
 
 

 
 
 
 

รายงานการวิจัย เรื่อง 
 

การตรวจสอบการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่างรวดเร็วด้วย 
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ 

Rapid determination of aerobic bacteria, yeast and mold in sweet basil by near 
infrared spectroscopy (NIRS) 

 
ชัยวัฒน์ บันไดเพ็ชร 
บุศรากรณ์ มหาโยธี 

ปราโมทย์ คูวิจิตรจาร ุ
Chaiwat Bandaiphet 

Busarakorn Mahayothee 
Pramote Khuwijitjaru 

 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก 
สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยศิลปากร ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2558 

ภายใต้ชุดโครงการวิจัยเรื่องการตรวจสอบอันตรายในอาหารอย่างรวดเร็วด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล ้

 
 

ปีที่ด าเนินการเสร็จ พ.ศ. 2559



ก 
 

บทคัดย่อ 
 

ชื่อโครงการ การตรวจสอบการปนเปือ้นของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่างรวดเร็วด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล ้
ชื่อผู้วิจัย ชัยวัฒน์ บรรใดเพ็ชร1, บุศรากรณ์ มหาโยธี2, ปราโมทย์ คูวิจิตรจารุ2 
หน่วยงานท่ีสังกัด   1ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ, 2ภาควิชาเทคโนโลยีอาหารคณะวิศวกรรมศาสตร์และ
เทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร 
แหล่งทุนอุดหนุนการวิจัย งบประมาณแผ่นดินประจ าป ี2558 สถาบันวิจัยและพฒันา มหาวิทยาลัย
ศิลปากร  
ปีท่ีเสร็จ พ.ศ. 2559 
ประเภทการวิจัย   การวิจัยประยุกต ์  
สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตร์และชีววิทยา  กลุ่มอุตสาหกรรมเกษตร 
  

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อน าเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIRS) และการถ่ายภาพ
สเปกตรมั (HSI) ซึ่งเป็นวิธีการที่รวดเร็ว และไม่ท าลายตวัอย่างมาประยุกต์ใช้ในการท านายความช้ืนและ
ตรวจสอบการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ ได้แก่ จ านวนจลุนิทรีย์ทัง้หมด Escherichia coli (E.coli) ยีสต์
และรา ในใบโหระพา โดยการเตรียมตัวอย่าง 2 รูปแบบคือ ตัวอย่างใบโหระพาทีเ่ลียนแบบการปนเปื้อน
ของเช้ือจลุินทรีย์ โดยจะท าการวัดสเปกตรัมของตัวอย่างใบโหระพาสด ด้วยเครื่อง FT-NIR (800-2500 นา
โนเมตร) ในระบบการวัดแบบสะท้อนกลบั (reflectance)  และการถ่ายภาพสเปกตรัมด้วยกล้องถ่ายภาพ
สเปกตรมั (400-1000 นาโนเมตร) 1 ภาพต่อ 15 ใบ ส าหรับการสร้างสมการท านายปรมิาณความช้ืน 
จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด Escherichia coli (E.coli) ยีสตแ์ละรา ในใบโหระพา สร้างสมการท านายโดยใช้
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน (partial least squares, PLS)  จากการศึกษาพบว่าเทคนิค 
NIRS มีความเหมาะสมในการน ามาตรวจสอบปริมาณความช้ืน จ านวนยีสต์และราได้ โดยให้ค่าสัมประสิทธ์
การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) เท่ากับ 0.65 และ 0.83 ตามล าดับ และมีค่าความ
คลาดเคลื่อนในการท านาย (root mean square error of prediction, RMSEP) เท่ากบั 0.963 % และ 
3.18x104 cfu/g ตามล าดับ  และจากผลการศึกษาด้วยเทคนิค HSI พบว่าเทคนิค HSI ยังไม่สามารถใช้ใน
การตรวจสอบปริมาณจ านวนจลุินทรีย์ทัง้หมด Escherichia coli (E.coli) ยีสต์และรา ในใบโหระพา ได้  
เนื่องจากให้ค่า R2 ที่ต่ า โดยให้ค่า  R2 เท่ากบั 0.37, 0.29, และ 0.11 ตามล าดับ และให้ค่า RMSEP ที่สูง
เท่ากับ 1.2 x107 cfu/g 6.1 x108 cfu/g และ3.9 x105 cfu/g ตามล าดับ 
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The objective of this study was to use near-infrared spectroscopy (NIRS) and 
hyperspectral imaging (HSI) as rapid and non-destructive techniques to analyze moisture 
content, total microbial, E. coli, yeast and mold in flesh sweet basil.  Total sweet basil were 
taken for spectrum acquisition using an FT-NIR spectrometer (800 - 2500 nm) in 
reflectance mode with a nominal resolution of 16 cm-1 and scan time of 32 and the 
samples were imaged by reflectance HSI at the wavelength of 400 - 1000 nm. Then 
sample was examined for moisture contents, total microbial, E. coli, yeast and mold in 
flesh of sweet basil.  Calibration and validation models of both techniques were built using 
a partial least square regression analysis.  It was found that NIRS was suitable for 
determining the moisture content, total microbial, E. coli, yeast and mold that provided 
the coefficient of determination (R2) of 0.65 and 0.83 respectively and gave the root 
squares error of prediction (RMSEP) of 0.963 % and 3.18x104 cfu/g fresh weight, 
respectively. While, the HSI could not be used for determining moisture content, total 
microb, E. coli, yeast and mold in flesh of sweet basil, due to low R2 of 0.37, 0.29 and 
0.11, respectively and high RMSEP of 1.2 x107 cfu/g 6.1 x108 cfu/g and 3.9 x105 cfu/g fresh 
weight, respectively. 
 
Keywords:  bacteria, yeast, mold, sweet basil, contamination, food safety 
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม เป็นแหล่งผลติและสง่ออกผลติผลสดทางการเกษตรที่ส าคัญ
ของโลก ในช่วงเดือนมกราคม-ธันวาคม 2555 ผลิตผลโดยรวมจากการส่งออกสินค้าเกษตรกรรม มีมูลค่า
สูงถึงเกือบ 4 แสนล้านบาท ผลิตผลจ าพวกผกัสด แช่เย็น แช่แข็งและแห้งมีมูลค่าการส่งออกเป็นล าดับที่ 9 
คิดเป็นร้อยละ 1.12 ของมูลค่าการส่งออกสินค้าเกษตรกรรม ผักที่มีการส่งออกมาก ได้แก่ หน่อไม้ฝรั่ง 
หอมหัวใหญ่ หอมหัวเล็ก กระเทียม พริก ข้าวโพดฝักอ่อน กระเจี๊ยบขาว เห็ด พืชตระกูลถ่ัว ข้าวโพดหวาน 
อย่างไรก็ตามในการส่งออกพืชผักประเทศไทยยังประสบปัญหาด้านสขุอนามัยในส่งออก โดยเฉพาะผักใบที่
ใช้เป็นเครื่องเทศ เช่น โหระพา กะเพรา ผักชี สะระแหน่ และผักสลัดต่างๆ ที่มักตรวจพบวัตถุอันตรายทาง
การเกษตรเกินระดับปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุด และจากการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ โดยเฉพาะ
เช้ือจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรคซึ่งส่งผลต่อภาพลักษณ์ด้านมาตรฐานสินค้า  
 ปัญหาสารตกค้างและปนเปื้อนในสินค้าผักจากไทยมีมากข้ึน โดยในปี 2552 สหภาพยุโรปมีการ
ตรวจที่เข้มงวดข้ึนทาให้มีการตรวจพบสารตกค้างและปนเปื้อนในสินค้าผัก 716 ครั้ง ในสินค้าผัก ผลไม้ 
และไม้ดอกการตรวจเข้มงวดมากข้ึนสาหรับการนาเข้าจากไทยสาหรับผักสด 16 ชนิดโดยแบ่งออกเป็น 5 
กลุ่ม ได้แก่ 1) กะเพรา โหระพา แมงลัก ยี่หร่า 2) พริกหยวก พริกช้ีฟ้า พริกขี้หนู 3) มะเขือเปราะ มะเขือ
ยาว มะเขือม่วง มะเขือเหลือง มะเขือขาว มะเขือข่ืน 4) มะระจีน มะระข้ีนก และ 5) ผักชีฝรั่ง (ส านักงาน
ส่งเสริมการค้าระหว่างประเทศ ณ กรุงลอนดอน, 2560)  

วิธีการตรวจสอบการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในผลิตผลทางการเกษตรทั่วไปที่นิยมใช้ได้แก่การ
ตรวจวัดจ านวนเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด (Total plate count) และการตรวจวัดจ านวนยีสต์รา ซึ่งเป็นวิธีที่มี
ข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างและเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือที่ค่อนข้างยุ่งยาก และใช้ระยะเวลาในการตรวจสอบ
นาน ท าให้ส่งผลกระทบต่อการส่งออกผลิตผลทางการเกษตรเนื่องจากต้องรอผลการวิเคราะห์ ดังนั้นการ
หาเทคนิคในการวิเคราะห์ที่รวดเร็วสามารถการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์และไม่ต้องท าลายตัวอย่างจึงเป็น
ทางเลือกที่จะช่วยเพิ่มศักยภาพในการส่งออกและควบคุมคุณภาพในผักใบได้ 

เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (Near Infrared Spectroscopy, NIRS) เป็นเทคนิคที่
มีการพัฒนาข้ึน สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้รวดเร็ว โดยไม่ต้องท าลายตัวอย่าง และไม่ต้องใช้สารเคมี 
สามารถวิเคราะห์องค์ประกอบหลายอย่างหรือสารออกฤทธ์ิพร้อมกันได้ในตัวอย่างและเวลาเดียวกัน เคยมี
การศึกษาพบว่าเทคนิค NIRS มีศักยภาพในการท านายจ านวนเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดในกะหล่ าปลีหั่นฝอย 
โดยมีค่าความผิดพลาดในการท านาย (Standard error of prediction, SEP) ที่ 0.46 log cfu/g 
(Suthiluk และคณะ, 2008) นอกจากนี้สามารถท านายปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดในปลาแซลมอนได้
อย่างแม่นย าที่ R2 เท่ากับ 0.95 และมีความผิดพลาดในการท านายเท่ากับ 0.12 log cfu/g (Tito และ
คณะ, 2012) ดังนั้นการใช้เทคนิค NIR ในการตรวจสอบการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในผักใบเช่น ใบ
โหระพาจึงมีความเป็นไปได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ 
 เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(Near infrared spectroscopy, NIRS) 
และเทคนิคการถ่ายภาพเชิงสเปกตรมั (Hyperspectral imaging, HSI) ในการตรวจสอบการปนเปื้อนของ
เช้ือจุลินทรีย์ ได้แก่ Escherichia coli (E. coli) ยีสต์และรา ในใบโหระพา 
1.3 สมมติฐานของการศึกษา 

