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บทคัดย่อ
อะฟลาทอกซินบี 1 เป็นสารพิษที่สร้างขึ้นจากเชื้อรา Aspergillus spp. ซึ่งมักปนเปื้อนในวัตถุดิบอาหารสัตว์และท�ำให้เกิดพิษ 

เพือ่เป็นการเฝ้าระวงัการปนเป้ือน จ�ำเป็นต้องมวีธิกีารตรวจวเิคราะห์ท่ีมปีระสทิธภิาพ งานวจิยันีจ้งึมุง่พฒันาวธีิการตรวจวเิคราะห์ 

อะฟลาทอกซินบี 1 ด้วยวิธีเทคนิคแคชเชอร์ (QuEChERS) ในวัตถุดิบอาหารสัตว์โดยใช้ปลายข้าวเป็นต้นแบบในการศึกษา  

ซึ่งในข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างจะไม่ผ่านกระบวนการท�ำให้บริสุทธ์ิ ผลการทดลองโดยใช้โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ 

สงู ทีม่เีฟสอยู่กบัทีช่นดิ Symmetry®C18 3.9x150 mm, 5 µm และเฟสเคลือ่นทีค่อือะซโิตรไนไตรด์ เมทานอล และน�ำ้ (15:15:70 

v/v/v) ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าตัวท�ำละลายอินทรีย์ และเกลือท่ีมีประสิทธิภาพในการสกัดมากที่สุด คือ  

อะซิโตรไนไตรด์: เมทานอล (40:60 v/v) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และ โซเดียมคลอไรด์ : แมกนีเซียมซัลเฟต (1:4 w/w) ตามล�ำดับ 

เมื่อตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์พบว่ามีสัมประสิทธิ์การกําหนดเท่ากับ 0.999 ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์แบบ

ทวนซ�้ำ (% RSD
r
) และท�ำซ�้ำ (% RSD

R
) น้อยกว่า 5.48 และ 5.77 % ตามล�ำดับ และมีค่าการกลับคืนเฉลี่ยอยู่ในช่วง 82.50–

96.83% ซึ่งอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ ส่วนค่าขีดจ�ำกัดในการตรวจวัด และค่าขีดจ�ำกัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณมีค่า

เท่ากับ 0.2 และ 0.3 พีพีบี ตามล�ำดับ

ค�ำส�ำคัญ: อะฟลาทอกซินบี 1 วัตถุดิบอาหารสัตว์ กระบวนการท�ำให้บริสุทธิ์ เทคนิคแคชเชอร์

Abstract
Aflatoxin B1 is a mycotoxin produced by Aspergillus spp. and it is a natural contaminant in animal feedstuffs which 

cause of mycotoxicosis. Several toxin detection methods are available. However, for the toxin monitoring, the current 

project was aimed to develop a rapid and low cost method for AFB1 determination in feeding stuffs based on  

QuEChERS method. As a result, AFB1 was separated on stationary phase (Symmetry®C18 3.9x150 mm 5 µm) with 
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mobile phase consist of acetronitrile methanol and water (15:15:70 v/v/v) at flow rate 1 ml/min. The sufficient extraction 

solvent and salt were acetronitrile: methanol (40:60 v/v) and sodium chloride : magnesium sulfate (1:4 w/w),  

respectively. The linearity showed good coefficient value at 0.999 with relative standard deviation of repeatability  

(% RSD
r
) and relative standard deviation of reproducibility (% RSD

R
) lower than 5.48 and 5.77%. The recovery values 

were in the range of 82.50-96.83% which range in acceptable standardized levels. The LOD and LOQ of the method 

were 0.2 and 0.3 ppb, respectively. 

