรับได้ไม่เกิน 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (European  
Commission, 2010) ดังนั้น จึงพิจารณาสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของอะฟลาทอก 
ซินบี 1 ในตวัอย่างเมล็ดข้าวกล้องท้ังเมล็ดทั้งหมด 2 แบบจ าลอง ได้แก่  

 แบบจ าลองที่ 1 แบ่งกลุ่มตามการมีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

- กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่ไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1  

 แบบจ าลองที่ 2 แบง่กลุ่มตามปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

- กลุ่มท่ี 1 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 5.0 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

- กลุ่มท่ี 2 ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่มากกว่า 5.0 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม 

  โดยจ านวนตัวอย่างส าหรับสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA และ  
PLS-DA ของทั้ง 2 แบบจ าลองดังข้างต้น ได้ใช้ตัวอย่างจ านวนทั้งหมดของแต่ละกลุ่มและปรับจ านวน
ตัวอย่างให้มีจ านวนเท่ากันทั้งสองกลุ่มด้วยวิธีสุ่มตัดตัวอย่างเพ่ือสร้างแบบจ าลอง 
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  ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องท้ังเมล็ดที่มีและไม่มีการ 
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA แสดงดังตารางที่ 4.25 และ 4.26  
ตามล าดับ การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 64.94-
70.69 และ 52.56-78.21 เปอร์เซ็นต์ แบบจ าลองที่สร้างจากตัวอย่างกลุ่มเดียวกันให้ผลการท านาย 
กลุ่มเดียวกันได้แม่นย าด้วยค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องสูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับ 
แบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมดและจ านวนตัวอย่างเท่ากัน ตามล าดับ ส าหรับการ 
แบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA แบบจ าลองให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 76.44 และ  
79.49 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากตัวอย่างทั้งหมดและตัวอย่างเท่ากัน ตามล าดับ  
แบบจ าลองที่สร้างขึ้นด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA จากตัวอย่างทั้งสองแบบ ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การ 
ท านายที่ใกล้เคียงกัน  

ตารางที่ 4.25 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน
ตัวอย่างข้าวกล้องโดยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่
ถูกต้อง 

จ านวน 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่
ถูกต้อง 

ไม่มีการ
ปนเปื้อน 

มีการ
ปนเปื้อน 

ไม่มีการ
ปนเปื้อน 

มีการ
ปนเปื้อน 

ไม่มีการปนเปื้อน 39 97.44 0.00 39 97.44 12.82 

มีการปนเปื้อน 135 55.56 91.11 39 58.97 92.31 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 64.94 70.69  78.21 52.56 

 
ตารางที่ 4.26 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน
ตัวอย่างข้าวกล้องโดยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

ไม่มีการปนเปื้อน 39 48.72 39 97.44 

มีการปนเปื้อน 135 84.44 39 61.54 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่ถูกต้องโดยรวม 76.44  79.49 



 

 

  ตารางที่ 4.27 และ 4.28 แสดงผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือแบ่งกลุ่มตัวอย่างเมล็ด
ข้าวกล้องทั้งเมล็ดที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 5 ไมโครกรัมต่อ 
กิโลกรัม ด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA ตามล าดับ ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี  
SIMCA พบว่า แบบจ าลองท่ีสร้างขึ้นสามารถท านายกลุ่มตัวอย่างที่สร้างจากตัวอย่างกลุ่มเดียวกันได้ดี 
ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องสูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง
โดยรวมของแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมดและจ านวนตัวอย่างเท่ากัน ยังให้ผลการ 
ท านายที่ไม่แม่นย า ได้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องเท่ากับ 50.28-70.62 และ 52.08-62.50  
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA แบบจ าลองให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้อง 
โดยรวมสูงกว่าวิธี SIMCA โดยแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมดให้ค่าเปอร์เซ็นต์การ 
แบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 85.31 เปอร์เซ็นต์ และแบบจ าลองที่สร้างขึ้นจากจ านวนตัวอย่าง 
เท่ากันให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมเท่ากับ 83.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

ตารางท่ี 4.27 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง
ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (µg/kg) โดยวิธี SIMCA 

กลุ่ม จ านวน 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่
ถูกต้อง จ านวน 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่
ถูกต้อง 

≤5 µg/kg >5 µg/kg ≤5 µg/kg >5 µg/kg 

≤5 µg/kg 105 95.24 19.05 72 94.44 8.33 

>5 µg/kg 72 34.72 95.83 72 30.56 95.83 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 70.62 50.28  62.50 52.08 

 
ตารางท่ี 4.28 ผลการท านายการแบ่งกลุ่มการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง
ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับและมากกว่า 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (µg/kg) โดยวิธี PLS-DA 

กลุ่ม จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

จ านวน 
เปอร์เซ็นต์การ
แบ่งกลุ่มถูกต้อง 

≤5 µg/kg 105 91.43 72 93.06 

>5 µg/kg 72 76.39 72 73.61 

เปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุม่ถูกต้องโดยรวม 85.31  83.33 
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  จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง 
ข้าวกล้องทั้งหมด พบว่า การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA แบบจ าลองที่ใช้ส าหรับแบ่งกลุ่มตัวอย่างจะ 
สร้างจากตัวอย่างในกลุ่มเดียวกัน ท าให้ผลการท านายตัวอย่างในกลุ่มนั้นๆ ได้แม่นย า ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ 
การแบ่งกลุ่มถูกต้องสูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ แต่ท านายตัวอย่างในกลุ่มอ่ืนได้ไม่ดี ในขณะที่ การ 
แบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA แบบจ าลองสร้างจากตัวอย่างทั้งหมดแล้วจึงน ามาใช้แบ่งกลุ่มตัวอย่าง  
แบบจ าลองจึงให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงกว่าวิธี SIMCA อย่างไรก็ตาม ผลการใช้ 
ตัวอย่างทั้งสองแบบ (ตัวอย่างจ านวนทั้งหมดของแต่ละกลุ่มและปรับจ านวนตัวอย่างให้มีจ านวน 
เท่ากันทั้งสองกลุ่ม) เพ่ือสร้างแบบจ าลองการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA นั้นพบว่า แต่ละ 
วิธีให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมที่ใกล้เคียงกัน 

4.5 การทดสอบสมรรถนะการวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการของผู้วิจัย 
(laboratory performance) 

 ค่าความสามารถในการวัดซ้ า (repeatability) ของการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 
ในตัวอย่างข้าวกล้องของผู้วิจัย แสดงดังตารางที่ 4.29 โดยมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่าง
ของการท าซ้ าและค่าเฉลี่ย เท่ากับ 0.30 และ 0.19 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ส าหรับค่า
ความสามารถในการวัดเหมือน (reproducibility) ของผู้วิจัย มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความ
แตกต่างของการท าซ้ าของตัวอย่างที่ผู้วิจัยไม่ทราบว่าเป็นตัวอย่างใด (blind duplicate) และค่าเฉลี่ย 
เท่ากับ 1.04 และ 0.26 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.30 