 เทคนิค near infrared spectroscopy (NIRS) เป็นเทคนิควิเคราะห์ตัวอย่างแบบไมท่ าลาย และ
รวดเร็วทีส่ามารถตรวจสอบองค์ประกอบภายในของตัวอย่างที่มีธาตุคาร์บอน ไฮโดรเจน ออกซิเจนและ
ไนโตรเจนได้ ดังนั้นน่าจะน ามาใช้วิเคราะห์อันตรายทางชีวภาพ การปนเปื้อนเช้ือจลุินทรีย์ ซึง่มี
องค์ประกอบของเซลเมมเบรนทีม่ีธาตุข้างต้นอยู่ได้ เพื่อทดแทนวิธีการวิเคราะห์ทางจุลินทรีย์ แบบปจัจบุัน
ที่ยุ่งยาก ซับซ้อน ราคาแพงและใช้เวลานาน 
 
1.4 ขอบเขตของการศึกษา 

1.4.1 ผักใบทีเ่ลือกศึกษา ได้แก่ ใบโหระพา ซึ่งพบการปัญหาการปนเปื้อนเช้ือจลุินทรีย์บ่อยครั้ง 
โดยเลือกซื้อจากแหล่งผลิตและจ าหน่ายแตกต่างกัน ได้แก่ เกษตรกร ตลาดกลางสินค้าเกษตร ตลาดสด 
ห้างค้าปลีกขนาดใหญ่ บริษัทส่งออก และร้านค้าผักปลอดสาร เป็นต้น                                                   

1.4.2 ชนิดของเช้ือจุลินทรีย์ทีเ่ลอืกศึกษา ได้แก่ E. coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียทีพ่บได้บ่อยและมกีาร
ปนเปือ้นเสมอ รวมไปถึงยีสต์และรา  

1.4.3 วิธีมาตรฐาน (reference method) ที่ใช้ในการวิเคราะห์การปนเปื้อนของเช้ือจลุินทรีย์ 
ได้แก่ วิธีตรวจหาเช้ือ E. coli ด้วยวิธี Petrifilm E. coli Count plate ตาม AOAC INTERNATIONAL E. 
coli และ จ านวนยีสต์และรา โดยวิธีการ Petrifilm  

1.4.4 การวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงคลื่น NIR (750-2500 nm) ของตัวอย่างจะมีการควบคุม
อุณหภูมิให้เหมาะสมกับการน าไปประยกุต์ใช้จริงในภาคอุตสาหกรรม คือที่อุณหภูมกิารเก็บรักษาผกัใบตัด
แต่ง ที่ 7±1 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 89±2 ศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจสอบการ
ปนเปือ้นเช้ือจุลินทรีย์ในใบโหระพาด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIRS)             

1.4.5 ศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจการปนเปือ้นเช้ือจุลนิทรีย์ในใบโหระพา ด้วยเทคนิคการ
ถ่ายภาพเชิงสเปกตรมั (HSI) 

1.4.6 สร้างสมการท านายการปนเปื้อนเช้ือจลุินทรีย์ในใบโหระพา โดยใช้เทคนิคทางเคโมมทิรกิซ์ 
(chemometrics) ซึ่งสมการที่มปีระสิทธิภาพการท านายสงูควรมี coefficient of determination (R2) 
สูง standard error of calibrationtion (SEC) หรือ standard error of prediction (SEP) ต่ า 
นอกจากนี้ควรมีค่า RPD (ratio between standard deviation and SEP) อยู่ในช่วงระหว่าง 2-3 
 
1.5 ผลท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ได้ข้อมูลที่เป็นแนวทางในการพัฒนาการตรวจสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่าง
รวดเร็วโดยการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 การปนเป้ือนเชื้อจุลินทรีย์ในผักสด  

เช้ือจุลินทรีย์ที่มีการปนเปื้อนในผักสดของประเทศไทย ได้แก่เช้ือ E. coli ที่ท าให้เกิดอาการ
ท้องเสีย และเป็นเช้ือที่บ่งช้ีว่ามีสุขลักษณะการผลิตที่ไม่เหมาะสม เช้ือ Salmonella spp. เป็นเช้ือโรค
ร้ายแรงท าให้เกิดโรคไทฟอยด์และท้องร่วงรุนแรง เช้ือทั้งสองชนิดดังกล่าวเป็นเช้ือที่พบในประเทศไทย 
และมีหลายสายพันธ์ุ อาจพบได้ในน้ า และในดินจึงท าให้มีโอกาสปนเปื้อนในระบบการผลิตพืชผักหลาย
ชนิด และนอกจากนี้ยังมี Vibrio cholera, L.monocytogens เช้ือจุลินทรีย์เหล่านี้พบทั่วไปในธรรมชาติ
หากเข้าสู่ร่างกายอาจท าให้เกิดการเจ็บป่วยได้ ตัวอย่างการตรวจพบอันตรายจากเช้ือจุลินทรีย์ที่ท าให้มี
ผู้เสียชีวิตคือในปี 2549 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกาพบการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ E. coli 0157: H7 ในผัก
โขม (Spinach) จากแหล่งเดียว ท าให้มีผู้เสียชีวิตถึง 3 ราย และผู้ป่วยจ านวน 202 ราย เหตุการณ์ดังกล่าว
ส่งผลกระทบต่อความเช่ือมัน่ของผูบ้รโิภคเป็นอย่างมาก ส ารับประเทศไทยเคยถูกประเทศนอร์เวย์ประกาศ
ห้ามน าเข้าสินค้าผักจากประเทศไทยเป็นการช่ัวคราว สาเหตุเนื่องจากการตรวจพบเช้ือ E. coli และ 
Salmonella spp. ในผักสดจากประเทศไทยที่ส่งออกไปยังประเทศนอร์เวย์ ฟินแลนด์ และไอซ์แลนด์ 
การแก้ไขคือก าหนดให้ผักสดจากไทยต้องมีใบรับรองปลอดเช้ือจุลินทรีย์ก ากับตั้งแต่ปี 2548 ดังนั้น กรม
วิชาการเกษตรจึงก าหนดหลักเกณฑ์วิธีการ และเงื่อนไขการส่งออกผักรวม 23 ชนิด ได้แก่ ผักชีไทย ผักชี
ฝรั่ง ใบกระเพรา ใบโหระพา ผักแขยง ใบสะระแหน่ ผักแพรว ต้นหอม ผักคื่นไช่ ใบกุยไช่ ดอกกุยไช่ ชะอม 
ตะไคร้ ผักบุ้ง ผักแว่น ผักกระเฉด ใบบัวบก ใบชะพลู ผักโขมแดง ถ่ัวฝักยาว หน่อไม้ฝรั่ง พริกข้ีหนู และ
ผักปลัง ให้มีการผลิตที่เป็นระบบสามารถทวนสอบได้ทั้งระบบ ตั้งแต่วันที่ 24 พฤศจิกายน 2549 

การปนเปื้อนจุลินทรีย์เกิดข้ึนได้ทุกขั้นตอน ตั้งแต่ในแปลงปลูก การเก็บเกี่ยวการท าความสะอาด 
การคัดบรรจุ ไปจนถึงการขนส่งผลิตผล การแก้ไขโดยน าเอาการจัดการคุณภาพและมาตรฐานอาหาร
ปลอดภัย (Food safety) เช่น GAP และ GMP มาใช้ ส าหรับในผลผลิตที่มีการปนเปื้อนสูงมักท าการล้าง
ด้วยน้ าคลอรีน หรือโอโซน  
 
2.2 เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ 
 เทคนิค NIR เป็นเทคนิคที่อาศัยช่วงคลื่นอินฟราเรดย่านใกล้ที่ช่วงความยาวคลื่น 700 ถึง 2500 
นาโนเมตร หรือเลขคลื่น (wave number) ระหว่าง 4000 ถึง 14300 cm-1 (ตารางที่ 1) ในการวิเคราะห์
โมเลกุลแบบไม่ท าลายตัวอย่าง (Schwanninger, 2009; Ellekjaer และคณะ, 1994) แสดงส่วนประกอบ
ของเครื่องสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในภาพที่ 1 โดยอาศัยการตรวจวัดปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนใน
พันธะของโมเลกุลสารตัวอย่าง กล่าวคือ เมื่อฉายแสงในช่วงความยาวคลื่น NIR ลงไปบนตัวอย่าง แสงที่มี
พลังงานเพียงพอจะถูกดูดกลนืและกระตุ้นให้เกิดการสั่นของโมเลกุลในหมู่ฟังก์ชันต่างๆ 2 ลักษณะคือ การ
ยืดหด (stretching) และการเปลี่ยนมุม (blending) ที่ช่วงความถ่ี overtones และ combination ของ
หมู่ฟังก์ชัน O-H, C-H, N-H  และ O=H (Osborne และคณะ, 1993; Osborne, 2007; Nicolai และ
คณะ, 2007; Huang, Yu และ Ying, 2008; Ellekjaer และคณะ, 1994) ซึ่งเป็นโมเลกุลหลักของ
สารอินทรีย์ โดยปริมาณพลังงานและช่วงความยาวคลื่นที่จ าเพาะต่อหมู่ฟังก์ชันนั้นเพียงเท่านั้นที่จะท าให้
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เกิดการสั่นของพันธะของหมู่ฟังก์ชันด้วยเหตุน้ีจึงท าให้เทคนิค NIR สามารถวิเคราะห์สารประกอบที่มีหมู่ 
C, H, O และ N เป็นองค์ประกอบได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง 
รวดเร็วและมีความน่าเช่ือถือ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 ส่วนประกอบของเครื่องสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ 
ที่มา: Osborne และคณะ (1993) 
 

รูปแบบท่ีตัวอย่างเกิดปฎิกิริยาต่อแสงเนียร์อินฟราเรด (NIRs)  
เมื่อเครื่อง NIRs ปลอ่ยแสงผ่านลงมาตัวอย่างจะเกิดการกระทากับกบัสารได้หลายแบบ ดังนั้นควร