Keywords: Aflatoxin B1, Feeding stuffs, Clean-up step, QuEChERS	

บทน�ำ
ประเทศไทยเป็นแหล่งที่มีการผลิตข้าวเพื่อการส่งออกและ

บรโิภคภายในประเทศเป็นหลกั อกีทัง้ยงัมกีารน�ำผลพลอยได้

จากการแปรรูปข้าว เช่น ปลายข้าว ข้าวหัก และร�ำมาแปรรูป

เป็นวัตถุดบิอาหารส�ำหรบัสัตว์ เนือ่งจากคณุค่าทางโภชนาการสงู  

ต้นทุนต�่ำ โดยส่วนมากจะพบการเจริญของเชื้อรา และการ 

ปนเปื้อนของสารพิษจากเชื้อราได้น้อย อย่างไรก็ตามหาก 

มีการจดัการหลงัการเกบ็เกีย่วไม่เหมาะสม โดยเฉพาะผลผลติ

มคีวามชืน้สงู รวมทัง้ประเทศไทยตัง้อยูใ่นเขตร้อนชืน้จะส่งเสรมิ 

ให้เกิดการเจริญและมีการสร้างสารพิษจากเชื้อราได้มากขึ้น 

	 อะฟลาทอกซนิ (aflatoxin; AF) เป็นสารเมทาโบไลท์

ชนิดทุติยภูมิที่ส่วนมากสร้างจากเชื้อราสายพันธุ์ Aspergillus 

flavus และ A. parasiticus โดยตามโครงสร้างทางเคมีและ

คณุสมบัตกิารเรอืงแสงจะแบ่งเป็นอะฟลาทอกซนิบ ี1 (AFB1), 

บี 2 (AFB2), จี 1 (AFG1) และจี 2 (AFG2) ซึ่งส่งผลกระทบ

ต่อสุขภาพสตัว์ เกดิการตกค้างในห่วงโซ่อาหารและเกดิปัญหา

การกดีกนัทางการค้า2-4 อย่างไรกต็ามอะฟลาทอกซนิบี 1 เป็นสาร 

ชีวพิษที่รุนแรง โดยองค์การวิจัยมะเร็งนานาชาติ (International  

Agency for Research on Cancer; IARC) ได้จัดให้สารพิษ

ดังกล่าวอยู่ในกลุ่มของสารก่อมะเร็ง (group 1 carcinogen) 

อีกทั้งยังกดระบบภูมิคุ้มกัน ท�ำให้ตัวอ่อนผิดปกติ และอาจ

เหนี่ยวน�ำให้เกิดการกลายพันธุ์ได้ในมนุษย์และสัตว์1

	 ในหลายประเทศจึงได้มีการก�ำหนดค่าการปนเปื้อน

สูงสุดที่ยอมรับได้ (maximum levels) รวมทั้งมีการพัฒนาวิธี

ตรวจวิเคราะห์อะฟลาทอกซินบี 1 ในวัตถุดิบชนิดต่างๆ 

อย่างไรก็ตาม วิธีตรวจวิเคราะห์มาตรฐานส�ำหรับอะฟลาทอก

ซนิบ ี1 จะใช้ตวัท�ำละลายอนิทรย์ีในการสกดัและท�ำให้บรสิทุธิ์

ด้วย immunoaffinity column (IAC) ก่อนวิเคราะห์ด้วย โครมา

โทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง5แต่ IAC มีต้นทุนสูง ขั้นตอน

ยุง่ยาก และใช้เวลานาน6ปัจจบุนัจงึมกีารน�ำเอาเทคนคิแคชเชอร์  

(Quick Easy Cheap Effective Rugged and Safe;  

QuEChERS) ซึง่เป็นเทคนคิการเตรยีมตวัอย่างผกั หรอืผลไม้

เพือ่วเิคราะห์ยาฆ่าแมลงมาประยกุต์ใช้ในงานวเิคราะห์สารพษิ

จากเช้ือรามากขึ้น โดยการสกัดตัวอย่างด้วยตัวท�ำละลาย 

อะซโิตรไนไตรด์ และเหนีย่วน�ำให้เกดิการแยกชัน้ของสารสกดั

ด้วยเกลอือนนิทรย์ี จากนัน้จงึท�ำให้บรสิทุธิด้์วยวธิกีารกระจาย

เฟสของแข็งในตัวอย่าง (dispersive solid phase extraction; 

dSPE) และวิเคราะห์ด้วยวิธีลิควิดโครมาโทกราฟี7,8 ซึ่งในการ

ศึกษาครั้งนี้จะน�ำเทคนิคแคชเชอร์มาใช้พัฒนาการตรวจวัด

อะฟลาทอกซนิบ ี1 เพือ่ให้ผลวิเคราะห์ทีร่วดเรว็ และต้นทนุต�ำ่ 

ในวตัถดุบิอาหารสตัว์ โดยใช้ปลายข้าวเป็นต้นแบบในการศึกษา 

วัตถุประสงค์
	 พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์อะฟลาทอกซินบี 1 ใน