ตารางที่ 4.29 ค่าความสามารถในการวัดซ้ า (repeatability) ของการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลาทอก
ซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องของผู้วิจัย 

ตัวอย่างที่ ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ความแตกต่างระหว่างซ้ า 

7,8 
21,22 
73,74 
93,94 
113,114 
169,170 

0.83 
0.33 
0.08 
0.00 
5.25 
5.40 

0.96 
0.31 
0.00 
0.00 
5.81 
5.96 

-0.13 
0.03 
0.08 
0.00 
-0.56 
-0.56 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างของการท าซ้ า (SD) 0.30 
ค่าเฉลี่ย -0.19 
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ตารางท่ี 4.30 ค่าความสามารถในการวัดเหมือน (reproducibility) ของการวิเคราะห์ปริมาณอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องของผู้วิจัย 

ตัวอย่างที่ ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ความแตกต่างระหว่างซ้ า 

R1,3 

R2,14 

R3,51 

R4,60 

R5,70 

R6,99 

0.69 

0.00 

1.75 

0.72 

0.25 

0.00 

0.00 

1.43 

0.00 

0.27 

0.16 

0.00 

-0.69 

1.43 

-1.75 

-0.45 

-0.09 

0.00 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความแตกต่างของการท าซ้ า (SD) 1.04 

ค่าเฉลี่ย -0.26 

 



 

 

บทที ่5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

5.1 ลักษณะข้อมูลเชิงแสงหรือสเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดของตัวอย่างข้าวกล้อง 

 5.1.1 สเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดเพื่อตรวจหาปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของรา 

  จากผลการศึกษาค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการสแกนเมล็ดข้าว
กล้อง ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (FT-NIR spectrometer) 
(MPA, Bruker, Germany) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 12500-4000 ต่อเซนติเมตร (ความยาวคลื่น 800-
2500 นาโนเมตร) ในแบบสะท้อนแบบแพร่ (diffuse reflectance) และเก็บข้อมูลด้วยโปรแกรม 
OPUS v.7.0.129 (Bruker Optik GmbH, Germany) ลักษณะสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยของข้าวกล้องที่
มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
สกุล Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลืองที่ต่างกัน มีรูปแบบโดยรวมเหมือนกัน การดูดกลืนแสงมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นหรือลดลงเมื่อตัวอย่างข้าวกล้องค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นและค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อ
ของราทั้งหมดเปลี่ยนแปลงไป (ภาพที่ 4.1 และ 4.2) ในขณะที่ การดูดกลืนแสงของตัวอย่างข้าวกล้อง
ที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล Aspergillus ที่มีโคโลนีสีเขียวอมเหลืองไม่มีแนวโน้มการ
เพ่ิมขึ้นหรือลดลงที่ชัดเจน (ภาพที่ 4.3) เมื่อจัดการสเปกตรัมเบื้องต้น ด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์
อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด พบว่า สเปกตรัมปรากฏพีคหรือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆ 
ชัดเจนขึ้นมากกว่าสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ย และมีลักษณะคล้ายคลึงกัน โดยมีพีคที่ส าคัญจ านวน 11 พีค 
ซึ่งส่วนใหญ่เป็นพีคที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบหลักในเมล็ดข้าวกล้อง เช่น พีคที่ 7046-7030 ต่อ
เซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1450 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของ
แป้งและน้ า พีคที่ 5621-5618 และ 5482-5480 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1780 และ 
1820 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของเซลลูโลส และพีคที่ 4030-4025 ต่อ
เซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2488 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของ
แป้ง (Osborne และคณะ, 1993) 

  ส าหรับการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดของเมล็ดข้าวกล้องที่มีความชื้นต่างกัน
โดยทั่วไปนั้น เมล็ดข้าวกล้องที่มีปริมาณความชื้นสูงจะส่งผลให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่สูงด้วย แต่จาก
งานวิจัยนี้พบว่า ลักษณะของสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยและสเปกตรัมที่ได้จากการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับ
ที่สอง ทุกๆ 17 จุดของตัวอย่างข้าวกล้องที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นต่างกัน (ภาพที่ 4.1 และ 4.4) ไม่
เป็นไปตามทฤษฎี โดยปัจจัยรบกวนที่ท าให้เกิดความคลาดเคลื่อนอาจเกิดจากตัวอย่างข้าวกล้องที่ใช้มี



 

 

131 

สีที่แตกต่างกัน (ข้าวกล้องหอมมะลิ ข้าวกล้องหอมนิล และข้าวกล้องหอมแดง) ซึ่งสีมีผลต่อการ
ดูดกลืนแสงที่แตกต่างกัน (ศุมาพร เกษมส าราญ และคณะ, 2552) และตัวอย่างข้าวกล้องแต่ละชนิดมี
จ านวนไม่เท่ากัน รวมถึงสเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยแยกตามปริมาณความชื้นที่แตกต่างกันของตัวอย่างข้าว
กล้องทั้งหมดซึ่งไม่แยกตามชนิดของข้าวกล้อง ท าให้ลักษณะสเปกตรัมที่ได้มีความคลาดเคลื่อนไม่
เป็นไปตามทฤษฎี 

 5.1.2 สเปกตรัมเนียร์อินฟราเรดในการตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

  จากผลการศึกษาค่าการดูดกลืนคลื่นเนียร์อินฟราเรดที่ได้จากการสแกนตัวอย่างข้าว
กล้องที่ผ่านการเตรียมตัวอย่าง 3 แบบ ได้แก่ เมล็ดข้าวทั้งหมด เมล็ดข้าวที่บด และสารสกัดหยาบ
เมล็ดข้าวกล้อง เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 พบว่า ลักษณะสเปกตรัมดั้งเดิม
เฉลี่ยและสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นโดยวิธีการทางคณิตศาสตร์ ด้วยวิธีการแปลง
ค่าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ของตัวอย่างเมล็ดข้าวทั้งเมล็ด และตัวอย่างข้าวกล้องที่บดแล้ว ที่
ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุดและสูงสุดมีรูปแบบที่คล้ายกัน โดยลักษณะของสเปกตรัมปรากฏ
พีคที่ส าคัญหรือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆ คล้ายคลึงกับผลการทดลองก่อนหน้านี้ 
ในขณะที่สเปกตรัมดั้งเดิมเฉลี่ยและสเปกตรัมที่ผ่านการจัดการสเปกตรัมเบื้องต้นโดยวิธีการทาง
คณิตศาสตร์ ด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่สอง ทุกๆ 17 จุด ของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ด
ข้าวกล้องที่ปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี 1 ต่ าสุดและสูงสุด มีรูปแบบที่แตกต่างออกไป โดยปรากฏพีคที่
เด่นชัดจ านวน 8 พีค ที่สัมพันธ์กับองค์ประกอบหลักในเมล็ดข้าวกล้องและสารละลายที่ใช้ในการ 
สกัดอะฟลาทอกซินบี 1 ซึ่งประกอบด้วยเมทานอลและน้ าปลอดประจุ เช่น พีคที่ 6862 ต่อเซนติเมตร  
(ขยับจากความยาวคลื่น 1450 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของแป้งและน้ า  
พีคที่ 5907 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1695 นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการ 
สั่นสะเทือนของ CH3 ซึ่งพบได้ในเมทานอล พีคที่ 5259 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 1900  
นาโนเมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของแป้งและหมู่คาร์บอกซิล (-CO2H) ซึ่งพบใน 
โมเลกุลของกรดอะมิโน พีคที่ 4851 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2050 นาโนเมตร) เป็น 
ต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของโปรตีนและ CONH2 ซึ่งพบในโมเลกุลของโปรตีน และพีคที่  
4424, 4115, และ 3987 ต่อเซนติเมตร (ขยับจากความยาวคลื่น 2252, 2461, และ 2500 นาโน 
เมตร) เป็นต าแหน่งที่มีการสั่นสะเทือนของพันธะของแป้ง (Osborne และคณะ, 1993) 
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5.2 สรุปผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวกล้องทางห้องปฏิบัติการ 