มีการจัดการวางตัวอย่างในการใช้เทคนิค NIRs เพื่อให้ไดส้เปกตรมัที่สมัพันธ์กับปรมิาณค่าทางเคมี  
ที่สนใจ ดังนี ้(ศุมาพร, 2552)  
transmittance แสงตกกระทบตัวอย่างด้านหนึ่ง โดยที่ detector จะวัดปริมาณแสงทีผ่่านออกมาจาก 

ตัวอย่างด้านตรงข้ามกัน  
reflectance แสงจะตกกระทบทีผ่ิวของตัวอย่างและอาจแพร่กระจายในปริมาณหนึ่งกอ่น แล้ววัดปริมาณ 

แสงสะท้อนกลบัออกมาที ่detector  
transfectance แสงจากแหล่งก าเนิดแสงตกกระทบตัวอย่างและส่องผ่านตัวอย่างลงไปตกกระทบวัตถุที่ไม่ 

ดูดกลืนแสง ที่อยู่ด้านล่างของตัวอย่าง แล้วสะท้อนกลบัมายงั detector  
interactance เป็นการใช้หัววัดใยน าแสง (fiber optic probe) แสงจะออกมาจากส่วนวงแหวนด้านนอก 

ของหัววัดมาตกกระทบตัวอย่าง และแสงทีส่ะทอ้นออกมาจากเนื้อตัวอย่าง จะถูกส่ง  
 ไปยัง detector 
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ภาพที่ 2 รูปแบบการวัด (1) transmittance, (2) reflectance, (3) transflectance และ 
(4) interactance 
ที่มา: Kawano (2002) 
 
ตารางท่ี 1 การแบ่งช่วงคลื่นย่านอินฟราเรด 
 

Region Characteristic 
transitions 

Wavelength range 
(nm) 

Wavenumber range 
(cm-1) 

Near-infrared (NIR) Overtones, 
combination bands 

700 - 2500 14300 – 4000 

Mid-infrared (MIR) Fundamental 
vibrations 

250 – 25000 4000 – 400 

Far-infrared (FIR) Rotations 25000 - 1000000 400 - 10 

ท่ีมา: Schwanninger (2009) 
  
 ข้ันตอนในการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค NIR ประกอบด้วยข้ันตอนหลัก 2 ข้ันตอน คือ การ
สร้างข้อมูลสเปกตรัมโดยน าตัวอย่างไปท าการวัดในช่วงคลื่น  NIR และการสร้างข้อมูลทางเคมีโดยน า
ตัวอย่างบริเวณที่ผ่านการวัด NIR ไปท าการวิเคราะห์ทางเคมีด้วยวิธีมาตรฐาน เมื่อได้ข้อมูลครบแล้วจึง
น าไปหาความสัมพันธ์เพื่อสร้างเป็นสมการท านายค่า (Calibration model) ด้วยวิธีทางสถิติ จากนั้นท า
การตรวจสอบความถูกต้องแม่นย าของสมการท านายที่ ได้  (Validation) และท าการท านายค่า 
(Prediction) ต่อไป 
  

(1) (2) 

(3) (4) 
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 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเทคนิค NIR มีศักยภาพในการท านายจ านวนเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดใน
กะหล่ าปลีหั่นฝอย โดยมีค่าความผิดพลาดในการท านาย (SEP) ที่ 0.46 log cfu/g (Suthiluk และคณะ, 
2008) จารุวรรณ และจารุรัตน์ได้ท าการประเมินเช้ือ E. coli ในน้ าล้างผักสดพบว่า NIRS มีประสิทธิภาพ
ในการท านายได้อย่างแม่นย า โดยมี R = 0.84 และ SEC 0.37cfu/g นอกจากนี้สามารถท านายปริมาณ
เช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดในปลาแซลมอนได้อย่างแม่นย าที่ R2 เท่ากับ 0.95 และมีความผิดพลาดในการท านาย
เท่ากับ 0.12 log cfu/g (Tito และคณะ, 2012) แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยเกี่ยวกับการใช้เทคนิค NIR ใน
การตรวจเช้ือจุลินทรีย์ในผักใบยังมีจ ากัด จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องศึกษาให้กว้างขวางยิ่งข้ึนเพื่อการใช้
ประโยชน์ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 
2.3 เทคนิคภาพถ่ายสเปกตรัม (Hyperspectral imaging; HSI) 
 เทคนิค Hyperspectral imaging (HSI) เป็นเทคนิคทีร่วมเอาเทคนิคสเปกโทรสโกปี และเทคนิค
การถ่ายภาพเข้าไว้ด้วยกัน ซึ่งจะใหท้ั้งข้อมลูทีเ่ป็นภาพและข้อมูลทีเ่ป็นสเปกตรัมจากตัวอย่าง โดยภาพที่ 
ถ่ายได้จากเทคนิคนี้จะเรียกว่า Hyperspectral image ซึ่งเป็นภาพที่ประกอบไปด้วยข้อมลูภาพและข้อมลู
สเปกตรมั ในทุกๆ pixel ของ Hyperspectral image จะประกอบไปด้วยสเปกตรัม 1 สเปกตรัม โดย
สเปกตรมัเหล่าน้ีสามารถแสดงถึงลักษณะเฉพาะขององค์ประกอบใน pixel นั้นๆได้ เทคนิค HSI จะสร้าง
ข้อมูลทีเ่ป็นลูกบาศก์สามมิติข้ึนมาเรียกว่า hypercube หรอื datacube ซึ่งประกอบด้วย Hyperspectral 
image ของวัตถุเดียวกันหลายๆภาพซอ้นกัน โดยแต่ละภาพจะมีความยาวคลื่นที่ต่างกัน สองมิติแรกจะ
เป็นมิติของภาพคือ x, y ส่วนมิติที่สามจะเป็นภาพที่ความยาวคลื่นต่างๆคือ λ (ElMasry และ Sun, 
2010) โดยจากภาพที่ 2 เป็นภาพของ hypercube ซึ่งจะแสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่างสเปกตรมัค่าการ
สะท้อนกับข้อมลูในพิกเซลของตัวอย่างแฮมที่ต าแหนง่ต่างกนั โดยพบว่าแต่ละต าแหน่งหากมอีงค์ประกอบ
ต่างกัน เส้นสเปกตรัมดังกล่าวกจ็ะมลีักษณะที่ต่างกันด้วย (Iqbal และคณะ, 2014) 
 เทคนิค HSI จะมสี่วนประกอบคือ กล้องถ่ายภาพ CCD สเปกโทรกราฟซึ่งเช่ือมต่อกบัเลนส์ใกล้
วัตถุ แหล่งก าเนิดแสง (เช่น halogen lamp) และคอมพิวเตอร์ซึ่งมีซอร์ฟแวรท์ี่ใช้รับภาพ โดยที่กล้อง 
สเปกโทรกราฟ ฐานวางตัวอย่าง และแหล่งก าเนิดแสงจะก าหนดช่วงคลื่นของระบบ ซึ่งมทีั้งความยาวคลื่น
ช่วงสั้น ( Vis-NIR) มีความยาวคลื่นต้ังแต่ 400-1000 nm และความยาวคลื่นช่วงยาว 900-1700 nm 
แสดงดังภาพที่ 3 นอกจากนีเ้ทคนิคนี้มหีลักการพื้นฐานคล้ายเทคนิค NIR โดยเมื่อแสงกระทบกบัตัวอย่าง
จะท าใหโ้มเลกลุเกิดการสั่นและท าใหเ้กิดการดูดกลืน แล้วสว่นที่ไม่ถูกดูดกลืนกจ็ะสะท้อนออกมาเข้าสู้
เลนส์ใกล้วัตถุซึง่มหีน้าที่ในการรับแสง  โดยแสงจะผ่านเข้าไปในสเปกโทรกราฟทาง slit ซึ่งเป็นช่องที่ให้
แสงผ่านเข้าไปสู่ grating ที่สามารถแยกล าแสงที่สะท้อนกลบัออกมาเป็นทีละความยาวคลื่น  จากนั้นจะ
เข้าสู่ detector คือกล้อง CCD  ซึ่งจะท าการถ่ายภาพทุกๆความยาวคลื่น โดยจะเก็บไปทีล่ะความยาว
คลื่น (λ)  ข้อมูลที่ได้จะถูกส่งไปที่คอมพิวเตอร์เพื่อวิเคราะห์ข้อมูลตอ่ไป  
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ภาพที่ 2 Hypercube แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสเปกตรัมกับพิกเซลของภาพ 
ที่มา: Iqbal และคณะ (2014) 
 
 
  
 
 

 
 
ภาพที่ 3 ส่วนประกอบของเทคนิค HSI 
ที่มา: Talens และคณะ (2013) 
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 วิธีการถ่ายภาพด้วยเทคนิค HSI เพื่อทีจ่ะได้ข้อมลูเป็น 3-D hyperspectral image cube 
(hypercube) มีอยู่ 4 วิธี ได้แก่ point scanning, line scanning, area scanning และ single shot 
แสดงดังภาพที4่ โดยวิธีแรก ได้แก่ point scanning (ภาพที่ 4a) หรือเป็นทีรู่้จักในอกีช่ือหนึง่คือ  
whiskbroom จะเป็นการสแกนไปที่พิกเซลหนึง่ๆ เพือ่ให้ข้อมูลสเปกตรมัจากพิกเซลนั้นๆ ส่วนพิกเซลหรือ
จุดอื่นๆจะถูกสแกนโดนการเคลือ่นที่ของ detector หรอืตัวอย่างก็ได้ ซึ่งวิธีนี้เหมาะกับการที่ต้องการจะ
วิเคราะห์ข้อมูลสเปกตรมัในแต่ละพกิเซล แต่มีข้อเสียคือใช้เวลานาน และต้องการเทคโนโลยีข้ันสูงเพื่อ
รองรับ วิธีสอง line scanning หรอื pushbroom (ภาพที่ 4b) จะเป็นการบันทกึเป็นเส้นตามแนวแกน x 
ซึ่งเหมาะกับไลนก์ารผลิตอาหารที่มรีะบบสายพานล าเลียง วิธีที่ 3 area scanning หรือ plane scanning 
(ภาพที่ 4c) จะได้ข้อมูลเชิงพื้นทีท่ั้งหมดทีห่นึ่งความยาวคลืน่ในการถ่ายเพียงครั้งเดียว และวิธี  single 
shot (ภาพที่ 4d) จะให้ข้อมลูเชิงพื้นที่ทัง้หมดของทุกๆความยาวคลื่นในการถ่ายภาพเพียงครั้งเดียว ซึ่ง
ข้อมูลที่ได้จะมปีริมาณมาก 
 นอกจากนีเ้ทคนิค HSI ยังมีโหมดการวัดอีก 3 แบบ ได้แก่ แบบสะท้อนกลบั (reflectance) แบบ
ส่องผ่าน (transmittance) และแบบอินเตอร์แอกแทนซ์ (Interactance) (ภาพที่ 4e, f และ g) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 วิธีการถ่ายภาพ HSI และโหมดการวัด 
ที่มา: Wu และ Sun (2013) 
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บทท่ี 3 
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบ 
 วัตถุดิบที่เลือกศึกษาได้แก่ ใบโหระพา โดยเลือกซื้อจากแหลง่ผลิตและจ าหน่ายแตกต่างกัน ได้แก่ 
เกษตรกร ตลาดกลางสินค้าเกษตร ตลาดสด ห้างค้าปลกีขนาดใหญ่ 
 