วตัถดุบิอาหารสตัว์ โดยใช้ปลายข้าวเป็นต้นแบบในการศกึษา 

เพื่อลดต้นทุนและระยะเวลาในการวิเคราะห์

	

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการศึกษา
	 สารเคมี

	 สารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซนิบ ี1 ความเข้มข้น 

10 mg/ml ในเมทานอล (สารมาตรฐานต้ังต้น), อะซิโตรไน 

ไตรด์ (MeCN), เมทานอล (MeOH), โซเดยีมคลอไรด์ (NaCl), 

โซเดียมอะซเีตต (CH
3
COONa) แมกนเีซยีมซลัเฟต (MgSO

4
) 

และกรดไตรฟลูออโรอะซิติก (TFA) 

	 เครื่องมือ และอุปกรณ์

	 โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ประกอบด้วย

เครื่องควบคุม SCL-10AVP Shimadzu system controller, 

ปั๊ม LC-10ADVP Shimadzu liquid chromatography และ 

FCV-10ALVP, เคร่ืองกรองก๊าซ DGU-14A Shimadzu degasser,  

ตัวตรวจวัดฟลูออเรสเซนต์ RF-10AXL Shimadzu fluores-

cence detector, เครือ่งควบคมุอุณหภมูคิอลมัน์ CTV-10AVP 

Shimadzu column oven, เขม็ฉดีตวัอย่าง SIL-10ADVP auto 

injector และเครื่องควบคุมศักย์ไฟฟ้า Automatic voltage 

stabilizer and line conditioner
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	 สภาวะโครมาโทกราฟีของเหลว

	 สมรรถนะสูง

	 เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ประกอบ

ด้วยเฟสอยู่กับที่ (stationary phase) ชนิด Symmetry®C18 

3.9x150 mm 5 µm ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศา

เซลเซียส เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) คือสารละลายผสม 

ระหว่างอะซิโตรไนไตรด์ เมทานอล และน�้ำ (15:15:70 v/v/v) 

ทีอั่ตราการไหล 1 มิลลลิติรต่อนาท ีด้วยปรมิาตรฉดีที ่10 ไมโครลติร 

และอะฟลาทอกซินบี 1 ถูกตรวจวัดด้วยตัวตรวจวัดชนิด 

ฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่นกระตุ้นและความยาวคล่ืน 

การคาย คือ 360 และ 440 นาโนเมตร ตามล�ำดับ

	 วิธีการเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

	 อะฟลาทอกซินบี 1

	 เตรียมสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1  

ความเข้มข้น 1 พีพีบี (สารมาตรฐานใช้งาน) จากสารละลาย

มาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ความเข้มข้น 10 mg/ml  

(สารมาตรฐานตั้งต้น) ด้วยเมทานอล และเตรียมสารละลาย

มาตรฐานอะฟลาทอกซนิบ ี1 ความเข้มข้น 5, 10, 20, 40 และ 

100 พีพีบี จากสารละลายมาตรฐานใช้งาน (1 พีพีบี) ด้วย 

เมทานอล ก่อนท�ำอนุพันธ์ด้วยกรดไตรฟลูออโรอะซิติก และ

วิเคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

	 วิธีการเตรียมตัวอย่าง

	 ขัน้ตอนการสกดั (extraction step) ใช้ตวัอย่างปลาย

ข้าว 10 กรมั สกดัด้วยสารละลายผสมระหว่างอะซโิตรไนไตรด์ 

กับเมทานอลในอัตราส่วน 40:60 v/v ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เขย่าที่ความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที กรณี