 5.2.1 ปริมาณความชื้นของเมล็ดข้าวกล้อง 

  จากผลการตรวจหาปริมาณความชื้นในตัวอย่างข้าวกล้อง โดยใช้วิธีการวิเคราะห์ค่า
เปอร์เซ็นต์ความชื้นฐานเปียกของตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดจ านวน 150 ตัวอย่าง (300 ตัวอย่างย่อย) 
ตามวิธีในมาตรฐานสินค้าเกษตร (มกษ. 4004-2555) พบว่า ตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดมีค่าเปอร์เซ็นต์
ความชื้นอยู่ระหว่าง 8.29-12.64 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 11.01±0.81 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งค่า
เปอร์เซ็นต์ความชื้นของตัวอย่างข้าวกล้องทั้งหมดนี้ เป็นไปตามประกาศก าหนดมาตรฐานสินค้าเกษตร
เรื่อง ข้าว ของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ที่ก าหนดให้ความชื้นของข้าวกล้องไม่เกิน 14 เปอร์เซ็นต์ 
(มกษ. 4004-2555) 

  เมล็ดข้าวมีแป้งเป็นองค์ประกอบหลัก ท าให้สามารถดูดความชื้นเพ่ือปรับสมดุลกับ 
ปริมาณความชื้นสัมพัทธ์ของสภาพแวดล้อม ซึ่งเมล็ดข้าวที่มีความชื้นสูงจะส่งผลต่อการเน่าเสีย การ 
เข้าท าลายของแมลง (Juliano, 1993) และส่งเสริมการเจริญและผลิตสารพิษของรา โดยเฉพาะราใน 
สกุล Aspergillus Penicilium และ Fusarium ที่เจริญได้ในเมล็ดที่มีความชื้นตั้งแต่ 10-17  
เปอร์เซ็นต์ และความชื้นสัมพัทธ์ในอากาศที่ 70-90 เปอร์เซ็นต์ (อนงค์ บิณฑวิหค, 2546) ดังนั้น  
ปริมาณความชื้นเป็นปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อคุณภาพของข้าว ซึ่งปริมาณความชื้นที่ปลอดภัยส าหรับ
การเก็บรักษาเมล็ดข้าวในเขตร้อนนั้นไม่ควรเกิน 14 เปอร์เซ็นต์ (Juliano, 1993) 

 5.2.2 การปนเปื้อนของราในเมล็ดข้าวกล้อง 

  จากผลการตรวจหาการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้องที่มีการปนเปื้อนตาม 
ธรรมชาติทั้งหมดจ านวน 150 ตัวอย่าง (300 ตัวอย่างย่อย) ด้วยวิธี direct plating พบว่า ตัวอย่าง 
ข้าวกล้องส่วนใหญ่มีการปนเปื้อนของราทั้งหมดในปริมาณสูง โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของ 
ราทั้งหมด เท่ากับ 95.21 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ พบการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสี 
เขียวอมเหลืองซึ่งเป็นตัวแทนของราในสกุล Aspergillus section Flavi ด้วยค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การ 
ติดเชื้อของราดังกล่าว เท่ากับ 19.17 เปอร์เซ็นต์ เมื่อคัดแยกและจ าแนกราในสกุล Aspergillus  
section Flavi แล้วน าไปทดสอบความสามารถในการผลิตอะฟลาทอกซอกบี 1 จ านวน 93 ไอโซเลต  
ซึ่งพบจ านวน 72 ไอโซเลต (คิดเป็น 77.42 เปอร์เซ็นต์) ที่สามารถผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 ได้ โดยมี 
ปริมาณการผลิตสูงสุด เท่ากับ 46483.69 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
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 5.2.3 การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  จากผลการตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่มี 
การปนเปื้อนตามธรรมชาติ จ านวน 100 ตัวอย่างย่อย ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) พบตัวอย่างข้าวกล้องมีการปนเปื้อน 
ของอะฟลาทอกซินบี 1 จ านวน 53 ตัวอย่างย่อย (คิดเป็น 53 เปอร์เซ็นต์) ตัวอย่างส่วนใหญ่มีการ 
ปนเปื้อนอยู่ในระดับต่ า (ค่าความเข้มข้นเฉลี่ยเท่ากับ 1.88 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) แต่มีตัวอย่างที่มี 
การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 สูงสุด เท่ากับ 54.55 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งมีค่าสูงกว่า 
ข้อก าหนดตามประกาศจากกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 เรื่องมาตรฐานอาหารที่มีสาร 
ปนเปื้อน ทีอ่นุญาตให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินรวมในอาหารทุกชนิดได้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัม 
ต่อกิโลกรัม (กระทรวงสาธารณสุข, 2529) และข้อก าหนดของคณะกรรมาธิการยุโรป (The  
commission of the European Communities) ที่ก าหนดให้มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี  
1 ในข้าว ได้ไม่เกิน 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (European Commission, 2010) 