3.2 สารเคมี 
 3.2.1 โซเดียมคลอไรด์ (Nacl) (RCI Labscan Limited, ประเทศไทย) 
 3.2.2 เอทานอล (AR grade, RCI Labscan Limited, ประเทศไทย) 
 3.2.3 3M Petrifilm™ E. coli Count Plates (3M, ประเทศไทย) 
 3.2.4 3M Petrifilm™ Yeast and Mold Count Plates (3M, ประเทศไทย)  
 3.2.5 3m Petrifilm aerobic count plate (3M, ประเทศไทย) 
 3.2.6 เปปโทน  

3.2.7 น้ าปราศจากไอออน (Deionized Water) (HPLC grade, บริษัท VUNIQUE, ประเทศไทย) 
 
3.3 อุปกรณ์   
 3.3.1 เครื่องสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (FT-NIR Spectrometer) (MPA, Bruker, 
Germany) 
 3.3.2 ตู้อบลมร้อน (Binder, Germany)  

3.3.3 เครื่องช่ังน้ าหนักแบบตัวเลข แบบทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Digital balance KERN& Sohn 
GmbH, Balingen, Germany) 

3.3.4 เครื่องช่ังน้ าหนักแบบตัวเลข แบบทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Digital balance รุ่น BP 221S, 
Sartorius, Germany) 

3.3.5 เครื่องตีบดผสมตัวอย่าง (stomacher)  
3.4 วิธีการทดลอง 
 3.4.1 ตอนท่ี 1 การตรวจสอบการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่างรวดเร็วด้วย 
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ 

3.4.1.1 การเตรียมตัวอย่าง 
          การเตรียมตัวอย่างใบโหระเพื่อใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง NIR ส าหรับ

การศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจสอบปริมาณการปนเปื้อนเ ช้ือจุลินทรีย์ด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล้ เตรียมตัวอย่างในรูปแบบใบเดี่ยวดังนี ้

1. ล้างใบโหระพา สะเด็ดน้ าบนตะแกรง  
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2. ตัวอย่างใบโหระพาจะถูกเตรียม 2 แบบคือ แบบไม่เติมเช้ือ E.coli และแบบเติมเช้ือ E.coli 
2.1 การเตรียมตัวอย่างแบบไม่เติมเช้ือ 
น าตัวอย่างใบโหระพาบรรจุในถาดโฟมตัวอย่างละ 15 ใบแล้วปิดด้วยพลาสติกให้สนิท 
น าไปเก็บที่อุณหภูมิ 7±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 3, 5 และ 7 วัน 
2.2 การเตรียมตัวอย่างแบบเติมเช้ือ 
น าเช้ือ E.coli จ านวน 1 loop ใส่ลงใน peptone 10 มิลลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จะได้ Initial subculture จากนั้นดูดมา 2 ml ใส่ลงใน 
peptone 100 ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น าตัวอย่างใบโหระพา
จุ่มลงใน peptone ที่มีเช้ือนาน 2 นาที แล้วน าไปสะเด็ดน้ าให้แห้ง บรรจุในถาดโฟมตัวอย่างละ 
15 ใบ แล้วปิดด้วยพลาสติกให้สนิทเก็บที่อุณหภูมิ 7±1 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 วันแสดง
รูปการเตรียมตัวอย่างแบบเติมเช้ือ E.coli แสดงดังภาพที่ 6 

 

 
 
ภาพที่ 6 การเตรียมตัวอย่างใบโหระพา 

 
3.4.1.2 ข้ันตอนการวัดสเปกตรมัใบโหระพา 

          ในระหว่างการเก็บรักษาแต่ละวัน ตัวอย่างใบโหระพาจะถูกเตรียมตัวอย่างตามข้อ 
3.4.1.1 ถูกควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงคลื่น NIR ที่ความยาวคลื่น 700-
2500 นาโนเมตรหรือ 12000-4000 cm-1 ด้วยเครื่อง FT-NIR รุ่น MPA (Bruker, Germany) ในระบบ
การวัดแบบส่องผ่านและสะท้อนกลับ ค่าการดูดกลืนแสงในแต่ละตัวอย่างจะได้จากการวัดมีค่าความ
ละเอียด (resolution) เท่ากับ 16 cm-1 และจ านวนครั้งของการสแกนตัวอย่าง (scan time) เท่ากับ 32 
ครั้ง จากนั้นค่าการดูดกลืนแสง 15 ใบ จะน าไปเฉลี่ยเป็นค่าการดูดกลืนแสงของ 1 ตัวอย่าง 

3.4.1.3 ศึกษาคุณภาพของวัตถุดิบ และวิธีการวิเคราะห์การปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์  
 วิเคราะห์การปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ได้แก่ ปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด ปริมาณยีสต์และ

รา และปริมาณเช้ือ E.coli โดยหลังจากตัวอย่างถูกวัดค่าการดูดกลืนแสงจะน าไปใส่ถุงพาสติกส าหรับตีปั่น
ตัวอย่าง เติม 0.85% โซเดียมคลอไรด์ อัตราส่วนตัวอย่างต่อ 0.85% โซเดียมคลอไรด์เท่ากับ 1:10 ตีปั่น
ตัวอย่างเป็นเวลา 3 นาที หลังจากนั้นปิเปตตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงบน Petrifilm™ E. coli 
Count Plates, 3M Petrifilm™ Yeast and Mold Count Plates และ 3M Petrifilm aerobic count 
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plate บ่มไว้ที่ 25 ส าหรับยีสต์และราเป็นเวลา 3-5 วัน บ่มไว้ที่ 38 องศาเซลเซียสส าหรับปริมาณ
เช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดแสดงวิธีการนับปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ดังภาพที่ 7 และปริมาณ เช้ือ E.coli เป็นเวลา 2 
วัน และหาปริมาณความช้ืนของตัวอย่างโดยใช้วิธีอบลมร้อน (ดูภาคผนวก ก)  

 

 
ภาพที่ 7 การนับปรมิาณเช้ือจลุินทรีย์บนแผ่น (1) 3M Petrifilm aerobic count (2) Petrifilm™ E. coli 
Count Plates และ (3) 3M Petrifilm™ Yeast and Mold Count Plates 

 
 

3.4.1.4 ข้ันตอนการสร้างสมการท านายและการวิเคราะห์แยกกลุ่ม 
          เมื่อตัวอย่างผ่านการวัดค่าการดูดกลืนแสงแลว้น าไปท าการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนและ

ปริมาณการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในข้อ 3.4.1.3 บันทึกไว้เป็นส่วนของค่ามาตรฐาน ส่วนค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆ หรือค่าสเปกตรัมที่ได้จากเครื่อง FT-NIR จะถูกน าไปท าการปรับแต่งให้
เหมาะสมด้วยเทคนิคทางคณิตศาสตร์ เช่นการปรับเรียบ หรือการท าอนุพันธ์หนึ่งและอันดับสอง เป็นต้น 
จากนั้นข้อมูลทั้ง 2 ชุด  (ค่าสเปกตรัมและค่าทางเคมี) จะถูกน าไปหาความสัมพันธ์กัน สมการท านา ย
ปริมาณ PLS โดยใช้โปรแกรม OPUS (Bruker Optics, Germany) สมการท านายตรวจสอบ (external 
validation) และสมการท านายปริมาณที่ได้จะใช้เป็นสมการพื้นฐานในการตรวจสอบ (prediction) 

 
3.4.2 ตอนท่ี 2 การตรวจสอบการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่างรวดเร็วด้วย 

เทคนิคภาพถ่ายเชิงสเปกตรัม  
3.4.2.1 การเตรียมตัวอย่าง 

           การเตรียมตัวอย่างใบโหระพาเพื่อใช้ในการถ่ายภาพด้วยเทคนิค HSI ส าหรับการศึกษา
ความเป็นไปได้ในการตรวจสอบปริมาณการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ด้วยเทคนิคภาพถ่ายเชิงสเปกตรัม 
เตรียมตัวอย่างในรูปแบบใบเดี่ยวดังนี ้

      1. ล้างใบโหระพา สะเด็ดน้ าบนตะแกรง                                                                                  
2. ตัวอย่างใบโหระพาจะถูกเตรียม 2 แบบคือ แบบไม่เติมเช้ือ E.coli และแบบ 
เติมเช้ือ E.coli 
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2.1 การเตรียมตัวอย่างแบบไม่เติมเช้ือ 
น าตัวอย่างใบโหระพาบรรจุในถาดโฟมตัวอย่างละ 15 ใบแลว้ปิดด้วยพลาสติกให้สนทิ 
น าไปเก็บที่อุณหภูมิ 7±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วัน 

2.2 การเตรียมตัวอย่างแบบเติมเช้ือ 
น าเช้ือ E.coli จ านวน 1 loop ใส่ลงใน peptone 10 มิลลติร แล้วน าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จะได้ Initial subculture จากนั้นดูดมา 
2 ml ใส่ลงใน peptone 100 ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
น าตัวอย่างใบโหระพาจุ่มลงใน peptone ที่มีเช้ือนาน 2 นาที แล้วน าไปสะเด็ดน้ าให้แหง้ 
บรรจุในถาดโฟมตัวอย่างละ 15 ใบ แล้วปิดด้วยพลาสติกใหส้นิทเก็บทีอุ่ณหภูมิ 7±1 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 วัน 
   