ที่ต้องการหาเปอร์เซ็นต์การกลับคืน จะเติมสารละลายมาตร

ฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้น 1 พีพีบี ลงในตัวอย่าง 

และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที เพื่อให้ตัวท�ำละลาย

อินทรีย์เกิดการระเหย และท�ำให้ตัวอย่างเกิดการดูดซับสาร

พิษก่อนการสกัด จากนั้นจะเหนี่ยวน�ำให้เกิดการแบ่งชั้น 

(phase partition step) ของสารสกัดด้วยโซเดียมคลอไรด์ 1 

กรัม และแมกนเีซยีมซลัเฟต 4 กรมั เขย่าทีค่วามเร็วรอบ 300 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

3000 รอบต่อนาที 5 นาที เมื่อเกิดการตกตะกอน จึงน�ำส่วนใส  

1 มิลลิลิตร ไประเหยแห้ง และท�ำอนุพันธ์ด้วยกรดไตรฟลูออโร 

อะซติกิ 100 ไมโครลติร ในตวัท�ำละลาย 10% ของอะซโิตรไนไตรด์ 

ปริมาตร 900 ไมโครลิตรที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที จากนั้นจึงปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1000 รอบ

ต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีและตรวจวเิคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟี 

ของเหลวสมรรถนะสูง

	 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์

	 ส�ำหรบัการตรวจสอบความถูกต้องของวิธ ี(validation 

method) วเิคราะห์อะฟลาทอกซนิบ ี1 ในปลายข้าวจะทดสอบ

ความสมัพนัธ์เชงิเส้นตรง (linearity) ของกราฟมาตรฐาน โดย

การวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความ

เข้มข้นภายในช่วงของการทดสอบ 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 5, 

10, 20, 40 และ 100 พพีบี ีและประเมนิความเป็นเส้นตรงของ

กราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยการสร้างกราฟความ

สัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น และพื้นที่ใต้กราฟ การทดสอบ

ความไวในการตรวจวัด (sensitivity) ได้จากการวิเคราะห์

ตัวอย่างปลายข้าวท่ีปราศจากการปนเปื้อน (sample blank) 

และเติมสารมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 ที่ความเข้มข้นต�่ำ  

(5 พพีบี)ี จ�ำนวน 5 ซ�ำ้ พจิารณาค่าการกลบัคนื และส่วนเบีย่งเบน 

มาตรฐานสมัพทัธ์ การตรวจสอบความถกูต้อง (accuracy) และ

ความแม่นย�ำ (precision) ของวธิวิีเคราะห์จะทดสอบกบัตวัอย่าง 

ปลายข้าวที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานอะฟลาทอกซินบี 1 

ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 20, 40 และ 100 พีพีบี ความเข้ม

ข้นละ 6 ซ�ำ้ ประเมนิความถกูต้องจากการค�ำนวณค่าการกลบั

คืน (% recovery) ประเมินความแม่นย�ำแบบการทวนซ�้ำ  

(repeatability) และความแม่นย�ำแบบการท�ำซ�ำ้ (reproducibility)  

ในช่วงเวลา 3 วันจากการค�ำนวณส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% RSD) ให้อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ตามมาตรฐาน

สหภาพยโุรป [Commission Regulation (EC) No 401/2006] 

ส่วนการทดสอบค่าขีดจ�ำกดัในการตรวจวดั (limit of detection; 

LOD) และค่าขดีจ�ำกดัในการวดัเชงิปรมิาณ (limit of quantitation;  

LOQ) ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างปลายข้าวที่ปราศจากการ

ปนเป้ือนของ อะฟลาทอกซนิบ ี1 จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ และน�ำความ

เข้มข้นทีว่เิคราะห์ได้ มาหาค่าความเข้มข้นเฉลีย่ ส่วนเบีย่งเบน

มาตรฐาน (SD) ค�ำนวณค่า LOD และ LOQ จากสูตร LOD = 

ค่าเฉลีย่ของ sample blank + 3SD และ LOQ = sample blank 

+ 10SD

ผลการศึกษา
	 ระบบโครมาโทกราฟีส�ำหรับการวิเคราะห์ 

อะฟลาทอกซินบี 1

	 เฟสอยูก่บัที ่และเฟสเคลือ่นทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกั

ในการวเิคราะห์ด้วยเทคนคิ โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

โดยในการศึกษานี้จะเปรียบเทียบเฟสอยู่กับที่ 3 ชนิด ได้แก่ 

Inertsil C18-ODS 3 4.6x150 mm 5 µm, Symmetry®C18 

4.6x150 mm 5 µm และ Symmetry®C18 3.9x150 mm 5 µm 

โดยในการทดลองนีพ้บว่า Symmetry®C18 3.9x150 mm 5 µm 

เป็นชนดิทีใ่ห้ผลสัญญาณกราฟในการวเิคราะห์อะฟลาทอกซนิบ ี1 
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ได้ดท่ีีสดุ เนือ่งจากมีเวลาการหน่วงเหนีย่ว (retention time; t
r
) น้อย  

และให้สัญญาณการตอบสนองหรือพื้นที่ใต้กราฟสูง ในขณะที่

เฟสเคลือ่นทีจ่ะเปรยีบเทยีบสารละลายผสมระหว่าง เมทานอล

กับน�้ำในอัตราส่วน 50:50 v/v และอะซิโตรไนไตรด์ เมทานอล 

กับน�้ำในอัตราส่วน 15:15:70 v/v/v พบว่า อัตราส่วนของสาร

ละลายผสมอะซิโตรไนไตรด์ เมทานอล กับน�้ำ 15:15:70 v/v/v 

ให้ผลการวิเคราะห์ดีท่ีสุด และท�ำให้พีคของอะฟลาทอกซินบี 

1 สามารถแยกออกจากพีคของสารที่ไม่ถูกหน่วงเหนี่ยวใน

คอลมัน์ได้ด ีนอกจากนีย้งัได้เปรยีบเทยีบปรมิาตรทีฉ่ดีระหว่าง 

10, 20 และ 50 ไมโครลิตร พบว่าปริมาตรที่เหมาะสมส�ำหรับ

การทดลองนีค้อื 10 ไมโครลติร ซึง่ได้โครมาโทแกรมในลกัษณะ

พีครูประฆังคว�่ำที่สมมาตร 

	 อย่างไรก็ตาม อะฟลาทอกซินบี 1 มีคุณสมบัติ 

ในการเรืองแสงได้น้อยตามธรรมชาติ ดังนั้นเพื่อเพิ่มความ

สามารถในการตรวจวัดจึงมีการพัฒนาวิธีการท�ำอนุพันธ์ 

ของอะฟลาทอกซินบี1 ด้วยกรดไตรฟลูออโรอะซิติกก่อนการ

วิคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยการ

เปรียบเทียบผลการท�ำอนุพันธ์ในสารละลาย อะซิโตรไนไตรด์

ที ่10% และการใช้สารละลายผสมเฟสเคลือ่นที ่(อะซโิตรไนไตรด์  

เมทานอล น�้ำ 15:15:70 v/v/v) ในการท�ำสารละลายอนุพันธ์ 

พบว่าการท�ำอนุพันธ์ในตัวท�ำละลายอะซิโตรไนไตรด์ที่ 10% 

จะเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ์ที่ให้ผลสัญญาณการตอบสนองทาง 

โครมาโทกราฟีได้ดี (Figure 1)