  ข้าวเป็นอาหารหลักของคนไทย ซึ่งปัจจุบันผู้บริโภคหันมาใส่ใจด้านสุขภาพและ
โภชนาการมากยิ่งขึ้น ข้าวกล้องจึงได้รับความนิยมมากขึ้น ข้าวกล้องอุดมไปด้วยสารอาหารที่มี
ประโยชน์ จึงเหมาะแก่การเจริญและช่วยส่งเสริมการผลิตสารพิษของรา ราที่พบมากในข้าว ได้แก่ รา 
ในสกุล Aspergillus, Fusarium และ Penicillium (Reddy และคณะ, 2008) จากงานวิจัยของ  
Begum และคณะ (2000), Makun และคณะ (2007) และ Reddy และคณะ (2009) ระบุว่า  
Aspergillus section Flavi โดยเฉพาะ A. flavus เป็นราส าคัญที่พบปนเปื้อนสูงและเป็นสาเหตุให้ 
เกิดการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในข้าว เช่นเดียวกับการศึกษาของ Shank และคณะ (1972)  
ที่พบการปนเปื้อนของ A. flavus ในตัวอย่างข้าวจากประเทศไทยและฮ่องกงสูงถึง 58 และ 60  
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และ Trung และคณะ (2001) รายงานว่าพบ Aspergillus section Flavi  
ปนเปื้อนในตัวอย่างข้าวจากประเทศเวียดนามกว่า 40 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ Sales และคณะ 
(2005) ได้ศึกษาพบว่า ข้าวเปลือก ข้าวสาร ข้าวกล้อง รวมไปถึงร าข้าวและแกลบ ในประเทศ 
ฟิลิปปินส์และน าเข้าจากประเทศไทยและเวียดนามทุกตัวอย่าง มีการปนเปื้อนของ Aspergillus  
section Flavi โดยเฉพาะตัวอย่างข้าวกล้องที่พบการปนเปื้อนของ A. flavus หรือ A. parasiticus  
อย่างน้อยหนึ่งชนิดในทุกตัวอย่าง 

  จากการศึกษาของ ศุภรัตน์ โฆษิตเจริญกุล และคณะ (2545) ได้รายงานว่า ตัวอย่าง 
ข้าวกล้องที่สีใหม่และข้าวกล้องที่จ าหน่ายตามร้านค้าในประเทศไทย พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอก 
ซินสูงถึง 60.3 และ 72 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยระดับการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในข้าวกล้อง 
ที่สีใหม่ เท่ากับ 2-34 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และข้าวกล้องที่จ าหน่ายตามร้านค้า เท่ากับ 2-18  
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ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม เช่นเดียวกับการศึกษาของ อัญชลี ประเสริฐศักดิ์ และคณะ (2550) ที่พบการ 
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องจากโรงสีและจากผู้ประกอบการส่งออกที่ 
ปริมาณ 0-11 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ อมรา ชินภูติ และคณะ (2552) ที่รายงานว่า ตัวอย่างข้าว 
กล้องที่เก็บจากตลาดในกรุงเทพมหานคร พบการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 สูงถึง 92  
เปอร์เซ็นต์ โดยระดับการปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 0-4.56 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม นอกจากนี้ ยังมีรายงาน 
การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่สุ่มเก็บจากห้างสรรพสินค้าและท้องตลาด 
ในภาคกลางของประเทศไทย พบว่า ตัวอย่างข้าวกล้องจากห้างสรรพสินค้าปนเปื้อนอะฟลาทอกซินบี  
1 สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 8.22-11.29 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่  
ข้าวกล้องจากท้องตลาดพบการปนเปื้อน 63.3 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 8.03- 
15.10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (กิตติพงษ์ ศรีม่วง, 2557) 

  ส าหรับตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยอะฟลาทอกซินบี 1 ตามวิธีการ
ทดลองข้อ 3.2.2 และตรวจหาการปนเปื้อนด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่า 
ปริมาณของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ตรวจสอบได้มีค่าความเข้มข้นน้อยกว่าค่าความเข้มข้นที่ก าหนดไว้
เบื้องต้น ท าให้ตัวอย่างมีปริมาณการปนเปื้อนต่ ากว่าที่ก าหนด ซึ่งอาจเกิดจากการเสื่อมสภาพของสาร
มาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ซึ่งเป็นสารตั้งต้นที่ใช้เติมลงในตัวอย่าง และอาจเกิดการสูญเสียปริมาณ
อะฟลาทอกซินบี 1 ไประหว่างกระบวนการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ  

5.3 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

 5.3.1 แบบจ าลองเพื่อท านายปริมาณความชื้นและการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าว
กล้อง…………………………………………………………………… 

  การหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลทางห้องปฏิบัติการของตัวอย่างข้าวกล้อง (ค่า
เปอร์เซ็นต์ความชื้น ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด และค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลือง) และข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัมที่ได้จากการสแกนตัวอย่าง
ข้าวกล้องด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ โดยใช้โปรแกรม OPUS 
7.0.129 (Bruker Optik GmbH) เพ่ือสร้างแบบจ าลองส าหรับท านายปริมาณความชื้นและการ
ปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง สรุปได้ดังนี้ 

  5.3.1.1 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณความชื้น 

   แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นของตัวอย่าง
ข้าวกล้อง ได้จากการสร้างแบบจ าลองโดยใช้เส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการปรับลบ 
โดยเส้นตรง (straight line subtraction) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 9403.8-7498.3 และ 5454-4242.9 ต่อ 
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เซนติเมตร ให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ซึ่งเป็นค่าที่ใช้เป็น 
แนวทางในการอธิบายประสิทธิภาพของแบบจ าลอง เท่ากับ 0.93 ซึ่งค่า R2 ที่ได้อยู่ในช่วง 0.92-0.96  
หมายความว่า แบบจ าลองนี้สามารถใช้ได้ในงานประยุกต์ส่วนใหญ่ รวมถึงการประกันคุณภาพ  
(Williams, 2007) และค่าอัตราส่วนระหว่างค่า SEP ต่อค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard  
deviation, SD) ของกลุ่มทดสอบแบบจ าลอง (ratio of standard error of prediction validation  
to standard deviation, RPD) หรือค่า RPD เป็นค่าที่บ่งบอกประสิทธิภาพของแบบจ าลองที่ได้  
เท่ากับ 3.83 ซึ่งค่าที่ได้อยู่ในช่วง 3.1-4.9 หมายความว่า แบบจ าลองที่ได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ 
ส าหรับการแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้แบบพอใช้ (Williams, 2007) 

  5.3.1.2 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมด 

   แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา
ทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้อง ได้แก่ แบบจ าลองที่สร้างโดยใช้ข้อมูลจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนราตาม
ธรรมชาติ โดยใช้เส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 
17 จุดและการปรับลบโดยเส้นตรง (first derivative + straight line subtraction (17 Pts.)) ที่ช่วง
จ านวนคลื่น 5454-4597.1 ต่อเซนติเมตร โดยให้ค่า R2 เท่ากับ 0.63 ซึ่งค่าที่ได้อยู่ในช่วง 0.50-0.64 
หมายความว่า แบบจ าลองที่ได้สามารถน าไปใช้ได้ในการแบ่งกลุ่มตัวอย่างแบบหยาบ ค่า RPD ของ
แบบจ าลอง เท่ากับ 1.73 อยู่ในช่วง 0-2.3 หมายความว่า แบบจ าลองนี้ไม่ดีมากและไม่ควรน าไป
ประยุกต์ใช้ในการท านาย (Williams, 2007) 

   แบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของราทั้งหมดที่สร้างโดยใช้ข้อมูลจาก
ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติให้ผลการท านายที่ดีกว่าแบบจ าลองที่สร้างจากข้อมูลของ
ตัวอย่างทั้งหมด (ปนเปื้อนตามธรรมชาติและที่ถูกท าให้ปนเปื้อน) อาจเนื่องจาก การเติมสปอร์ของรา 
A. flavus ลงไปในข้าวกล้อง (ตัวอย่างที่ถูกท าให้ปนเปื้อน) ท าให้จ านวนตัวอย่างส่วนใหญ่ซึ่งจากเดิม
ที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดสูง ให้มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดสูงมากยิ่งขึ้น 
จ านวนตัวอย่างที่มีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดสูงจึงมีมากขึ้น ท าให้การกระจายตัวของ
ข้อมูลจึงไม่สม่ าเสมอและไม่ครอบคลุมค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมด เมื่อน าไปสร้าง
แบบจ าลองจึงให้ผลการท านายที่ไม่แม่นย า 

  5.3.1.3 แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus 
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง 

   แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับใช้ท านายค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราสกุล 
Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวกล้อง ได้แก่ แบบจ าลองที่สร้างจากข้อมูลของ
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ตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติและที่ถูกท าให้ปนเปื้อน ซึ่งให้ผลการท านายที่ดีกว่า
แบบจ าลองที่สร้างโดยใช้ข้อมูลจากตัวอย่างที่มีการปนเปื้อนราตามธรรมชาติเพียงอย่างเดียว อาจ
เนื่องจาก ตัวอย่างข้าวกล้องส่วนใหญ่พบการปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลืองตามธรรมชาติในปริมาณต่ า ท าให้ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราดังกล่าวมีการกระจายตัวไม่  
สม่ าเสมอและไม่ครอบคลุม ดังนั้น การท าให้ตัวอย่างข้าวกล้องถูกปนเปื้อนด้วยรา A. flavus ท าให้ 
จ านวนตัวอย่างที่มีการปนเปื้อน A. flavus เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้การกระจายตัวของข้อมูลดีขึ้นและได้ 
แบบจ าลองที่มีความแม่นย าขึ้น ซึ่งแบบจ าลองที่ดีที่สุด ได้จากการสร้างแบบจ าลองโดยใช้เส้น 
สเปกตรัมที่มีการจัดการเบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 จุด (first 
derivative (17 Pts.)) ที่ช่วงจ านวนคลื่น 9403.8-6094.3 ต่อเซนติเมตร ซึ่งผลการท านายที่ดีที่สุดให้
ค่า R2 เท่ากับ 0.67 เป็นค่าที่อยู่ในช่วง 0.66-0.81 หมายความว่า แบบจ าลองที่ได้สามารถน าไปใช้ได้
ในการแบ่งกลุ่มตัวอย่างแบบหยาบและใช้ในการประมาณค่าเบื้องต้น ขณะที่ ค่า RPD ของแบบจ าลอง 
เท่ากับ 1.75 ซึ่งอยู่ในช่วง 0-2.3 หมายความว่า แบบจ าลองนี้ไม่ดีมากและไม่ควรน าไปประยุกต์ใช้ใน
การท านาย (Williams, 2007) 

  จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณทั้งหมดดังข้างต้น พบว่า 
แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณความชื้นให้ผลการท านายดีที่สุด กลุ่มตัวอย่างข้าวกล้องส าหรับใช้สร้าง
แบบจ าลองและใช้ในการท านายมีค่าเปอร์เซ็นต์ความชื้นที่ใกล้เคียงกัน จึงให้ผลการท านายที่แม่นย า 
(R2 เท่ากับ 0.93) และสามารถน าแบบจ าลองไปประยุกต์เพ่ือท านายปริมาณความชื้นในตัวอย่างข้าว
ได้จริง ซึ่งก่อนหน้านี้ได้มีงานวิจัยหลายเรื่องที่ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณ
ความชื้นในข้าว รวมทั้งการน ามาใช้งานจริง เช่น ปาริชาติ เทียนจุมพล และคณะ (2549) ใช้เนียร์อินฟ
ราสเปกโทรสโกปีท่ีช่วงความยาวคลื่นยาว 1100-2500 นาโนเมตร วิเคราะห์ปริมาณความชื้นของข้าว
ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งให้ผลการตรวจวัดความชื้นได้อย่างแม่นย าสูง (ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R)  
เท่ากับ 0.93) Rittiron และคณะ (2004) ตรวจหาปริมาณความชื้นของข้าวกล้องโดยใช้เนียร์ 
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ที่ช่วงความยาวคลื่น 1100-1800 นาโนเมตร ซึ่งให้ผลการท านายที่แม่นย า
ด้วยค่า R2 เท่ากับ 0.94 และ SEP เท่ากับ 0.40 เปอร์เซ็นต์ ชาวนาในประเทศออสเตรเลีย ใช้เนียร์
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ระบบการวัดแบบส่องทะลุผ่านของข้าวเปลือกหลายเมล็ ดตรวจสอบ
ความชื้นของข้าวเปลือก (รณฤทธิ์ ฤทธิรณ, 2552) 

  ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม
เหลืองของตัวอย่างข้าวกล้องส่วนใหญ่มีค่าต่ าหรือสูงเกินไป ท าให้การกระจายตัวของข้อมูลไม่
สม่ าเสมอและไม่ครอบคลุมข้อมูลทั้งหมด แบบจ าลองที่ได้จึงให้ผลการท านายที่ยังไม่แม่นย า อาจ
น าไปใช้ได้เพ่ือการประมาณค่าเบื้องต้น แต่ยังไม่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้จริง การเลือกตัวอย่าง
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เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ส าหรับสร้างแบบจ าลองจึงเป็นขั้นตอนที่ส าคัญ เนื่องจากเป็นสาเหตุของความ
คลาดเคลื่อนในการวิเคราะห์องค์ประกอบที่ต้องการทราบ ซึ่งส่งผลต่อความแม่นย าและประสิทธิภาพ
ของแบบจ าลอง ดังนั้น ในขั้นตอนการเลือกหรือสุ่มตัวอย่าง ตัวอย่างที่ดีควรจะครอบคลุมและเป็นตัว
แทนที่แท้จริงขององค์ประกอบที่ต้องการวิเคราะห์ รวมถึงมีการกระจายตัวของข้อมูลแบบสม่ าเสมอ  
(uniform distribution) และมีจ านวนตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์มากพอ (ศุมาพร เกษมส าราญ, 
2545) 