3.4.2.2 ข้ันตอนการถ่ายภาพใบโหระพาด้วยระบบ HIS 
ตัวอย่างจะถูกน ามาถ่ายภาพสเปกตรัม  ซึ่งจะใช้การถ่ายภาพแบบทัง้ใบ (Focal plane 

scanning image) ด้วยระบบการวัดแบบสะท้อนกลับ (Reflectance) ช่วงความยาวคลื่นระหว่าง 
400 – 1000 นาโนเมตร แสดงดังภาพที่ 8 การถ่ายภาพจะใช้โปรแกรม GUI ซึ่งข้ันตอนแรกก่อน
ถ่ายภาพจะต้องท าการปรับเทียบเครือ่งมอืด้วยการท า dark reference (น าฟิวเจอร์บอร์ดสีด าไป
ปิดที่เลนส์ของกล้องแล้วท าการถ่ายภาพ) และ  white reference (ถ่ายภาพผ้าใบสีขาว) เมื่อท า
การถ่ายภาพแล้ว ข้อมูลที่ได้จะถูก export  ได้ภาพที่มีไฟล์  .cue และ .hdr 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 ระบบการวัด HSI ของใบโหระพา 
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3.4.2.3 ศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจสอบปริมาณการปนเปื้อนเช้ือจลุินทรีย์ด้วย
เทคนิคภาพถ่ายเชิงสเปกตรัม 
          เมื่อตัวอย่างผ่านการถ่ายภาพแล้วจะน าไปท าการวิเคราะห์การปนเปื้อนเช้ือจลุินทรีย์ด้วย

วิธีเดียวกันกับข้อ 3.4.1.3 บันทึกไว้เป็นส่วนของข้อมลูค่ามาตรฐาน ส่วนภาพถ่ายที่ได้จะถูกน าไปแปลง
ข้อมูลใหก้ลายเป็นค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างๆ หรือค่าสเปกตรมั เพื่อสร้างเป็นสมการท านาย
ตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม R×64 3.3.1 ในการเปิดไฟล์ภาพที่เป็น .cue และ .hdr จะเลอืกเส้นสเปกตรมั
จากต าแหน่งที่สนใจ (region of interest; ROI) โดยแต่ละภาพจะเลือก ROI ทั้งหมด 30 จุด แสดงดงัภาพ
ที่ 9  ข้อมูลสเปกตรมัที่ได้จะถูกน าไปปรับแต่งสเปกตรัมด้วยเทคนิคทางคณิตศาสตรโ์ดยใช้ซอฟแวร์ 
unscramble software (CAMO Software AS, Oslo, Norway) จากนั้นทวนสอบสมการโดยใช้วิธี full 
cross validation 

   
 

     
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 9 ต าแหน่ง ROI ของภาพถ่ายสเปกตรัม 
 
 
 
 
 
 
 

\ 
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บทท่ี 4 
ผลและการอภิปรายผลการทดลอง 

4.1 ตอนท่ี 1 การตรวจสอบการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่างรวดเร็วด้วยเทคนิค        
สเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ 
 4.1.1 การวิเคราะห์ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ ยีสตแ์ละราในใบโหระพา 

จากตัวอย่างใบโหระพาจ านวน 96 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 4 แหล่งได้แก่ Big C, Tops ตลาดกลาง
บางใหญ่และสวนจังหวัดนนทบุรี พบว่ามีปริมาณ Total aerobic count สูงสุด 7.8x106 cfu /g, 
ปริมาณยีสต์และราสูงสุด 2.8x105 cfu /g, ปริมาณ E.Coli สูงสุด 6x102 cfu/g และปริมาณ
ความช้ืนสูงสุด 90.68 % wet basis ดังตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ค่าทางสถิติของปรมิาณจลุินทรียท์ี่มีชีวิตทั้งหมด ปริมาณยสีต์และรา ปรมิาณเช้ือ E.coli และ
ปริมาณความช้ืน ที่ใช้การสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล้ในใบโหระพา (n=96) 
 

องค์ประกอบที่วิคราะห ์ ต่ าสุด – สูงสุด ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมด (cfu/g) 
ยีสต์และรา (cfu/g) 
E.coli (cfu/g) 
ปริมาณความช้ืน (%) 

2.35x104- 7.80x106 
1.00x102- 2.80x105 

0.00 – 6.00x102 
85.17 - 90.68 

1.29x106 ± 1.75x105 
5.50x104 ± 8.80x104 

74.00 ± 1.40x102 
88.15 ± 1.58 

 
4.1.2 ลักษณะเส้นสเปกตรัม 
สเปกตรัมจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงจากตัวอย่างใบโหระพาที่เก็บเป็นเวลา 0 และ 5 วัน เมื่อ

วัดด้วยเครื่อง NIRS โดยวัดแบบส่องผ่านและสะท้อนกลับของแสง ช่วงความยาวคลื่น 800-2500 นาโน
เมตร หรือเลขคลื่น 12000 ถึง 4000 cm-1 โดยเป็นสเปกตรัมที่ยังไม่ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมมี
องค์ประกอบของน้ า ซึ่งเป็นการดูดกลืนของเลขคลื่น 6900 cm-1 O-H First overtone พบการดูดกลืนที่
เลขคลื่น 5300 cm-1 เป็น O-H ซึ่งเป็น cellulose จะมีความสัมพันธ์กับโครงสร้างขององค์ประกอบของ
ผนังเซลล์ของพืช (Osborne และคณะ, 1993) ดังแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10 เส้นสเปกตรมัเฉลี่ยของใบโหระพาที่ได้จากเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้
 
 4.1.3 การสร้างสมการท านายด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIR) 
 จากการน าใบโหระพามาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง NIR สเปกตรัมที่ได้จากการวัดการ
ดูดกลืนในช่วงอินฟราเรดจะมลีักษณะการทบัเหลื่อมซ้อนกัน (overlaping) อีกทั้งยงัมีอิทธิพลของปัจจัย
อื่นๆเช่น การกระเจงิแสง อุณหภูมิ ความช้ืน ที่มีผลท าให้ลกัษณะการดูดกลืนแสงของสเปกตรัมแตกต่าง
กัน โดยลักษณะสเปกตรัมที่เกิดข้ึนเช่น การเลื่อนตัวข้ึนของสเปกตรมัตามแนวแกน y หรอื การดูดกลืนแสง
ที่เพิ่มข้ึนตลอดช่วงความยาวคลื่นที่เพมิขึ้น (multiplicative scattering) ดังนั้นก่อนการน าสเปกตรมัมา
สร้างสมการท านายปรมิาณจลุินทรีย์ทั้งหมด จงึต้องมกีารปรบัแต่งเส้นสเปกตรัม โดยการพจิารณาวิธีการ
ปรับแตง่เส้นสเปกตรัมที่เหมาะสมคือ เมื่อสร้างสมการท านายปริมาณจุลินทรีย์ทัง้หมดด้วยเทคนิค PLS 
สมการที่ให้ค่า R2 และ RPD สูง และให้ค่า RMSEP ต่ า โดยพบว่าสมการที่ดทีี่สุดคือสมการท านายปริมาณ
เช้ือจุลินทรียท์ี่ปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี Standard Normal Variate (SNV) ที่ช่วงความยาวคลื่น 
1063.39- 1333.62 นาโนเมตร และ 1630.76-1836.19 นาโนเมตร (ตารางที ่3) ซึ่งการดูดกลืนแสงความ
ยาวคลื่น 1780 และ 1820 เป็นการดูดกลืนของเซลลูโลส  และจากการทดลองของ Fernando Camara-
Martos และคณะ (2015) ได้ศึกษาการตรวจสอบคุณภาพของน้ านมวัวโดยตรวจสอบเช้ือ E.coli และ 
Pseudomonas aeruginosa ด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปีอนิฟราเรดย่านใกล้ พบว่าช่วงความยาวคลื่นที่
ถูกน ามาเลอืกใช้ในการสร้างสมการแบ่งกลุ่มด้วยเทคนิค Principle component analysis (PCA) คือช่วง 
1002.99- 1385.04 นาโนเมตร  
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ตารางที่ 3 ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณจุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมดด้วย
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIR) 
 

วิธีการปรบัแต่งสเปกตรัม 
จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
   RPD 

R2 
RMSEC 
(cfu/g) 

R2 
RMSECV 
(cfu/g) 

Bias 
(cfu/g) 

Raw 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ first derivative 
MSC 
Straight line subtraction 

7 
8 
3 
10 
1 
8 
10 

0.61 
0.82 
0.49 
0.88 
0.20 
0.82 
0.89 

1.13x106 
6.74x105 
1.28x106 
6.12x105 
1.51x106 
6.79x105 
5.80x105 

0.34 
0.47 
0.27 
0.58 
0.22 
0.47 
0.58 

1.41x106 

1.09x106 
1.49x106 
1.06x106 
1.53x106 
1.09x106 

1.07x106 

-5.49x104 
-1.72.x104 
-1.52x104 
-1.76x104 
-416 
-1.72x104 
-2.43x106 

1.24 
1.37 
1.17 
1.56 
1.13 
1.37 
1.55 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: 
root mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation 
set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
 
 ส าหรับแผนภาพการกระจายของสมการท านายปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด แสดงในภาพที่ 11 จะ
พบว่าข้อมูลบางส่วนมีแนวโน้มไปทางเดียวกับเส้น target line แต่ข้อมูลส่วนมากจะกระจายอยู่บริเวณ
ปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดที่มีค่าต่ า  
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ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่ได้จากการวัดด้วยวิธีมาตรฐาน (cfu/g) 

 
ภาพที่ 11 กราฟการกระจายของสมการท านายปริมาณจลุินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมด จากการปรบัแต่ง
สเปกตรมัด้วยวิธี SNV  

 
จากการน าใบโหระพามาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง NIR แล้วน ามาสร้างสมการท านาย

ปริมาณยสีต์และราด้วยเทคนิค PLS พบว่าสมการที่ให้ค่า R2 RMSEP และ RPD ที่ดีที่สุดคือสมการท านาย
ที่ ปรับแตง่สเปกตรัมด้วยวิธี Standard Normal Variate (SNV) ที่ช่วงความยาวคลื่น 1638.78- 1836.10 
นาโนเมตร  และ 2171.31-2356.88 นาโนเมตร (ตารางที่ 4 ) ซึ่งให้ค่า R2 เท่ากับ 0.83 และ RPD เท่ากับ 
2.43 ตามล าดับ ซึ่ง Williams (2007) ได้อธิบายค่า R2 ไว้ว่า R2 ในช่วง 0.83-0.90 สามารถใช้ในการ
ท านายเพื่องานวิจัยได้ อย่างไรก็ตามการน าเทคนิค NIR ในการประยุกต์ใช้ในการติดตามปริมาณยสีต์และ
ราพิจารณาการน าไปใช้งานข้ึนกบัช่วงการยอมรบัในการท านายค่าปริมาณยีสต์และราผิดพลาด  
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ปริมาณยีสต์และราที่ได้จากการวัดด้วยวิธีมาตรฐาน (cfu/g) 