Figrue 1 	 Chromatogram of blank broken rice sample 

spiked with 100 ppb AFB 1

	 การเตรยีมตวัอย่างและการสกดัตวัอย่างปลายข้าว

	 ส�ำหรับการเตรียมตัวอย่างและการสกัดตัวอย่าง

ปลายข้าวจ�ำนวน 10 กรมั จะใช้ตวัท�ำละลายอนิทรีย์ทีป่ระกอบ

ด้วย อะซิโตรไนไตรด์กับเมทานอล (40:60 v/v) เป็นสารสกัด

ตัวอย่างร่วมกับเปรียบเทียบการใช้เกลอืโซเดียมคลอไรด์หรือ

โซเดียมอะซีเตต 1 กรัม และแมกนีเซียมซัลเฟต 4 กรัม โดย

ผลการทดลองพบว่าระหว่างอะซิโตรไนไตรด์กับเมทานอล 

(40:60 v/v) ร่วมกับโซเดียมคลอไรด์ 1 กรัม และแมกนีเซียม

ซัลเฟต 4 กรัม จะให้สัญญาณการตอบสนองทางโครมาโทแกรม 

ได้ด ีจากนัน้จงึศกึษาสดัส่วนปรมิาตรของสารสกดัทีเ่หมาะสม

ต่อตวัอย่าง 10 กรมั โดยท�ำการเปรยีบเทยีบปรมิาตรสารสกดั 

10 และ 20 มลิลลิติร ของอะซโิตรไนไตรด์กบัเมทานอล (40:60 

v/v) พบว่าปรมิาตรสารสกดัที ่20 มลิลิลติรต่อตวัอย่าง 10 กรัม 

จะให้ผลการสกัดดีกว่าการใช้สารสกัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เนื่องจากจะช่วยเจือจางสารรบกวนในตัวอย่าง และลดความ

ข้นหนืดของสารสกัด

	 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

	 ส�ำหรับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการ

วิเคราะห์ดังกล่าว พบว่าการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

อะฟลาทอกซนิบ ี1 ทีค่วามเข้มข้นภายในช่วงของการทดสอบ 

5 ความเข้มข้น ได้แก่ 5, 10, 20, 40 และ 100 พีพีบี ด้วย

สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานจะให้ค่าสัมประสทิธิก์ารกํา

หนด (coefficient of determination; R2) เท่ากับ 0.999 ซึ่งอยู่

ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (r2≥ 0.995) ผลการวิเคราะห์ความไวใน

การตรวจวดั (sensitivity) จะมส่ีวนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์

ของสารอะฟลาทอกซินบี 1 มาตรฐานที่ความเข้มข้น 5 พีพีบี

จ�ำนวน 5 ซ�้ำ (relative standard deviation; RSD) เท่ากับ 

4.36% และมีค่าการกลับคืนเฉลี่ย 100.8% ส�ำหรับการตรวจ

สอบความถูกต้องและความแม่นย�ำของการวิเคราะห์จากการ

ทดสอบกับตัวอย่างปลายข้าวที่เติมสารละลายมาตรฐาน  

อะฟลาทอกซินบี 1 ที่แตกต่างกัน 3 ความเข้มข้น คือ 20, 40 

และ 100 พีพีบี ความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำ ในช่วงเวลา 3 วัน 

ประเมินค่าความถกูต้องจากเปอร์เซน็ต์การกลบัคนื (recovery) 

ของการวเิคราะห์ พบว่าแต่ละตัวอย่างมีค่าอยูท่ี ่79-101% โดย

มค่ีาเฉลีย่อยูใ่นช่วง 82.50-96.83% (Table 1) ซึง่อยูใ่นเกณฑ์

มาตรฐาน (70–110% ตามเกณฑ์มาตรฐานสหภาพยุโรป; 

Commission Regulation (EC) No 401/2006) และจากการ

ทดสอบความแม่นย�ำแบบการทวนซ�ำ้ และแบบการท�ำซ�ำ้ พบ

ว่าอะฟลาทอกซินบี 1 มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

แบบทวนซ�้ำ (% RSD
r
) และแบบท�ำซ�้ำ (% RSD

R
) น้อยกว่า 

5.48 และ 5.77% ตามล�ำดับ ซึ่งอยู่ในระดับที่มีความแม่นย�ำ

สูง (% RSD อยู่ในช่วง 1–10%) จากการทดสอบค่าขีดจ�ำกัด

ในการตรวจวัด (limit of detection; LOD) และค่าขีดจ�ำกัดใน

การวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation; LOQ) มีค่าเท่ากับ 

0.2 และ 0.3 พพีบีี ตามล�ำดบั ซึง่แสดงให้เห็นว่าวธิกีารดงักล่าว

มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ นอกจากนี้ยังมีขั้นตอนที่ง่าย 

ช่วยลดระยะเวลาและต้นทุนในการวิเคราะห์อีกด้วย โดยพบว่า 

ในปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์สารอะฟลาทอกซินด้วยวิธี TLC 

densitometer และ วิธี IAC-HPLC จะใช้เวลาประมาณ 2-3 

ชั่วโมง และมีค่าใช้จ่ายประมาณ 2000 บาทต่อตัวอย่าง  
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สาํหรับวิธ ีELISA จะใช้เวลาประมาณ 1-2 ชัว่โมง โดยมค่ีาใช้จ่าย 