  จากงานวิจัยของ ธวัชชัย เพชรแก้ว (2552) ที่น าเมล็ดข้าวโพดมาเติมสปอร์ของรา  
A. flavus ลงไปและปล่อยให้เกิดการเจริญ จากนั้น น าเมล็ดข้าวโพดปกติผสมกับกับเมล็ดข้าวโพดที่  
ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยรา 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก แล้วน าไปตรวจสอบรา A.  
flavus ที่ปนเปื้อนในเมล็ดข้าวโพด โดยใช้เทคนิควิซิเบิลและเนียร์อนฟราเรดสเปกโทรสโกปี ในช่วง 
ความยาวคลื่น 400-2500 นาโนเมตร และสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLSR พบว่า แบบจ าลองที่ได้ให้ 
ค่า R เท่ากับ 0.94 ค่าความคลาดเคลื่อนจากการประเมิน (SEC) เท่ากับ 2.29 เปอร์เซ็นต์ ค่า 
ความคลาดเคลื่อนจากการท านาย (SEP) เท่ากับ 4.18 เปอร์เซ็นต์ และค่า RPD เท่ากับ 2.68 และ 
การศึกษาของ รุ่งนภา ไกลถิ่น (2555) ที่ประยุกต์ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ที่ความยาวคลื่น 
400-2500 นาโนเมตร ตรวจสอบการปนเปื้อนของราในเมล็ดข้าวสารพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 โดย
สร้างแบบจ าลองจากตัวอย่างเมล็ดข้าวสารปกติผสมกับเมล็ดข้าวสารที่มีการเจริญของรา A. flavus 
0, 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ด้วยวิธี PLSR พบว่า แบบจ าลองให้ค่า R เท่ากับ 0.97 
ค่า RPD เท่ากับ 3.91 และให้ค่า SEC, SEP และ bias เท่ากับ 1.60, 1.82 และ -0.28 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ การสร้างแบบจ าลองที่ได้จากงานวิจัยข้างต้น ให้ผลการท านายการปนเปื้อนของราที่
แม่นย า (ค่า R เท่ากับ 0.94 และ 0.97) ซึ่งสูงกว่าแบบจ าลองที่ได้จากงานวิจัยนี้ ทั้งนี้เพราะการใช้ค่า
วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่แตกต่างกัน งานวิจัยข้างต้นน าตัวอย่างที่ปนเปื้อนด้วยรามาผสมกับ
ตัวอย่างปกติ ค่าวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติ คือ ค่าเปอร์เซ็นต์โดยน าน้ าหนักของตัวอย่างที่ปนเปื้อนด้วย
รากับตัวอย่างปกติ จึงท าให้มีค่าจากห้องปฏิบัติการเพียง 4-5 ค่า และจ านวนตัวอย่างเท่ากันในแต่ละ
ค่า ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยนี้ที่ใช้ค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราจากทุกตัวอย่างข้าวกล้องตามวิธี
มาตรฐาน (Pitt และคณะ, 2009) จึงท าให้ได้ค่าท่ีหลากหลายและจ านวนไม่เท่ากัน 

  นอกจากนี้ ริณภา พุทธัง (2556) ได้ใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแบบสะท้อน
แบบแพร่ ในช่วงความยาวคลื่น 950-1650 นาโนเมตร สร้างแบบจ าลองเพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของ
ราทั้งหมดและราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในตัวอย่างข้าวที่ปนเปื้อนราตามธรรมชาติ
และตัวอย่างข้าวที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยราสกุล Aspergillus ซึ่งพบว่า แบบจ าลองส าหรับท านายค่า
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดที่ให้ผลการท านายที่ดีที่สุด ให้ค่า R เท่ากับ 0.701 ค่า SEP และ 
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bias เท่ากับ 28.249 และ -0.803 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับแบบจ าลองท านายค่าเปอร์เซ็นต์การ
ติดเชื้อของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอมเหลืองในข้าวนั้น ยังให้ผลการท านายที่ไม่แม่นย า โดย
แบบจ าลองที่ดีที่สุดให้ค่า R เท่ากับ 0.474 ค่า SEP และ bias เท่ากับ 17.926 และ 3.604 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

 5.3.2 แบบจ าลองเพื่อท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 

  การหาความสัมพันธ์ระหว่างค่าที่ตรวจวิเคราะห์ได้ทางห้องปฏิบัติการของตัวอย่าง
ข้าวกล้อง (ค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1) และข้อมูลเชิงแสงหรือเส้นสเปกตรัมที่ได้จากการ
เตรียมตัวอย่างข้าวกล้อง 3 แบบ ก่อนการสแกน (เมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ด เมล็ดข้าวกล้องที่บดแล้ว 
และสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง) ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มเนียร์อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 
โดยใช้โปรแกรม OPUS 7.0.129 (Bruker Optik GmbH) ท าให้ได้แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการ
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง สรุปได้ดังนี้ 

  แบบจ าลองที่ดีที่สุดส าหรับท านายค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ได้จาก
การใช้ตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ดและสร้างแบบจ าลองโดยใช้เส้นสเปกตรัมที่มีการจัดการ
เบื้องต้นด้วยวิธีการแปลงค่าอนุพันธ์อันดับที่หนึ่ง ทุกๆ 17 (first derivative (17 Pts.)) ที่ช่วงจ านวน
คลื่น 5453.8-4597.6 ต่อเซนติเมตร ซึ่งผลการท านายที่ดีที่สุดให้ค่า R2 เท่ากับ 0.94 โดยค่า R2 ที่ได้
อยู่ในช่วง 0.92-0.96 หมายความว่า แบบจ าลองนี้สามารถใช้ได้ในงานประยุกต์ส่วนใหญ่ รวมถึงการ
ประกันคุณภาพ และค่า RPD เท่ากับ 4.11 ซึ่งอยู่ในช่วง 3.1-4.9 หมายความว่า แบบจ าลองที่ได้
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ส าหรับการแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้แบบพอใช้ (Williams, 2007) 

  จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ใน
ตัวอย่างข้าวกล้องที่ผ่านการเตรียมตัวอย่างทั้ง 3 แบบ (เมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ด เมล็ดข้าวกล้องที่บด
แล้ว และสารสกัดหยาบเมล็ดข้าวกล้อง) พบว่า แบบจ าลองที่ดีที่สุดได้จากการใช้ตัวอย่างเมล็ดข้าว
กล้องทั้งเมล็ดที่ไม่ผ่านการเตรียมตัวอย่างก่อนน าไปสร้างและท านายแบบจ าลอง ท าให้สะดวก 
รวดเร็ว ไม่ต้องใช้สารเคมีในการสกัดจึงช่วยลดมลพิษ และยังคงความแม่นย าในการวิเคราะห์ ซึ่ง
เหล่านี้เป็นข้อดีของการน าเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีมาประยุกต์ใช้เพ่ือหาวิเคราะห์องค์ประกอบ
ที่ต้องการทราบในตัวอย่างที่ต้องการ (Burns และคณะ, 2007) โดยแบบจ าลองเพ่ือท านายการ
ปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องทั้งเมล็ดนี้ให้ผลการท านายที่แม่นย า (ค่า 
R2 เท่ากับ 0.94 และ RPD เท่ากับ 4.11) สามารถน าไปใช้ได้จริงในงานประยุกต์ส่วนใหญ่ แม้ผลของ
ค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้องที่ถูกท าให้ปนเปื้อนไม่เป็นไปตามที่
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ก าหนด แต่อย่างไรก็ตาม การกระจายตัวของค่าความเข้มข้นของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ได้นั้นมีค่าที่
ใกล้เคียงกัน จึงท าให้แบบจ าลองและผลการท านายที่ได้มีความแม่นย า 