ตารางที่ 4 ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณยสีต์และราด้วยเทคนิคสเปกโทร 
สโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIR) 

วิธีการปรบัแต่งสเปกตรัม 
จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
   RPD 

R2 
RMSEC 
(cfu/g) 

R2 
RMSECV 
(cfu/g) 

Bias 
(cfu/g) 

Raw 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ first derivative 
MSC 
Straight line subtraction 

9 
10 
9 
7 
7 
6 
6 

0.79 
0.83 
0.85 
0.87 
0.85 
0.81 
0.74 

3.67x104 
3.32x104 
3.15x104 
2.93x104 
3.10x104 
3.51x104 
4.06x104 

0.72 
0.70 
0.69 
0.83 
0.79 
0.75 
0.69 

4.02x104 
4.16x104 
4.24x104 
3.18x104 
3.52x104 
3.81x104 
4.24x104 

-0.877 
1.97x103 
2.46 x103 

143 
1.73x103 

27 
-490 

1.90 
1.84 
1.81 
2.43 
2.20 
2.00 
1.80 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: 
root mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation 
set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
 ส าหรับแผนภาพการกระจายของสมการท านายปริมาณยสีตแ์ละรา แสดงในภาพที่ 12 จะพบว่า
ข้อมูลมีแนวโน้มไปทางเดียวกับเส้น target line แต่ข้อมูลส่วนใหญ่จะกระจายอยูบ่รเิวณปรมิาณ
เช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดทีม่ีค่าต่ า ดังนั้นถ้าหากในการท างานวิจยัในอนาคตเพื่อพัฒนาการตรวจสอบปริมาณ
ยีสต์และราด้วยเทคนิค NIR ให้มีความแม่นย ามากขึ้น ควรเพิม่ตัวอย่างที่มปีรมิาณเช้ือยีสต์และรามากขึ้น
ส าหรับสร้างสมการการท านาย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 กราฟการกระจายของสมการท านายปริมาณยีสตแ์ละรา จากการปรบัแต่งสเปกตรมัด้วยวิธี 
SNV  
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จากการน าใบโหระพามาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง NIR แล้วน ามาสร้างสมการท านาย
ปริมาณเช้ือ E.coli ด้วยเทคนิค PLS พบว่าสมการที่ให้ค่า R2 RMSEP และ RPD ที่ดีที่สุดคือสมการท านาย
ที่ ปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี Standard Normal Variate (SNV) ร่วมกับ การปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี 
first derivative ที่ช่วงความยาวคลื่น 1063.39 – 1333.61  นาโนเมตร  และ 2171.31-2356.88 นาโน
เมตร (ตารางที่ 5) ซึ่งให้ค่า R2 เท่ากับ 0.39 และ RPD เท่ากับ 1.28 ตามล าดับ ซึ่ง Williams (2007) ได้
อธิบายค่า R2 ไว้ว่า R2 ในช่วง 0.26-0.49 หมายถึง เป็นความสัมพันธ์ที่ไม่ดี ไม่สามารถใช้ท านายปริมาณ
เช้ือ E.coli ได้ และจากการทดลองของ Fernando Camara-Martos และคณะ (2015) ได้ศึกษาการ
ตรวจสอบคุณภาพของน้ านมวัวโดยตรวจสอบเช้ือ E.coli และ Pseudomonas aeruginosa ด้วย
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ พบว่าช่วงความยาวคลื่นที่ถูกน ามาเลือกใช้ในการสร้างสมการ
แบ่งกลุ่มด้วยเทคนิค Principle component analysis (PCA) คือช่วง 1002.99- 1385.04 นาโนเมตร 
และ เมื่อใช้เทคนิค PLS ในการสร้างสมการท านายปริมาณเช้ือ E.coli ปริมาณเช้ือ E.coli  ในน้ านมวัวมีค่า
อยู่ในช่วง 6-9 log cfu/ml ซึ่งมีปริมาณของจ านวนเซลล์ของเช้ือจุลินทรีย์ความเข้มข้นสูงจึงให้ค่า R2 และ 
slope เข้าใกล้หนึ่งคือเท่ากับ 0.94 และ 0.96 ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 5 ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณเช้ือ E.coli ด้วยเทคนิคสเปกโทร 
สโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIR) 
 

วิธีการปรบัแต่งสเปกตรัม 
จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
   RPD 

R2 
RMSEC 
(cfu/g) 

R2 
RMSECV 
(cfu/g) 

Bias 
(cfu/g) 

Raw spectra 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ first derivative 
MSC 
Straight line subtraction 

8 
2 
3 
6 
6 
6 
6 

0.44 
0.50 
0.49 
0.51 
0.52 
0.51 
0.48 

8.11x105 
7.64x105 
7.48x105 
7.43x105 
7.39x105 
7.57x105 
7.71x105 

0.30 
0.36 
0.33 
0.38 
0.39 
0.35 
0.37 

8.55x105 
8.24x105 
8.40x105 

8.10x105 
8.04x105

8.27x105 
8.18x105 

-9.36x103 
1.97x103 
4.79 x103 
1.47x103 
1.97x103 
6.79x103 
7.11x103 

1.20 
1.25 
1.22 
1.27 
1.28
1.24 
1.26 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: 
root mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation 
set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
 
 
 
 
 



20 
 
 ส าหรับแผนภาพการกระจายของสมการท านายปริมาณเช้ือ E.coli แสดงในภาพที่ 13 จะพบว่า
ข้อมูลไม่มีแนวโน้มไปทางเดียวกับเส้น target line และกระจายออกจากเส้น target line แต่ข้อมูลส่วนใหญ่
จะกระจายอยู่บริเวณปริมาณเช้ือเช้ือมีค่าต่ า  
 

 
 ภาพที่ 13  กราฟการกระจายของสมการท านายปริมาณเช้ือ E.coli  จากการปรับแตง่สเปกตรัมด้วยวิธี 
SNV ร่วมกับวิธี first derivative 
 

จากการน าใบโหระพามาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง NIR แล้วน ามาสร้างสมการท านาย
ปริมาณความช้ืนด้วยเทคนิค PLS พบว่าสมการที่ให้ค่า R2 RMSEP และ RPD ที่ดีที่สุดคือสมการท านายที ่
ปรับแตง่สเปกตรัมด้วยวิธี MSC ร่วมกบั first derivative ที่ช่วงความยาวคลื่น 1063.39 – 1333.61  นา
โนเมตร 1638.78- 1836.10 นาโนเมตร  และ 2171.31-2356.88 นาโนเมตร (ตารางที่ 6) ซึ่งให้ค่า R2 
เท่ากับ 0.65 และ RPD เท่ากบั 1.61 ตามล าดับ ซึ่ง Williams (2007) ได้อธิบายค่า R2 ไว้ว่า R2 ในช่วง 
0.65-0.81 สามารถใช้ในการท านายเพื่อแบ่งระดับปริมาณ อย่างไรก็ตามการน าเทคนิค NIR ในการ
ประยุกต์ใช้ในการติดตามปริมาณความช้ืนพิจารณาการน าไปใช้งานข้ึนกับช่วงการยอมรบัในการท านายค่า
ปริมาณความช้ืนผิดพลาดมีค่าต่ า เท่ากบั 0.913%   
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ปริมาณเชื้อ E.coli ที่ได้จากการวัดด้วยวิธีมาตรฐาน (cfu/g) 
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ตารางที่ 6 ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณความช้ืนของใบโหระพาด้วย
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (NIR) 
 

วิธีการปรบัแต่งสเปกตรัม 
จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
   RPD 

R2 
RMSEC 
(%wet basis) 

R2 
RMSECV 
(%wet basis) 

Bias 
% 

Raw Spectra 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ first derivative 
MSC+ first derivative 
MSC 
Straight line subtraction 

9 
9 
7 
5 
9 
8 
8 
9 

0.71 
0.72 
0.76 
0.51 
0.76 
0.79 
0.66 
0.72 

0.882 
0.860 
0.792 
1.110 
0.798 
0.744 
0.951 
0.873 

0.55 
0.58 
0.58 
0.40 
0.61 
0.65 
0.55 
0.55 

1.040 
0.997 
1.010 
1.190 
0.963 
0.913 
1.030 
1.030 

0.008 
0.001 
0.010 
0.010 
0.008 
0.007 
0.007 
0.005 

1.49 
1.55 
1.53 
1.29 
1.61 
1.61 
1.49 
1.49 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: 
root mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation 
set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
 
 ส าหรับแผนภาพการกระจายของสมการท านายปริมาณความช้ืนในใบโหระพา แสดงในภาพที่ 14 
จะพบว่าข้อมูลมีแนวโน้มไปทางเดียวกับเส้น target line และกระจายเข้าใกล้เส้น target line  

ภาพที่ 14  กราฟการกระจายของสมการท านายปรมิาณความช้ืนจากการปรบัแต่งสเปกตรมัด้วยวิธี MSC
ร่วมกับวิธี first derivative 
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 4.1.4 การแบ่งกลุ่มใบโหระพาท่ีปนเป้ือนเชื้อ E.coli ด้วยเทคนิค NIR 

การใช้เทคนิคสเปคโทรสโคปีอินฟราเรดย่านใกล้มาสร้างสมการส าหรบัท านายการจ าแนกกลุม่ใบ
โหระพาที่ไม่มกีารปนเปื้อนของเช้ือ E.coli ออกจากกลุม่ใบโหระพาที่มีการปนเปื้อนของเช้ือ E.coli ด้วย
วิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (Principal component analysis; PCA) ผลการทดลองพบว่าไม่
สามารถแยกใบโหระพาที่มีการปนเปื้อนเช้ือ E.coli ออกจากใบโหระพาที่ไมมีการปนเปื้อนได้แสดงดังภาพ
ที่ 15 

  
ภาพที่ 15 การแบง่กลุม่ใบโหระพาทีมกีารปนเปื้อน E.coli และ ไม่ปนเปื้อน E.coli ด้วยเทคนิค PCA 
 
4.2 ตอนท่ี 2 การตรวจสอบการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ในใบโหระพาอย่างรวดเร็วด้วย 
เทคนิคภาพถ่ายเชิงสเปกตรัม 
          4.2.1 ลักษณะเส้นสเปกตรัม 