ราว 500-2000 บาทต่อตัวอย่าง ขณะที่ QuEChERS-HPLC 

จะใช้เวลาประมาณ 1-2 ชัว่โมงและมค่ีาใช้จ่ายที ่500-800 บาท

ต่อตัวอย่าง

วิจารณ์และสรุปผลงานวิจัย
	 วิจารณ์

จากการศึกษาระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

ส�ำหรบัการวเิคราะห์อะฟลาทอกซนิบ ี1 พบว่าสญัญาณโครมา

โทแกรมของอะฟลาทอกซนิบ ี1 สามารถแยกออกจากพีคของ

สารทีไ่ม่ถกูหน่วงเหนีย่วได้ด ี(void peak) เนือ่งจากเฟสอยูก่บั

ทีแ่ต่ละชนดิมีคณุสมบตัทิางกายภาพทีแ่ตกต่างกนัซึง่จะส่งผล

ต่อรูปร่างโครมาโทแกรม ตลอดจนเวลาการหน่วงเหนี่ยวของ

สารภายในคอลัมน์ พบว่าเฟสอยู่กับท่ีในกลุ่ม Symmetry®  

มปีรมิาณคาร์บอน (% carbon load) มากกว่าเฟสอยูก่บัทีช่นดิ 

Inertsil C18-ODS 3 4.6x150 mm 5 µm จงึแสดงสภาพความ

ไม่มขีัว้สงูและอาจส่งผลท�ำให้วเิคราะห์สารอะฟลาทอกซนิบ ี1 

ในการทดลองนี้ได้ดีขึ้น อีกทั้ง Symmetry®C18 3.9x150 mm 

5 µm ซึ่งมีเส้นผ่าศูนย์กลางภายในน้อย จึงช่วยเพิ่มความไว

ในการวิเคราะห์ และลดปริมาตรของสารตัวอย่าง 

	 นอกจากนีก้ารใช้เฟสเคล่ือนทีท่ีป่ระกอบด้วยอะซโิตร

ไนไตรด์ เมทานอล และน�้ำในอัตราส่วน 15:15:70 v/v/v ซึ่งมี

สภาพความเป็นขั้วสูงกับเฟสอยู่กับที่ชนิด C18 ซึ่งไม่มีขั้วใน

การวิเคราะห์จะให้สัญญาณโครมาโทแกรมท่ีชัดเจน และดี

สอดคล้องกบังานวจิยัของ Cistimaleanu9อย่างไรกต็าม โครมา

โทแกรมที่ได้อาจมีลักษณะฐานกว้างเล็กน้อยและมีเวลาการ

หน่วงเหนีย่วนานขึน้ได้ เนือ่งมาจากเฟสเคลือ่นทีม่นี�ำ้เป็นองค์

ประกอบในปริมาตรท่ีมาก ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ  

Sirhan6อย่างไรกต็ามการลดปรมิาตรท่ีฉดีสารเข้าระบบจะช่วย 

ปรบัขนาดของโครมาโทแกรมได้ ในขณะทีก่ารใช้เฟสเคลือ่นที่

ที่ประกอบด้วยเมทานอล และน�้ำในอัตราส่วน 50:50 v/v พบ

ว่าพคีของสารอะฟลาทอกซนิ ไม่สามารถแยกออกจากพคีของ

สารที่ไม่ถูกหน่วงเหนี่ยวภายในคอลัมน์ ส่วนการท�ำอนุพันธ์

ของอะฟลาทอกซินบี 1 ก่อนผ่านเข้าคอลัมน์ (pre-column 

derivatization) ด้วยกรดไตรฟลูออโรอะซิติกเป็นการปรับ

เปลีย่นโครงสร้างทางเคมขีองอะฟลาทอกซนิบ ี1 โดยอาศยัปฏิ

กิริยาไฮโดรไลซิส เพื่อให้อยู่ในรูปของอะฟลาทอกซินบี 2  

เอ (AFB2a) ซึง่มคีณุสมบตัใินการเรอืงแสง และมสีภาพความ

เป็นขั้วมากย่ิงขึ้นจึงช่วยเพิ่มความไวในการตรวจวัด5,10 โดย

ปฏิกิริยาการท�ำอนุพันธ์จะเกิดได้ดีในตัวท�ำละลายอะซิโตรไน

ไตรด์ (10%) มากกว่า สารละลายผสมอะซิโตรไนไตรด์ เมทา

นอล และน�้ำ ในอัตราส่วน 15:15:70 v/v/v (เฟสเคลื่อนที่) ซึ่ง