  แบบจ าลองที่ใช้ท านายการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ได้จากการทดลองนี้มี
ประสิทธิภาพเทียบเท่าหรือดีกว่าหลายงานวิจัยก่อนหน้านี้ เช่น Hernández-Hierro และคณะ 
(2008) สร้างแบบจ าลองเพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในพริกหยวกแดงจาก
ประเทศสเปนด้วยวิธี modified partial least squares regression (MPLS) โดยแบบจ าลองที่ดี
ที่สุดให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์พหุคูณ (multiple correlation coefficients, RSQ) และค่า RPD 
เท่ากับ 0.955 และ 5.2 ตามล าดับ หมายความว่า แบบจ าลองนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้เพ่ือการ 
ประกันคุณภาพได้จริง เช่นเดียวกับ Fernández-Ibañez และคณะ (2009) ที่ประยุกต์ใช้เนียร์
อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์แบบ grating และแบบ FT-NIRS เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของอะฟลา
ทอกซินบี 1 ในข้าวโพดและข้าวบาร์เล่ย์ และสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี partial least squares (PLS) 
โดยวิธีแบบ grating ให้ค่า R เท่ากับ 0.80 และ 0.85 และเครื่องแบบ FT-NIRS ให้ค่า R เท่ากับ 0.82 
และ 0.84 ส าหรับข้าวโพดและข้าวบาร์เล่ย์ ตามล าดับ ซึ่งผลที่ได้จากวิธีเนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโก
ปีมีความสอดคล้องกับวิธีดั้งเดิมที่ใช้ตรวจหาอะฟลาทอกซินบี 1 จึงสามารถใช้แบบจ าลองนี้เพ่ือการ
คัดกรองการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในธัญพืชได้ และจากงานวิจัยของ Tripathi และคณะ 
(2009) ที่ศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี  
partial least squares regression (PLS) เพ่ือท านายปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ถูกท าให้
ปนเปื้อนในพริกป่นที่ความเข้มข้น 15-500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยแบบจ าลองที่ดีที่สุดสร้างจาก
เส้นสเปกตรัมท่ีผ่านการจัดการด้วยวิธีการปรับลบโดยเส้นตรง (straight line subtraction) ให้ค่า R2 
เท่ากับ 96.7 ซึ่งแบบจ าลองท่ีได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้อย่างแม่นย า  

  นอกจากนี้ ยังมีงานวิจัยที่ศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรส
โกปีตรวจหาการปนเปื้อนสารพิษจากราอีกหลายชนิด เช่น โอคราทอกซินเอ (Hernández-Hierro 
และคณะ, 2008; Senthilkumar และคณะ, 2016) ฟูโมนิซิน (Gaspardo และคณะ, 2012; 
Giacomo และคณะ, 2013) ดีออกซีนิวาลินอล (Beyer และคณะ, 2010; Dvoráček และคณะ, 
2012; Pettersson และคณะ, 2003) และเออร์กอสเตอรอล (Börjesson และคณะ, 2007; Porep 
และคณะ, 2014) 
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5.4 การสร้างแบบจ าลองเพื่อการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ 

 5.4.1 แบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของราในตัวอย่างข้าวกล้อง 

  จากผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี Soft Independent  
Modeling of Class Analog (SIMCA) และ Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS- 
DA) พบว่า การใช้จ านวนตัวอย่างทั้งหมดส าหรับสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ 
การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมสูงที่สุดและให้ค่าสูงกว่าวิธี SIMCA โดยผลการท านายการแบ่งกลุ่มค่า 
เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของราทั้งหมดในตัวอย่างข้าวกล้องด้วยวิธี PLS-DA ที่ดีที่สุด ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ 
การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม เท่ากับ 78.98 เปอร์เซ็นต์ และการแบ่งกลุ่มตัวอย่างที่มีและไม่มีการ 
ปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus โคโลนีสีเขียวอม ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม 
เท่ากับ 86.36 เปอร์เซ็นต์  

 5.4.2 แบบจ าลองเพื่อแบ่งกลุ่มตามการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่าง
ข้าวกล้อง……………………………………………………………… 

  การสร้างแบบจ าลองด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวม
สูงกว่าวิธี SIMCA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมที่สูงที่สุด เท่ากับ 79.49 และ 85.31 
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการแบ่งกลุ่มที่มีและไม่มีการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง 
และการแบ่งกลุ่มตามปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ตามล าดับ 

 ผลการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มทั้งหมดด้วยวิธี SIMCA และ PLS-DA แสดงให้เห็น
ว่า การแบ่งกลุ่มด้วยวิธี PLS-DA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การแบ่งกลุ่มถูกต้องโดยรวมที่สูงกว่าวิธี SIMCA 
และการสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มโดยใช้จ านวนตัวอย่างจริงของแต่ละกลุ่ม ให้ผลการท านาย
ที่ดีกว่าการใช้ตัวอย่างที่ปรับจ านวนตัวอย่างให้เท่ากัน ซึ่งท าให้มีสมาชิกหนึ่งกลุ่มที่ไม่ได้ใช้จ านวน
ตัวอย่างจริงทั้งหมด การสร้างแบบจ าลองเพ่ือการแบ่งกลุ่มโดยใช้จ านวนตัวอย่างจริงที่สมาชิกในแต่ละ
กลุ่มเท่ากัน อาจท าให้ผลการท านายที่ถูกต้องแม่นย ามากยิ่งขึ้น 

 จากผลการทดลองที่ได้ทั้งหมด การสร้างแบบจ าลองเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณและเชิง
คุณภาพส าหรับท านายปริมาณการปนเปื้อนของราทั้งหมด การปนเปื้อนของราสกุล Aspergillus 
โคโลนีสีเขียวอมเหลือง และการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ในตัวอย่างข้าวกล้อง โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง แบบจ าลองเพ่ือท านายปริมาณการปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ให้ผลการท านายที่
แม่นย า แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่จะพัฒนาการสร้างแบบจ าลองให้มีประสิทธิภาพและแม่นย า
ขึ้นเพ่ือให้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้จริง โดยการเพ่ิมจ านวนตัวอย่างจริงตามธรรมชาติให้มากขึ้น
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เพ่ือให้ตัวอย่างมีค่าการปนเปื้อนของราและอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ครอบคลุมและมีการกระจายตัวแบบ
สม่ าเสมอ (uniform distribution)  

 ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา เนียร์อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีเป็นวิธีที่มีแนวโน้มสูงที่จะน ามา
ประยุกต์ใช้ตรวจหาการปนเปื้อนของราและสารพิษจากราในอาหารและผลผลิตทางการเกษตร 
โดยเฉพาะในธัญพืช อีกทั้ง ผู้ผลิตและผู้ด าเนินการต่างๆ ในอุตสาหกรรมอาหารได้มองหาวิธีการที่
รวดเร็วและเชื่อถือได้ในการตรวจสอบการปนเปื้อนของราและสารพิษจากรา เพ่ือควบคุมคุณภาพและ
ความปลอดภัยของอาหาร และช่วยลดการสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจที่เกิดจากการปนเปื้อนนี้ เนียร์
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปีจึงเป็นวิธีทางเลือกที่มีข้อได้เปรียบหลายประการเมื่อเทียบกับการวิเคราะห์
ด้วยวิธีมาตรฐาน เนื่องจากเป็นวิธีที่รวดเร็ว มีขั้นตอนการวิเคราะห์ไม่ซับซ้อน ไม่ท าลายตัวอย่างและ
ไม่ใช่สารเคมีในการวิเคราะห์ จึงเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และสามารถวิเคราะห์องค์ประกอบของ
ตัวอย่างได้หลายค่าพร้อมกันได้อย่างแม่นย าและน่าเชื่อถือ ซึ่งเหล่านี้สามารถช่วยลดการสูญเสีย
ทางด้านเศรษฐกิจที่ส าคัญได้ในระดับอุตสาหกรรม (Hossain และคณะ, 2014) 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารแข็ง Dichloran 18% Glycerol agar (DG18) 

 อาหารส าเร็จรูป DG18  31.6 กรัม 

 กลีเซอรอล   175 มิลลิลิตร 

 ละลายอาหารส าเร็จรูป 31.6 กรัม .ในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เตรียมกลีเซอรอล 
175 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น ผสมอาหารส าเร็จรูปกับกลีเซอรอล 85 เปอร์เซ็นต์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ ด้วย
วิธีการปลอดเชื้อ เขย่าให้เข้ากัน 

2. อาหารแข็ง Potato Dextrose agar (PDA) 

 อาหารส าเร็จรูป PDA  39 กรัม 

 ละลายอาหารส าเร็จรูป 39 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. สารละลายส าหรับเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ 

 ชั่งโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับ Tween 80 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2. เฟสเคลื่อนที่ส าหรับอะฟลาทอกซินบี 1 

 เตรียมอะซีโทไนไตร์ลปริมาตร 200 มิลลิลิตร น้ าปลอดประจุปริมาตร 600 มิลลิลิตร และเม
ทานอลปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมรวมกัน จากนั้น น าไปกรองด้วยชุดกรองผ่านกระดาษกรอง ชนิด 
regenerated cellulose ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ไล่แก๊สในสารละลายด้วยอ่างอัลตร้าโซนิก เป็น
เวลา 15 นาที ก่อนน าไปใช้ในการวิเคราะห์อะฟลาทอกซินบี 1 ด้วยเครื่อง HPLC 

3 สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

 เตรียมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร) โดยปิเปตสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ตั้งต้น ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วเติมเฟสเคลื่อนที่ส าหรับอะฟลาทอก
ซินบี 1 จนครบปริมาตร  

4. สารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้นต่างๆ ส าหรับการสร้างกราฟมาตรฐาน
อะฟลาทอกซินบี 1 

 เตรียมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 0.25, 0.50 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20 
และ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยปิเปตสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้น 200 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ปริมาตร 12.5, 25, 50, 125, 250, 500, 1000, และ 2000 ไมโครลิตร 
ตามล าดับ ลงในขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วเติมเฟสเคลื่อนที่ส าหรับอะฟลาทอกซินบี 1 จน
ครบปริมาตร  
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ภาคผนวก ค 

สูตรส าหรับการค านวณ 

1. การค านวณปริมาณความชื้นของตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง 

 ปริมาณความชื้น (เปอร์เซ็นต์) = 
B-C

B-A
 100 

 โดย A คือ น้ าหนักกระทงฟอยล์ 

  B คือ น้ าหนักกระทงฟอยล์และตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องก่อนอบ 

  C คือ น้ าหนักกระทงฟอยล์และตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องหลังอบ 

2. การค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา 

 เปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของรา = 
จ านวนเมล็ดที่ติดเชื้อของรา

จ านวนเมล็ดทั้งหมด
 100 

3. การค านวณปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ราผลิตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) = 
A

B 2.5 C (
1
D
)
 

 โดย A คือ พื้นที่ใต้กราฟมาตรฐานอะฟลาทอซินบี 1 
  B คือ สัมประสิทธิ์หน้า X ของกราฟมารตฐานอะฟลาทอกซินบี 1 
  C คือ การเติมเฟสเคลื่อนที่ลงในอะฟลาทอกซินบี 1 ที่สกัดได้ (เท่า) 
  D คือ น้ าหนักอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (กรัม) 

4. การค านวณปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ปนเปื้อนในเมล็ดข้าวกล้อง 

 ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) = 
A

B
 

 โดย A คือ พื้นที่ใต้กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

  B คือ สัมประสิทธิ์หน้า X ของกราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 
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5. การค านวณปริมาณสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่เติมลงในตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้อง 

 ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่เติมลงในตัวอย่าง (มิลลิลิตร) = 
A B

C
 

 โดย A คือ ความเข้มข้นอะฟลาทอกซินบี 1 สุดท้ายที่ต้องการ (นาโนกรัมต่อกรัม) 

  B คือ น้ าหนักข้าวกล้อง (กรัม) 

  C คือ ความเข้มข้นอะฟลาทอกซินบี 1 เริ่มต้น (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ง 

กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

 
ภาพที่ ง.1 กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ส าหรับค านวณหาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ที่รา
ผลิตบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

 
ภาพที่ ง.2 กราฟมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ส าหรับค านวณหาปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 ใน
ตัวอย่างข้าวกล้อง  

y = 3600.3x 
R² = 0.9998 
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ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

y = 4050.5x 
R² = 0.9979 

0

50000

100000

150000

200000

250000

0 10 20 30 40 50 60

พื้น
ที่ใ

ต้ก
รา

ฟ 

ปริมาณอะฟลาทอกซินบี 1 (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
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ภาคผนวก จ 

ข้อมูลดิบ 

ตารางท่ี จ.1 สถานที่เก็บตัวอย่างและจ านวนตัวอย่างข้าวกล้องท้ัง 3 ชนิดที่ใช้ในการทดลอง 

สถานที่เก็บตัวอย่าง 
ชนิดข้าวกล้อง 

ข้าวกล้องหอมมะลิ ข้าวกล้องหอมนิล ข้าวกล้องหอมแดง 
กรุงเทพมหานคร 36 24 31 
สมุทรปราการ 6 2 2 
ลพบุรี 9 5 12 
ประจวบคีรีขันธ์ 12 3 3 
ชัยภูมิ 1 1 2 
ร้อยเอ็ด 1 0 0 
รวม 65 35 50 
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