สเปกตรมัที่ได้จากการถ่ายภาพด้วยเทคนิคถ่ายภาพสเปกตรมั (HSI) (ภาพที่ 16) ในช่วงความยาว
คลื่นระหว่าง 450 ถึง 1000 นาโนเมตร ข้อมูลสเปกตรัมที่ได้แสดงดังภาพที่ 17 ซึ่งแสดงความสมัพันธ์
ระหว่างความยาวคลื่นกบัเปอรเ์ซ็นต์การสะท้อนกลบัสมัพัทธ์ (% relative reflectance) สเปกตรัมของใบ
โหระพาในการทดลองนี้มลีักษณะใกล้เคียงกบัสเปกตรมัของผักโขม (Diezma และคณะ, 2013) 
นอกจากนี้พบว่ามีพีคการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 680 นาโนเมตร (nm) ซึ่งเป็นช่วงการดูดกลืนแสงของ
คลอโรฟิลล์ทีส่ามารถพบในผกัและผลไม้ (ElMasry และคณะ, 2007) 

ใบโหระพาปนเปือ้น E.coli 

ใบโหระพาไมป่นเปือ้น E.coli 
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 อย่างไรก็ตามการซอ้นทับกันของพีคขนาดใหญ่มผีลต่อการบดบังพีคส าคัญที่ต้องการศึกษา จงึได้มี
การปรับแต่งเส้นสเปกตรัมกอ่นการน าไปวิเคราะห์คุณภาพ ภาพที่ 18  แสดงเส้นสเปกตรัมที่ได้จากเทคนิค
การถ่ายภาพสเปกตรัมทีผ่่านการปรับแต่งด้วยวิธีการค านวณค่าอนุพันธ์อันดับสอง ซึง่ท าให้สามารถแยก
พีคที่ซ้อนทบักันออกมาได้ชัดเจนข้ึน พบพีคที่ส าคัญ เช่น บรเิวณ 670-710 nm แสดงถึงรงควัตถุของ
คลอโรฟิลล์ (Rajkumar และคณะ, 2012) 

 
ภาพท่ี 16 ภาพถ่ายสเปกตรมัจากเทคนิคการถ่ายภาพสเปกตรัมของใบโหระพา 
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ภาพที่ 17 เส้นสเปกตรมัเฉลี่ยที่ได้จากเทคนิคการถ่ายภาพสเปกตรัมของใบโหระพา 

 

ภาพที่ 18 เส้นสเปกตรมัที่ได้จากเทคนิคการถ่ายภาพสเปกตรัมทีผ่่านการปรับแต่งด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับ
สองของ ใบโหระพา 
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4.2.2 การสร้างสมการท านายด้วยเทคนิคการถ่ายภาพสเปกตรัม (HSI) 
ค่าทางสถิติของปรมิาณจุลินทรียท์ี่มีชีวิตทั้งหมด ปรมิาณยีสต์และรา และปรมิาณเช้ือ E.coli ที่ใช้

การสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิคการถ่ายภาพสเปกตรมัในใบโหระพา 
แสดงดังตารางที่ โดยปริมาณจุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมดมีค่าเฉลี่ยคือ 1.1 x107 cfu/g sample ปริมาณยสีต์
และรามีค่าเฉลี่ย 2.2 x105 cfu/g sample และปรมิาณ เช้ือ E.coli มีค่าเฉลี่ย 2.6 x109 cfu/g sample 
 
ตารางที่ 7  ค่าทางสถิติของปริมาณจุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมด ปริมาณยีสต์และรา และปริมาณเช้ือ E.coli ที่
ใช้การสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิคการถ่ายภาพสเปกตรัมในใบโหระพา 
 

เช้ือจุลินทรีย ์
จ านวน 
ตัวอย่าง 

ต่ าสุด – สูงสุด ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมด 
ยีสต์และรา 
E.coli 

50 
80 
40 

1.4x102-4.8x107 
8.0-2.7x106 
0-3.9 X109 

1.1x107±1.5x107 
2.2x105±4.2x105 

2.6 x109±7.2 x108 
 
 ตารางที่ 8 แสดงผลของสมการท านายปริมาณจลุินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดของใบโหระพาด้วยเทคนิค
การถ่ายภาพสเปกตรัมในช่วงความยาวคลื่น 450-1000 nm ด้วยระบบการวัดแบบสะท้อนกลบั วิเคราะห์
ข้อมูลด้วยวิธี PLS และทวนสอบด้วยวิธี full cross validation โดยสมการที่ดีทีสุ่ดได้จากการปรับแต่ง
ด้วยวิธี standard normal variate (SNV) ร่วมกับวิธีอนุพนัธ์ล าดับหนึง่ (first derivative) ซึ่งให้ค่า R2, 
RMSECV, Bias และ RPD ของสมการทวนสอบเท่ากบั 0.373, 1.2 x107cfu/g, -1.4 x105 cfu/g และ 
1.24  Williams  (2007) กล่าวว่า สมการท านายทีม่ี R2 ในช่วง 0.26-0.49 แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง
ค่าที่ท านายกับค่าทางเคมีที่ต่ า นอกจากนี้ Nicolaï และคณะ (2007) กล่าวว่าค่า RPD ที่มีค่าต่ ากว่า 1.5 
แสดงว่าสมการท านายมีประสทิธิภาพต่ าและไมส่ามารถน าไปใช้ได้ ซึ่งสอดคล้องกบักราฟการกระจายของ
สมการท านายปริมาณจุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมด (ภาพที่ 19) โดยแกน x แสดงปริมาณจุลินทรียท์ี่มีชีวิต
ทั้งหมดที่วัดได้จากวิธีมาตรฐาน และแกน y แสดงปริมาณจลุินทรียท์ี่มีชีวิตทั้งหมดทีท่ านายได้จากเทคนิค
การถ่ายภาพสเปกตรัม (HSI)  จากภาพจะเห็นว่าจุดของข้อมูลกระจายออกจากเส้น target line และมี
การรวมตัวอยูบ่รเิวณที่มีค่าน้อย ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพของการท านายที่ต่ า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 
 
ตารางที่ 8  ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณจุลินทรียท์ี่มีชีวิตทั้งหมดด้วย
เทคนิค การถ่ายภาพสเปกตรัม (HSI) 

วิธีการปรบัแต่งสเปกตรัม 
จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
   RPD 

R2 
RMSEC 
(cfu/g) 

R2 
RMSECV 
(cfu/g) 

Bias 
(cfu/g) 

Raw 
Smoothing  
Normalize 
MSC 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ smoothing  
SNV+ first derivative 
SNV+ second 
derivative 
MSC+ smoothing 
MSC+ first derivative 
MSC+ second 
derivative 

6 
6 
5 
5 
6 
5 
5 
4 
5 
5 
 
4 
5 
5 

0.596 
0.573 
0.584 
0.556 
0.724 
0.672 
0.557 
0.529 
0.649 
0.626 
 
0.529 
0.649 
0.624 

9.5 x106 
9.8 x106 
9.6 x106 
9.9 x106 
7.8 x106 
8.5 x106 
9.9 x106 
1.0 x107 
8.9 x106 
9.1 x106 
 
1.0 x106 
8.9 x106 
9.2 x106 

0.354 
0.369 
0.359 
0.355 
0.364 
0.174 
0.342 
0.349 
0.373 
0.081 
 
0.363 
0.370 
0.076 

1.2 x107 
1.2 x107 
1.2 x107 
1.2 x107 
1.2 x107 
1.4 x107 
1.2 x107 
1.2 x107 
1.2 x107 
1.5 x107 
 
1.2 x107 
1.2 x107 
1.5 x107 
 

-3.5 x105 
-2.0 x105 
-1.5 x105 
-2.5 x105 
-2.0 x105 
-1.9 x105 
-3.0 x105 
-4.0 x105 
-1.4 x105 
-4.0 x105 
 
-3.5 x105 
-2.0 x105 
-4.1 x105 

1.22 
1.23 
1.22 
1.22 
1.23 
1.08 
1.21 
1.22 
1.24 
1.02 
 
1.23 
1.23 
1.02 

 
หมายเหต:ุ R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: root 
mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to 
SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
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ภาพที่ 19  กราฟการกระจายของสมการท านายปรมิาณจุลนิทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหมด จากการปรับแต่ง
สเปกตรมัด้วยวิธี SNV ร่วมกับวิธี first derivative   
  
 
 ส าหรับผลของสมการท านายปริมาณยีสต์และราของใบโหระพาแสดงในตารางที่ 9 ซึ่งจะเห็นว่า
สมการที่ดีที่สุดมาจากการปรับแต่งด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง ( second derivative) ซึ่งให้ค่า R2, 
RMSECV, Bias และ RPD ของสมการทวนสอบเท่ากับ 0.110, 3.9 x105, -2.6 x103 และ 1.05 Williams  
(2007) กล่าวว่า สมการท านายที่มี R2 ต่ ากว่า 0.2 แสดงถึงสมการไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างค่าที่ท านายได้
และค่าทางเคมี เช่นเดียวกับผลของสมการท านายปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด ค่า RPD มีค่าต่ ากว่า 
1.5 แสดงว่าสมการท านายมีประสิทธิภาพต่ าและไม่สามารถน าไปใช้ได้ (Nicolaï และคณะ, 2007)  
 ภาพที่ 20 แสดงกราฟการกระจายของสมการท านายปริมาณยีสต์และราซึ่งได้จากการปรับแต่ง
ด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง จากภาพจะเห็นว่าข้อมูลมีการกระจายตัวน้อย รวมตัวกันอยู่ตรงบริเวณค่าต่ า 
และกระจายตัวออกจากเส้น target line แสดงถึงประสิทธิภาพในการท านายที่ต่ ามาก 
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ตารางที่ 9  ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณยสีต์และราด้วยเทคนิคการ
ถ่ายภาพสปเกตรัม (HSI) 

วิธีการปรบัแต่ง
สเปกตรมั 

จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
   RPD 

R2 
RMSEC 
(cfu/g) 

R2 
RMSECV 
(cfu/g) 

Bias 

Raw 
Smoothing  
Normalize 
MSC 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ smoothing  
SNV+ first derivative 
SNV+ second 
derivative 
MSC+ smoothing 
MSC+ first derivative 
MSC+ second 
derivative 