มเีมทานอลเป็นองค์ประกอบ เนือ่งจากเมทานอลจะไปรบกวน

การเกิดปฏิกิริยา และท�ำให้อะฟลาทอกซินบี 2 เอเสื่อมสภาพ

อย่างรวดเร็ว ซึ่งจะส่งผลต่อสัญญาณการตอบสนองและ

เปอร์เซ็นต์การกลับคืน11,12

	 ส�ำหรับการเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิค แคชเชอร์  

พบว่าตวัท�ำละลายอะซโิตรไนไตรด์ และ เมทานอล (40:60 v/v) 

ด้วยปริมาตร 20 มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการสกัดได้ดีกว่า

การใช้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เนื่องจากมีปริมาตรของสารสกัด

เพยีงพอท่ีจะน�ำสารสกัดไปเตรยีมตวัอย่าง รวมทัง้ช่วยเจอืจาง

สารรบกวนในตัวอย่างให้น้อยลง แต่สารสกดัจะไม่เกดิการแยก

ชัน้เมือ่ถกูเหนีย่วน�ำด้วยเกลอืเนือ่งจากตวัอย่างปลายข้าวทีน่�ำ

มาวิเคราะห์ไม่ผ่านกระบวนการท�ำให้ชุ่มด้วยน�้ำ (soaking) 

ก่อนการสกัด อย่างไรก็ตามการใช้เกลือยังมีความจ�ำเป็นต่อ

การก�ำจัดสารรบกวน (interferences) และการดูดซับน�้ำส่วน

เกินที่มีอยู่ในตัวอย่าง ท�ำให้ได้สารสกัดที่มีความบริสุทธิ์มาก

ขึ้น ซึ่งส่งผลให้การวิเคราะห์มีความถูกต้องและแม่นย�ำ6,8 โดย

พบว่าการใช้เกลือโซเดียมคลอไรด์ในการสกัดจะให้สัญญาณ

โครมาโทแกรมได้ดีกว่าการใช้เกลือโซเดียมอะซีเตตเล็กน้อย

อาจเนื่องมาจากเกลือโซเดียมอะซิเตตควรใช้กับสารสกัดที่มี

สภาพเป็นกรด13

สรุปผลงานวิจัย
การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์อะฟลาทอกซินบี 1 ใน 

วัตถุดิบอาหารสัตว์ ซึ่งใช้ปลายข้าวเป็นต้นแบบในการศึกษา 

โดยอาศัยการเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคแคชเชอร์ จะช่วยให้

ประหยดัต้นทุนในการวเิคราะห์ เกดิความรวดเรว็ในการวเิคราะห์ 

ด้วยการไม่ผ่านกระบวนการท�ำให้บริสุทธิ์ โดยยังให้ผลการ

วเิคราะห์ทีถ่กูต้องแม่นย�ำ จงึเป็นอกีทางเลอืกหนึง่ส�ำหรบัการ

วิเคราะห์อะฟลาทอกซินบี 1 ในปลายข้าวอาหารสัตว์ รวมทั้ง

อาจมกีารพฒันาต่อเพือ่วิเคราะห์สารพษิในวัตถดุบิอาหารสตัว์

ชนิดต่างๆ เพื่อเฝ้าระวังการปนเปื้อนต่อไป
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Table 1 	Validated parameters of AFB 1 in broken rice samples.

Conc. 

(ppb)

repeatability(n=6) reproducibility

(n = 3)% recovery % RSD
r

Day 1 Day 2 Day 3 Day 1 Day 2 Day 3 % recovery % RSD
R

20 86.83 91.83 96.83 3.52 5.48 3.16 91.83 5.44

40 82.50 89.83 90.83 3.73 4.30 4.25 87.72 5.12

100 84.00 93.66 92.50 3.61 3.35 2.34 90.05 5.77
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