1 
1 
1 
2 
1 
1 
2 
2 
1 
1 
 
2 
1 
1 

0.051 
0.050 
0.049 
0.125 
0.121 
0.270 
0.126 
0.110 
0.106 
0.245 

 
0.108 
0.105 
0.244 

4.0 x105 
4.0 x105 
4.0 x105 
3.9 x105 

3.8 x105 
3.5 x105 
3.9 x105 
3.9 x105 
3.9 x105 
3.6 x105 

 
3.9 x105 
3.9 x105 
3.6 x105 

0.040 
0.039 
0.037 
0.067 
0.088 
0.110 
0.067 
0.068 
0.081 
0.106 

 
0.068 
0.081 
0.106 

 

4.1 x105 
4.1 x105 
4.1 x105 
4.0 x105 
4.0 x105 
3.9 x105 
4.0 x105 
4.0 x105 
4.0 x105 
3.9 x105 

 
4.0 x105 
4.0 x105 
3.9 x105 

-1.3 x102 
-1.0 x102 
-9.4 x101 
-3.0 x103 
-1.3 x103 
-2.6 x103 
-2.8 x103 
-2.6 x103 
-7.5 x103 
-3.2 x103 

 
-2.8 x103 
-5.9 x102 
-3.3 x103 
 

1.01 
1.01 
1.01 
1.02 
1.03 
1.05 
1.02 
1.02 
1.03 
1.04 

 
1.02
1.03 
1.04 

 
หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: root 
mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to 
SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
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ภาพที่ 20  กราฟการกระจายของสมการท านายปรมิาณยีสต์และรา จากการปรบัแต่งสเปกตรมัด้วยวิธี
อนุพันธ์อันดับสอง 
 
   

ตารางที่ 10 แสดงผลของสมการท านายปริมาณเช้ือ E.coli ของใบโหระพาด้วยเทคนิคการ
ถ่ายภาพสเปกตรัม โดยสมการที่ดีทีสุ่ดมาจากการปรบัแต่งด้วยวิธี multiplicative scatter correction 
(MSC) ร่วมกบัวิธีอนุพันธ์อันดับ 1 ซึ่งให้ค่า R2, RMSECV, Bias และ RPD ของสมการทวนสอบเท่ ากับ 
0.301, 6.1 x108, 9.8 x106 และ 1.17  ซึ่งสมการท านายทีม่ี R2 ในช่วง 0.26-0.49 แสดงถึงความสัมพันธ์
ระหว่างค่าทีท่ านายกับค่าทางเคมทีี่ต่ า (Williams, 2007) และเช่นเดียวกันกบัผลของสมการท านาย
ปริมาณจุลินทรีย์ทีม่ีชีวิตทั้งหดและปริมาณยสีต์และรา ค่า RPD ของสมการท านายปรมิาณ เช้ือ E.coli มี
ค่าต่ ากว่า 1.5 แสดงว่าสมการท านายมีประสิทธิภาพต่ า (Nicolaï และคณะ, 2007) ซึ่งสอดคลอ้งกบักราฟ
การกระจายของสมการท านายปริมาณเช้ือ E.coli แสดงดังภาพที่ 21 จะเห็นว่าจุดของข้อมูลกระจายออก
จากเส้น target line 
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ตารางที่ 10  ผลของสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบของปริมาณเช้ือ E.coli ด้วยเทคนิคการ
ถ่ายภาพสเปกตรัม 

วิธีการปรบัแต่ง
สเปกตรมั 

จ านวน
ตัวแปร 

สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ 
    RPD 

R2 
RMSEC 
(cfu/g) 

R2 
RMSECV 
(cfu/g) 

Bias 

Raw 
Smoothing  
Normalize 
MSC 
First derivative  
Second derivative  
SNV 
SNV+ smoothing  
SNV+ first derivative 
SNV+ second 
derivative 
MSC+ smoothing 
MSC+ first derivative 
MSC+ second 
derivative 

2 
2 
2 
1 
1 
2 
1 
1 
1 
1 
 
1 
1 
1 

0.438 
0.407 
0.431 
0.370 
0.428 
0.419 
0.370 
0.345 
0.421 
0.276 

 
0.345 
0.423 
0.278 

 

5.3x108 
5.4x108 
5.3x108 
5.6 x108 
5.3 x108 
5.4 x108 
6.2 x108 
5.7 x108 
5.4 x108 
6.0 x108 

 
5.7 x108 
5.4 x108 
6.0 x108 

0.230 
0.231 
0.227 
0.280 
0.289 
0.040 
0.280 
0.267 
0.299 
0.043 

 
0.267 
0.301 
0.045 

 

6.4 x108 
6.4 x108 
6.4 x108 
6.6 x108 
6.1 x108 
7.1 x108 
6.2 x108 
6.2 x108 
6.1 x108 
7.1 x108 

 
6.2 x108 
6.1 x108 
7.1 x108 

 

-4.2x x106 
-4.6 x106 
-3.4 x106 
-8.3 x106 
-1.0 x106 
-1.6 x106 
-8.3 x106 
-7.8 x106 
-9.4 x106 
-4.7 x106 

 
-7.8 x106 
-9.8 x106 
-4.8 x106 

 

1.11 
1.11 
1.11 
1.15 
1.16 
1.00 
1.15 
1.14 
1.17 
1.00 

 
1.14 
1.17 
1.00 

 
หมายเหต:ุ R2: coefficients of determination, RMSEC: root mean square error of calibration, RMSEP: root 
mean square error of prediction, RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to 
SEP, MSC: multiplicative scatter correction, SNV: standard normal variate 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



31 
 

 
 

ภาพที่ 21  กราฟการกระจายของสมการท านายปริมาณเช้ือ E.coli จากการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี 
multiplicative scatter correction (MSC) ร่วมกับวิธีอนุพันธ์อันดับ 1 
 
  
 อย่างไรก็ตามหากพิจารณาจากผลของสมการเทียบมาตรฐาน R2 ของสมการท านายปริมาณ
จุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด (ตารางที่ 8) มีค่าอยู่ในช่วง 0.6-0.7 แสดงว่าสมการยังมีแนวโน้มทีจ่ะเป็นไปได้ ซึ่ง
อาจท าการปรับปรุงสมการได้โดยการเพิ่มจ านวนตัวอย่างและช่วงของค่าทางเคมีของตัวอย่างให้เพิ่มข้ึน
จากเดิม 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษา พบว่าเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้สามารถใช้ในการตรวจสอบ
ปริมาณยีสต์และราได้แต่ไม่สามารถใช้ตรวจสอบปริมาณเช้ือ E.coli  และจ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดได้ แต่
อย่างไรก็ตามยังพอมีแนวโน้มที่จะสามารถใช้ในการตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดได้หากท า
การเพิ่มจ านวนตัวอย่างและช่วงของค่าทางเคมีของตัวอย่างให้มากขึ้น 
 จากผลการศึกษาด้วยเทคนิค HSI พบว่าเทคนิค HSI ยังไม่สามารถใช้ในการตรวจสอบปริมาณ
จ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมด Escherichia coli (E.coli) ยีสต์และรา ในใบโหระพาได้อย่างไรก็ตามหาก
พิจารณาสมการท านายปริมาณจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดสมการยังมีแนวโน้มที่จะเป็นไปได้ ซึ่งอาจท าการ
ปรับปรุงสมการได้โดยการเพิ่มจ านวนตัวอย่างและช่วงของค่าทางเคมีของตัวอย่างให้เพิ่มข้ึนจากเดิม 
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ภาคผนวก ก 
วิธีการวิเคราะห์ 

ก.1 การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืน  (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2552) 
ก.1.1 เครื่องมือ 
 ก.1.1.1 ตู้อบ (oven) 
 ก.1.1.2 เครื่องช่ัง ที่ช่ังได้ละเอียดถึง 0.01 กรัม 
 ก.1.1.3 เดซิกเคเตอร์ (desiccator) 
 ก.1.1.4 กล่องอลมูิเนียมมีฝาปิด 
 หมายเหตุ กรณีทีม่ีการวิเคราะห์ปริมาณความช้ืนโดยใช้วิธีอื่น เช่น การใช้เครื่องวัดความช้ืน ต้อง
มีการทวนสอบความถูกต้องของเครื่องมือเปรียบเทียบกับวิธีการอบในตู้อบลมรอ้น ความถ่ีในการทวนสอบ
ข้ึนกับปจัจัยหลายอย่าง เช่น ความถ่ีในการวัด ปริมาณตัวอย่างที่วัด ความคลาดเคลื่อนของเครื่องมือวัด 
ก.1.2 วิธีวิเคราะห ์
 ก.1.2.1 เปิดฝากลอ่งอลูมเินียมตามข้อ ก.1.1.4 โดยเอาฝาซอ้นไว้ใต้กล่องหรือวางข้างๆ แล้วน าไป
อบในตู้อบตามข้อ ก.1.1.1 ที่อุณหภูมิ 105°C (องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ทิ้งไว้ให้เย็นในเดซิกเค
เตอร์แล้วช่ังน้ าหนักด้วยเครื่องช่ังตาม ก.1.1.2 
 ก.1.2.2 ตักตัวอย่างเมล็ดกาแฟมาประมาณ 10 g ใส่ในกล่องอลมูิเนียมที่ได้จากข้อ ก.1.2.1 แล้ว
ช่ังน้ าหนักด้วยเครื่องช่ังตาม ก.1.1.2  อบกล่องเมล็ดกาแฟตวัอย่างในตู้อบที่อุณหภูมิ 105°C โดยเปิดฝา
และเอาฝาซ้อนไว้ใต้กล่องหรือวางข้างๆ เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง ± 0.5 ช่ัวโมง แล้วปิดฝาทิ้งไว้ให้เย็นในเด
ซิกเคเตอร์ ช่ังน้ าหนกัด้วยเครื่องช่ังตาม ก.1.1.2 
 ก.1.2.3 ท าตามข้อ ก.1.2.1 และข้อ ก.1.2.2 อย่างน้อย 2 ซ้ า 
 ก.1.2.4 ค านวณหาปริมาณความช้ืนของการวิเคราะห์แต่ละครั้ง จากสูตร 
  เปอร์เซ็นต์ของความช้ืน = (B – C) X 100 
       (B – A) 
  เมื่อ  A = น้ าหนักกล่องอลมูิเนียมพร้อมฝา 
   B = น้ าหนักกล่องอลูมิเนียมพร้อมฝาและเมล็ดกาแฟก่อนอบ 
   C = น้ าหนักกลองอลูมเินียมพร้อมฝาและเมล็ดกาแฟหลงัอบ 
  และน าผลที่ได้มาหาค่าเฉลี่ยปรมิาณความช้ืน 
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